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"Nobody warned you that the women whose feet you cut from running would give birth to
daughters with wings: [Ninguém te avisou que as mulheres cujo os pés foram impedidos de
correr daria 4 luz filhas com asas]” [jeoma Umebinyuo (2016, p. 4)
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E loucura ser sabio] ” Thomas Gray Archive (1742, p. 99)
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RESUMO

O cancer cervical € o quarto tipo de cancer que mais causa morte em mulheres no mundo, sendo
principalmente decorrente da infec¢do persistente pelo virus do HPV, que atua como um
estimulo inflamatério, desencadeando a secre¢do de citocinas e a ativagdo da via da
cicloxigenase 2 (PTGS2) e das proteinas quinase ativada por mitogeno (MAPKSs), que induz a
sintese de metaloproteinases de matriz (MMPs). Sabendo da inflamagdo envolvida nesse tipo
de cancer, o uso de anti-inflamatdrios se torna uma opg¢ao de tratamento, como a piperina que
¢ um amino alcaloide derivado da Piper nigrum, que além do desse efeito, possui propriedade
antitumorigénica demonstrada em varios modelos, mas ¢ pouco compreendida na inflamagao
do céncer cervical, tornando um alvo de pesquisa. Assim, o objetivo desse trabalho foi
investigar o efeito antitumoral de piperina in vitro em cancer cervical e determinar se esse efeito
¢ modulado pela via PTGS2. Para isso, as células HeLa, SiHa, CaSki ¢ HaCaT foram tratadas
com piperina e avaliadas quanto a morfologia, proliferacdo, viabilidade e migracao celular,
formacgao de coldnias, apoptose e ciclo celular, visando compreender o efeito de piperina sobre
transformagao neoplasica, além dos ensaios de qPCR e Western Blot das vias PTGS2 ¢ MMPs,
ELISA das citocinas IL-1B3, IL-8 ¢ MCP-1 e imunocitoquimica das MAPKs (p38 e ERK),
visando compreender como piperina modula essas vias inflamatorias. Os resultados mostraram
que piperina alterou a morfologia das células, reduziu a proliferacao e viabilidade celular, com
efeitos menos acentuados nas células ndo tumorais que também apresentou ICso superior.
Piperina também reduziu a formacdo de colonia, conduziu a parada das células na fase G1/GO
e G2/M do ciclo celular, com posterior inducao a apoptose. Quanto a modulacdo das vias
inflamatorias, piperina reduziu a expressao de PTGS2 e dos receptores 3 e 4 da PGE2 (PTGER3
e PTGERA4), o que refletiu na reducdo da secre¢do das citocinas IL-1p, IL-8 e MCP-1, junto a
redugdo da expressao de p38 e ERK. Além disso, piperina inibiu a migragdo celular, devido a
redugdo da expressao de MMP2 e MMP9 e aumento da expressao de TIMP1 e TIMP2. Portanto,
piperina reduz pardmetros associados a evolugdo neoplésica in vitro por atuar sobre a via
PTGS2, que por sua vez regula a secrecdo de citocinas e a expressao de MAPKs, MMPs e
TIMPs, demostrando ser um potencial fitoterapico para tratamento complementar de cancer de

colo de 1utero.

Palavras—chave: Inflamacdo. Fitoterapicos. Cicloxigenase 2. Metaloproteinases.






ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth type of cancer that causes more death in women in the world, being
mainly due to persistent infection by the HPV virus, which acts as an inflammatory stimulus,
triggering the secretion of cytokines and the activation of the cyclooxygenase 2 (PTGS2) and
mitogen-activated protein kinase (MAPKSs) pathway, which induces the synthesis of matrix
metalloproteinases (MMPs). Knowing the inflammation involved in this type of cancer, the use
of anti-inflammatory drugs becomes a treatment option, such as piperine, which is an amino
alkaloid derived from Piper nigrum, which, in addition to this effect, has antitumor property
demonstrated in several models, but is poorly understood in cervical cancer inflammation,
making it a research target. Thus, the aim of this work was to investigate the antitumor effect
of piperine in vitro on cervical cancer and to determine whether this effect is modulated by the
PTGS2 pathway. For this, HeLa, SiHa, CaSki and HaCaT cells were treated with piperine and
evaluated for morphology, proliferation, viability and cell migration, colony formation,
apoptosis and cell cycle were evaluated, aiming to understand the effect of piperine on
neoplastic transformation and the qPCR and Western Blot assays of PTGS2 and MMPs
pathways, ELISA of IL cytokines IL-1B, IL-8 and MCP-1 and immunocytochemistry of
MAPKs p38 and ERK, aiming to understand how piperine modulates these inflammatory
pathways. The results showed that piperine altered cell morphology, reduced cell proliferation
and viability, with less pronounced effects on non-tumor cells that also showed higher ICso.
Piperine also reduced colony formation, leading to cell arrest in the G1/G0 and G2/M phases
of the cell cycle, with subsequent induction of apoptosis. As for the modulation of inflammatory
pathways, piperine reduced the expression of PTGS2 and PGE2 receptors 2, 3 and 4 (PTGER2,
PTGER3 and PTGER4), which reflected in the reduction of the secretion of the cytokines IL-
1B, IL-8 and MCP-1, together with reduced expression of p38 and ERK. In addition, piperine
inhibited cell migration, due to reduced expression of MMP2 and MMP9 and increased
expression of TIMP1 and TIMP2. Therefore, piperine reduces parameters associated the
neoplastic evolution in vitro by acting on the PTGS2 pathway, which in turn regulates the
secretion of cytokines and the expression of MAPKs, MMPs and TIMPs, proving to be a

phytotherapeutic potential for complementary treatment of cervical cancer.

Keywords: Inflammation. Herbal medicines. Cycloxygenase 2. Metalloproteinases.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de colo de utero

O cancer, no sentido mais amplo, refere-se a mais de 277 tipos diferentes de doengas
ocasionadas por uma série de mutagdes sucessivas em genes associados a proliferagdao, morte
celular e reparo do DNA, bem como alteracdes epigenéticas. Essas mutagdes mudam as funcdes
celulares, atuando no descontrole do ciclo celular que gera o aumento da proliferacao e inibi¢ao
da apoptose (EVAN; VOUSDEN, 2001; HASSANPOUR; DEHGHANTI, 2017).

