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RESUMO 
 

 

Introdução: O carcinoma epidermóide de laringe é um dos mais comuns a atingir a 

região da cabeça e pescoço, representando cerca de 25% dos tumores malignos 

que acometem essa área e 2% de todas as doenças malignas. Os recursos 

terapêuticos utilizados são as cirurgias, terapias por irradiação e quimioterapia, 

porém são considerados altamente invasivos. Por isso, algumas plantas vêm sendo 

utilizadas no tratamento do câncer, na tentativa de amenizar os danos causados 

pelos métodos convencionais. Uma dessas tem despertado interesse científico, a 

Euphorbia tirucalli, conhecida popularmente como aveloz. Essa planta é utilizada no 

tratamento de asma, úlceras, verrugas e possui princípios ativos com atividades 

biológicas comprovadas cientificamente como, antimutagênica, anti-inflamatória e 

anticancerígena. Objetivo: Em função da importância da fração antitumoral do látex 

da E. tirucalli, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influência desse 

fitoterápico nas células de carcinoma epidermóide de laringe (Hep-2), sobre a 

morfologia, proliferação celular e expressão gênica. Material e métodos: As células 

Hep-2 foram cultivadas em meio completo (MEM 10%), e tratadas nas seguintes 

concentrações do aveloz (0,25; 2,5; 25 e 250 μg/mL), para avaliar o possível efeito 

dessa planta nos tempos de 1, 3, 5 e 7 dias. Após análises estatísticas do teste de 

proliferação celular, foi efetuado um novo cultivo para extração do RNA e realização 

da técnica de Hibridização Subtrativa Rápida (RaSH). Os genes com expressão 

alterada, encontrados na técnica de RaSH, foram analisados por bancos de dados 

Gene Ontology (GO) e Ingenuity Systems© (IPA). A validação de cinco genes 

encontrados como diferencialmente expressos foi realizada por PCR quantitativo em 

tempo real. Resultados: Após o tratamento com o aveloz, a morfologia das células 

não sofreu alterações, quando comparada com amostras controles. No teste de 

proliferação celular, as células apresentaram diminuição do crescimento com o 

passar do tempo, apresentando resultados mais significantes estatisticamente no 3° 

dia, na concentração de 25 µg/mL do fitoterápico. Por isso, esses parâmetros foram 

escolhidos para dar continuidade com a metodologia. Por meio da técnica de RaSH 

foi constatada alteração na expressão de alguns genes, incluindo ANXA1, TCEA1, 



NGFRAP1, ITPR1 e CD55, os quais estão relacionados respectivamente com a 

resposta inflamatória, regulação da transcrição, processo apoptótico, transporte do 

íon cálcio e regulação do sistema complemento. O fitoterápico diminui a expressão 

do gene ITPR1, validado por PCR quantitativo em tempo real e aumenta dos genes 

ANXA1 e CD55. Conclusão: Os dados indicam a participação do aveloz na 

alteração da expressão de genes envolvidos nos processos tumorigênicos e 

mostram uma indicação terapêutica para o câncer de laringe. 

 

Palavras-chave: Aveloz, Cultura de células, Hibridização subtrativa rápida (RaSH), 

Expressão gênica, PCR quantitativo em tempo real. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 

Background: The larynx squamous cell carcinoma is the most common to hit the 

head and neck, representing about 25% of malignant tumors that affect this area and 

2% of all malignancies. Therapeutic resources used are surgery, chemotherapy and 

radiation therapies, but are considered highly invasive. Therefore, some plants had 

been used in the treatment of cancer, in an attempt to soften the damage caused by 

conventional methods. One of these has attracted scientific interest, the Euphorbia 

tirucalli, known popularly as aveloz. This plant is used in the treatment of asthma, 

ulcers, warts and has active principles with activities scientifically proven as 

antimutagenic, anti-inflammatory and anticancer. 

Aim: Due of the importance the antitumoral fraction of the latex the E. tirucalli, the 

present study aimed to evaluate the influence of herbal of the larynx squamous cell 

carcinoma (Hep-2), on the morphology, cell proliferation and gene expression. 

Methods: The Hep-2 cells were cultured in complete medium (MEM 10%), and 

treated in the following concentrations of the aveloz (0,25; 2,5; 25 e 250 μg/mL) to 

evaluate the possible effects of this plant in 1, 3, 5 and 7 days. After statistical 

analysis of the test cell proliferation, was made a new culture for RNA extraction and 

realization of the Rapid Subtractive Hybridization technique (RaSH). The genes with 

altered expression, found in RaSH technique, were analyzed databases Gene 

Ontology (GO) and Ingenuity Systems© (IPA). The validation of the five differentially 

expressed genes found was performed by real time quantitative PCR. 

Results: The aveloz treatment did not change the cell morphology compared with 

control samples and decreased the cell growth, with results more statistically 

significant on day 3 at a concentration of 25 µg/mL. Therefore, these parameters 

were chosen to continue with the methods. The RaSH approach detected change in 

expression of some genes, including ANXA1, TCEA1, NGFRAP1, ITPR1 and CD55, 

which are respectively associated with the inflammatory response, transcriptional 

regulation, apoptosis, calcium ion transport regulation and complement system. The 

aveloz down-regulated ITPR1 gene, validated by real-time quantitative PCR and up-

regulated ANXA1 and CD55 genes.  



Conclusions: The data indicate the involvement of the aveloz in altered expression 

of genes involved in tumorigenic processes and show a therapeutic indication for 

larynx squamous cell carcinoma. 

 
Keywords: Aveloz, cell culture, Rapid Subtractive Hybridization (RaSH), gene 

expression, real time quantitative PCR. 
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O câncer é considerado uma doença multifatorial, resultante da ação de 

fatores genéticos, epigenéticos e ambientais, que atuam conjuntamente com a 

suscetibilidade individual. Esses fatores contribuem para o acúmulo de mutações em 

uma única célula, as quais prejudicam os mecanismos básicos de controle, liberando 

inibidores do ciclo celular ou bloqueando a morte celular, fazendo com que a célula 

se prolifere descontroladamente (PÉREZ-LÓPEZ; CHENDRAUI; HAYA, 2009). 

Os carcinomas são neoplasias malignas derivadas de células epiteliais e 

representam a forma mais comum de câncer humano, sendo a segunda causa de 

morte mundial (BHOWMICK; MOSES, 2005). Carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço (CECP) representa tumores malignos que aparecem principalmente na 

cavidade oral, língua, assoalho da boca, tonsilas palatinas, faringe e laringe (ISLAMI 

et al., 2011). Esses tumores surgem a partir de diversas estruturas anatômicas, 

incluindo os ossos craniofaciais, tecidos moles, glândulas salivares, pele e 

membranas mucosas, sendo a maioria do tipo histológico espinocelular (PAI; 

WESTRA, 2009). Mundialmente é o quinto tipo de câncer mais comum, 

compreendendo cerca de 6% entre todos os tipos, com incidência de 540.000 casos 

novos por ano e mortalidade de 271.000 (MARCU; YEOH, 2009; ISLAMI et al., 

2011). No Brasil, estimam-se 11.280 casos novos em homens e 4.010 em mulheres 

para o ano de 2014, considerando apenas os tumores da cavidade oral. Esses 

valores correspondem a um risco estimado de 11 casos novos a cada 100 mil 

homens e 4 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2013).  

Em relação ao câncer de laringe, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

revelou ser um dos mais comuns a atingir a região da cabeça e pescoço, 

representando cerca de 25% dos tumores malignos que acometem essa área e 2% 

de todas as doenças malignas. Ocorre em uma das três porções que divide o órgão, 

laringe supraglótica, glote e subglote. Aproximadamente 2/3 dos tumores surgem 

nas cordas vocais verdadeiras, localizadas na glote, e 1/3 acomete a laringe 

supraglótica (acima das cordas vocais). No ano de 2010 o INCA registrou no Brasil 

3.618 mortes, sendo 3.189 em homens e 429 em mulheres, demonstrando que essa 

doença acomete preferencialmente o sexo masculino. Recentemente, o INCA 

divulgou a estimativa para o ano de 2014, prevendo 6.870 novos casos em homens, 

com um risco estimado de 6 casos a cada 100 mil homens e 770 novos casos em 

mulheres (INCA, 2013).         

 Os principais fatores de risco para o carcinoma epidermóide de laringe, são o 
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tabagismo e consumo de bebidas alcoólicas (HASHIBE et al., 2009). O tabaco 

possui a fumaça com mistura de compostos químicos, identificados como 

cancerígenos pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (International 

Agency for Research in Cancer - IARC). Os carcinógenos mais potentes são os 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, tais como benzopireno e nitrosamina (SUN; 

SCHILLER; GAZDAR, 2007). O etanol é principalmente metabolizado no fígado, em 

etapas que envolvem oxidação pela enzima álcool desidrogenase (ADH), formando 

um mutagênico, o acetaldeído. Segundo Marur; Forastiere (2008) o consumo do 

tabaco associado ao álcool aumenta o risco do câncer de laringe em até 40 vezes. 

 O histórico familiar é outro fator de risco importante para essa neoplasia, 

sugerindo que fatores genéticos podem contribuir com a suscetibilidade dessa 

doença (NEGRI et al., 2009). Alguns autores relatam que o DNA é constantemente 

danificado por radicais livres pelos processos endógenos, causando danos 

mutagênicos ao DNA. O processo de reparação desses danos é um mecanismo 

fundamental para manter a estabilidade do material genético e se alguns desses 

mecanismos falham, podem levar à fixação da mutação, além de contribuir para o 

crescimento celular desregulado, originando o câncer (MATULLO et al., 2006; 

WANG et al., 2013). 

As alterações do DNA responsáveis pelo aparecimento da carcinogênese, 

geralmente, ocorrem em genes envolvidos com proteínas que regulam o ciclo 

celular, crescimento e a diferenciação celular. Esses são classificados em 

oncogenes e genes de supressão tumoral (JORDE et al., 2000). No carcinoma 

epidermóide de cabeça e pescoço os oncogenes H-ras, c-myc, ciclina D1, EGFR e 

TGF-β estão frequentemente ativados e os genes supressores tumorais inativados, 

tais como, o TP53, p16, FHIT, PTEN, Rb e o APC (LOTHAIRE et al., 2006; CHOI; 

MYERS, 2008; DASGUPTA et al., 2012).  

Outros fatores que podem contribuir para o câncer de laringe incluem a dieta, 

higiene oral, em que o risco é superior com cuidado inadequado, levando a 

infecções crônicas causadas por bactérias responsáveis pela patogênese desse tipo 

de tumor e a massa corporal, que pode modular a toxina e o metabolismo 

carcinogênico (PAVIA et al., 2006; GUHA et al., 2007). Platek e colaboradores 

(2013) relataram que a perda de peso dos pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço submetidos ao tratamento por quimioterapia, está associada com 

agravamento clínico e diminuição da qualidade de vida, inferindo que o estado 
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nutricional inadequado diminui a resposta ao tratamento e aumenta as 

complicações, resultando em toxicidade e prognóstico ruim. 

Além desses fatores, a poluição ambiental e certas condições de trabalho 

associadas a indústrias como a metalurgia e petroquímica, podem contribuir para o 

desenvolvimento da doença (CHOI; MYERS, 2008). O estudo realizado por Conway 

e colaboradores (2010) mostrou que o desemprego, baixa renda, classe social, nível 

educacional e trabalho rural, correlacionam com o risco aumentado do 

desenvolvimento do tumor. 

A ocorrência dessa carcinogênese também está associada com o aumento da 

idade, porém, durante a última década, observa-se um crescimento significativo 

desse câncer entre indivíduos mais jovens, mesmo entre aqueles que não 

consomem álcool e fumo, o que reforça a participação de outros fatores etiológicos 

nessa carcinogênese como, infecções pelo papilomavírus humano - HPV, 

principalmente dos tipos 16 e 18, e Epsten-Barr vírus, os quais parecem estar 

associados ao aparecimento de tumores mais agressivos (GILLISON et al., 2008; 

MARCU; YEOH, 2009). Lassig e colaboradores (2013) avaliaram as diferenças de 

sobrevivência entre pacientes jovens e idosos com câncer de cabeça e pescoço e 

não encontraram diferenças estatisticamente significativas de sobrevivência, 

inferindo que o aumento da incidência entre indivíduos mais jovens é provavelmente 

por um efeito secundário do HPV.       

 Os sintomas das neoplasias, segundo o INCA, são os mais variados 

possíveis, dependendo do tipo e da localização. Como a laringe é o órgão fonador, 

está estreitamente ligada à produção da voz, dessa maneira, o primeiro sinal é o 

aparecimento da rouquidão. Além disso, também se observa a ocorrência da 

odinofagia (deglutição dolorosa), dispneia (falta de ar) e disfagia (dificuldade de 

deglutição) (INCA, 2011). No entanto, sua proximidade anatômica e origem 

embriológica, comum a outras estruturas do aparelho mastigatório e sistema 

digestório, fazem com que problemas patológicos graves na laringe, afetem de 

maneira marcante as estruturas circunvizinhas, causando enorme perda funcional, 

social e psicológica no paciente, alterando sua qualidade de vida (DORNFELD et al., 

2007).            

 Os métodos mais utilizados para correta avaliação da evolução do câncer de 

laringe são a graduação histológica e estadiamento, importantes para definir o 

prognóstico e tratamento a ser realizado. A graduação histológica baseia-se no 
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número de mitoses e na diferenciação das células tumorais em relação as do tecido 

normal. Três graus descritivos de diferenciação são utilizados, bem diferenciados, 

moderadamente diferenciados e pouco diferenciados (ESTRELA; ELIAS; MARTINS, 

2004). Em relação ao estadiamento da lesão, os tumores nos estádios T1 (tumor 

primário com menos de 3 cm) e T2 (tumor primário com mais de 3 cm, invadindo 

tecidos próximos) possuem prognóstico, em longo prazo, bastante favorável, com 

taxas de sobrevida global para 5 anos de 65% a 70% (HASHIBE et al., 2007). 

Contudo, os pacientes com lesões nos estádios iniciais, em geral apresentam 

poucos sintomas, o que resulta em atraso do diagnóstico e sobrevida menor. 

Infelizmente, a maioria dos casos é diagnosticada em estádios avançados da 

doença (60% nos estádios III e IV), podendo variar consideravelmente em 

agressividade, metástase potencial e sensibilidade à radioterapia e quimioterapia 

(HERCHENHORN; DIAS, 2004). Esse fato demonstra a necessidade de melhorias 

no desenvolvimento de marcadores prognósticos e diagnósticos nos processos 

complexos da tumorigênese de cabeça e pescoço, em especial de laringe 

(PEDRERO et al., 2004).         

 O tratamento para essa neoplasia é definido em função do tipo celular, grau 

de diferenciação, local, extensão, presença de metástases linfonodais, 

características macroscópicas e envolvimento ósseo e muscular do tumor. É 

importante levar em consideração a preservação da fala, salivação, mecanismo da 

deglutição, condições físicas, sociais e ocupacionais do paciente (HASHIBE et al., 

2007). Os métodos convencionais utilizados são as cirurgias, terapias por irradiação 

e quimioterapia (FRANZI; SILVA, 2003).       

 As cirurgias são os métodos mais antigos e consistem em remover o tumor do 

paciente. Altamente invasivas, podem causar lesões estéticas irrecuperáveis, com 

significativo comprometimento funcional, como perda da voz e olfato e limitação dos 

movimentos dos ombros. As cirurgias para o câncer de laringe são conhecidas como 

laringectomias totais ou parciais. As laringectomias totais (remoção de toda laringe) 

podem causar afonia (perda parcial ou total da voz) do paciente, porém, pesquisas 

relatam boa qualidade de vida após esse procedimento cirúrgico. As laringectomias 

parciais (retirada de apenas uma parte da laringe) são chamadas cirurgias 

conservadoras, pois as funções da laringe são mantidas por vias naturais (ROGERS; 

AHAD; MURPHY, 2007; BERTINELLI; TOURINHO FILHO; CAPONI, 2008).  

 A radioterapia ou radiação é um tratamento que utiliza raios X, Gamma ou 
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elétrons para controlar o câncer mediante inibição das divisões celulares. Pode ser 

utilizada depois da cirurgia para reduzir o risco de desenvolvimento de um novo 

tumor. Entre 50% e 60% dos casos requerem radiação em algum momento do 

tratamento (DORNFELD et al., 2007).        

 A quimioterapia por sua vez, envolve a utilização de diferentes agentes 

quimioterápicos, que combinados entre si, tornam-se eficientes em 30% a 40% dos 

pacientes, com o tempo de progressão do tumor diminuído em aproximadamente 10 

vezes (KHURI et al., 2000). As drogas  mais utilizadas no tratamento do câncer de 

laringe são placlitaxel (taxol), cisplatina e 5-fluorouracil (HUANG et al., 2004). A 

cisplatina é também efetiva no tratamento do câncer de testículo, ovário (LE 

MOGUEN et al., 2007), bexiga (IAFFAIOLI; MILANO; CAPONIGRO, 2007) e pulmão 

(BRIA et al., 2007). Essa droga é um agente antineoplásico composto de platina e 

possui mecanismo de ação com possível ligação cruzada e interferência com a 

função do DNA. O principal efeito farmacodinâmico é a inibição do crescimento 

celular. A citotoxicidade é causada pela formação de aductos, ou seja, uniões 

covalentes produzidas entre a droga e as bases nitrogenadas do DNA. Em pacientes 

com tumores inoperáveis, o uso da quimioterapia baseada em platina aumenta a 

taxa de sobrevivência de 15% para até 50%. Pesquisas envolvendo terapias 

sequenciais de indução de quimioterapia e radiação mostram taxas de 

sobrevivência  alentadoras próximas aos 70% (AWADA; ISMAEL, 2007).  