Segundo dados da GLOBOCAN 2020, houveram cerca de 19,3 milhdes de novos
casos de cancer (18,1 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) e quase 10,0 milhdes
de mortes por cancer (9,9 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma). Estimativas para
2040 calculam 28,4 milhoes de casos, um aumento de 47% em relagao a 2020, com um maior
aumento nos paises em desenvolvimento (64% a 95%) em comparagdo com paises
desenvolvidos (32% a 56%), em fun¢do das mudancas demograficas. Esse acréscimo pode ser
devido ao aumento dos fatores de riscos associados a globalizagdo e ao crescimento da
economia (SUNG et al., 2021).

Especificamente o cancer de colo de Utero, também denominado cancer cervical, foi
registrado incidéncia de 604.127 (13,3%) novos casos e 341,831 mortes (7,3%) em todo o
mundo. Esta doenga ¢ classificada como o quarto cancer mais frequentemente diagnosticado e
a quarta principal causa de morte por cancer em mulheres. Em termos globais, a maioria dos
casos (58,5%) e mortes (70,4%) ocorrem em areas com menores niveis de desenvolvimento
humano (SUNG et al., 2021). Isso ocorre porque a maioria dos casos de cancer cervical sdo
causados por infeccdo persistente com genoétipos carcinogénicos do virus do papiloma humano
(HPV) (SUNG et al, 2021) com prevaléncia mundial em aproximadamente 90% dos
carcinomas cervicais (ARBYN et al., 2020).

Os HPVs sao membros de virus de DNA que sdo epiteliotropicos, ou seja, infectam o
tecido epitelial, e, com base em sua capacidade, sdo divididos em 3 grupos: de alto risco (HPV-
16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, - 56, -58, -59, -68, -73, -82), provavelmente de alto
risco (HPV-26, -53, -66) e de baixo risco (HPV-6, -11, -40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -72, -
81) (DUENAS-GONZALEZ, et al., 2005).

Os tipos HPV-16 e o HPV-18, dentre os HPV de alto risco, comprovadamente
aumentam a suscetibilidade de desenvolvimento do cancer de colo do ttero em infeccoes

persistentes (BOUVARD, et al., 2009). O virus geralmente infecta o epitélio mucocutaneo e



14

produz particulas virais em células epiteliais amadurecidas (UNGER; BARR, 2004), torando-
se integrado ao genoma da célula hospedeira do colo do utero e, a medida que esse processo
progride através de lesdes pré-cancerosas para o cancer de colo do tutero, a frequéncia da
integragdo do genoma viral aumenta (DE MIGUEL et al., 2014). Outros fatores que estdao
associados ao cancer de colo de utero incluem tabagismo, outras infecgdes sexualmente
transmissiveis (HIV e Chlamydia trachomati), alto nimero de gravidez e uso prologado de
contraceptivos orais (BUSKWOFIE et al., 2020).

A via de prevengao € o principal caminho para evitar o cancer cervical, que sao feitas
a partir de rastreamento, com a avaliag¢do de células da regido do colo de ttero, (Colpocitologia
Oncologica ou Papanicolau) e aplicacao de vacinas contra o HPV. No entanto, a vacinagdo tem
beneficio limitado para mulheres ja infectadas com HPV de alto risco, e estratégias alternativas
de intervengdo terap€utica sdo necessdrias para essas mulheres (COHEN et al., 2019;
ADEFUYE; SALES, 2012). As vias de tratamento atualmente existentes dependem da extensao
da doenga no diagnostico e dos recursos disponiveis localmente, e pode envolver histerectomia
radical ou quimiorradiacdo, ou uma combinacao de ambas, entretanto na maioria dos casos
avangados esses tratamentos sdo ineficazes. Outra via de tratamento em casos avangados ¢ a
imunoterapia com a incorporagdo do agente anti-VEGF bevacizumabe que aumentou a
sobrevida dos pacientes para mais de 12 meses (COHEN et al., 2019). Apesar dos esforcos,
essas formas de tratamento podem ser invasivas e causar efeitos colaterais durante o tratamento,
o que contribui negativamente para a saude dos pacientes (CHARI, 2008).

Trés linhagens celulares de cancer de colo de utero muito estudadas em projetos de
pesquisas cientifica contém a presenga do HPV, sendo elas SiHa, HeLLa e CaSKi que foram
avaliadas nessa pesquisa. A linhagem celular de carcinoma epitelial de colo de utero (SiHa) ¢
infectada pelo HPV 16 (ROSA et al., 2019), a linhagem de adenocarcinoma de colo de utero
(HeLa) ¢ infectada pelo HPV 18 (MACVILLE, et al., 1999) e a linhagem CaSKi ¢ infetada pelo
HPV 16 e 18 (YEE et al., 1985). Os tipos histologicos mais comuns do cancer de colo de ttero
¢ 0 escamoso e adenocarcinoma, representando 70% e 25% respectivamente, na qual SiHa e

CaSki sao escamosas ¢ a HeLa ¢ adenocarcinoma (SMALL et al., 2017).

1.2 Cancer cervical e inflamacao

A inflamagdo ¢ um complexo mecanismo projetado para protecdo do organismo, a
qual envolve células do sistema imunoldgico, vasos sanguineos e mediadores inflamatorios

como citocinas e quimiocinas. A liberagcdo dos mediadores inflamatdrios ativa a resposta imune
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inata do hospedeiro, que em conjunto recrutam células efetoras para o local da lesdo ou
infeccdo. Apds a resolugdo, a inflamagdo deve ser desativada de modo programado, porém, se
o estimulo for persistente, a inflamagdo aguda se torna cronica. Evidencias sugerem que a
inflamacao, quando cronica, pode desencadear ou progredir uma neoplasia (LIU et al., 2016;
CHEN et al., 2018). Aproximadamente 20% dos canceres humanos estdo associados a
inflamacao cronica por agentes infecciosos ou lesdes por exposi¢ao a agentes nocivos, como €
o caso do cancer cervical, no qual a inflamacao cronica apds infec¢ao persistente por HPV
contribui para a génese e progressao tumoral (SINGH et al., 2019; YE et al., 2020).