 Além desses métodos convencionais, algumas plantas estão sendo 

aproveitadas pela medicina popular como terapias alternativas para tentar amenizar 

os danos causados pelos recursos já conhecidos. Uma dessas tem despertado 

interesse dos cientistas, a Euphorbia tirucalli - E. tirucalli (Figura 1), conhecida 

popularmente como aveloz, utilizada no tratamento fitoterápico de asma, úlceras, 

verrugas e tumores em geral (BETANCUR-GALVIS et al., 2002; MELO et al., 2011). 
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Figura 1: Imagem da planta Euphorbia tirucalli. Originária da 
África é conhecida popularmente como aveloz 
(cultivando.com.br®). 

 
Originária da África, a E. tirucalli foi posteriormente introduzida em outros 

países. No Brasil, é encontrada em todas as regiões, principalmente norte e 

nordeste (CORRÊA, 1994). Essa planta é um arbusto semilenhoso, lactescente, com 

caules cilíndricos e ramificados, folhas e flores pequenas e raras. Pode ser utilizada 

para fins ornamentais e para formação de cercas-vivas, podendo atingir 9 metros de 

altura em seu habitat natural. No país, é considerada uma das plantas medicinais 

mais utilizadas como agente anticarcinogênico (FAHN, 1990). 

A análise do tecido vegetal demonstra que essa planta é rica em cálcio 

(244,85 g/kg), potássio (13,74 g/kg), magnésio (4,34 g/kg), nitrogênio (9,17 g/kg), 

fósforo (1,05 g/kg), manganês (102,67 mg/kg), boro (20,28 mg/kg), ferro (62,73 

mg/kg), zinco (20,30 mg/kg) e cobre (9,78 mg/kg) (NETZEL; ARAUJO, 2009). Além 

disso, possui avelosina, euphol, euphorbol, euphone, euphorona, isoeuphoral, 

tirucalol, triterpenos, hidrocarbonetos, entre outros (DANTAS, 2007). Alguns desses 

compostos apresentam atividades biológicas comprovadas cientificamente como, 

antibacteriana, antimicrobiana, antiviral, antisséptica, larvicida, moluscicida, anti-

inflamatória, antitumoral, antimutagênica, anticancerígena para câncer de mama, 

pulmão, cervical, colo, esôfago e boca (JURBERG; CABRAL NETO; SCHALL, 1985; 

LIRIO; HERMANO; FONTANILLA, 1998; YADAV et al., 2002; MADUREIRA et al., 

2004; TIWARI; SINGH, 2005; VALADARES et al., 2006). 

Os princípios ativos do aveloz podem variar suas concentrações em função 

das condições ambientais, como estresse hídrico, solo pobre em nutrientes, 

alterações da temperatura e luminosidade (FURSTENBERGER; HECKER, 1986).  

Wada e colaboradores (2002) demonstraram que a variação na hidrofilia de 

alguns terpenóides é um dos fatores químicos que permite a abrangência das 

http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Manoel+Pio+Corr%C3%AAa%22
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atividades biológicas descritas para a espécie, algumas até antagônicas, como 

potencial promotor tumoral e antitumoral.       
 Em relação à ação promotora do aveloz no processo carcinogênico, Peirce; 

Roe (1962) estudaram o efeito do látex do aveloz em tumor de pele em ratos, 

usando diferentes dosagens do látex diluído em acetona. Observaram que o aveloz 

aumentou o tumor e essa ação pode ser explicada pela existência dos compostos 

ésteres diterpênicos de phorbol e ésteres ingenol, que tornam o látex irritante e 

tóxico, podendo causar inflamação (VAN DEN BOSCH et al., 1993), conjuntivites, 

queratites, uveítes, cegueira (CATALUÑA; RATES, 1999; KAZANIETZ et al., 2000) e 

também induzir o desenvolvimento de carcinomas nasofaríngeos e linfomas de 

Burkitt (OSATO et al., 1987; AYA et al., 1991; MACNEIL et al., 2003; OREM et al., 

2007). 

Apesar de alguns autores designarem uma ação pró-carcinogênica desse 

fitoterápico, seu potencial antitumorigênico e antimutagênico já foi confirmado, 

geralmente quando utilizado em pequenas concentrações e frações específicas 

separadas do seu látex (BETANCUR-GALVIS et al., 2002; REZENDE et al., 2004; 

VALADARES et al., 2006; AQUINO et al., 2008).   

A ação antitumoral do aveloz foi investigada em modelos de tumores ascíticos 

de Ehrlich. Esse modelo induz alterações profundas nos compartimentos da medula 

óssea, declinando o número de células progenitoras dos macrófagos e granulócitos 

(QUEIROZ et al., 2004). Camundongos com esse tipo de tumor quando tratados 

com o extrato da E. tirucalli tiveram direta ou indiretamente atividade moduladora 

sobre a resposta hematopoiética, reduzindo o crescimento do tumor e prolongando a 

sobrevida do animal (VALADARES et al., 2006). Uma alternativa que justifica seu 

potencial antitumorigênico é a antimutagenicidade, pois substâncias com potencial 

antimutagênico aumentam a eficiência dos mecanismos de reparo, atuando como 

agentes protetores que diminuem a frequência de danos no DNA, controlando a 

multiplicação desordenada das células tumorais (REZENDE et al., 2004). A 

antimutagenicidade foi testada no sistema metionina em Aspergillus nidulans (fungo 

filamentoso), demonstrando que o látex do aveloz, diminuiu significativamente a 

frequência de mutação em relação à mutação espontânea obtida para o controle 

nesses experimentos (REZENDE et al., 2004). Outra justificativa para as 

propriedades antitumorigênicas dessa Euphorbiaceae é a presença de ingenanos, 

que desestabilizam a organização dos microtúbulos pelo efeito inibitório na 



INTRODUÇÃO - 31 

 

polimerização da tubulina. A baixa estabilidade dos microtúbulos inibe os 

mecanismos do ciclo celular e as células ficam paradas no final da fase G, inibindo o 

crescimento celular (KHALEGHIAN et al., 2010).      

Em relação às atividades anticarcinôgenicas da E. tirucalli, alguns autores 

relatam que sua ação ocorre pela modulação da principal enzima que regula o 

processo glicolítico, a 6-fosfofruto-1-quinase (PFK-1). Como as células tumorais 

possuem grande necessidade por glicose, já que seu metabolismo está alterado 

devido à alta taxa de divisão celular, precisam aumentar a ação dessa enzima, 

porém, o aveloz age diminuindo a atividade da PFK-1, exercendo mecanismo 

antineoplásico (GREINER; GUPPY; BRANDY, 1994; MEIRA et al., 2005). Os efeitos 

anticancerígenos do euphol (álcool triterpeno tetracíclico isolado do látex da E. 

tirucalli) foram avaliados em células humanas de câncer gástrico. O fitoterápico 

apresentou maior citotoxicidade contra as células oncológicas do que contra as 

normais e aumentou a expressão de proteínas pró-apoptóticas (BAX), promovendo a 

morte celular. Portanto, o euphol inibe o crescimento das células do câncer gástrico 

e o desenvolvimento do tumor, sendo de grande valor para terapia da doença (LIN et 

al., 2012).   

As propriedades anti-inflamatórias do aveloz também estão sendo estudadas. 

Bani e colaboradores (2007) observaram que o látex da E. tirucalli inibiu a 

inflamação provocada pela artrite em modelo animal. Os sinais para essa ação 

foram redução da permeabilidade vascular, migração leucocitária, supressão dos 

linfócitos TCD4+ e TCD8+ e citocinas intracitoplasmáticas pró-inflamatórias INF-γ e 

IL-2. Dutra e colaboradores (2011) relataram que os mecanismos subjacentes à 

atividade anti-inflamatória do euphol estão provavelmente relacionados com sua 

capacidade de inibir moléculas de adesão, tais como a expressão de selectina e 

integrina. Passos e colaboradores (2013) observaram que a aplicação tópica do 

euphol inibiu acentuadamente a resposta inflamatória induzida por TPA (12-O- 

tetradecanoilphorbol -13-acetato/TPA), demonstrando que o euphol pode ser 

utilizado como terapia alternativa em doenças de pele.   

 Diante dos dados conflitantes na literatura, no qual alguns estudos apontam 

para efeitos pró-carcinogênicos e outros para atividades antitumorais, tornam-se 

fundamentais novos trabalhos que explorem as propriedades do aveloz. Dessa 

maneira, avaliamos seu efeito em células de carcinoma epidermóide de laringe, em 

busca de marcadores moleculares para possíveis terapias inovadoras. 
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Em função da importância da atividade antitumoral da fração extraída do látex 

da Euphorbia tirucalli (aveloz), incluindo seus elementos químicos, o objetivo do 

trabalho foi avaliar a influência desse fitoterápico nas células neoplásicas sobre a 

morfologia, proliferação celular e expressão gênica, observando como o aveloz 

modula a expressão gênica e como essas alterações podem participar do processo 

tumorigênico.           

 O efeito do extrato do aveloz foi avaliado nas células da linhagem de 

carcinoma epidermóide de laringe (Hep-2), analisando os seguintes aspectos: 

1. a morfologia e o índice de proliferação celular pelo ensaio da curva de 

crescimento; 

2. a análise da expressão gênica pela tecnologia de hibridização 

subtrativa rápida (RaSH);  

3. validação da expressão de cinco genes diferencialmente expressos por 

PCR Quantitativo em tempo real; 

4. identificação das vias de sinalização celular que os genes, modulados 

pelo aveloz, participam, importantes para o processo tumorigênico e inflamatório, 

pelo software Ingenuity Systems© (IPA). 
 



 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
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Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de 

Imunomorfologia, Departamento de Biologia do Instituto de Biociências, Letras e 

Ciências Exatas, IBILCE/UNESP, São José do Rio Preto-SP, em colaboração com a 

Profª. Drª. Sonia Maria Oliani, no Laboratório de Genética Molecular do Hemocentro 

de Ribeirão Preto-SP, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP com 

supervisão do Profº. Drº. Wilson Araújo da Silva Junior e no Laboratório de 

Marcadores Moleculares e Bioinformática Médica, Departamento de Biologia 

Molecular da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto-SP (FAMERP) com 

coordenação da Profª. Drª. Eloiza Helena Tajara da Silva. O presente estudo não 

precisou de aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa por se tratar de linhagem 

celular secundária. 

 

3.1. Cultivo da linhagem celular Hep-2 
 

A linhagem celular Hep-2 (linhagem humana originalmente descrita como 

procedente de carcinoma epidermóide de laringe) (ATCC Rockville, Maryland, USA), 

foi cedida pela Profª. Drª. Eloiza Helena Tajara da Silva. As células foram semeadas 

em garrafas de cultura de 75 cm2, na concentração de 106 células, cultivadas em 

meio completo MEM-Earle (Cultilab, Br), pH 7.5, suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (Cultilab, Br), 1% de  aminoácidos não essenciais 10 mM (Invitrogen, 

Carlsbad, USA, UK), 1% de piruvato de sódio 10 mM (Invitrogen, Carlsbad, USA, 

UK) e 1% de antibiótico/antimicótico (Invitrogen, Carlsbad, USA, UK) e mantidas a 

37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas, até se aderirem na garrafa de 

cultura. Após esse período, o meio foi trocado a cada dois ou três dias, ou até se 

tornar confluente. Quando a densidade celular se mostrou alta (80-90%), o material 

foi submetido à desagregação celular por meio de tripsina e subdividido em duas 

réplicas, fornecendo quantidade ideal de células para o desenvolvimento das 

metodologias propostas.   

       

3.2. Tratamento farmacológico com Euphorbia tirucalli 
 

A tintura da Euphorbia tirucalli foi cedida gentilmente pelo Dr. Luiz Francisco 

Pianowski, presidente do laboratório farmacêutico Kyolab. Apenas a porção 

antitumorigênica farmacologicamente ativa do látex da Euphorbia tirucalli foi 
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preparada, padronizada em 70-80% de triterpeno pentacíclico euphol e patenteada 

como extrato AM10. Teske e Trentini (1997) relataram que as tinturas vegetais 

precisam ser preparadas à temperatura ambiente, pela ação do álcool sobre a 

planta, utilizando o processo de maceração. A tintura utilizada em nossos 

experimentos foi preparada a 20% (200g de E. tirucalli para 1000g de etanol a 70%), 

utilizando partes aéreas da planta fresca, fracionada em partes menores, imersa em 

solução hidroalcoólica a 70% e filtrada.        

 Nos experimentos in vitro foi utilizada uma faixa de concentração de 0,25 a 

250 µg/mL do extrato do aveloz, as quais foram testadas na linhagem celular Hep-2 

(PIANOWSKI; CHAVES; CALIXTO, 2009). Dessa maneira, as células foram 

semeadas em meio completo (MEM 10%) e subdivididas em três grupos: a) controle, 

sem manipulação; b) submetidas à adição do diluente e c) tratadas com aveloz nas 

concentrações de 0,25 a 250 µg/mL. O grupo de células que recebeu o diluente foi 

criado apenas para provar que o efeito obtido, seja no crescimento celular ou na 

expressão gênica, realmente era por influência do aveloz e não pelo etanol que 

diluiu o fitoterápico.  

Os tratamentos foram adicionados e as quantificações realizadas nos dias 1, 

3, 5 e 7 do experimento, para determinar o tempo e concentração do aveloz 

estatisticamente significantes em relação ao crescimento celular, para continuar os 

ensaios de análise da expressão gênica diferencial, de acordo com os fluxogramas a 

seguir. 
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3.3. Análise da morfologia celular e índice de proliferação celular 
 

O crescimento e a morfologia celular foram avaliados diariamente em 

microscópio invertido de contraste de fase Olympus CKX41.   

 Para analisar o índice de proliferação celular, uma curva de crescimento foi 

realizada para cada concentração do aveloz a ser testada (0,25; 2,5; 25 e 250 

ug/mL). As células Hep-2 foram cultivadas em duas placas de cultura de 6 poços, 

semeadas na concentração de 5x104 em 2mL de meio MEM com 10% de soro fetal 

bovino e mantidas a 37C em câmara úmida e atmosfera com 5% de CO2, por 24 

horas, até se aderirem no substrato. Após esse período, o meio de cultura foi 

substituído por meio sem soro (MEM 0%), a fim de deixar todas as células na 

Células Hep-2 

Hibridização subtrativa rápida (RaSH) 

Análises - Bioinformática 

Diluente 
Aveloz 

(25 µg/mL) 
 

PCR Quantitativo em tempo real 

Controle 

Controle 

Células Hep-2 

Aveloz 
(25 µg/mL) 
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mesma etapa celular. Após 24 horas, o meio sem soro foi substituído por meio 

completo, permanecendo um conjunto de poços somente com meio completo (MEM 

10%), outro com diluente (quantidade em µL equivalente as concentrações do 

aveloz) e outro com aveloz (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL), perfazendo o dia zero do 

experimento. As células, nas duas placas de cultura foram desagregadas por ação 

da tripsina e quantificadas em Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen), 

utilizando o corante Trypan Blue, nos dias 1, 3, 5 e 7 do experimento, realizado em 

triplicata, esquematizado na Tabela 1 e Figura 2. 
Tabela 1: Experimento do índice de proliferação celular. As células Hep-2 foram semeadas 
com meio completo MEM 10% na concentração de 5x104 por poço (placa de 6 poços). Os 
ensaios foram realizados para três condições (controle, diluente e tratadas com aveloz [0,25; 
2,5; 25 e 250 µg/mL]). 

 
Experimento Controle 

(4 poços) 
Diluente 
(4 poços) 

Aveloz 
(4 poços) 

1 5 x 104 células 5 x 104 células 5 x 104 células 
2 -retirar o meio completo 

-adicionar meio sem 
soro 

-retirar o meio 
completo 

-adicionar meio sem 
soro 

-retirar o meio completo 
-adicionar meio sem 

soro 

3 (0 dia) -retirar meio sem soro 
-adicionar meio 

completo 

-retirar meio sem soro 
-adicionar meio 

completo e diluente 

-retirar meio sem soro 
-adicionar meio 

completo e aveloz 
4 (1º dia) -contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
5 (3º dia) -contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
6 (5º dia) -contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
7 (7º dia) -contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
-contar as céls de 1 

poço 
 

 
Figura 2: Modelo do experimento do índice de proliferação celular. Nas duas placas 
com 6 poços foram semeadas em meio completo MEM 10% células Hep-2 na 
concentração de 5x104 por poço em diferentes condições (controle, diluente e aveloz), 
coletados nos dias 1, 3, 5 e 7, para cada concentração do aveloz a ser testada (0,25; 
2,5; 25 e 250 µg/mL). 
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O teste estatístico utilizado para comparar as curvas de crescimento celular 

foi “Análise de Variância one-way”, utilizando o programa GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software), o qual comparou os grupos em cada tempo experimental. A 

diferença significante foi assumida quando o valor de P < 0,05. 

Após essas análises, foram escolhidos o tempo e a concentração do 

fitoterápico que deram maior diferença estatística significante em relação à 

diminuição do crescimento celular, para dar continuidade com as análises da 

expressão gênica diferencial, pela tecnologia de hibridização subtrativa rápida 

(RaSH). 

 

3.4. Hibridização subtrativa rápida (RaSH) 
 

A técnica de RaSH (Rapid Subtractive Hybridization), representada na Figura 

3 (JIANG et al., 2000), consiste em analisar a expressão diferencial entre duas 

amostras de cDNA (antes e depois do tratamento com drogas), subtraindo os 

transcritos comuns e isolando transcritos presentes exclusivamente em uma das 

amostras.           

 Nessa tecnologia, o cDNA é sintetizado a partir de mRNA. Uma das amostras, 

denominada tester, é originada a partir do mRNA da linhagem celular cujos genes se 

quer identificar. A outra, denominada driver, é obtida a partir do mRNA da linhagem 

celular utilizada para comparação e cujos genes, comumente expressos, devem ser 

subtraídos.      

As moléculas de cDNA de ambas amostras são submetidas a digestão por 

endonuclease de restrição Mbo I, para gerar fragmentos de menor tamanho. 

Sequências adaptadoras (XDPN-14 e XDPN-12), as quais possuem a sequência 

nucleotídica reconhecida pela endonuclease de restrição Mbo I, são ligadas as 

extremidades das moléculas de cDNA. Após a ligação dos adaptadores, é realizada 

uma reação de amplificação, por PCR, utilizando oligonucleotídeos complementares 

a sequência contida nos adaptadores (XDPN-18). Essa etapa permite a obtenção de 

maior quantidade dos fragmentos representados nas amostras de cDNA, facilitando 

a etapa de subtração.          