A inflamagdo cronica contribui para a génese do tumor por propiciar a inducdo de
mutagdes génicas. Nesse contexto, a inflamag¢do atua como uma ferida que ndo cicatriza,
exigindo assim uma renovacdo constante das células, acelerando a divisdo celular, o que
aumenta o risco de mutagdes e transformagdo neoplasica. Ademais, o ambiente inflamatdrio
contém agentes que causam danos ao DNA, como detritos da fagocitose, incluindo as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Além de contribuir para a génese tumoral, o ambiente
inflamatorio pode contribuir para a progressao do tumor devido a ativagdo do estroma, liberacao
de fatores de crescimento, angiogénese e ativacao de metaloproteinases de matriz (MMP) para
a migracdo de células imunes ao local da inflamacdo, e esses efeitos favorecem a proliferacao
celular e metastase tumoral (FERNANDES et al., 2015; NAHAND et al., 2019; COUSSENS;
WERB, 2002).

O HPV contribui para neoplasias a partir da atua¢do de oncoproteinas nas células
hospedeiras, as oncoproteinas sdo E5, E6 e E7. Essas oncoproteinas parecem acelerar a
progressao do cancer do colo do ttero, revogando os principais inibidores da proliferacao
celular (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990; GHITTONI, et al., 2010), por mecanismos
oncoproteicos pelos quais o E7 se liga aos membros da familia de proteinas do retinoplastoma,
pRB (p105, p107, p130) promovendo sua degradagdo, enquanto o E6 se liga e inativa o
supressor de tumor p53, por uma via dependente de ubiquitina. A perda das fungdes das
proteinas p53 e pRB resulta em progressdo descontrolada do ciclo celular e perda dos
mecanismos de reparo do DNA, com o consequente acimulo de mutagdes criando instabilidade
genomica (SENBA; MORI, 2012), esse processo pode ser observado na Figura 1. Essas
mudancas nas funcdes celulares desencadeadas pela agao de oncoproteinas virais contribuem
para o aumento da producdo de oxido nitrico, dano ao DNA e ativagdo de receptores de
ciclooxigenase-2/prostaglandina E2 (PTGS2/PGE/PTGERs), uma via inflamatodria que leva ao
aumento da inflamagdo e tumorigénese (GEORGESCU et al., 2018; ADEFUYE; SALES,
2012; FERNANDES et al., 2015).
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Figura 1: Representagdo grafica do cancer cervical desencadeado pela inflamagdo na
infec¢ao pelo HPV
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Subtitulo: representacdo da infecgdo pelo virus do HPV nas células cervicais, no qual o genoma do virus se integra ao genoma
das células hospedeiras, o que causa a sintese de oncoproteinas E6 e E7. Essas oncoproteinas degradam as proteinas do grupo
PRB e a p53, desencadeando aumento da proliferagdo e sobrevivéncia celular e desregulacdo do ciclo celular. Além disso ha
um processo inflamatoério exacerbado que estimula fatores associados ao microambiente tumoral, como metaloproteinases de
matriz, citocinas e quimiocinas, fibroblastos e células imunes.
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

Sob esses estimulos, células tumorais e inflamatdrias podem liberar citocinas,
quimiocinas e prostaglandinas que agem de forma autdcrina/paracrina para regular a fungao das
células endoteliais, estromais, neoplasicas, epiteliais e infiltrantes do sistema imunologico,
causando aumento da angiogénese e do crescimento tumoral, diminui¢do da apoptose e da
vigilancia imunoldgica local. Essas condigdes favorecem a tumorigénese e a permanéncia do
virus no microambiente tumoral (HEMMAT; BAGHI, 2018; FERNANDES et al., 2015;
SADRI-NAHAND et al., 2019).

As citocinas sdo proteinas, cuja principal fungdo € fazer comunicacdo célula a célula, a
partir da sua secrecdo e ligacdo em receptores especificos presente nas membranas celulares.
Suas respostas vao desde a regulacdo do crescimento, diferenciacdo celular até a ativagao de
células imunes. As alteracdes celulares que dao origem ao cancer provocam alteragdes na
expressao local de citocinas. Essas perturbagdes estimulam infiltrados de células imunes, que,
por sua vez, liberam citocinas adicionais que atuam de forma autdcrina, paracrina e enddcrina
(DRANOFF et al., 2004).

As citocinas sdo liberadas em resposta a uma gama diversificada de estresses celulares,

incluindo lesdo induzida por carcinégeno, infecgdo e inflamagdo (DRANOFF et al., 2004). Na
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infeccao por HPV, as citocinas funcionam para estimular uma resposta do hospedeiro visando
controlar a infecgdo e minimizar os danos celulares. Porém, no caso dessa infec¢do ser
persistente, esse processo se torna continuo, com altos niveis de citocinas que resulta em
angiogénese, progressao tumoral, diminui¢ao da apoptose e da vigilancia imunolégica local.
Essas condigdes favorecem a tumorigénese e a permanéncia do virus no microambiente tumoral
(HEMMAT; BAGHI, 2018; DRANOFF et al., 2004; FERNANDES et al., 2015; SADRI-
NAHAND et al., 2019).

As citocinas IL-1B, IL-8 ¢ MCP-1 sao importantes mediadores inflamatérios que
participam da inflamacdo associada ao cancer, como demostrado na Figura 2 e 3. Essas
citocinas conduzem diretamente o processo inflamatdrio e induzem a expressao de genes pro-
inflamatorios como PTGS2, iNOS (Oxido nitrico sintase induzido), /L6, entre outras
citocinas/quimiocinas. Essas sinalizacdes levam a rapida ativagao de células imunes e células
do estroma para a produgdo de prostaglandina E2 (PGE2), 6xido nitrico e citocinas, que, como
feedback positivo, estimulam a produgdo de IL-1P, IL-8 e MCP-1, representando assim uma
importante amplificacdo da resposta inflamatéria (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO,
2012). Essas citocinas também regulam a sintese de MMPs participando para a remodelagdo da
matriz extracelular, que é um importante processo para a entrada de células inflamatdrias
(APTE et al., 2006; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; REBE; GHIRINGHELLI,
2020; SINGH et al., 2015; YANG et al., 2020). Em cancer cervical essas citocinas estao
presente em altos niveis se correlacionado com o mal prognostico devido a eventos metastaticos
e angiogénicos (AINOUZE et al., 2018; AL-TAHHAN, ETEWA; BEHERY, 2011; JIA et al.,
2018; PARADKAR et al., 2014; VAHEDPOUR et al., 2021; KLEINE-LOWINSKI et al.,
1999).
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Figura 2: Representagdo grafica da agdo das citocinas no cancer cervical
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Subtitulo: As citocinas IL-1p, IL-8 e MCP-1 ao se ligarem aos seus respectivos receptores ativam células imunes e estimulam
a produgdo de prostaglandina E2 (PGE2), que por sua vez através de um feedback positivo estimula a sintese dessas citocinas.
E esses mediadores em conjuntos contribui para proliferacao celular e para o microambiente tumoral.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