 Em seguida, somente os amplicons originados a partir do tester são digeridos 

com a enzima Xho I, gerando extremidades coesivas. Após a digestão enzimática, 

os produtos amplificados da amostra tester são desnaturados e renaturados na 
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presença de um excesso de fragmentos amplificados a partir da amostra driver. Três 

tipos de fragmentos híbridos são formados: tester-tester, tester-driver e driver-driver. 

As moléculas tester-tester representam transcritos expressos exclusivamente na 

amostra de interesse, as moléculas tester-driver representam transcritos comuns às 

duas amostras e as moléculas driver-driver correspondem a transcritos expressos 

apenas na amostra utilizada para comparação. Contudo, apenas os híbridos tester-

tester são selecionados pela clonagem em vetor com extremidades coesivas, o qual 

também foi previamente digerido por Xho I.       

 Os clones são sequenciados e os resultados analisados pelo programa 

computacional público BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponível na 

página do NCBI (National Center for Biotechnology Information: 

www.ncbi.nlm.nih.gov). Os dados obtidos são validados pela técnica de PCR 

quantitativo em tempo real, identificando o nível de transcrição dos genes, 

relacionando com os genes expressos na amostra de referência. 

 
 

Figura 3: Esquema representativo da técnica de RaSH. O cDNA dupla fita é obtido a partir de 
mRNA. Adaptadores com sítio para enzima de restrição são ligados aos cDNAs. Somente a amostra 
utilizada como tester sofre digestão com enzima de restrição correspondente. O tester é hibridizado 
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com excesso da amostra driver. Assim, transcritos presentes nas duas amostras formam híbridos. 
Somente transcritos presentes no tester apresentarão os sítios complementares nas duas 
extremidades e poderão ser clonados e posteriormente sequenciados. 

 

3.4.1.  Extração de RNA total 
 

Após investigação, pelo teste de proliferação celular, em qual tempo e 

concentração o tratamento com o fitoterápico apresentou maior diferença estatística 

significante em relação à diminuição do crescimento celular, foi extraído o RNA das 

células Hep-2 submetidas às condições experimentais (controle, diluente e aveloz), 

pelo método do trizol.  As células Hep-2 foram cultivadas em três garrafas de cultura 

com 75 cm2 na concentração de 1x106 células/mL em cada garrafa, durante três dias 

(72 horas). Na primeira garrafa, as células foram mantidas somente em meio 

completo MEM 10%, na segunda, além do meio completo MEM 10%, foram 

acrescentados 150 μL do diluente e na última, adicionou-se 150 μL do aveloz (25 

µg/mL) ao meio completo MEM 10%. O meio foi retirado e as células foram lavadas 

com 5,0 mL de PBS, o qual foi aspirado para adição de 3,0 mL de trizol, solução 

monofásica de fenol e tiocianato de guanidina que mantém a integridade do RNA 

enquanto promove a lise celular. O material de cada amostra foi distribuído em três 

tubos de 1,5 mL, mantidos à temperatura ambiente por 5 min, para adição de 200 μL 

de clorofórmio gelado. Os tubos foram homogeneizados por 1 min. e incubados à 

temperatura ambiente por 3 min. As amostras foram centrifugadas a 4ºC, 14.000 

rpm por 20 min., para separar a fase aquosa, que contém RNA, da interfase branca 

e leitosa que contém principalmente proteínas, e da fase orgânica, com DNA e 

proteínas. O RNA foi transferido para um novo tubo com 400 μL de isopropanol 

gelado e 10 μg de glicogênio, mantido à -20°C por 30 min. Após essa etapa de 

precipitação, as amostras foram centrifugadas a 4ºC, 14.000 rpm por 20 min. e o 

sobrenadante descartado por inversão. O sedimento foi lavado três vezes com 1,0 

mL de etanol 70% gelado, agitado até soltar do tubo e centrifugado a 4ºC, 7.500 rpm 

por 7 min. O excesso de etanol foi retirado e o material ressuspendido em 20 μL de 

água livre de nucleases (DEPC). As amostras foram colocadas em banho seco a 

57ºC por 10 min., para evaporação do etanol e posteriormente armazenadas a -80ºC 

(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). 
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3.4.2.  Quantificação e avaliação da integridade do RNA 
 

A concentração do RNA total foi determinada pela leitura da absorbância em 

espectrofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), a 

260/280 nm. A pureza do RNA em relação à contaminação com proteínas foi 

avaliada pela razão das absorbâncias. A absorbância máxima dos ácidos nucleicos 

sob luz UV ocorre no comprimento de onda de 260 nm e das proteínas em 280 nm. 

A razão dos valores de absorbância a 260 e 280 deve ser entre 1,8 e 2,0. A 

integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% pela observação das bandas 

ribossomais 18S e 28S. 

 

3.4.3.  Síntese de cDNA dupla fita 
 

A síntese de cDNA dupla fita (DNA complementar)  foi realizada a partir do 

RNA total obtido da linhagem celular Hep-2 submetida às condições experimentais 

(controle, diluente e aveloz). A primeira fita de cDNA para utilização na tecnologia de 

RaSH foi confeccionada utilizando-se o Kit SuperScriptTM - II First-Strand cDNA 

Synthesis for Reverse Transcriptase (RT-PCR) (Invitrogen). Dez microgramas de 

cada amostra de RNA total foram incubadas com 2,0 µL de Oligo(dT)12-18 (500 

µg/mL) e 2,0 µL de dNTP Mix  (10 mM) a 65ºC por 5 min. A mistura foi resfriada em 

gelo para adição de 4,0 µL de 5X First-Strand Buffer [250 mM Tris-HCL (pH 8,3), 375 

mM KCL, 15 mM MgCL2], 2,0 µL de DTT (0,1 mM) e 1,0 µL de RNaseOUT™(40 

U/µL). O material foi incubado a 42ºC por 2 min. e adicionado 1,0 µL da enzima 

transcriptase reversa (RT) SuperScriptTM II (200 U/µL). A mistura foi incubada 

novamente a 42ºC por 50 min. e, em seguida, a 70ºC por 15 min. O cDNA foi 

armazenado a -20°C.     

A síntese da primeira fita de cDNA também foi realizada com Kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied BiosystemTM), nesse caso, para 

validação por PCR quantitativo em tempo real, dos genes diferencialmente 

expressos, encontrados na tecnologia de RaSH. Cinco microgramas de cada 

amostra de RNA total foram utilizadas com 10 µL de 10✕ RT Buffer, 10 µL de 10✕ 

RT Random Primers, 4,0 µL de 25✕ dNTP Mix  (100 mM), 5,0 µL da enzima 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/µL) e água DEPC, completando 50 µL. 
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As amostras foram incubadas a 25ºC por 10 min., depois a 37ºC por 2 horas e a 

85ºC durante 5 min. 

Após sintetizar a primeira fita de cDNA, foi realizada em ambos protocolos, 

uma reação de PCR com gene constitutivo β-actina (ACTB), utilizando os seguintes 

reagentes: 2,0 µL de 10X PCR Buffer [200 mM Tris-HCL (pH 8,4), 500 mM KCL], 0,6 

µL de MgCl2 (50 mM), 1,4 µL de dNTP Mix  (10 mM), 1,25 µL de Forward primer (10 

µM), 1,25 µL de Reverse primer (10 µM), 0,3 µL de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), 1,0 µL do cDNA e 12,2 µL de água DEPC. Para cada reação foi 

realizado controle negativo, o qual continha todos os reagentes, menos o cDNA. A 

ciclagem utilizada foi constituída de fase inicial a 94ºC por 4 min., 30 ciclos a 94ºC 

por 30 s., 60ºC por 1 min., 72ºC por 1 min. e fase de extensão a 72ºC durante 7 min. 

A visualização da banda que representa a primeira fita de cDNA foi verificada em gel 

de agarose 1,5% em corrida eletroforética de 100V/80mA por aproximadamente 40 

min.     

Em seguida, foi realizada a confecção da segunda fita de cDNA somente com 

as células controle e tratadas com aveloz. À primeira fita de cDNA foram adicionados 

30 µL de 5X Second-Strand Buffer, 3,0 µL de dNTP Mix  (10 mM), 1,0 µL de DNA 

ligase (10 U/µL), 4,0 µL de Taq DNA polimerase (10 U/µL) (Invitrogen), 1,0 µL de 

RNase H (2U/µL) e água DEPC para completar 150 µL. As amostras foram 

incubadas a 16ºC por 2 horas, adicionados 2,0 µL de T4 DNA polimerase (5U/µL) 

(Invitrogen) e novamente incubadas a 16ºC por 5 min. Após esse período, a ação da 

enzima foi inibida pela adição de 10 µL de EDTA (0,5 M), seguidos da extração do 

cDNA com 75 µL de fenol e 75 µL de clorofórmio (1:1) e homogeneização vigorosa. 

As amostras foram centrifugadas à temperatura ambiente, 13000 rpm por 5 min. e o 

sobrenadante (aproximadamente 140 µL) foi transferido para tubos novos, aos quais 

foram adicionados 70 µL de acetato de amônia - NH4Oac (7,5 M) e 500 µL de etanol 

absoluto (100%). A mistura foi incubada a -80ºC durante 30 min. e posteriormente 

centrifugada a 4ºC, 13000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado e 

acrescentou-se ao DNA precipitado 500 µL etanol 70% gelado, seguindo de 

centrifugação a 4ºC, 13000 rpm por 10 min., repetindo esse processo mais uma vez. 

O cDNA permaneceu à temperatura ambiente por aproximadamente 10 min. e o 

pellet foi diluído em 45 µL de água DEPC.     

Uma reação de PCR foi realizada com gene constitutivo gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase (GAPDH), utilizando 0,25 µL do cDNA, 2,5 µL de 10X BV 
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Buffer, 1,5 µL de DMSO, 2,5 µL de dNTP Mix  (10 mM), 1,0 µL de Forward primer 

GAPDH, 1,0 µL de Reverse primer GAPDH, 0,25 µL de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen) e 16,0 µL de água DEPC. A ciclagem utilizada foi constituída de fase 

inicial a 95ºC por 2 min., 30 ciclos de 95ºC por 1 min., 55ºC por 1 min., 72ºC por 2 

min. e fase de extensão a 72ºC durante 5 min. Para cada reação foi realizado 

controle negativo, o qual continha todos os reagentes, menos o cDNA. A 

visualização da banda que representa a segunda fita de cDNA também foi verificada 

em gel de agarose 1,5% em corrida eletroforética de 80V/80mA por 

aproximadamente 40 min.        

Uma alíquota de 3,0 µL do cDNA dupla fita foi separada para checagem da 

digestão após o tratamento com endonuclease de restrição Mbo I. 

 

3.4.4.  Digestão enzimática do cDNA pela endonuclease de restrição Mbo I 
 
Ao cDNA dupla fita foram adicionados 1,5 µL de água DEPC, 2,0 µL da 

endonuclease de restrição Mbo I (10U/µL) (Promega), 5,0 µL de Restriction Enzyme 

10X Buffer, 0,5 µL de Acetylated BSA (10 µg/µL), mantidos a 37°C por 1 hora, com  

adição de mais 1,0 µL da enzima Mbo I e incubação a 37°C overnight. Após essa 

etapa, retirou-se 3,0 µL de cada amostra para confirmação da digestão, 

comparando-as com 3,0 µL das amostras de cDNA dupla fita antes da digestão. A 

visualização foi realizada em gel de agarose 1,5% em corrida eletroforética de 

80V/80mA por aproximadamente 40 min.      

Em seguida, a purificação do cDNA foi realizada, adicionando o reagente 

LOTE (tampão de diluição Tris-EDTA) e 100 µL de fenol/clorofórmio (1:1), seguido 

de centrifugação à temperatura ambiente, 13000 rpm por 5 min. e precipitação do 

sobrenadante com etanol absoluto (650 µL), acetato de amônia - NH4Oac 7,5 M (50 

µL) e  mussel glycogen  (2,0 µL) a -80ºC durante 3 horas. As amostras foram 

centrifugadas a 4ºC, 13000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o DNA 

lavado duas vezes com 500 µL de etanol 70% gelado, centrifugado a 4ºC, 13000 

rpm por 10 min. O pellet permaneceu à temperatura ambiente por aproximadamente 

15 min. e foi diluído em 20 µL de água DEPC. 
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3.4.5.  Ligação dos adaptadores 
 
As sequências adaptadoras XDPN-14 (5’ CTGATCACTCGAGA 3’) e XDPN-

12 (5’ GATCTCTCGAGT 3’) (JIANG et al., 2000), contendo um sítio de restrição para 

a enzima Xho I, foram adicionadas às amostras digeridas com Mbo I, conforme se 

segue: 4,5 µL de XDPN-12, 4,1 µL de XDPN-14, 8 µL de 5X T4 DNA Ligase 

(Invitrogen). As reações foram incubadas a 55ºC por 1 min. e resfriadas até atingir 

14ºC. Após resfriamento, foram acrescentados 9U da enzima T4 DNA Ligase 

(Invitrogen), incubados a 14ºC overnight e adicionados 60 µL de LOTE. Para 

verificar a ligação dos adaptadores e aumentar a quantidade de amostra, foi 

realizada uma reação de PCR com 2,0 µL do oligonucleotídeo XDPN-18 (5’ 

CTGATCACTCGAGAGATC 3’) (JIANG et al., 2000), o qual é complementar às 

sequências dos adaptadores XDPN-14 e XDPN-12, 2,0 µL da amostra de ligação 

diluída, 5,0 µL de 10X Buffer PCR, 4,0 µL de dNTP mix  (10 mM), 1,5 µL de MgCl2 

(50 mM), 0,5 µL da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 35 µL de água DEPC. 

As reações foram submetidas a 72˚C por 5 min., 25 ciclos a 94˚C por 1 min., 55˚C 

por 1 min., 72˚C por 1 min. e 72˚C por 3 min. e visualizadas em gel de agarose 

1,5%, em corrida eletroforética de 80V/80mA por aproximadamente 40 min. Visando 

obter maior massa, foram realizadas 20 reações de PCR, utilizando as mesmas 

condições descritas anteriormente, as quais foram unificadas em um mesmo tubo 

(aproximadamente 1 mL)  e checadas em gel de agarose 1,5%, em uma corrida 

eletroforética de 80V/80mA por aproximadamente 40 min. Em seguida, cada 

amostra (controle e aveloz) foi dividida em dois tubos com volume aproximado de 

500 µL, submetidas aos procedimentos de purificação, precipitação, com solução 

fenol/clorofórmio (1:1) e divididas em 4 tubos contendo 250 µL. Aos tubos foram 

adicionados 900 µL de etanol absoluto 100%, 175 µL de acetato de amônia - 

NH4Oac 7,5 M, e 3,0 µL mussel glycogen, permanecendo a -80ºC por 2 horas e 

centrifugadas a 4ºC, 13000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado, lavado 

duas vezes com 500 µL etanol 70% gelado e centrifugado a 4ºC, 13000 rpm por 10 

min. As amostras permaneceram à temperatura ambiente por 15 min. O pellet foi 

diluído em 25 µL de LOTE e o conteúdo de cada tubo unido, resultando em volume 

de 100 µL para cada amostra.      
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Após esse procedimento, as amostras foram quantificadas em 

espectrofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) 

pela determinação da absorbância a 260/280 nm.  

 

3.4.6.  Digestão com endonuclease de restrição Xho I 
 
A amostra tester (10 µg) foi submetida à digestão enzimática com 2,0 µL da 

endonuclease de restrição Xho I (Invitrogen), 5,0 µL de tampão e água DEPC para 

volume final de 50 µL, com incubação a 37ºC por 6 horas. Após digestão, foram 

acrescentados 50 µL de LOTE e os fragmentos foram purificados com solução 

fenol/clorofórmio (1:1), centrifugados à temperatura ambiente por 5 min., 

precipitados com 650 µL de etanol absoluto, 50 µL de acetato de amônio NH4Oac 

7,5 M e 4 µL de Mussel glicogen a -80ºC durante 1 hora e novamente centrifugados 

a 4ºC, 13.200 rpm por 30 min. e lavados três vezes com 500 µL de etanol 70% 

gelado. Os pellets secaram à temperatura ambiente por 15 min. e foram diluídos em 

30 µL de LOTE. 

 

3.4.7.  Hibridização e construção das bibliotecas subtrativas 
 
A hibridização subtrativa rápida (RaSH) foi realizada com duas subtrações, 

uma denominada Biblioteca Subtrativa I (Sub A), na qual as células da linhagem 

Hep-2 controle (sem manipulação) participaram como tester e as células da 

linhagem Hep-2 tratadas com aveloz como driver, e outra denominada Biblioteca 

Subtrativa II (Sub B), em que as células da linhagem Hep-2 controle (sem 

manipulação) participaram como driver e as células da linhagem Hep-2 tratadas com 

aveloz como tester. Dessa maneira, para preparação da “Sub A”, foram utilizados 

100 ng do cDNA tester (amostra controle), 5 µg de cDNA driver (amostra tratada 

com aveloz) e 16,6 µL de tampão de ligação e para  preparação da “Sub B”, 100 ng 

do cDNA tester (amostra tratada com aveloz), 5 µg de cDNA driver (amostra 

controle) e 16,6 µL de tampão de ligação. As amostras foram incubadas a 99,9ºC 

por 5 min., 42°C por 1 hora e 42ºC por 48 horas. Ao final, foram acrescentados 80 

µL de LOTE em cada mistura de hibridização, purificadas com solução fenol/ 

clorofórmio (1:1), centrifugadas à temperatura ambiente, 13.200 rpm por 5 min. O 

sobrenadante foi transferido para tubos novos, purificado com solução 
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fenol/clorofórmio (1:1), precipitado com etanol 70% e ressuspendido em 20 µL de 

LOTE. 