T T

1.3 Papel da PTGS2 na inflamacéo associada ao cancer

Acredita-se que a via transdutora de sinais dos receptores da cicloxigenase-2-
prostaglandina E2 (PTGS2-PGE 2-PTGERs) ¢ a via central envolvida na inflamagdo cronica
associada a transformagdes oncoldgicas nas carcinogéneses ginecologicas. Dados demonstram
uma regulagdo positiva dessa via em cancer cervical induzida por HPV (YE et al., 2020). Como
mencionado, a atuagcdo das oncoproteinas do HPV sobre p53 e complexo Rb pode levar o
aumento da producdo de oOxido nitrico e danos ao DNA, e tais estimulos ativam a via
inflamatoria PTGS2-PGE2-PTGERs aumentando a inflamacao e a tumorigénese (ADEFUYE;
SALES, 2012). Outra atividade pro-tumorigénica dessa via estd relacionada a supressdao da
resposta imune local. A PGE2 inibe a ativagdo de macréfagos, células T e células natural killer
e consequentemente produz imunossupressdo, favorecendo o desenvolvimento tumoral
(GUERROUAHEN et al., 2020).

Além disso, evidencias mostraram que as oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV 16 estimulam
a transcricado de PTGS2 a partir da ativacao da via EGFR—Ras—MAPK—AP-1, na qual AP-
1 ¢ o fator de transcricdo responsavel pela sintese de PTGS2 (SUBBARAMAIAH,;
DANNENBERG, 2007), como demostrado na Figura 3. As oncoproteinas E6 e E7 estimulam
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a liberacdo de anfirregulina, uma proteina que se liga ao receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR). Ao se ligar a esse receptor ocorre a ativacao de Ras que por sua vez ativa
a serina/treonina quinase RAF, a qual da inicio a cascata de eventos de fosforilagao ativando
MAPKK que, por sua vez, fosforila MAPK. A MAPK se transloca para o nucleo onde fosforila
e, assim, ativa fatores de transcri¢ao, nesse caso o AP-1. Esse fator de transcri¢ao desencadeia
a transcri¢do de PTGS2, a enzima central na inflamagdo associada ao cancer (HAGLUND;
RUSTEN; STENMARK, 2007, SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007; KIM et al.,
2013).

Figura 3: Representacao grafica do efeito da infec¢@o pelo HPV na via PTGS2
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Subtitulo: A anfirregulina (AF) e as citocinas IL1p, IL-8 e MCP-1 se ligam aos receptores associados e ativam a via MAPK
se iniciando pela proteina Ras que ativa Raf-1, esta por sua vez ativa MAPKK que ¢ fosforilada se tornando MAPK, por
fim MAPK ¢ translocada para o nucleo, e quando fosforilada novamente ativa fatores de transcrigdo como o AP1 que por
sua vez ativa a transcrigdo de PTGS2.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

A complexa via PTGS2-PGE2-PTGERs tem inicio nos fosfolipidios da membrana
plasmatica, onde ¢ liberado o acido araquidonico pela fosfolipase A2 (PLA2), na qual ¢
convertido pela enzima PTGS2 em prostaglandina H2, que por sua vez ¢ convertida por
isomerases especifica em diferentes prostaglandinas, incluindo a PGE2. (YE et al., 2020;
COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994). A prostaglandina E2 (PGE2) ¢ a mais abundante
em humanos e ¢é caracterizada como um mediador chave na inflamacao. Suas fun¢des ocorrem
a partir de ligacdo aos seus respectivos receptores acoplados a proteina G presente na

membrana, sendo eles PTGER1, PTGER2, PTGER3 e PTGERA4, e cada qual sinaliza uma
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resposta (O’CALLAGHAN; HOUSTON, 2015). Os receptores PTGER2, PTGER3 e PTGER4
quando recebem a ligacdo de PGE2 contribuem para a tumorigénese cervical mediando
aumento da proliferacao celular, metastase e angiogénese, na qual PTGER3 atua pela reducao
de cAMP que ativa a cascata de MAPK, enquanto que PTGS2 e PTGS4 aumenta os niveis de
cAMP ativando Adenil ciclase que ativa a proteina quinase A (PKA), tando a mediag¢do por
MAPK quanto por PKA ativam fatores de transcricio no nucleo (NF-kB e AP-1), que
desencadeia a transcricdo de PTGS2 (PARIDA et al., 2016; SCHMOECKEL et al., 2020)
demostrada na Figura 4.

Os receptores PTGER2 e PTGER4 mostraram estar relacionados a carcinogénese
cervical, pois foram positivamente regulados juntamente com PTGS2 ¢ PGE2 em amostras
neoplasicas cervicais comparado com amostras cervicais normais (SALES et al., 2001). Foi
demonstrado o acimulo de cAMP apos estimulo de PGE2 em células HelLa, indicando
novamente a atua¢do desses receptores (SALES et al., 2002). Em corroboracdo, dados
demonstram a acdo direta da oncoproteina E5 sobre a expressao de PTGER4 (OH et al., 2009).
Em estudo usando um antagonista do PTGER4 em céncer cervical, ocorreu o bloqueio da sua
sinalizag¢do e consequente diminui¢ao da fosforilagdo de PKA, aumento da atividade de Bax e
reducdo da fosforilagdo do glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) B. Além disso, esse bloqueio
reduziu a fosforilagdo de EGFR, o que diminuiu significativamente a atividade de Akt, proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK) e GSK3p. Conjuntamente, verificou a translocagado
nuclear de B-catenina de uma maneira dependente do tempo. Em consequéncia de todas essas
sinalizacdes, houve controle da sobrevivéncia, proliferacdo e angiogénese das células nos
modelos in vitro e de xenoenxerto de cancer cervical (PARIDA et al., 2016). Além disso, foi
demostrado o papel direto do PTGER?2 no céncer cervical, no qual houve aumento da expressao
de PTGER2 conforme maior o grau da neoplasia intraepitelial cervical (SCHMOECKEL et al.,
2020).

Quanto ao receptor PTGER3 foi demostrado seu papel como progndstico prejudicado
nas taxas de sobrevida global de 250 pacientes, onde apresentou superexpressao,
principalmente nos estagios linfonodal e estagio FIGO (HEIDEGGER et al., 2017). Ye e
colaboradores (2020) demonstraram o papel e mecanismo de atuacdo de PTGER3 sobre a
proliferacdo e a migragdo celular em cancer cervical. Seus resultados mostraram que PTGER3
facilitou a migragdo de células de cancer cervical por meio da modulagdo da producao de PAI-
1 e uPAR em estagios vantajosos de malignidade cervical. Apos o silenciamento de PTGER3
os niveis de PAI-1 foram aumentados, para a fosforilacdo de ERK1/2 (que também foi regulada

positivamente) e para a translocacao de p53 do citoplasma para o nucleo. Além disso, a alta
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expressao de PAI-1 inibe a clivagem de uPAR contribuindo para a migragao inibida de células

cancerigenas do colo do tutero (YE et al., 2020).

Figura 4: Via PTGS2/PGE2/PTGERs no cancer cervical
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Subtitulo: Os fosfolipidios de membrana sao hidrolisados pela enzima fosfolipase A2 em 4cido araquidonico que por sua vez
¢ convertido em prostaglandina E2 por intermédio da enzima cicloxigenase 2. A prostaglandina se liga aos seus respectivos
receptores associados a proteina G; quando ela se liga ao receptor 3 tem uma redu¢@o dos niveis de Adenil ciclase que causa
redu¢do de AMP ciclico (¢CAMP) que por sua vez ativa a via MAPK que ativa fatores de transcri¢do responsaveis por
transcrevem genes pro-tumorais. Ja quando PGE2 se liga aos receptores 4 e 2, os niveis de cAMP aumentam devido a ativagio
de Adenil ciclase, resultando na ativacdo da proteina quinase A que também ativa fatores de transcri¢ao de genes pro-tumorais.
A ativacdo desses genes resulta em proliferagao celular aumentada, sobrevivéncia celular, metastase e angiogénese.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022

Além de mediar processos inflamatorios e vias de transdugao de sinais relacionadas ao
cancer, foi evidenciado o papel da via PTGS2 sobre danos ao DNA. Foi relatado que durante o
metabolismo do 4cido araquidonico mediado pela enzima PTGS2 ocorreu a formacao de
heptanona-eteno (He) -DNA, um composto altamente mutagénico em células de mamiferos,
sendo outro mecanismo de contribui¢do para a carcinogénese (SPEED; BLAIR, 2011).

Portanto, tratamentos que visem a via PTGS2 podem atuar de forma eficiente para o

controle neoplasico por estar intimamente relacionado ao processo tumorigénico.

1.4 Papel da via MAPK (p38 e ERK) na inflamacéo associada ao cincer
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As cascatas de proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) sdo vias de sinalizagdes
principais que regulam uma ampla variedade de processos celulares, incluindo proliferacao,
diferenciacdo, apoptose e respostas ao estresse (GUO et al., 2020). Geralmente, estimulos
(fatores de crescimento, citocinas, virus, ligantes de receptores acoplados a proteina G e
oncogenes) se ligam e ativam glicoproteinas transmembrana da familia do receptor tirosina
quinase e ativam a cascata de transdu¢do de sinal por fosforilagdo, seguida de transdugdo de
sinal por intermedidrios citosolicos e, finalmente no nucleo, desencadeia a regulagdao da
transcricdo/traducao de genes efetores (BRAICU et al., 2019; CARGNELLO; ROUX, 2011).

A cascata de ativacdo de sinais ocorre na seguinte ordem: MAPKKK (Mitogen
Activated Protein kinase kinase kinase, representada por RAF e suas variantes), seguida por
MAPK quinase (MAPKK: MEK1/2/3/4/5/6/7), ¢ finalmente o MAPK, essa via pode ser
observada nas Figuras 3 e 4. Existem trés principais MAPKs classicas com diferentes
isoformas, ERKs, JNKs e p38, estas ao ser ativadas executam a resposta translocando-se ao
nucleo e ativando fatores de transcri¢ao que conduzem a expressao de genes de que coordenam
inameros processos biologicos (BRAICU et al., 2019). Essas vias permitem que as células
interpretem uma ampla gama de sinais externos e respondam adequadamente gerando uma
infinidade de diferentes efeitos bioldgicos, porém a ativagdo excessiva dessas demonstrou
induzir varias doengas, incluindo cancer e inflamagdo (CUADRADO; NEBREDA, 2010;
GROSSI et al., 2014).

No cancer cervical desencadeado pela infeccdo persistente por HPV, essas vias
desempenham papel crucial reconhecendo o virus a partir do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) induzindo a cascata Ras—MAPK—AP-1, resultando em uma resposta
inflamatoéria e proliferativa, didaticamente demonstrado na Figura 3 (BONAB et al., 2021;
SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007). A via p38/MAPK estd relacionada
principalmente ao estresse e apoptose das células, enquanto a via de sinalizagdo ERK/MAPK,
esta intimamente relacionada a proliferagdo e diferenciacao celular (BRAICU et al., 2019).

A via p38 responde principalmente a sinais de estresse ambiental e estimulos
inflamatorios e desempenha papéis importantes na manuten¢do da homeostase celular e
resisténcia a drogas (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020). No cancer, p38 esta envolvida
intimamente com o microambiente tumoral, e desempenha um papel duplo, podendo atuar
como antiproliferativo e supressor de tumor, mas também como oncogene em mecanismos de
invasdo, inflamagdo e angiogénese (GROSSI et al., 2014; LEE; RAUCH; KOLCH, 2020). No

caso do cancer cervical, p38 desempenha papel oncogénico (JIN et al., 2016).
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A p38 ¢ inativa no estado ndo fosforilado, tornando-se rapidamente ativada pela dupla
fosforilagdo, enquanto a duragdo da fosforilagdo € crucial na regulagdo do destino celular, por
exemplo quando a fosforilagao ¢ longa frequentemente esta associada a indu¢ao de apoptose;
em contraste, a fosforilagao transitoria pode estar associada a sobrevivéncia induzida pelo fator
de crescimento (COULTHARD et al., 2009).