 

3.4.8.  Ligação ao plasmídeo pZero® 
 
As amostras foram submetidas à reação de ligação ao plasmídeo pZero®, 

previamente digerido com endonuclease Xho I (Invitrogen). A reação foi composta 

de 3,0 µL da amostra, 0,5 µL do plasmídeo pZero®, 0,5 µL de 10X ligase Buffer e 

1,0 µL da enzima T4 DNA Ligase (4U) (Invitrogen), submetida a 16°C durante 3 

horas. Após período de incubação, foram adicionados 100 µL de LOTE e as 

amostras purificadas com solução fenol/clorofórmio (1:1), precipitadas com etanol 

70% e ressuspendidas em 6µL de LOTE. 

 

3.4.9.  Transformação de E.coli eletrocompetentes 
 
A reação de ligação ao plasmídeo pZero® foi utilizada para transformação de 

células eletrocompetentes Top-10 (Escherichia coli). Para isso, 1,0 µL do produto de 

ligação foram misturados com 50 µL de bactérias competentes E.coli (Top-10). O 

conteúdo de cada amostra foi transferido para cubeta (Fischer Biotech - 

Eletroporation Cubetes, 2 mm Gap, sterile & disposable - CAT. NO.FB102) e o 

material submetido à eletroporação a um pulso de 2,5 kV, capacitância de 25 µFD e 

resistência de 200 OHMS. Imediatamente após o pulso, foram adicionados 500 µL 

de SOC (meio LB ágar) e o conteúdo transferido para tubos novos, agitado a 37ºC, 

200 rpm por 1 hora. Após esse período, foi adicionado mais 500 µL de SOC e o 

material (300 µL) plaqueado em placas de petri grandes identificadas (subtração I 

[Sub A] e subtração II [Sub B]), contendo 40 mL de meio LB ágar e 20 µL de Zeocin 

(100 µg/mL), mantidas em estufa a 37ºC por aproximadamente 16 horas. 

 

3.4.10. Seleção de clones para sequenciamento 
 
 O processo de seleção dos transformantes consistiu em avaliar a presença de 

colônias brancas, as quais foram selecionadas randomicamente e submetidas à 

PCR com oligonucleotídeo M13 forward (5´ GTAAAACGACGGCCAG 3´) e M13 

reverse (5´ CAGGAAACAGCTATGAC 3´) em uma reação composta de 1,0 µL da 
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amostra, 1,5 µL de 10X Buffer (Sigma), 1,5 µL de dNTP (1,25 µM), 0,63 µL de M13 

forward , 0,63 µL de M13 reverse, 0,3 µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e água 

DEPC, completando 15,0 µL, sob as seguintes condições: fase inicial a 95ºC por 3 

min., 35 ciclos a 95ºC por 40 s., 60ºC por 40 s. e 72ºC por 55 s. e fase de extensão a 

72ºC durante 5 min. A confirmação da presença do inserto nas colônias foi verificada 

em gel de agarose 1,5%, em corrida eletroforética de 80V/80mA por 

aproximadamente 40 min.         

 As colônias selecionadas foram submetidas a reação para sequenciamento 

no Sequenciador Automático de DNA, modelo ABI 3700 PrismABI Analyser (Applied 

Biosystems). 

 
3.4.11. Análises das sequências geradas 

 
Após sequenciamento dos clones, as sequências nucleotídicas obtidas, foram 

submetidas ao programa de alinhamento blast (Basic Local Alignment Search Tool: 

http://www.ncbi.nih.nlm.gov/blast). A partir dos resultados do blast, apenas com o 

banco obtido de RefSeq (Sequências de Referência) foram selecionadas sequências 

que no alinhamento apresentaram no mínimo 90% do comprimento da sequência 

alvo. Devido ao critério de seleção adotado, os genes selecionados do blast podem 

ser considerados homólogos às sequências encontradas nas bibliotecas.  

 A seleção dos genes para validação por PCR quantitativo em tempo real foi 

realizada com embasamento no tema do projeto de pesquisa, a partir de estudos 

das funções e processos que estão envolvidos, de acordo com os termos do Gene 

Ontology (GO) e análises realizadas pelo software Ingenuity Systems© (IPA). Esse 

por sua vez, possui objetivo de relacionar genes encontrados como diferencialmente 

expressos com funções biológicas e processos no qual esses genes estão 

envolvidos e avaliar quais as principais redes de interação entre eles. Esse 

programa é um banco de dados curado, construído por cientistas altamente 

qualificados, com base em milhares de artigos científicos, livros e outras bases de 

dados disponíveis.          

 Após seleção de cinco genes, os iniciadores foram confeccionados no Primer 

Express versão 3.0 (Applied BiosystemsTM) 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) e a especificidade 

verificada no blat (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start). Os genes 
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escolhidos, após verificação no blat, apresentaram complementaridade somente 

com o gene alvo. Os parâmetros utilizados pelo programa Primer Express versão 3.0 

para elaboração dos oligonucleotídeos foram: amplificar fragmentos com peso 

molecular entre 80 e 120 bp, apresentar teor de GC entre 30 e 80%, temperatura de 

anelamento entre 58ºC e 60ºC e não ter complementaridade entre si. 

 

3.5. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 
 

Posteriormente às análises por bioinformática dos genes diferencialmente 

expressos, encontrados pela técnica de RaSH, cinco deles foram escolhidos para 

validação por RT-qPCR e os iniciadores específicos para cada transcrito (gene) 

foram desenhados com a ferramenta Primer3, conforme a tabela 2. 

Tabela 2: Iniciadores desenhados com a ferramenta Primer3 para os genes de interesse. 

Oligonucleotídeos Sequências 

ANXA1 Left 5` TAAGGGTGACCGATCTGAGG 3` 

ANXA1 Right 5` ACGTCTGTCCCCTTTCTCCT 3` 

ITPR1 Left 5` GCTCTATGAGCAGGGGTGAG 3` 

ITPR1 Right 5` GGAACACTCGGTCACTGGAT 3` 

CD55 Left 5` CAGCACCACCACAAATTGAC 3` 

CD55 Right 5` TGCTCTCCAATCATGGTGAA 3` 

NGFRAP1 Left 5` GGGGGAGCTCTCTAATCACC 3` 

NGFRAP1 Right 5` AAAGAAAACAGCGGGAATCA 3` 

TCEA1 Left 5` AGCTGAAAGAGATGCGGAAA 3` 

TCEA1 Right 5` TGCCACATGTGAACAAGTCA 3` 

A eficiência de amplificação para os iniciadores utilizados foi estimada por 

meio de reações de RT-qPCR, contendo cDNA (correspondente ao grupo controle) 

submetido a diluições seriadas (1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5). A partir dos Ct (Cycle 

threshold) obtidos, foi possível determinar os valores de eficiência de amplificação, 

os quais devem ser de 100%. Variações de 10% a mais ou a menos são toleráveis 

(RASMUSSEN, 2001).  

As reações, tanto para o teste de eficiência dos iniciadores, quanto para 

validação dos genes, foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied BiosystemsTM) com o sistema SYBR Green, preparadas em 

triplicatas.            
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 Para validação, foram utilizados como controles endógenos o gliceraldeído 3 

fosfato dehidrogenase (GAPDH) e beta actina (ACTB), também preparados em 

triplicatas, e reações processadas em volumes finais de 20 l com 100 a 500 ng de 

cDNA (controle, com adição de 150µL do diluente e tratada com 25 µg/mL do 

aveloz), SYBR® Green PCR Master Mix  e 100 nM de cada iniciador, segundo 

protocolo da Applied BiosystemsTM. As condições de termociclagem compreenderam 

incubação a 50°C por 2 min., desnaturação inicial a 95°C por 10 min., 40 ciclos a 

95°C por 15 s., 60°C por 1 min. para anelamento dos iniciadores e extensão das 

cadeias e 65°C por 35 s. A curva de dissociação foi gerada após amplificação e 

compreendeu um passo de 15 s. a 95°C e 1 min. a 60°C. 

A comparação entre a expressão gênica das amostras foi realizada pela 

comparação entre os Cts (Cycle threshold), os quais refletem o número de ciclos de 

amplificação necessários para que o sinal fluorescente emitido atinja o limiar de 

detecção.  

O fator de normalização utilizado foi a média geométrica dos genes 

constitutivos, utilizados como controles endógenos. Os valores de expressão gênica 

foram novamente normalizados pelo resultado da quantificação da amostra controle 

escolhida como calibrador de todas as amostras. Dessa forma, a partir dos valores 

do Ct de cada amostra, foram calculadas as médias das triplicatas. Posteriormente, 

foi calculado o ΔCt a partir da subtração da média obtida para a sequência de 

interesse por aquela do controle endógeno. Para o cálculo do Δ-ΔCt, foi escolhida a 

amostra controle (sem manipulação) como calibrador, atribuído valor de zero como 

resultado da subtração com seu próprio ΔCt. Nas demais amostras (com diluente e 

tratadas com aveloz), o resultado do Δ-ΔCt foi calculado a partir das diferenças dos 

valores de ΔCt de cada um deles em relação ao calibrador. Em seguida, foi 

calculado o 2-(Δ-ΔCt), que representa o quanto a transcrição do gene de interesse foi 

aumentada ou diminuída, após o tratamento com aveloz. Finalmente, para melhor 

representação gráfica, os resultados foram apresentados em escala logarítmica de 

base 2 (Log2). Foi considerado aumento ou redução significante de expressão 

quando o valor de expressão foi duas vezes maior ou menor, respectivamente, em 

relação à amostra controle ou quando esteve acima ou abaixo de 1 quando 

apresentado na forma de Log2 (PFAFFL, 2001).   
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4.1. Análise da morfologia celular e índice de proliferação celular 
 

Em relação à morfologia celular (Figura 4), as células Hep-2 são 

caracterizadas por uma monocamada de células nucleadas, com prolongamentos 

citoplasmáticos e vários nucléolos, no grupo controle, sem alterações após o 

tratamento com aveloz e adição de diluente.  

 
Figura 4: Análise morfológica da linhagem celular Hep-2. A morfologia celular observada 
no grupo controle (A), caracterizada por uma monocamada de células nucleadas, não foi 
alterada no grupo tratado com 25 ug/ml do aveloz por 3 dias  (B). As células Hep-2 foram 
semeadas com meio completo MEM 10% na concentração de 5x104 por poço (placa de 6 
poços). Os ensaios foram realizados em triplicatas para confirmar os resultados. 

No experimento do índice de proliferação celular (Figura 5), foi possível 

observar o efeito inibidor do crescimento pela ação do aveloz. No primeiro dia, ou 

seja, 24 horas após aplicação do fitoterápico, foi observado crescimento inferior das 

células tratadas, independente da concentração. Outro relato interessante, é que do 

quinto para o sétimo dia ocorreu morte celular em todas as condições, 

provavelmente devido ao pequeno espaço para o crescimento celular e escassez de 

nutrientes, por isso, o sétimo dia do experimento não foi escolhido para a extração 

do RNA e continuação dos ensaios de hibridização subtrativa.   

As quatro concentrações do fitoterápico testadas (0,25; 2,5; 25 e 250 µg/mL) 

reduziram o crescimento das células tumorigênicas. A concentração de 0,25 µg/mL 

diminuiu o crescimento celular em relação ao controle nos três primeiros dias de 

tratamento, mas nos dias 5 e 7 já não se observou diferença estatisticamente 

significante. Na concentração de 2,5 µg/mL, houve diferença estatística significante 

em todos os dias do experimento. Na concentração de 25 µg/mL, também houve 

diminuição do crescimento celular, com diferença estatística significante em relação 

ao controle em todos os dias. Enquanto na concentração de 250 µg/mL, não houve 
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crescimento celular, possivelmente pela alta concentração do fitoterápico. 

 A análise estatística mostrou que a concentração de 25 µg/mL foi a que 

apresentou maior diferença estatisticamente significante para ser utilizada nos 

demais ensaios e o RNA foi extraído no terceiro dia, certificando que o fitoterápico 

estava interagindo diretamente com as células e que o meio de cultura estava com 

quantidade suficiente de nutrientes. 

Observamos também que a adição do diluente (Figura 6) reduziu a 

proliferação celular, porém, não foi considerado estatisticamente significante em 

relação ao controle, confirmando que a diminuição do crescimento das células Hep2 

ocorreu em função do aveloz e não do seu diluente (etanol).  

 

 
Figura 5: Efeito do tratamento com aveloz na proliferação das células Hep-2. O crescimento 
das células diminuiu entre os períodos estudados, apresentando diferenças entre os grupos 
experimentais. As células Hep-2 foram semeadas com meio completo MEM 10% na concentração 
de 5x104 por poço (placa de 6 poços) e tratadas com aveloz [0,25; 2,5; 25; 250µg/mL] por 1, 3, 5 e 
7 dias. Os ensaios foram realizados em triplicatas para confirmar os resultados. Gráfico com x= 
tempo (dias) e y= número de células x 104. Valores P < 0,05 foram significantes. 

Células Hep-2 
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Figura 6: Efeito da adição do diluente e tratamento com aveloz na proliferação das células 
Hep-2. O crescimento das células diminuiu entre os períodos estudados, apresentando diferenças 
entre os grupos experimentais. As células Hep-2 foram semeadas com meio completo MEM 10% na 
concentração de 5x104 por poço (placa de 6 poços), tratadas com 150μL do aveloz 25 µg/mL e 
150μL do diluente por 1, 3, 5 e 7 dias. Os ensaios foram realizados em triplicatas para confirmar os 
resultados. Gráfico com x= tempo (dias) e y= número de células x 104. Valores P < 0,05 foram 
significantes. 

 

4.2. Hibridização subtrativa rápida (RaSH)   
 
4.2.1.  Extração de RNA total e análise da integridade 
 

O RNA, obtido da linhagem celular Hep-2, após realização da técnica de 

extração, foi quantificado em Nanodrop® (Tabela 3) e analisado sua integridade com 

visualização das bandas ribossomais 28S (superior) e 18S (inferior) em gel de 

agarose a 1% (Figura 7). 

Tabela 3: Quantificação em Nanodrop® do RNA total extraído da linhagem celular Hep-2.  

Células Hep-2 Quantificação (ng/µL) 
Controle 1029,00 

Tratadas com aveloz  376,80 
Tratadas com diluente 684,60 



RESULTADOS - 55 

 

 
Figura 7: Validação da integridade do mRNA. A integridade do mRNA foi 
avaliada pela observação das bandas ribossomais 18S e 28S corridas em gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídio. As células Hep-2 foram cultivadas em 
três garrafas de cultura com 75 cm2 na concentração de 1x106 células/ml, durante 
três dias (72 horas) e realizada extração do mRNA das três condições 
experimentais: controle (1), tratadas com 150μL do aveloz [25 µg/mL] por 3 dias 
(2) e 150μL do diluente (3). 

 

4.2.2. Síntese de cDNA dupla fita 
 

Posteriormente a extração do RNA e análise da integridade do mesmo, foi 

realizada a síntese da primeira fita de cDNA. Dois protocolos foram utilizados, com 

10 µg do RNA total, para utilização na tecnologia de RaSH (Figura 8) e com 5 µg de 

RNA total, para validação dos genes por PCR quantitativo em tempo real (Figura 9). 

A comprovação da síntese da primeira fita do cDNA foi pela amplificação por PCR, 

utilizando gene constitutivo β-actina (ACTB). 

 
Figura 8: Validação da integridade da primeira fita de cDNA utilizando 10 µg do 
RNA. A integridade da primeira fita do cDNA foi observada pela reação de PCR do 
gene constitutivo β-actina - ACTB (banda de 613 pares de base)  em gel de agarose 
1,5%, corado com brometo de etídio. Após realização da extração do mRNA total 
das células Hep-2, foi realizada síntese da primeira fita de cDNA utilizando 10 µg do 
RNA das três condições experimentais: controle (1), tratadas com 150μL de aveloz 
[25 µg/mL] por 3 dias (2) e 150μL do diluente (3). Controle negativo (4) e marcador 
molecular de 100 pb (M). 

28S 
 

18S 

1 2 3 

β-actina 
(613 pb) 

M 1 2 3 4 
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Figura 9: Validação da integridade da primeira fita de cDNA utilizando 5 µg do 
RNA. A integridade da primeira fita do cDNA foi observada pela reação de PCR do 
gene constitutivo β-actina - ACTB (banda de 613 pares de base)  em gel de agarose 
1,5%, corado com brometo de etídio. Após realização da extração do mRNA total 
das células Hep-2, foi realizada a síntese da primeira fita de cDNA utilizando 5 µg 
do RNA das três condições experimentais: controle (1), tratadas com 150μL de 
aveloz [25 µg/mL] por 3 dias (2) e 150μL do diluente (3). Controle negativo (4) e 
marcador molecular de 100 pb (M). 
 

 A partir da primeira fita do cDNA foi sintetizada a segunda fita, com as 

amostras controle (sem manipulação) e tratadas com aveloz (25 µg/mL). A 

comprovação da segunda fita de cDNA foi realizada pela amplificação por PCR, 

utilizando gene constitutivo GAPDH (Figura 10).      

 As fitas de cDNA foram confirmadas pela corrida eletroforética de 80V/80mA 

por aproximadamente 40 min. em gel de agarose 1,5%. 

 

Figura 10: Validação da integridade da segunda fita de cDNA. A integridade da 
segunda fita do cDNA foi observada pela reação de PCR do gene constitutivo 
GAPDH (banda de 600 pares de base)  em gel de agarose 1,5%, corado com 
brometo de etídio. Após a síntese da primeira fita de cDNA das células Hep-2, foi 
realizada a confecção da segunda fita, das seguintes condições experimentais: 
controle (1), tratadas com 25 µg/mL do aveloz por 3 dias (2). Controle negativo (4) e 
marcador molecular de 100 pb (M). 
 

 

 

 

β-actina 
(613 pb) 

M 4 1 2 3 

GAPDH 
(600 pb) 

                              1 2 3 M 
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4.2.3.  Digestão enzimática do cDNA pela endonuclease de restrição Mbo I 

 
Após a síntese do cDNA fita dupla, esses foram submetidos a digestão 

enzimática com endonuclease de restrição Mbo I. Observou-se a presença de um 

arraste como demonstrado no gel de agarose 1,5% (Figura 11). 

 
Figura 11: Digestão enzimática do cDNA com Mbo I. Eletroforese em gel de 
agarose 1,5% corado com brometo de etídio, mostrando um arraste correspondente 
aos fragmentos gerados após digestão com endonuclease de restrição Mbo I. 1: 
Células Hep-2 controle (antes da digestão); 2: Células Hep-2 controle (depois da 
digestão); 3: Células Hep-2 tratadas com 25 µg/mL do aveloz por 3 dias (antes da 
digestão); 4: Células Hep-2 tratadas com 25 µg/mL do aveloz por 3 dias (depois da 
digestão). 
 
 

4.2.4.  Ligação dos adaptadores 

 
Logo após a digestão do cDNA com Mbo I das células Hep-2 controle e 

tratadas com 25 µg/mL do  aveloz, sequências adaptadoras XDPN-14 [5’ 

CTGATCACTCGAGA 3’]  e XDPN-12 [5’ GATCTCTCGAGT 3’]) (JIANG et al., 2000), 

contendo um sítio de restrição para a enzima Xho I, foram adicionadas às amostras 

digeridas, com intuito de inserir na amostra tester um sítio de corte para outra 

enzima utilizada posteriormente.        

 A ligação foi confirmada pela amplificação por PCR com oligonucleotídeo 

específico XDPN-18 (5’ CTGATCACTCGAGAGATC 3’) (JIANG et al., 2000), o qual 

apresenta complementaridade com os adaptadores XDPN-14 e XDPN-12. Foi 

observada uma intensificação das bandas correspondentes aos fragmentos gerados 

(Figura 12). 

1 2 3 4 
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Figura 12: Ligação dos adaptadores XDPN-14 e XDPN- 12 ao cDNA digerido 
com Mbo I. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio, 
mostrando bandas referentes às amostras de cDNA fragmentados, ligados aos 
adaptadores XDPN-12 e XDPN- 14 e amplificados. M: marcador molecular фX174; 
1: Células Hep-2 controle; 2: Células Hep-2 tratadas com  25 µg/mL do aveloz por 3 
dias; 3: Branco. 

 
Após a obtenção de maior massa do produto, realizada com 20 reações de 

PCR (oligonucleotídeo XDPN-18), essas foram misturadas e quantificadas em 

Nanodrop®, obtendo os seguintes resultados: 

Tabela 4: Quantificação em Nanodrop® dos fragmentos amplificados. 

Amostras Quantificação ng/µL 

Controle 101,9 

Aveloz 175,0 

 

4.2.5.  Hibridização e construção das bibliotecas subtrativas 
 
Em função da importância no entendimento do efeito do aveloz na expressão 

gênica, utilizamos a técnica de hibridização subtrativa rápida (RaSH), para 

identificarmos genes diferencialmente expressos em amostras de células Hep-2 

controle (sem manipulação) e tratadas com aveloz. Para isso, foram utilizados 5 µg 

de amostra driver,  para 100 ng de tester. Assim, cada molécula tester teve 50 vezes 

mais chances de hibridizar com moléculas driver do que com outras tester. Isso foi 

realizado para diminuir a geração de falso-positivos e obter genes que estivessem 

presentes exclusivamente na amostra tester.       

A mistura de hibridização foi ligada ao plasmídeo pZero® também digerido 

com enzima Xho I, os produtos de ligação foram utilizados para transformar células 

eletrocompetentes de E. coli (Top 10) e para verificar se as colônias selecionadas 

M 
1 2 3 M 
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continham o inserto, foi realizada reação de PCR, utilizando o oligonucleotídeo M13 

Foward e Reverse.      

A metodologia de RaSH formou 85 sequências gênicas, que após rigorosas 

seleções e classificações resultaram em 19 genes indicados como diferencialmente 

expressos, sendo 15 na Sub A (tester= Hep-2 controle X driver= Hep-2 tratada com 

aveloz) e 4 na Sub B (tester= Hep-2 tratada com aveloz X driver= Hep-2 controle), 

com diferentes funções e processos, descritos nos bancos de dados do Gene 

Ontology (GO), como mostrado nas tabelas 5 e 6. 

Tabela 5: Genes selecionados por RaSH, na biblioteca subtrativa I (Sub A), expressos na linhagem 
celular Hep-2 controle. 

NM Nome Sigla Localização 
cromossômica 

Funções e processos 

NM_006930.3 Homo sapiens S-
phase kinase-

associated protein 
1 

SKP1 
 

5q31 
 

Ligante de proteína; 
participa da regulação do 

ciclo celular mitótico. 
 

NM_001099952.2 Homo sapiens 
inositol 1,4,5-
trisphosphate 

receptor, type 1 

ITPR1 3p26.1 
 

Ligante de proteína; 
regula o transporte e a 
liberação do íon cálcio; 

participa da via de 
sinalização intrínseca do 
processo de apoptose e 
da transdução de sinal. 

NM_006420.2 Homo sapiens 
ADP-ribosylation 

factor guanine 
nucleotide-

exchange factor 2 
(brefeldin A-

inhibited) 

ARFGEF2 
 

20q13.13 
 

Ligante de proteína, 
regulando seu transporte; 

regula a produção do 
fator de necrose tumoral; 

está envolvido na 
transdução de sinal 

intracelular. 
NM_000574.3 

 
Homo sapiens 

CD55 molecule, 
decay accelerating 

factor for 
complement 

(Cromer blood 
group) 

CD55 
 

1q32 Atividade inibitória de 
enzimas; regulação da 
concentração citosólica 

do íon cálcio, da resposta 
imune inata e da ativação 
do sistema complemento. 

NM_002093.3 
 

Homo sapiens 
glycogen synthase 

kinase 3 beta 
 

GSK3B 
 

3q13.3 
 

Ligante de proteína, do 
fator de transcrição da 

RNA polimerase II; 
participa da migração 

celular e da transdução 
de sinal intracelular, da 
regulação do processo 

apoptótico e estabelece a 
polaridade celular. 

NM_206917.1 
 

Homo sapiens 
nerve growth 

factor receptor 
(TNFRSF1) 

associated protein 

NGFRAP1 
 

Xq22.2 
 

Ligante de proteína; 
participa da indução do 
processo apoptótico. 
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1 
NM_018321.3 

 
Homo sapiens 

BRX1, biogenesis 
of ribosomes, 
homolog (S. 
cerevisiae) 

BRIX1 
 

5p13.2 
 

Regula a biogênese do 
ribossomo e possui 
função molecular. 

NM_006756.2 
 

Homo sapiens 
transcription 

elongation factor A 
(SII), 1 

 

TCEA1 
 

8q11.2 
 

Ligante de DNA e de 
proteína; participa do 

reparo do DNA; regula a 
transcrição a partir do 

promotor de RNA 
polimerase II e a 

expressão gênica. 
NM_006918.4  

 
Homo sapiens 

sterol-C5-
desaturase 

 

SC5D 
 

11q23.3 
 

Ligante de íon ferro; 
participa do metabolismo 
lipídico e do processo de 
biossíntese do colesterol. 

NM_004708.3 
 
 

Homo sapiens 
programmed cell 

death 5 

PDCD5 
 

19q13.11 Ligante de DNA e 
participa da indução do 
processo apoptótico. 

NM_001130440.1 
 

Homo sapiens 
SRP9 signal 

recognition particle 
9kDa 

SRP9 
 

1q42.12 
 

Ligante de RNA; participa 
do processo de tradução 

e expressão gênica. 

NM_006055.2 
 

Homo sapiens 
LanC lantibiotic 

synthetase 
component C-like 

1 (bacterial) 

LANCL1 
 

2q33-q35 
 

Ligante de íon zinco; 
regula a atividade 

catalítica. 
 

NM_000700.1 
 

Homo sapiens 
annexin A1 

 

ANXA1 
 

9q21.13 
 

Ligante de proteína e de 
íon cálcio; regula o ciclo 

celular, a proliferação 
celular; está envolvido na 
resposta inflamatória, na 
liberação de neutrófilos; 

é receptor de via de 
sinalização da superfície 

celular e regula 
negativamente o 

processo apoptótico. 
NM_000661.4 

 
Homo sapiens 

ribosomal protein 
L9 

 

RPL9 
 

4p13 
 

Ligante de RNA; faz 
parte do componente 

estrutural do ribossoma; 
participa do processo 

metabólico do RNA e do 
processo celular 

metabólico de proteínas; 
regula a tradução e a 

expressão gênica. 
NM_139207.2 

 
Homo sapiens 
nucleosome 

assembly protein 
1-like 1 

NAP1L1 
 

12q21.2 
 

Ligante de proteína; 
participa da replicação do 

DNA, da montagem do 
nucleossoma e regula 

positivamente a 
proliferação celular. 
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Tabela 6: Genes selecionados por RaSH, na biblioteca subtrativa II (Sub B), expressos na linhagem 
celular Hep-2, com expressão diferencial após o tratamento com aveloz. 

NM Nome Sigla Localização 
cromossômica 

Funções e processos 

NM_001001484.2 Homo sapiens 
phosphotriesterase 

related 

PTER 
 

10p12 
 

Participa do processo 
catalítico e é ligante de 

íon zinco. 
NM_001717.3 Homo sapiens 

basonuclin 1 
BNC1 15q25.2 

 
Ligante de DNA e de íon 

zinco; participa da 
regulação da transcrição 
e da proliferação celular; 

está envolvido com a 
organização 

cromossômica e na 
cicatrização de feridas. 

NM_001142935.1 Homo sapiens 
MAX dimerization 

protein 3 

MXD3 5q35.3 
 

Ligante de DNA; 
participa da regulação 
negativa da transcrição 
dependente de DNA. 

NM_001207008.1 
 

Homo sapiens 
myeloid/lymphoid 
or mix ed-lineage 

leukemia (trithorax 
homolog, 

Drosophila); 
translocated to, 4 

MLLT4 6q27 
 

Atua na adesão celular, 
montagem de junção 
celular e sinalização 

célula-célula e regula a 
transdução de sinal. 

Os genes selecionados pela técnica de RaSH também foram analisados pelo 

software Ingenuity Systems© (IPA), o qual relacionou várias funções e permitiu a 

interação dos genes com diferentes redes funcionais, mostrando como eles 

interagem uns com os outros e com genes importantes nos processos tumorigênicos 

e inflamatórios. Em relação à biblioteca subtrativa I (Sub A), os genes apresentaram 

funções relacionadas com câncer, tumor de células epidermóides, neoplasia 

benigna, apoptose, proliferação, agregação, morfologia, viabilidade, 

desenvolvimento e sinalização celular, controle do ciclo celular, fusão da membrana 

celular, clivagem do fragmento de RNA, transporte de proteínas, angiogênese, 

ativação do sistema complemento, resposta imune inata, liberação e ativação do íon 

cálcio, resposta inflamatória, resposta antimicrobiana, distúrbios hereditários, 

hipoplasia do órgão, câncer oral e processo de câncer de laringe, formando duas 

redes de interações importantes (Figuras 13 e 14). Em relação à biblioteca subtrativa 

II (Sub B), os genes formaram redes funcionais associadas principalmente ao 

câncer, controle do ciclo celular, proliferação, morfologia e desenvolvimento celular, 

reparo, replicação e recombinação do DNA, expressão gênica, formação de tumor 

secundário e organização dos cromossomos (Figura 15).  
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Figura 13: Rede de interação gênica da via do NFKB obtida na subtração das células Hep-2 
controle (Sub A). O software Ingenuity Systems© (IPA) revela uma rede de interações gênicas 
relacionados com a via do NFKB e com câncer, tumor de células epidermóides, neoplasia benigna, 
apoptose, proliferação, agregação, morfologia, viabilidade, desenvolvimento e sinalização celular, 
controle do ciclo celular, fusão da membrana celular, clivagem do fragmento de RNA, transporte de 
proteínas, angiogênese, ativação do sistema complemento, resposta imune inata, liberação e 
ativação do íon cálcio, resposta inflamatória, resposta antimicrobiana, distúrbios hereditários, 
hipoplasia do órgão, câncer oral e processo de câncer de laringe. Em vermelho, destacam-se os 
cinco genes selecionados para validação por PCR quantitativo em tempo real.  
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Figura 14: Rede de interação gênica da via UBC obtida na subtração das células Hep-2 
controle (Sub A). O software Ingenuity Systems© (IPA) revela uma rede de interações gênicas 
relacionados com a via da ubiquitina e com câncer, tumor de células epidermóides, neoplasia 
benigna, apoptose, proliferação, agregação, morfologia, viabilidade, desenvolvimento e sinalização 
celular, controle do ciclo celular, fusão da membrana celular, clivagem do fragmento de RNA, 
transporte de proteínas, angiogênese, ativação do sistema complemento, resposta imune inata, 
liberação e ativação do íon cálcio, resposta inflamatória, resposta antimicrobiana, distúrbios 
hereditários, hipoplasia do órgão, câncer oral e processo de câncer de laringe. 
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Figura 15: Rede de interação dos genes obtidos na subtração das células Hep-2 tratadas com 
aveloz (Sub B). O software Ingenuity Systems© (IPA) revela uma rede de interações gênicas 
relacionados com câncer, controle do ciclo celular, proliferação, morfologia e desenvolvimento celular, 
reparo, replicação e recombinação do DNA, expressão gênica, formação de tumor secundário e 
organização dos cromossomos. 

Após essas análises, foram escolhidos cinco genes (ITPR1, ANXA1, TCEA1, 

CD55 e NGFRAP1) para validação por PCR quantitativo em tempo real, pois fazem 

parte da mesma rede de interação e estão relacionados com funções importantes do 

ponto de vista do projeto, como demonstrado no Gene Ontology (GO) e Ingenuity 

Systems© (IPA). Entre as principais funções do gene ITPR1, destacam-se as 

relacionadas com proliferação e apoptose celular, ativação e liberação do íon cálcio, 

do gene ANXA1, controle do ciclo celular, proliferação, crescimento e apoptose 

celular, resposta inflamatória, liberação do íon cálcio, processos de neoplasia 

benigna, câncer oral e câncer de laringe, do TCEA1, regulação da transcrição a 

partir do promotor de RNA polimerase II, reparação do DNA e regulação da 
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expressão gênica, do CD55, apoptose, sinalização, proliferação e crescimento 

celular, resposta inflamatória, distúrbios hereditários, elevação da concentração 

citosólica do íon cálcio, resposta imune inata e regulação do sistema complemento e 

do gene NGFRAP1, processos de apoptose celular e ligante de proteína. 

 

4.3. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 
 

Os genes selecionados para validação (ITPR1, ANXA1, TCEA1, CD55 e 

NGFRAP1), tiveram seus iniciadores desenhados pelo programa Primer3, os quais 

foram submetidos à análise da eficiência, calculada pela “curva de eficiência dos 

primers”. Os resultados para esse experimento foram satisfatórios, com eficiência 

variando de 97,3 a 99,8% (Figura 16), por isso foi utilizado o cálculo do Δ-ΔCt, 

segundo Pfaffl (2001). 

 

 
Figura 16: Curva de eficiência ideal para o iniciador CD55. A reta média traçada a partir da média 
de Cts de cada diluição do cDNA deve apresentar R2 mais próximo de 1,00, indicando 100% de 
eficiência. 

 

Entre os genes utilizados como controle endógeno (GAPDH e ACTB), o 

GAPDH apresentou-se como melhor candidato a normalizador. Os resultados 

obtidos foram expressos em valores de Ct, os quais refletem o número de ciclos de 

amplificação necessários para que o sinal fluorescente emitido atinja o limiar de 

detecção.  

Os resultados obtidos de acordo com a técnica de PCR quantitativo em tempo 

real demonstraram que as células Hep-2 que receberam o diluente apresentaram 

resultados similares aos da amostra controle, que foram utilizadas como calibrador 
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na comparação com as células tratadas com o aveloz. Dessa maneira utilizamos os 

Cts da amostra controle para os cálculos da análise da expressão gênica e 

observamos que o gene ITPR1 apresentou redução significante da expressão, os 

genes ANXA1 e CD55 apresentaram aumento da expressão e os genes TCEA1 e 

NGFRAP1 não tiverem resultados significantes, já que para isso, deveriam 

apresentar valores ≥ 1.0 ou ≤ -1.0 na base de log 2 (Figura 17). Esses resultados se 

confirmaram mesmo após repetição. 

  
Figura 17: Expressão gênica por PCR quantitativo em tempo real. Redução da 
expressão de ITPR1 nas células Hep-2 tratadas com 25 µg/mL do aveloz, 
comparadas com células controle. Os dados representam logaritmo de base 2. 
Foram considerados diferencialmente expressos os transcritos que exibiram 
expressão relativa ≥ 1.0 ou ≤ -1.0 em relação ao controle. 
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A molécula presente no látex da Euphorbia tirucalli (aveloz), batizada como 

extrato AM10, foi utilizada em nossos experimentos, pois age inibindo enzimas 

relacionadas à multiplicação dos tumores, além de apresentar potencial anti-

inflamatório e analgésico (PIANOWSKI, 2010).  

Devido à importância da ação antitumorigênica do aveloz, analisamos o efeito 

desse fitoterápico na linhagem celular de carcinoma epidermóide de laringe (Hep-2). 

Para isso, as células foram cultivadas e tratadas com o extrato AM10 do aveloz. 

Dessa maneira, observamos que após o tratamento, a morfologia das células não foi 

modificada, no entanto a proliferação celular diminuiu significativamente. Os dados 

de Aquino e colaboradores (2008) corroboram com esses resultados, pois eles 

também observaram que o tratamento com aveloz em linhagem celular de câncer de 

mama, não alterou a morfologia dessas células, independente do diluente utilizado. 

 Em relação à proliferação reduzida, o látex do aveloz deve agir nas células 

tumorigênicas causando morte celular, fazendo com que o crescimento dessas 

células diminua. In vitro, sabe-se que o látex funciona no combate as colônias de 

células do câncer de mama, melanoma e gástrico (AMIRGHOFRAN et al., 2006, 

KUO et al., 2006; LIN et al., 2012). Caseiro e colaboradores (2006) estudando a 

atividade antitumoral do látex do aveloz em câncer de mama, utilizou o fitoterápico 

nas concentrações de 125, 250 e 500 mg/Kg e, além disso, um grupo de 

camundongos recebeu associação do látex com um medicamento quimioterápico. 