As proteinas ERK ativadas podem entrar no nticleo e se ligarem a fatores de transcrigdo
que induzem a expressdao génica em resposta a estimulos extracelulares e regulam a
proliferagdo, diferenciacdo, apoptose e transcricdo celular (GUO et al., 2020). A ativacao
continua da via de sinalizagdo ERK pode promover a transformacdo de células normais em
células tumorais, enquanto a inibi¢cdo da via de sinalizagio ERK pode restaurar as células
tumorais a um estado ndo transformado in vitro e pode inibir o crescimento tumoral in vivo
(SEBOLT-LEOPOLD et al., 1999; GUO et al., 2020).

Tanto ERK, quanto p38 ativam fatores de transcricdo que leva a sintese de PTGS2 como
demostrado nas Figuras 3 e 4, bem como de metaproteinases de matriz, atuando como
intermediarios chaves da inflama¢do no cancer, contribuindo para metastase, angiogénese,

sobrevivéncia e proliferacdo celular (YOSHITAKE et al., 2020; SIMON et al., 1999)

1.5 Papel da via MMP na inflamacio e metastase associada ao cincer

Uma outra via genética esta intimamente ligada a PTGS2, € a via da metaloproteinases
da matriz (MMPs), estudos mostraram que em alguns tipos de cancer, a expressao diminuida
de PTGS2 resulta no nivel reduzido de MMPs (SIVULA et al., 2005; LIU et al., 2015), assim
como, a indu¢ao da superexpressao de PTGS2 leva ao aumento de MMPs (YANG et al., 2006;
GAN et al., 2016). Isso ocorre porque as MMPs estdo envolvidas no processo inflamatério, pois
as mesmas atuam na remodelacdo da matriz extracelular (MEC), ocasionando a conversao na
vasculatura, que segue por extravasamento de células imunes e angiogénese (LIBRA et al.,
2009; ADEFUYE et al., 2012). Além da mesma ter sua regulacao dependente de citocinas e
quimiocinas que sdo secretadas durante o processo inflamatorio. Alguns estudos relatam uma
associacao entre essas transcri¢des de MMPs e a transcri¢ao de HPV E6 e E7 na remodelagao
e diferenciagdo de tecidos (FERRANDINA et al., 2002; NUOVO et al., 1995).

Especificamente no cancer, as MMPs participam do processo metastatico que € o
principal responsavel pela malignidade tumoral. A metastase tumoral € um complexo processo
bioldgico que envolve inlimeras etapas, na qual ocorre interagdes entre as células tumorais, as

células hospedeiras e a matriz extracelular. Nesse processo, a proliferagdo de células tumorais
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¢ aumentada, a adesdo diminuida e componentes da matriz extracelular degradados.
Consequentemente, as células tumorais saem do seu local de origem e sdo migradas pela
corrente sanguinea até outros tecidos e 6rgao (LI; TUERGAN; ABULIZI, 2015).

A degradagao da matriz extracelular ¢ de grande importancia para a metastase acontecer.
A matriz extracelular ¢ o componente nao celular que fornece suporte fisico para estabilizacao
dos constituintes celulares nos tecidos e 6rgaos e também permite a adesdo célula a célula a
partir da ligacao do citoesqueleto celular a MEC. Essa estrutura ¢ altamente dinamica, pois €
continuamente remodelada, para a manutencao da fun¢ao normal. A homeostase ¢ mediada pela
secrecao coordenada de metaloproteinases de matriz (MMPs) e contrabalangado por inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs). As MMPs degradam proteoliticamente a matriz
extracelular e causa o desprendimento entre as células e o tecido, dessa forma as células sdo
capazes de se mover. Na carcinogénese a homeostase tecidual se torna desregulada, com
aumento de MMPs e consequente metastase (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010).

Dentre as MMPs, duas estdo fortemente correlacionadas ao processo de invasdo e
metastase de células tumorais, a MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B), elas foram
encontradas em grandes quantidades nos tecidos cancerigenos e plasmas (LIBRA et al., 2009;
BRAICU et al., 2014; ZAJKOWSKA et al., 2018; FERNANDES et al., 2008). Como
demostrado na Figura 5, MMP2 e MMP9 degradam proteoliticamente o colageno de gelatina
IV presentes na matriz extracelular e promove a infiltracdo de células tumorais ao longo da
membrana basal lesada, promovendo a invasdo e metastase do tumor através dos novos
capilares (LI; TUERGAN; ABULIZI, 2015). O TIMP1 e TIMP2 inibe a ativagdo de MMP9 e
MMP?2, essa regulagdo ocorre por ligacdo do complexo C-terminal do TIMP com o dominio C-
terminal da pro-MMP (ZUCKER; CAO; CHEN, 2000; CALDEIRA; LARANHA, 2020).

Evidencias mostram que MMP2 quando silenciada diminui a proliferagdo celular,
apoiando a hipdtese de que além de desencadear metastase ela também controla indiretamente
a proliferacdo celular, pois seu silenciamento foi acompanhado da reducao da expressao de IL-
6, fosfo-Stat3, Cyclin D1 e c-Myc, que sdo proteinas associadas ao ciclo celular e a apoptose
(CUIL; HU; KHALIL; 2017; KESANAKURTI et al., 2013).

Em cancer cervical evidencias demostram total relagio de MMP2 ¢ MMP9 com mal
prognostico metastatico, a expressdo dessas metaloproteinases foram aumentadas em amostras
cervicais de pacientes, em que quanto mais elevada pior o prognostico (BRANCA et al., 2006;
WANG et al., 2013). Foi observada elevada expressdo de MMP2 e contrariamente baixa
expressao do seu antagonista TIMP2 (BRANCA et al., 2006). A migragao das células HeLa de

adenocarcinoma de colo de utero foi significativamente reduzida apds regulacio positiva de
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TIMP1 e negativa de MMP9 (HUSSAIN et al., 2012). Essas evidencias indicam que um
tratamento que visa regulacdo positiva de TIMPs e negativa de MMPs reduzem a invasdo e

metastase de cancer cervical, se mostrando assim marcadores alvos para controle neoplasico.

Figura 5:Via MMPs/TIMPs no cancer cervical
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Subtitulo: O tumor primario ¢ convertido a um tumor metastatico pela agdo de metaloproteinases de matriz (MMP) que
degradam componentes da matriz extracelular, que desencadeia a migragdo e invasao das células tumorais para outros tecidos
e orgdos. Os TIMPs inibem as agdes de MMPs que consequentemente contém os processos metastaticos.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

1.6 Agentes Anti-inflamatorios e cancer

Sabendo do papel da inflamag¢do no cancer, o efeito anti-inflamatério sobre a via
PTGS2 se mostra bastante promissor como um alvo terapéutico no cancer (TASLEEM et al.,
2014). Evidencias demostram que a ingestdo didria de aspirina ou outros anti-inflamatorios nao
esteroides (AINESs), produziu redug¢des de risco de 63% para cancer de colon, 39% para mama,
36% para pulmao e 39% para cancer de prostata. Além de também prevenir cancer de esdfago
(73%), estomago (62%) e ovario (47%) (HARRIS et al., 2005). Em cancer cervical estudos
mostraram que uso de AINEs provocam redugdo do risco do desenvolvimento neoplésico em
54% (FRIEL et al, 2015), além de reduzir a angiogénese e induzir a apoptose
(JOHARATNAM-HOGAN et al., 2020).
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O mecanismo subjacente a acdo anti-inflamatorias da aspirina ¢ pela inibi¢do
irreversivel por acetilagdo da enzima PTGS1 e PTGS2 em plaquetas. As plaquetas circulantes
demonstram estar relacionadas as metastases tumorais, por facilitar a interagdo das células
tumorais com a matriz extracelular, permitindo a evasdao imune de células tumorais. Estudos
demostraram o aumento metastatico em carcinoma de célon apos exposi¢do as plaquetas e
reducdo dessa capacidade com introdugdo da aspirina (GUILLEM-LLOBAT et al., 2017;
JOHARATNAM-HOGAN et al., 2020).

Sabendo da eficiéncia da inflamagao como alvo terapéutico no cancer, outros agentes
anti-inflamatorios estdo sendo investigado, como o alcaloide piperina. Esse alcaloide
demostrou efeito inibidor de PTGS2, e um melhor valor de afinidade (-7,8 kcal mol-1) e ligagao
de energia (—85,08 kcal mol — 1) do que aspirina e celecoxibe (ZAKERALI; SHAHBAZI,
2018). Outros dados apontam o efeito anti-inflamatdrio de piperina por suprimir a PTGS2 e a
producdo de PTG2, bem como MMP-3 e MMPI13 em condrocitos de osteoartrite humano
(YING et al., 2013). Piperina também suprimiu a inflamagao induzida por isquemia-reperfusao
cerebral através da repressdo de ciclooxigenase-2 (PTGS2), 6xido nitrico sintase (NOS-2) e
fator nuclear kappa B (NF-kB). Além disso, piperina atuou na ativagao de p38 fosforilado, INK
e AP-1, bem como os niveis de PTGS2/ PGE2 e sintese de iNOS em células de queratindcitos
humanos apos irradiagdo de UV-B, tendo, portanto, efeito anti-inflamatério modulado por essas
vias (JAISIN et al., 2020). Entretanto, a via inflamatéria por acdo de piperina foi pouco

investigada em casos de neoplasias.

1.7 Piperina no cancer

A piperina (1-piperoilpiperidina) ¢ um amino alcaloide considerado o principal
metabolito derivado do fruto da Piper nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta
longa), ela possui além da atividade anti-inflamatoria outras propriedades farmacologicas e
bioquimicas (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019) sendo elas,
imunomoduladoras, antioxidantes, antiasmaticas, anti-ulceras, anti-amebianas e
anticancerigenas (MEGHWAL; GOSWAMI, 2013). Nas tltimas décadas, os fitomedicamentos
demonstraram um papel fundamental na descoberta de drogas, onde 50% dos medicamentos
aprovados pela Administragdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) sdo de origem natural
(NEWMAN et al., 2012).

A propriedade antitumorigénica da piperina foi evidenciada em fung¢ao da indugdo da

parada do ciclo celular, aumento da autofagia e apoptose, bem como desequilibrio redox da
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homeostase. Além disso, piperina inibe a angiogénese ¢ a degradacdo da matriz extracelular
(MEC), afeta direta e indiretamente a sobrevivéncia das células tumorais e extingue os
processos de invasdo e metastase, sem efeitos toxicos significativos nas células normais
(SUNILA; KUTTAN, 2004; KUMAR et al., 2011; PAARAKH et al., 2015).

Foram realizados varios estudos com diferentes linhagens celulares, em que foi
demonstrado os mecanismos moleculares de a¢do da piperina em cada tipo celular que serdo
revisados a seguir. Em carcinoma de c6lon, a piperina atou causando parada do ciclo celular na
fase G1 associada a diminui¢ao da expressao de ciclinas D1 e D3 e de seus parceiros quinase
dependente de ciclina 4 (CDK4) ¢ 9 (CDK9), além disso, piperina desencadeou a apoptose pelo
estresse do reticulo endoplasmatico (YAFFE et al., 2015). Em fibrosarcoma, a piperina teve
efeitos anti-invasivos em funcao da inibi¢ao da fosforilagdo de PKCa e ERK e pela reducao da
ativagcdo do fosforilado, do fator nuclear-kB (NF-xB) e do ativador da proteina-1 (AP-1),
levando a regulagdo negativa da expressdao de MMP-9 (HWANG et al., 2011). Em carcinoma
hepatocelular, a piperina provocou a apoptose mediada por mitocondrias, além da inibi¢do da
enzima catalase ¢ da expressao proteica da tirosina quinase que levou por consequéncia a
mitigacdo da progressao do cancer (GUNASEKARAN; ELANGOVAN; DEVARAJ, 2017).

Em leucemia, a piperina provocou a indugao da apoptose, mediada pelas mitocondrias
e pelo aumento da expressdao de Bax, conjuntamente provocou a parada na fase S do ciclo
celular e supressao da migragdo e invasdo celular (LI et al., 2020). Em cancer de mama,
piperina reduziu a proliferagdo e a migracdo celular, levou a apoptose junto a ativacdo da
caspase 3, além disso, piperina provocou a parada das células na fase G2 / M com uma redugao
na expressao da ciclina B1 e reducdo da expressao de MMP9, MMP13 (LAl et al., 2012).