Os resultados estão de acordo com nosso trabalho, mostrando que ocorreu 

diminuição da proliferação das células cancerígenas e o grupo tratado com 

associação do quimioterápico e aveloz obteve diminuição dos efeitos colaterais 

induzidos pelo quimioterápico. 

Os avanços na compreensão da biologia molecular do câncer de laringe têm 

aberto novas direções na ciência. O aumento das pesquisas está sendo direcionado 

para o desenvolvimento de terapias com alvos em marcadores moleculares úteis na 

predição dos tratamentos e seleção de terapias específicas baseadas nas 

características dos tumores (ANG et al., 2002).  

No nosso trabalho, com objetivo de investigar o efeito do aveloz na expressão 

gênica, utilizamos a técnica de Hibridização Subtrativa Rápida (RaSH), que isola 

genes diferencialmente expressos, incluindo novos genes e transcritos raros, como é 

possível observar em alguns artigos do nosso grupo (RODRIGUES-LISONI et al., 

2006; RODRIGUES-LISONI et al., 2010) e de outros que também utilizam essa 
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tecnologia (CALMON et al., 2009; MEOLA et al., 2010). É possível gerar bibliotecas 

genômicas expressivas, auxiliando na busca de genes diferencialmente expressos 

em linhagens celulares tratadas ou não com o fitoterápico, de maneira mais rápida e 

menos onerosa do que às demais técnicas de hibridização (JIANG et al., 2000).

 As bibliotecas subtrativas geraram 85 sequências gênicas, as quais, após 

rigorosas seleções e classificações resultaram em 19 genes indicados como 

diferencialmente expressos. Os resultados mostraram pela primeira vez na literatura, 

que nas células de carcinoma epidermóide de laringe, a expressão gênica foi 

alterada após tratamento com aveloz.  

Na modificação da expressão gênica, o aveloz foi utilizado em células de 

câncer gástrico, demonstrando aumento da expressão de proteínas pró-apoptóticas 

(BAX), promovendo a morte celular, inibindo, dessa maneira, o crescimento das 

células do câncer gástrico e o desenvolvimento do tumor (LIN et al., 2012). Em outro 

estudo, a aplicação do euphol (álcool triterpeno tetracíclico isolado do látex da E. 

tirucalli) foi investigada na inflamação de pele induzida por 12-O-

tetradecanoilphorbol-13-acetato (TPA) em ratos, e verificou-se redução da 

expressão de uma quimiocina (CXCL1/KC) e proteína inflamatória de macrófago-2 

(MIP)-2, desencadeando uma série de reações, as quais levaram a inibição 

acentuada da resposta inflamatória induzida por TPA (PASSOS et al., 2013). 

 Os genes escolhidos para a validação por PCR quantitativo em tempo real 

foram ITPR1, ANXA1, TCEA1, CD55 e NGFRAP1, por possuírem funções 

importantes relacionadas com processos tumorigênicos e inflamatórios, como 

transporte do íon cálcio, resposta inflamatória, regulação da transcrição, regulação 

do sistema complemento e processo apoptótico, respectivamente. Esses genes 

foram escolhidos da biblioteca subtrativa I (Sub A), pois estavam na mesma rede de 

sinalização gênica relacionada pelo software Ingenuity Systems© (IPA), o que foi 

importante para correlacionar com a via de processos tumorigênicos e inflamatórios. 

Não foram escolhidos genes pertencentes à biblioteca subtrativa II (Sub B), pois não 

apresentaram qualidade eficiente das sequências. 

Liang e colaboradores (2013) utilizaram o software IngenuityPathway (IPA) 

para identificar as atividades biológicas dos genes que distinguem as ervas 

medicinais chinesas entre suas propriedades térmicas, quentes (efeitos amornantes, 

dispersa o frio) ou frias (efeito refrescante, remove o calor). Demonstraram que as 

principais redes biológicas gênicas das ervas com propriedades quentes incluem a 
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inflamação e a regulação da imunidade, e os genes das ervas com propriedades 

frias afetam o crescimento, proliferação e desenvolvimento celular.   

O tratamento com o aveloz diminuiu significativamente a expressão do gene 

ITPR1, validado por PCR quantitativo em tempo real e aumentou a expressão dos 

outros genes, sendo que dois deles (ANXA1 e CD55) apresentaram aumento 

significante da expressão. Isso pode ter acontecido por que o aveloz possui 

propriedades anticancerígenas, dessa maneira, após o tratamento, as células 

podem ter liberado fatores para controlar a proliferação e crescimento do tumor, por 

isso, ocorreu aumento da expressão de genes relacionados com processos anti-

inflamatórios como ANXA1 e genes que participam na regulação do sistema 

complemento como CD55. 

Nos experimentos realizados com RaSH, os genes mostraram expressão 

diferencial nas células Hep-2 de maneira dependente do tratamento com aveloz, 

observando que o gene ITPR1 pode ser considerado bom marcador molecular para 

o carcinoma epidermóide de laringe e ANXA1, CD55, TCEA1 e NGFRAP1 ainda 

exigem novos ensaios. 

A seleção do gene validado ITPR1 (gene para o receptor inositol 1,4,5-

trifosfato tipo 1) pode contribuir de forma significativa para o entendimento dos 

processos tumorigênicos, inclusive o câncer de laringe, já que apresenta funções 

relacionadas com a tumorigênese de células epidermóides, proliferação e apoptose 

celular, ativação e liberação do íon cálcio (WOJCIKIEWICZ; TOBIN; NAHORSKI, 

1994; SOGHOIAN et al., 2005; LENCESOVA et al., 2013).  

Esse gene, localizado na região cromossômica 3p26.1, foi inicialmente 

clonado e sequenciado a partir do cérebro de roedores (MIGNERY et al., 1990), 

verificando que ele codifica uma proteína de 2749 aminoácidos, com peso molecular 

de aproximadamente 313 kDa que possui um local de ligação para o IP3Rs perto de 

sua região amino terminal (WOJCIKIEWICZ; TOBIN; NAHORSKI, 1994). O receptor 

IP3R, possui várias isoformas e por estimulação do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) 

media a liberação de cálcio a partir do retículo endoplasmático e vesículas 

secretoras (FOSKETT et al., 2007).  

Como moduladores principais da concentração de cálcio, os receptores IP3Rs 

têm sido intensamente estudados em uma variedade de processos celulares 

controlados pelo cálcio, incluindo, a proliferação e apoptose celular, importantes 

para o desenvolvimento do tumor, bem como o metabolismo, secreção e contração 
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do músculo liso, sinais neurais e fertilização (BERRIDGE, 1993; DEMAUREX; 

DISTELHORST, 2003; VANDERHEYDEN et al., 2009).  

Em nosso trabalho, observamos expressão reduzida do gene ITPR1 nas 

células Hep-2 após o tratamento com aveloz. Um estudo realizado por Khan e 

colaboradores (2006) corrobora com esses resultados, mostrando que a baixa 

expressão dos receptores IP3Rs em células cancerígenas pode fornecer um 

mecanismo para restringir a ação da enzima quinase Akt, ativando a apoptose e 

diminuindo o crescimento das células do câncer, já que os receptores de IP3Rs são 

substratos para a ação dessa enzima, a qual, tem papel fundamental de suprimir a 

apoptose. 

Por outro lado, alguns trabalhos encontraram superexpressão de IP3R1, a 

qual induziu o aumento do nível de cálcio citosólico, ativando a apoptose celular 

(SZALAI; KRISHNAMURTHY; HAJNÓCZKY, 1999).     

 A expressão de IP3R1 também foi avaliada em linhagens celulares de câncer 

de bexiga resistentes à cisplatina e em células parentais sensíveis à cisplatina. Foi 

verificada expressão reduzida de IP3R1 em células resistentes à cisplatina. A 

supressão da expressão de IP3R1 nas células parentais, usando pequenos RNAs 

de interferência, impediu a apoptose e resultou em diminuição da sensibilidade à 

cisplatina. Ao contrário, a superexpressão de IP3R1 em células resistentes induziu a 

apoptose e aumentou a sensibilidade à cisplatina. Esses resultados sugerem que a 

baixa regulação da expressão de IP3R1 é relacionada com resistência à cisplatina 

em células de câncer de bexiga e sugerem que o IP3R1 mediado pela sinalização 

de cálcio é importante no processo de apoptose induzida por cisplatina. Isso 

demonstra a possibilidade do uso de IP3R1 como marcador molecular para prever a 

sensibilidade à cisplatina e alvo molecular terapêutico para o câncer de bexiga 

(TSUNODA et al., 2005).          

 Além disso, alguns trabalhos mostram que a indução do receptor IP3R1, pode 

desempenhar papel relevante na transdução de sinal de radiação, sendo, portanto, 

importante para o tratamento do câncer por irradiação (YAN; KHANNA; LAVIN, 

1996). 

Portanto, de acordo com nossos ensaios podemos inferir que o aveloz diminui 

a expressão de ITPR1 restringindo a ação da enzima quinase Akt, ativando a 

apoptose e diminuindo o crescimento das células de carcinoma epidermóide de 

laringe.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khanna%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8648241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lavin%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8648241
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Outro gene estudado, ANXA1 (Anexina A1), porém com expressão 

aumentada nas células Hep-2 tratadas com aveloz em relação às células controle, 

foi escolhido por possuir funções importantes para o processo carcinogênico, tais 

como, controle do ciclo celular, regulação do processo apoptótico, proliferação e 

crescimento celular, resposta inflamatória e liberação do íon cálcio (CROXTALL; 

FLOWER; PERRETTI, 1993; OLIANI et al., 2001; D’ACQUISTO; PERRETTI; 

FLOWER, 2008).          

 Esse gene está localizado no cromossomo 9, em 9q21.13, apresenta 13 

éxons e codifica uma proteína de aproximadamente 37kDa, a ANXA1, que foi 

originalmente descrita como lipocortina 1, a qual foi o primeiro membro dessa família 

que teve seu gene clonado e é considerada o seu protótipo (WALLNER et al., 1986).

 Modificações pós-traducionais foram descritas, e podem ser consideradas 

importantes consequências intracelulares, alterando as propriedades da ANXA1. 

Uma das modificações é a clivagem do domínio N-terminal da proteína, a qual pode 

ser considerada um evento regulatório para sua ação, formando uma molécula 

truncada com alteração da sensibilidade ao cálcio (GERKE; MOSS, 2002).  

 Ações anti-inflamatórias e antiproliferativas têm sido mostradas em estudos in 

vivo e in vitro, após administração da ANXA1 exógena ou seu peptídeo mimético da 

porção N-terminal (Ac2-26) (DA CUNHA; OLIANI; DAMAZO, 2012).     

Uma nova descoberta relacionada com a sinalização da ANXA1 é que essa 

proteína pode ser associada diretamente com a subunidade p65 do fator de 

transcrição de ubiquitina NF-κB, uma chave regulatória da proliferação celular e da 

expressão dos genes de inflamação (ZHANG et al., 2010). Esse fato destaca 

caminhos alternativos pelos quais a ANXA1 pode modular localmente os processos 

inflamatórios e tumorigênicos (HUTCHINSON et al., 2011).  

Alterações da expressão da ANXA1 têm sido relatadas em vários tipos de 

câncer e, além disso, sua expressão vem sendo comparada com a de outras 

proteínas. Nesse contexto, Jorge e colaboradores (2013) investigaram a relação 

entre a expressão gênica e proteica de Anexina A1 (ANXA1/AnxA1) e Galectina-1 

(LGALS1/Gal-1) em gastrite crônica e adenocarcinoma gástrico. Níveis elevados da 

expressão da ANXA1 foram observados em 90% dos casos de gastrite crônica e 

80% dos casos de adenocarcinoma gástrico. Os níveis da LGALS1 foram elevados 

em 60% dos casos adenocarcinoma gástrico, enquanto que a baixa expressão foi 

encontrada em gastrite crônica. Esses resultados forneceram evidências de que a 
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galectina-1 e, principalmente, anexina A1 são superexpressas na gastrite e em 

câncer gástrico, sugerindo forte associação dessas proteínas com inflamação 

gástrica crônica e carcinogênese.        

 A superexpressão da proteína ANXA1 foi detectada em carcinoma de células 

epidermóides de pênis, relacionados com infecção pelo HPV. A expressão da 

ANXA1 mostrou-se significantemente aumentada nessas análises, 

independentemente do subtipo de carcinoma, quando comparado com amostras 

HPV negativo, isso explica a importância do papel da ANXA1 na regulação da 

invasão, migração, diferenciação e proliferação celular (CALMON et al., 2013).  

Os padrões subcelulares da expressão de ANXA1 foram investigados em 

amostras neoplásicas e não neoplásicas de pacientes com carcinoma epidermóide 

de laringe, para elucidar o papel da ANXA1 nesse tipo de carcinogênese. Dessa vez, 

os resultados mostraram baixa expressão de ANXA1 em lesões displásicas, 

tumorais e metastáticas e forneceu evidências para migração progressiva da ANXA1 

do núcleo para a membrana durante a tumorigenênese de laringe (ALVES et al., 

2008).  

Também em câncer de laringe, a expressão de ANXA1 foi avaliada in vivo 

(SILISTINO-SOUZA et al., 2007) e in vitro (RODRUGUES-LISONI et al., 2006), 

observando que essa proteína desempenha papel regulador nas células Hep-2, 

diminuindo o crescimento dessas células.  Além disso, Faria e colaboradores (2010) 

investigaram o sangue periférico de pacientes com carcinoma epidermóide oral e 

indivíduos controle negativos, e identificaram que os níveis de mRNA da ANXA1 

diminuíram significativamente correlacionados com a idade, sexo e localização 

anatômica da lesão tumoral. As análises revelaram o desempenho da expressão de 

ANXA1 como biomarcador adequado para pacientes com câncer da cavidade oral, 

especialmente aqueles com 60 anos ou mais de idade e/ou mulheres. Esses 

resultados sugerem que, para além da função anti-inflamatória, a anexina A1 pode 

também desempenhar um papel de supressor de tumor em células de sangue 

periférico, tais como leucócitos.  

Ainda em relação ao câncer oral, Nomura e colaboradores (2009), avaliaram 

a expressão da proteína ANXA1 em lesões pré-malignas orais e carcinoma 

epidermóide oral. A regulação negativa da expressão da ANXA1 foi identificada na 

membrana plasmática das células epiteliais com lesões pré-malignas e carcinoma 

epidermóide de células orais, em comparação com os seus homólogos normais. A 
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perda de expressão da ANXA1 foi significativamente correlacionada com o estado 

pouco diferenciado do carcinoma epidermóide oral. Esses resultados sugerem que a 

perda de expressão da ANXA1 é frequente e o evento é precoce durante a 

carcinogênese oral, indicando que a ANXA1 pode contribuir para a manutenção da 

diferenciação epitelial em carcinoma oral. 

A expressão da proteína ANXA1 em carcinomas epidermóides de cabeça e 

pescoço foi avaliada por Pedrero e colaboradores (2004), identificando que os 

tecidos displásicos apresentaram redução significativa na expressão de ANXA1 em 

comparação ao epitélio normal. Também foi observada associação entre a 

expressão de ANXA1 e grau histológico. Tumores bem diferenciados apresentaram 

sinal positivo de ANXA1 em áreas altamente queratinizadas enquanto que tumores 

moderadamente e mal diferenciados exibiram coloração negativa ou muito fraca. 

Isso indica que a ANXA1 também é um marcador eficaz para classificação da 

diferenciação histopatológica de carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço. 

 No nosso trabalho podemos concluir que o aveloz contribui para o aumento 

da expressão do gene ANXA1 em células de carcinoma epidermóide de laringe, 

confirmando o papel da Anexina A1 na regulação da proliferação celular, além da 

função anti-inflamatória, desempenhando provavelmente um papel de supressor do 

tumor de laringe. 

Quanto ao gene TCEA1 (gene para o fator de extensão da transcrição - 

TFSII) estudado, ressaltamos a importância das suas funções essências para o 

processo tumorigênico, como a regulação da transcrição a partir do promotor de 

RNA polimerase II, reparo do DNA e regulação da expressão gênica. Esse gene foi 

inicialmente identificado como proteína estimuladora específica da RNA polimerase 

II (SEKIMIZU et al., 1979).  

Estudos bioquímicos, estruturais e genéticos demonstraram que a S-II 

estimula a extensão da transcrição, promovendo leitura pela RNA polimerase II por 

toda cadeia de DNA molde (CHEN; ENGLAND; KANE, 1992; WIND; REINES, 2000). 

Os genes que codificam S-II foram identificados em muitos eucariotos, incluindo 

leveduras, ratos e humanos (MARSHALL; GUO; PRICE, 1990).  

O TFSII possui três isoformas distintas conservadas, o TFSII tipo 1, também 

conhecido como TCEA1, tipo 2, TCEA2, isoforma específica do testículo e TCEA3, 

pouco conhecida (WEAVER; KANE, 1997). O gene humano de S-II, designado 

TCEA1, foi inicialmente relatado como sendo um gene de 2,5 kb mapeado em 3p22-
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> p21.3 (DIMARCO et al., 1996). Em murinos o gene S-II é composto por 10 éxons e 

mapeados sobre a região proximal do cromossoma 1, que é simétrico para o 

cromossomo 8q em humanos (ITO et al., 2000). Consistente com a simetria entre os 

cromossomos de rato e humano, os progressos recentes no projeto genoma humano 

identificaram outro gene composto por 10 éxons em 8q11 1 (UCSC Genome 

Browser, http://genome.ucsc.edu/). Esses dados sugerem que o gene de S-II, no 

cromossomo 8q, codifica uma proteína funcional de S-II, enquanto que o outro gene 

no 3q é um pseudogene como proposto por HGNC (HUGO Gene Nomenclature 

Committee, http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/).   

 Recentemente, o gene TCEA1, a isoforma mais bem caracterizada de TFSII, 

foi estudado por Hubbard e colaboradores (2008), que testaram vários componentes 

da maquinária de transcrição, com efeitos sobre as células cancerígenas. 

Verificaram que a queda de TFSII reduziu a proliferação de células de câncer de 

mama, pulmão e pâncreas, sugerindo que o TFSII pode ser utilizado como potencial 

alvo terapêutico para o câncer.  

Um mecanismo subjacente dos tumores em geral, envolve a transcrição 

anormal de numerosos genes com expressão aumentada ou reduzida (SORLIE, 

2004; NAGARAJA et al., 2006). A RNA polimerase II (RNAP) é uma enzima de 

subunidades múltiplas responsável por gerar todos mRNA em células eucarióticas 

(KOLODZIE et al., 1990; HU et al., 2006). Durante a extensão da transcrição, a 

RNAP pode se prender a sequências específicas no DNA, tornando-o incapaz de 

completar a síntese de mRNA (PLET; EICK; BLANCHARD, 1995; KEENE et al., 

1999). Todos os estágios de regulação da RNAP podem ser potenciais alvos para 

terapia do câncer, incluindo a iniciação e/ou rescisão do processo de transcrição 

bem como a extensão do mRNA e o processo de terminação. Outro alvo poderia 

incluir os componentes envolvidos na remodelação da cromatina e posicionamento 

dos nucleossomas (BELOTSERKOVSKAYA et al., 2004; KHORASANIZADEH, 

2004). A remodelação da cromatina é importante e permite o acesso da RNAP ao 

DNA e isso promove a desacetilação da histona, podendo influenciar na expressão 

de genes envolvidos na iniciação, progressão e metástase tumoral (LEONE et al., 

2003).  

Em nossos experimentos, o gene TCEA1 não apresentou expressão 

significante nas células de carcinoma epidermóide de laringe após o tratamento com 

aveloz, mesmo assim, foi observado ligeiro aumento da expressão desse gene, que 
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codifica o fator de extensão da transcrição, o qual é imprescindível para ligação da 

RNA polimerase II ao DNA molde, sendo, portanto, responsável pela transcrição dos 

genes. Isso nos permite propor que o aveloz modula a liberação de TFSII, o qual 

media a transcrição de mRNAs de alguns genes envolvidos em processos de 

diminuição da massa tumoral, como por exemplo, genes que aumentam a apoptose 

celular. Porém, outros ensaios são necessários para que possamos considerar o 

gene TCEA1 como um possível marcador molecular para o câncer de laringe.  

O gene CD55 (gene para o fator acelerador de decaimento para o sistema 

complemento), localizado na região cromossômica 1q32, foi escolhido por 

apresentar funções relacionadas com câncer, tumor de células epidermóides, 

apoptose, sinalização, proliferação e crescimento celular, resposta inflamatória, 

distúrbios hereditários, elevação da concentração citosólica do íon cálcio, resposta 

imune inata, relatadas de acordo com os dados do Gene Ontology (GO). E, além 

disso, é um gene regulador chave que afeta todas as vias de ativação do sistema 

complemento, codificando uma glicoproteína globular conhecida como fator 

acelerador de decaimento (DAF- decay accelerating factor), que possui peso 

molecular de 70 kDa e pode apresentar diferentes massas moleculares dependendo 

do tecido em que se apresenta (KIM; SONG, 2006). DAF é expressa em diferentes 

tipos celulares, essencialmente em células hematopoiéticas e células endoteliais, 

mas também está presente sob forma solúvel na lágrima, saliva, urina, líquido 

sinovial, líquor e plasma. Possui função biológica de acelerar o decaimento das C3 

convertases das vias clássica e alternativa do sistema complemento. Ela inibe a 

ativação de C3 e C5, impedindo a formação de novas convertases, além de acelerar 

a degradação dessas enzimas pré-formadas (LUBLIN; ATKINSON, 1989).  

 A regulação para evitar a ativação inadequada do sistema complemento 

ocorre por meio de proteínas codificadas nos grupos de genes reguladores da 

ativação do complemento (DAF), que atuam em pontos-chave nas cascatas para 

evitar consequências patológicas. Um grande número de doenças humanas se 

relaciona com a inadequada ativação do complemento e também, a deficiência de 

DAF (CD55) está ligada a muitas condições de doenças como hemoglobinúria 

noturna, doenças autoimunes e perda da gravidez devido a defeitos na fase lútea 

(PARKER, 1996). Dessa maneira, diante da atuação do CD55 na regulação do 

sistema complemento, pode-se inferir que esse gene exibe um papel anti-

inflamatório, regulando assim a indução da resposta inflamatória sistêmica, além de 
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desempenhar diversas funções fisiológicas incluindo a proteção do tecido, devido à 

sua propriedade de antiaderência, que aumenta a transmigração de monócitos e 

macrófagos e reduz a lesão (LUKACIK, et al., 2004).  

Em nossos ensaios, demonstramos que a expressão de CD55 foi elevada na 

linhagem celular de carcinoma epidermóide de laringe após o tratamento com o 

aveloz, confirmando seu papel anti-inflamatório.    

 Alguns trabalhos com o gene CD55 mostraram que ele pode atuar em 

diferentes situações, como por exemplo, Shen e colaboradores (2012) que 

analisaram a expressão de CD55 em carcinoma de nasofaringe e sua correlação 

com características clínico-patológicas. Constataram que a expressão da proteína 

CD55 detectada em tecidos de carcinoma de nasofaringe foi maior do que no tecido 

normal. Pacientes com expressão positiva de CD55 tiveram um tempo 

significativamente menor de sobrevivência global do que os pacientes com 

expressão negativa de CD55. Os dados obtidos nesse estudo sugerem que o CD55 

é frequentemente expresso no carcinoma de nasofaringe e a sua expressão está 

associada com a diminuição da sobrevivência dos pacientes e, portanto, a 

expressão de CD55 pode ser um potencial fator prognóstico para esses pacientes.  

O último gene estudado, o NGFRAP1 (gene para o receptor do fator de 

crescimento do nervo (TNFRSF16) associado à proteína 1), importante nos 

processos de apoptose celular, possuindo também a função de ligante de proteína, é 

localizado na região cromossômica Xq22.2, contém uma região rica em cisteína, 

aonde se localiza o domínio de ligação do fator de crescimento do nervo. É um 

receptor multifuncional da superfície da célula, encontrado em muitos tipos de 

células humanas, incluindo células do cérebro adulto (GAO; DAUGHERTY; 

TOURTELLOTTE, 2007). 

Esse gene pode induzir a apoptose e também está envolvido na lesão, 

desenvolvimento e regeneração do sistema nervoso (GAO; DAUGHERTY; 

TOURTELLOTTE, 2007). Estudos mostram que a expressão de NGFR (TNFRSF16) 

é induzida em muitas condições patológicas, tais como o câncer, atuando na maioria 

dos casos como supressor do tumor, causando apoptose e supressão de invasão 

metastática (DIMARAS et al., 2006).  

No nosso trabalho, o gene NGFRAP1 não apresentou expressão diferencial 

significante nas células de carcinoma epidermóide de laringe após tratamento com 

aveloz, porém, pôde-se observar pela técnica de PCR Quantitativo em tempo real, 
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pequeno aumento da expressão. Isso aconteceu provavelmente porque o aveloz 

age induzindo a expressão de NGFRAP1, um importante regulador da indução do 

processo apoptótico, controlando a proliferação das células de carcinoma 

epidermóide de laringe. Porém, outros ensaios são necessários para que esse gene 

seja considerado um bom marcador molecular para o câncer de laringe. 

Em resumo, no presente trabalho, observamos que os genes encontrados 

como diferencialmente expressos são importantes nas cascatas dos processos 

tumorigênicos e inflamatórios, podendo ter suas expressões modificadas pela 

possível interação com o aveloz. Esse por sua vez, pode ter uma ação moduladora 

na regulação da expressão gênica em câncer de laringe.     

 Apesar de poucas investigações terem avaliado o efeito do fitoterápico na 

expressão desses genes selecionados, futuros estudos moleculares serão 

necessários para mostrar os mecanismos de ação dessa planta.   

 Dessa maneira, os nossos dados apontam a importância da ação do aveloz, 

nas células Hep-2, tendo em vista as aplicações desse fitoterápico como uma 

indicação terapêutica no carcinoma epidermóide de laringe. 
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Os resultados obtidos com as células Hep-2, nas condições experimentais 

propostas, permitem concluir:  

- a morfologia celular não é modificada após o tratamento com aveloz, no 

entanto a proliferação celular diminui; 

- a expressão de 19 genes é alterada após o tratamento com aveloz; 

- o fitoterápico diminui a expressão do gene ITPR1, validado por PCR 

quantitativo em tempo real e aumenta dos genes ANXA1 e CD55; 

- as vias de sinalização celular que os genes modulados pelo aveloz 

participam, também formam uma rede de interação com outros genes associados 

com o câncer, doenças inflamatórias, ciclo celular, desenvolvimento e morfologia 

celular. 

 

Essas conclusões associadas mostram que a E. tirucalli altera a expressão de 

genes que estão envolvidos nas cascatas de sinalização de processos 

tumorigênicos e inflamatórios, alterando a proliferação e a expressão gênica nas 

células Hep-2. Desse modo, nossos resultados apontam o extrato do aveloz AM10 

como uma terapia alternativa inovadora para o tratamento do carcinoma epidermóide 

de laringe. 
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Abstract  
Background: The larynx squamous cell carcinoma is the most common to hit the 

head and neck, representing about 25% of malignant tumors that affect this area and 

2% of all malignancies. Therapeutic resources used are surgery, chemotherapy and 

radiation therapies, but are considered highly invasive. Therefore, some plants had 

been used in the treatment of cancer, in an attempt to soften the damage caused by 

conventional methods. One of these has attracted scientific interest, the Euphorbia 

tirucalli, known popularly as aveloz. This plant is used in the treatment of asthma, 

ulcers, warts and has active principles with activities scientifically proven as 

antimutagenic, anti-inflammatory and anticancer. 

Aim: Due of the importance the antitumoral fraction of the latex the E. tirucalli, the 

present study aimed to evaluate the influence of herbal of the larynx squamous cell 

carcinoma (Hep-2), on the morphology, cell proliferation and gene expression. 

Methods: The Hep-2 cells were cultured in complete medium (MEM 10%), and 

treated in the following concentrations of the aveloz (0,25; 2,5; 25 e 250 μg/mL) to 
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evaluate the possible effects of this plant in 1, 3, 5 and 7 days. After statistical 

analysis of the test cell proliferation, was made a new culture for RNA extraction and 

realization of the Rapid Subtractive Hybridization technique (RaSH). The genes with 

altered expression, found in RaSH technique, were analyzed databases Gene 

Ontology (GO) and Ingenuity Systems© (IPA). The validation of the five differentially 

expressed genes found was performed by real time quantitative PCR. 

Results: The aveloz treatment did not change the cell morphology compared with 

control samples and decreased the cell growth, with results more statistically 

significant on day 3 at a concentration of 25 µg/mL. Therefore, these parameters 

were chosen to continue with the methods. The RaSH approach detected change in 

expression of some genes, including ANXA1, TCEA1, NGFRAP1, ITPR1 and CD55, 

which are respectively associated with the inflammatory response, transcriptional 

regulation, apoptosis, calcium ion transport regulation and complement system. The 

aveloz down-regulated ITPR1 gene, validated by real-time quantitative PCR and up-

regulated ANXA1 and CD55 genes.  
Conclusions: The data indicate the involvement of the aveloz in altered expression 

of genes involved in tumorigenic processes and show a therapeutic indication for 

larynx squamous cell carcinoma. 

Keywords: Aveloz, cell culture, Rapid Subtractive Hybridization (RaSH), gene 

expression, real time quantitative PCR. 

 

Background 
The head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) represents malignant 

tumors that arising primarily in the oral cavity, tongue, floor of the mouth, tonsils, 

pharynx and larynx. Worldwide HNSCC is the fifth most common cancer and 

accounts for about 6% among all cancers [1]. These tumor arising from various 

anatomic structures including the craniofacial bones, soft tissues, salivary glands, 

skin, and mucosal membranes [2].  

In Brazil, the National Cancer Institute (INCA) has proved larynx cancer to be 

one of the most common to reach the region of the head and neck accounting for 

approximately 25% of malignant tumors affecting this area and 2% of all 

malignancies. Recently the INCA released the estimate for the year 

2014 predicting 6,870 new cases in men with an estimated risk of 6 cases per 100 

thousand men and 770 new cases in women [3].     
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 The main risk factors for larynx squamous cell carcinoma (LSCC) are smoking 

and alcohol consumption [4]. Family history is another important risk factor for this 

cancer suggesting that genetic factors may contribute to susceptibility of this disease 

[5].            

 Some authors have reported that DNA is constantly damaged by endogenous 

oxygen free radicals from metabolism and exogenous (both chemical and physical) 

mutagens. The DNA damage repair process is a crucial mechanism to maintain the 

stability of genetic materials in mammalian cells. However, if this mechanism 

fails, unrepaired damage can result in apoptosis or otherwise may lead to mutation 

fixation, unregulated cell growth, and cancer [6]. The DNA alterations responsible for 

the onset of carcinogenesis usually occur in genes involved with proteins that 

regulate cell cycle, cell growth, and differentiation. These are classified as oncogenes 

and tumor suppressor genes [7]. In HNSCC the oncogenes H-ras, c-myc, cyclin D1, 

EGFR and TGF-β are often activated and the tumor suppressor genes such as TP53, 

p16, FHIT, PTEN, Rb and APC are inactivated [8-10]. 

Other factors that may contribute to LSCC include diet, oral hygiene, body 

mass, environmental pollution, certain working conditions associated with industries 

such as metallurgy and petrochemical, increasing age and infections by human 

papillomavirus - HPV, particularly types 16 and 18 and Epstein-Barr virus which 

appear to be associated with the development of more aggressive tumors [9, 11-16].

 The treatment for this neoplasm is defined depending on the cell type, degree 

of differentiation, location, extent, presence of lymph node metastases, and 

macroscopic characteristics with bone and muscle tumor involvement [17]. 

Conventional methods used for treatment are surgery, chemotherapy, and radiation 

therapies, but all these methods are considered highly invasive. Surgery can cause 

irreversible aesthetic injuries with possible functional alterations [18]. Moreover, some 

plants have been used in the treatment of cancer as alternative therapies in an 

attempt to soften the damage caused by conventional methods. The Euphorbia 

tirucalli (Figure 1), popularly known as aveloz, which is used in the herbal treatment 

of asthma, ulcers, warts and tumors in general has attracted scientific interest (19, 

20). 
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Figure 1: Euphorbia tirucalli - aveloz (cultivando.com.br®).  

Originating from Africa, E. tirucalli was subsequently introduced in other 

countries. In Brazil it is found in all regions especially north and northeast [21]. E. 

tirucalli has some compounds that have been scientifically proven to have biological 

activities as antibacterial, antimicrobial, antiviral, antiseptic, larvicidal, molluscicidal, 

anti-inflammatory, antitumor, antimutagenic, anticancer for breast, lung, cervical, 

colorectal, esophagus and mouth [19, 22- 29].    

An alternative that justifies its antitumorigenic potential is antimutagenicity. 

Substances with antimutagenic potential increase efficiency of repair mechanisms 

thereby acting as protective agents that decrease the frequency of DNA damage 

while controlling the disorderly proliferation of tumor cells [26]. In addition, the 

presence of ingenanos destabilizes the organization of the microtubules by the 

inhibitory effect on tubulin polymerization. Thus the low stability of microtubules 

inhibit the cell cycle mechanisms, and the cells are stopped at the end of stage G, 

inhibiting cell growth [30].         

 The anticancer effects of euphol (tetracyclic triterpene alcohol isolated from 

the latex of E. tirucalli) were evaluated in human gastric cancer cells. Euphol inhibited 

the growth of gastric cancer cells and tumor development, demonstrating that its 

great value and potential for use in disease therapy [31]. Passos et al. (2013) [32] 

studied the anti-inflammatory properties euphol and observed that it markedly 

inhibited TPA-induced inflammatory response (12-O-tetradecanoilphorbol -13-

acetato/TPA), demonstrating that it can be used as an alternative therapy in skin 

diseases.           

 In order to investigate the effect of aveloz in LSCC, we evaluated the influence 
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of this herbal medicine on the morphology, cell proliferation and gene expression, 

identifying the signaling pathways that genes modulated by aveloz participate which 

are important for tumorigenic and the inflammatory process. 

 

Materials and Methods 

Hep-2 Culture conditions 

The Hep-2 cell line, originally established from an epidermoid carcinoma of the 

larynx (ATCC, Rockville, Maryland, USA), was seeded at a density of 1 x 106 

cells/mL per 75cm2 culture flask (Corning, NY, USA) in medium MEM-Earle (Cultilab, 

Campinas, SP, Brazil), pH 7.5, supplemented with 10% fetal calf serum (Cultilab), 1% 

non-essential amino acids, 1% antibiotic/antimycotic (Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, CA, USA), and cultured at 37C under 5% of atmosphere CO2. 

 

Pharmacological treatments 

The Hep-2 cells were subdivided into three groups: a) control, without 

manipulation b) submitted to the addition of vehicle and c) treated with aveloz at 

concentrations from 0.25 to 250 µg/mL [33]. The experiments were conducted during 

the periods of 1, 3, 5, and 7 days for determining the statistically significant time to 

continue the methodology. 

 

Proliferation assay 

Hep-2 cells were seeded at a density of 5 x 104 cells in plastic 6-well plates in 

triplicates and divided in three groups: (a) growth on complete medium - control, (b) 

submitted to the addition of vehicle and (c) treated with aveloz. Twenty-four hours 

later, when cells had already adhered, Hep-2 cultures were incubated with serum 

free medium (MEM 0%). After the 24 hours the control group was maintained with 

complete medium, without any pharmacological manipulation, the other group was 

submitted to the addition of vehicle and latter group was treated with aveloz. 

Cell morphology was observed every day. The cytotoxic effect of the aveloz 

with regard to the proliferation of Hep-2 cells were investigated in all experiment 

groups at 1, 3, 5, and 7 days. The cells were harvested and quantified using the 

Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen®), using the dyestuff Trypan Blue. 

The same experiment was repeated twice. 
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RNA extraction for Rapid Subtraction Hybridization (RaSH) and real time PCR 

experiments 

The RNA from Hep-2 cells subjected to experimental conditions (control, vehicle 

and aveloz) was extracted by the method of Trizol. 

Hep-2 cells were seeded at a density of 1 x 106 cells/mL per 75cm2 culture 

flasks in complete medium (controls), addition of vehicle and treated with aveloz. Hep-

2 cells were cultured for 3 days and harvested by addition of TRIzol Reagent, following 

treatment with DNase (Invitrogen). cDNA synthesis was performed using a High 

Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) as described 

by the manufacturer.  

 

Rapid Subtraction Hybridization (RaSH) 

RaSH technique [34] was performed with two subtraction, one named “Sub A”, 

the Hep-2 control cells been tester and the cells treated with aveloz been driver, and 

in the other one, named “Sub B” the opposite test was performed. 

The cell culture was conducted in large culture flaks in two different conditions 

(control cells, without manipulation and the cells treated with aveloz) for RNA 

extraction with TRIzol [35]. Aliquots (10g) of total RNA from both groups were used 

for double-stranded complementary DNA (cDNA) synthesis. 

The first cDNA strand was obtained by reverse transcriptase with 2 μL of oligo 

(dT) (50 mM), 2 μL of 10 mM dNTPs, at 65 °C for 5 min, and immediately on ice for 1 

min, adding 2.0 µL of 0.1 mM DTT, 1 µL of 40 U/µL RNAout, 4.0 µL of 5X First-

Strand Buffer [250 mM Tris-HCL (pH 8,3), 375 mM KCL, 15 mM MgCL2]. The 

material was incubated at 42ºC for 2 minutes and added 1.0 µL of SuperscriptTM II 

reverse transcriptase (RT) (200 U/µL). The mixture was incubated again at 42 °C for 

50 minutes and then at 70 °C for 15 minutes. The cDNA was used in amplification 

reactions to segments of β-actin, to verify its quality. 

For the synthesis of the second strand of cDNA was used in reactions 

containing 30 µL of 5X Second Strand Buffer, 3 µL of 10 mM dNTPs, 1 µL of DNA 

ligase (10 U/µL), 4 µL of DNA Pol I (10 U/µL), 1.0 µL of RNase H (2 U/µL) and 

incubated for 2 hours at 16 °C and after 2 µL of T4 DNA Pol (5 U/µL), continuing the 

incubation for another 5 minutes. The action of this enzyme was inhibited by the 

addition of 10 µL of 0.5 M EDTA. Then, purification was performed with phenol: 

chloroform and resuspension of the pellet in 45 µL of water. The cDNA was used in 
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amplification reactions for segments GAPDH, and subsequently digested with 2 μL of 

MboI enzyme (10 U/µL) and incubated for 1 hour at 37 °C. Then, received over 1 µL 

of this enzyme and incubated overnight at 37 °C.  

To this cDNA was added 4.1 and 4.5 µL, respectively, of the adapters XDPN-

14 5´-CTGATCACTCGAGA and XDPN-12 5`-GATCTCTCGAGT (Sigma Chemical, 

final concentration 10 mM), 8 µL of 5X T4 DNA ligase buffer Invitrogen©, heated at 

55C for 1 min, and cooled down to 14 C within 1h. The cDNA received 3 µL (9 U) of 

T4 DNA ligase (3U/µL), ligation was carried out overnight at 14C. After 

phenol/chloroform extraction and ethanol/glycogen precipitation, the mixtures were 

diluted to 100l with TE buffer (10mM Tris/1mM EDTA); 40µl of the mixtures were 

used for PCR amplification. 

The PCR mixtures were set up using 10µM XPDN-18 5´-

CTGATCACTCGAGAGATC, 0.4 mM dNTPs, 10 x PCR buffer, 1.5 mM MgCl2 and 1U 

Taq DNA polymerase (Invitrogen). Thermocycler conditions were one cycle at 72 C 

for 5min, followed by 25 cycles of 94C for 1min, 55C for 1min, 72C for 1min, 

ending in a final extension at 72C for 3 min. Ten µg of purified PCR product (tester) 

was digested with 10U/µL XhoI (Invitrogen) for 6 hours at 37 °C and followed 

phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation. 

One-hundred nanograms of the tester cDNA were mixed with 5 µg of the 

driver cDNA in hybridization solution (0.5M NaCl, 50mM Tris/HCl, SDS2% and 40% 

formamide) and, after heating at 99,9°C for 5 minutes, incubated at 42°C for 1h, and  

42°C for 48h. After extraction and precipitation, the hybridization mixture (1µg) was 

ligated with XhoI-digested pZero plasmid and transformed into competent bacteria. 

Bacterial colonies were picked and used as DNA template for PCR. Clones were 

sequenced using an automated DNA sequence and homologies sequences were 

searched using the BLAST program. Gene ontology (GO) annotation was used for 

the functional classification of up- and down-regulated genes using terms from Gene 

Ontology database.  

We further analyzed the genes through IPA (Ingenuity Systems©) to relate the 

differentially expressed genes with biological functions and processes in which these 

genes are involved and evaluate what the main networks of interaction between 

them.  
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Quantitative PCR – RT-qPCR 

The Hep-2 cells were seeded at a density of 1 x 106 cells/mL in each 75cm2 

culture flasks. The culture was performed for the three groups, the manipulation 

described previously. Hep-2 cells were cultured for 3 days and harvested by addition 

of TRIzol Reagent, following treatment with DNase (Invitrogen). cDNA synthesis was 

performed using a High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) as described by the manufacturer. 

Five differentially expressed genes were selected for validation by quantitative 

real time PCR experiments according to their direct or indirect involvement in 

tumorigenesis. Their expression was checked in treated samples relative to matched 

non-treated samples. 

The primers were manually designed with: 19-23 bp length, 30-80% GC 

content and a short amplicon size (80-120 bp). Their sequences are available upon 

request. Real time PCR was performed in triplicate using a 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). Reaction mixture consisted of a 20ul volume 

solution containing 100 a 500 ηg of Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), 100 nM of each primer and 100 ng cDNA (control, treated with vehicle 

and 25 µg/mL of aveloz). The PCR conditions were 95C for 10min followed by 40 

cycles of 95 for 15s and 60 for 1min. Melting curve analysis was performed for 

each gene to check the specificity and identity of the RT-PCR products. 

For each primer set, the efficiency of the PCR reaction (linear equation: y = 

slope + intercept) was measured in triplicate on serial dilutions of the same cDNA 

sample. The PCR efficiency (E) was calculated by the formula E = [10(-1/slope)] and 

ranged from 1.96 to 2.02 in the different assays.  

Two control genes (GAPDH, ACTB) were used as internal standards. The relative 

expression ratio (fold change) of the target genes was calculated according to Pfaffl 

(2001) [36]. Statistical analysis was performed by a two-tailed unpaired t test using 

GraphPad prism software. 

 

Results 
Cellular morphology 

The cellular morphology (Figure 2) is characterized by a monolayer of 

nucleated cells with cytoplasmic and several nucleoli form on the control group and 

there was no change after the treatment with aveloz and addition of the vehicle. 
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Figure 2: Morphological analysis of cell line Hep-2. The cell morphology observed in the 
control group (A), characterized by a monolayer of nucleated cells was not altered in the 
group treated with 25 ug/ml of aveloz for 3 days (B). Hep-2 cells were seeded in complete 
MEM 10% at a concentration of 5x104 per well (6 well plate). Assays were performed in 
triplicate to confirm the results.  

 

Proliferation Assay 

In the proliferation assay (Figure 3), it was possible to observe the growth 

inhibitory effect by the action of aveloz, using the GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software), decreased the proliferation in the cells treated with the aveloz when 

compared with the control group.  

Statistical analysis showed that the concentration of 25 µg/mL and the period 

of 3 days were the most statistically significant (P < 0,05). 

We also observed, using the same statistical test, that the addition of vehicle 

did not exhibit a difference statistically significant compared to control (figure 4), 

confirming that the reduced growth of Hep2 cells was due to aveloz and not its 

diluent’s (ethanol).  
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Figure 3: Growth curve of aveloz treatment in Hep-2 cell line. Hep-2 cells were cultured in 
complete medium, treated with aveloz [0.25, 2.5, 25, 250 μg/mL] for 1, 3, 5 and 7 days. Assays 
were performed in triplicate. Graph x = time (days) and y = number of cells x 104. P values 
<0.05 were significant. 
 

 

 
Figure 4: Growth curve of vehicle and aveloz treatment in Hep-2 cell line. Hep-2 cells were 
cultured in complete medium, treated with aveloz (25 µg/mL) and vehicle for 1, 3, 5 and 7 days. 
Assays were performed in triplicate. Graph x = time (days) and y = number of cells x 104. P 
values <0.05 were significant. 

 

Genes identified using the RaSH approach 

The technology compares two distinct experiments aiming to finding different 

gene expression. Rapid subtractive hybridization (RaSH) performed on Hep-2 control 

cells and treated with aveloz for 3 days brought to the isolation of 85 clones 

sequenced. By screening these sequences through GenBank (Blast) and by rigorous 

classification and selection, it was identified 19 genes that were differentially 

expressed.           

 The research acquired two libraries (Sub A and Sub B) and 19 genes 

exhibited changes in expression levels in response to aveloz treatment (15 down- 

and 4 up-regulated). These genes found, according to Gene Ontology (GO), 

interacting with each other and with genes important in tumorigenic and inflammatory 

processes are involved in apoptosis, cell proliferation and migration, protein binding, 

calcium ion transport, molecular function, cell cycle, DNA repair, signal transduction, 

small molecule metabolic process, complement activation, inflammatory response, 

ribosome biogenesis, gene expression, transcription and translation (Table 1 and 2).

 We further analyzed the 19 differentially expressed genes through IPA 
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(Ingenuity Systems©). The genes set were especially associated with cancer, cell 

cycle, apoptosis, cell proliferation, cell cycle, DNA repair, complement activation, 

inflammatory response in the “Sub A” and, cancer, cell cycle, cellular development, 

cell proliferation and replication in the “Sub B”.      

 Five differentially expressed genes (ITPR1, ANXA1, TCEA1, CD55 and 

NGFRAP1) were selected for validation by quantitative real time PCR experiments 

according to their functions (Gene Ontology and Ingenuity Systems©) related to 

calcium ion transport, inflammatory response, DNA repair, complement activation 

and apoptotic process respectively, and according to their direct or indirect 

involvement in tumorigenic and inflammatory processes (Table 1 and Figure 6). 

Table 1: Five genes selected by Rash in the subtractive library I (Sub A), expressed in the cell line 
Hep-2 control. 

NM Name Abbreviation 
 

Chromosomal 
location 

Functions and 
processes 

NM_001099952.2 Homo sapiens 
inositol 1,4,5-
trisphosphate 

receptor, type 1 

ITPR1 3p26.1 
 

protein binding; calcium 
ion transmembrane 
transporter activity; 
intrinsic apoptotic 

signaling pathway and  
signal transduction. 

NM_000574.3 
 

Homo sapiens 
CD55 molecule, 

decay 
accelerating factor 

for complement 

CD55 
 

1q32 enzyme inhibitor activity; 
elevation of cytosolic 

calcium ion 
concentration and 

regulation of 
complement activation. 

NM_206917.1 
 

Homo sapiens 
nerve growth 

factor receptor 
(TNFRSF1) 

associated protein 
1 

NGFRAP1 
 

Xq22.2 
 

protein binding; 
induction of apoptosis. 

NM_006756.2 
 

Homo sapiens 
transcription 

elongation factor 
A (SII), 1 

 

TCEA1 
 

8q11.2 
 

DNA repair; positive 
regulation of 

transcription from RNA 
polymerase II promoter 
and gene expression. 

NM_000700.1 
 

Homo sapiens 
annexin A1 

 

ANXA1 
 

9q21.13 
 

calcium ion binding; 
regulation of cell 

proliferation; 
inflammatory response; 

cell surface receptor 
signaling pathway; 

negative regulation of 
apoptotic process. 
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Figure 5: Network of gene interaction NFKB pathway obtained from the subtraction of the 
control Hep-2 cells (Sub A). Ingenuity Systems © software reveals a network of gene 
interactions associated with cancer, squamous cell tumor, benign tumor, apoptosis, 
proliferation, aggregation, morphology, viability, development and cell signaling, cell cycle 
control, cell membrane fusion, cleavage RNA fragment, protein transport, angiogenesis, 
activation of the complement system, innate immune response, release and activation of the 
calcium ion, inflammatory, antimicrobial response, inherited disorders, organ hypoplasia, oral 
cancer and laryngeal cancer process. 
 

 

Real-time PCR validation of differentially expressed genes 

Five genes displaying down (ITPR1) or up-regulation (ANXA1, TCEA1, CD55 

and NGFRAP1) in Hep-2 cells treated with aveloz were selected (Figure 6). The 

experiment using 25 µg/mL of aveloz confirmed, by real time PCR, the expression 

data for one down-regulated gene (ITPR1), comparatively to control cells. The genes 

(ANXA1 and CD55), exhibit a statistically significant increase, but it was seen in the 

RaSH technique that they should be down-regulated after the treatment. 
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Figure 6: Quantitative Real time PCR gene expression in Hep-2 cells treated 
with aveloz. Expression of ITPR1, ANXA1, TCEA1, CD55 and NGFRAP1 genes 
in Hep-2 cells treated with 25 µg/mL of aveloz, compared with control cells. The 
data represent the logarithm base 2.  

 

Discussion 
The molecule present in the latex of Euphorbia tirucalli (aveloz), named extract 

AM10 molecule was used in our experiments because it inhibits proliferation of 

tumor-related enzymes, and presents potential anti-inflammatory and analgesic [37].

 Due to the importance of its antitumogenic action, we analyzed the effect of 

herbal medicine in the cell line of laryngeal squamous cell carcinoma (Hep - 2) and 

observed that after treatment, cell morphology was not modified. However, it was 

noted that cell proliferation decreased significantly. Aquino and collaborators’ data 

(2008) [29] corroborate these results, and they also observed that treatment with 

aveloz in cell line of breast cancer did not alter the morphology of these cells 

independent on the vehicle. Regarding the reduced proliferation, latex aveloz must 

act in tumorigenic cells causing cell death and also causing the growth of these cells 

to be reduced. In vitro it is known that latex works in the cell colonies fighting breast 

cancer, melanoma, and gastric cancer [31, 38-40].     

 The aveloz effect was also analyzed in the gene expression by Rapid 

Subtractive Hybridization technique (RaSH) that isolates differentially expressed 

genes including new genes and rare transcripts as can be seen in some articles of 

our group [41, 42] and others who use this technology [43, 44]. It is possible to 

generate significant genomic libraries assisting in the search for genes differentially 

expressed in treated or not with herbal cell lines faster and less costly than other 

alternative hybridization techniques [34].       
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 The results showed changes in the expression of some genes in the cells of 

LSCC after treatment with aveloz, including ANXA1, TCEA1, NGFRAP1, ITPR1 and 

CD55 genes of which only the ITPR1 showed a significant reduction in the 

expression validated by quantitative real-time PCR. These genes belong to the same 

gene signaling network related by software Ingenuity Systems © (IPA), correlating 

the tumorigenic and inflammatory processes. Liang et al. (2013) [45] used the 

software IngenuityPathway (IPA) to identify the biological activities of the genes that 

distinguish Chinese medicinal herbal between its thermal properties, hot (warm 

effects, disperse cold) or cold (cooling effect, removes heat). Demonstrated that the 

main biological gene networks herbs with hot properties include inflammation and the 

immunity regulation and the genes of the herbs with cold properties affect the cell 

growth, proliferation and development. 

The selection of the validated ITPR1 gene (inositol 1,4,5-trisphosphate 

receptor, type 1) can contribute significantly to the understanding of processes 

including cancer of the larynx since it has functions related to tumorigenesis of cells 

squamous, cell proliferation, apoptosis and activation and release of calcium ion. [46-

48]. 

These receptor has several isoforms and stimulation the inositol 1,4,5 -

triphosphate (IP3) to mediate the release of calcium from the endoplasmic reticulum 

and secretory vesicles [46]. The main modulators of calcium concentration these 

receptors have been intensively studied in a variety of cellular processes controlled 

by calcium including cell proliferation. The findings are important for the development 

of tumor apoptosis, metabolism, secretion, muscle contraction, and 

smooth fertilization, and neural signals [49-51]. Induction of these receptors may play 

a role in signal transduction and therefore is important for the treatment of cancer by 

radiation [52].          

 We observed reduced ITPR1 gene expression in Hep -2 cells after treatment 

with aveloz. Khan et al. (2006) [53] also showed low expression of these receptors on 

cancer cells, they can provide a mechanism to restrict the action of the enzyme Akt 

kinase by activating apoptosis and by decreasing cancer cell growth since these 

receptors are substrates for the action of this enzyme which plays a key role in 

suppressing apoptosis.          

 On the other hand, some studies have found overexpression of ITPR1 gene 

which induced the increased level of cytosolic calcium activating cellular apoptosis 
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[54].           

 According to our tests, we can infer that the aveloz decreases the expression 

of ITPR1 gene by restricting the action of the enzyme Akt kinase while activating 

apoptosis and decreasing cell growth of LSCC.     

 The differentially expressed gene found and valid by quantitative real-time 

PCR is important in the cascade of inflammatory and tumorigenic processes which 

can be modified by its possible interaction with aveloz expression. This can have a 

modulating action on the regulation of gene expression in LSCC. 

Conclusions 

The data provide new evidence that the E. tirucalli alter expression of genes 

that are involved in signaling cascades in tumorigenic and inflammatory processes 

altering proliferation and gene expression in Hep-2 cells. Thus our results opening 

new possibilities for the applications of the aveloz as a therapeutically alternative in 

LSCC. 
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