Em células troncos de cancer de mama, a piperina inibiu a formag¢do de mamosfera,
pela sinalizacdo Wnt (KAKARALA et al., 2010). Em melanoma, piperina mediou a producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), que ocasionou a inducdo de danos ao DNA e ativacao
do ponto de verificagdo quinase 1 (Chk1) conduzindo a parada das células na fase G1 do ciclo
celular e a apoptose (FOFARIA; KIM; SRIVASTAVA, 2014). Em carcinoma oral, a piperina
induziu a morte celular pela diminui¢do da liberagdo de MMP e ERO seguido pela ativagdo da
caspase-3 e parada do ciclo celular (SIDDIQUI et al., 2017). Em osteosarcoma, a piperina inibiu
aproliferagdo celular, provocando a parada do ciclo celular na fase G2 / M e reduziu a migragao,
via expressao aumentada de TIMP1/2 e diminuida de MMP2 /9 (ZHANG et al., 2015).

Em carcinoma de ovario, a piperina suprimiu a proliferacdo celular via indugdo da
apoptose, seguida pela liberacdo do citocromo ¢ mitocondrial para o citosol e ativa¢do da

caspase 3 ¢ 9 e da PARP clivada, além disso, piperina diminuiu a fosforilagdo de JNK e
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p38/MAPK (SI et al., 2018). Em cancer de prostata, piperina inibiu a proliferagdo e migracao
celular, induziu a apoptose por meio da ativagdo da caspase 3 e clivagem de proteinas PARP-
1, piperina também interrompeu a expressao do receptor de androégeno e redugao dos niveis de
antigeno especifico da prostata, além disso, a piperina levou a expressao reduzida de fatores de
transcrigdo de STAT-3 fosforilado e NF-kB (SAMYKUTTY et al., 2013). Em cancer de
pulmao, a piperina também atua na modulagao da tumorigénese, inibindo as vias de sinalizagao
de TGF e interrompendo eventos relacionados a transi¢do epitélio mesenquimal (EMT)
(FONSECA et al., 2020). Em adenocarcinoma retal, a piperina reduziu o crescimento celular,
inibiu a atividade metabolica e a progressdo do ciclo celular, conjuntamente, piperina causou a
morte celular por apoptose, alterou a morfologia celular e levou ao aumento da produgdo de
ERO (YAFFE et al., 2013).

Quanto ao cancer de colo de utero, € pouco relatado o efeito da piperina, entretanto
quando a linhagem celular de adenocarcinoma de colo de utero (HeLa) é exposta a piperina
ocorre a inibi¢ao do crescimento de células com um aumento na geragdo de ERO, condensagao
nuclear e cicatrizagdo de ferida tardiamente. Além disso, a piperina estimula a morte celular
por apoptose pela perda de MMP, fragmentacdao de DNA, ativagdo da caspase 3 e inibi¢ao do
crescimento celular devido a parada das células na fase G2/M (JAFRI et al., 2019).

Podemos verificar que os estudos sobre a piperina se baseiam no envolvimento de vias
genéticas relacionadas com o ciclo celular e apoptose, entretanto a via inflamatoria ainda ndo
foi investigada, mesmo sabendo-se que a infec¢@o persistente por HPV ¢ a principal causa do
cancer de colo de tutero. Sendo assim, criamos a hipdtese que o efeito antitumorigénico da
piperina em cancer de colo de utero pode ser modulado pelas vias inflamatorias da

cicloxigenase prostaglandina.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Investigar in vitro o efeito antitumoral de piperina em cancer cervical e determinar se

esse efeito ¢ modulado pelas vias inflamatorias associada ao cancer.
2.2 Objetivo especifico

Investigar o efeito antitumoral da piperina nas linhagens celulares HeLa, SiHa, CaSki e
HaCaT (ndo tumoral) pelas andlises relacionadas as transformagdes neoplasicas, sendo elas
morfologia celular, proliferagdo celular, citotoxicidade, migra¢do celular, formacdo de
coldnias, genotoxicidade, apoptose e ciclo celular.

Além de explorar o efeito de piperina sobre a modulagdo das vias inflamatdrias
associada ao cancer a partir de andlises de expressdo dos genes PTGS2, PTGER2, PTGER3,
PTGER4, MMP2, MMPY, TIMPI, TIMP2, HPVI16-E6 ¢ HPV16-E7, das proteinas PTGS2,
MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2, p38/MAPK e ERK/MAPK, ¢ da secrecdo de interleucina 1
beta (IL-1p), interleucina 8 (IL-8), e proteina quimiotatica para monécitos (MCP-1).
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RESUMO

O cancer cervical € o quarto tipo de cancer que mais causa morte em mulheres no mundo, sendo
principalmente decorrente da infec¢do persistente pelo virus do HPV que desencadeia um
processo inflamatorio cronico. Por isso, o uso de anti-inflamatdrios se torna uma opg¢ao de
tratamento, como € o caso da piperina, um amino alcaloide derivado da Piper nigrum, que ¢
pouco compreendida na inflamacdo do céancer cervical, tornando um alvo de pesquisa. Assim,
esse trabalho objetivou investigar o efeito antitumoral de piperina in vitro em cancer cervical e
determinar se esse efeito ¢ modulado pela via PTGS2. Para isso, as células HeLa, SiHa, CaSki,
HaCaT foram avaliadas quanto a morfologia, proliferacdo, viabilidade e migracao celular,
formacao de coldnias, apoptose e ciclo celular, visando compreender o efeito de piperina sobre
a transformagdo neoplasica, bem como foram realizados os ensaios de qPCR e Western Blot

das vias PTGS2 e MMPs, ELISA das citocinas IL-1f, IL-8 e MCP-1 e imunocitoquimica das
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MAPKSs (p38 e ERK), visando compreender como piperina modula essas vias inflamatorias. Os
resultados mostraram que piperina alterou a morfologia das células, reduziu a proliferacao e
viabilidade celular. Piperina também reduziu a formacao de colonia, conduziu a parada das
células na fase G1/G0O e G2/M do ciclo celular, com posterior inducdo a apoptose. Quanto a
modula¢do das vias inflamatorias, piperina reduziu a expressao de PTGS2 e dos receptores 3 e
4 da PGE2 (PTGER2, PTGER3 e PTGER4), o que refletiu na reducao da secre¢do das citocinas
IL-1B, IL-8 e MCP-1, junto a reducao da expressao de p38 e ERK. Além disso, a piperina inibiu
a migracao celular, por reduzir a expressaio de MMP2 e MMP9 e aumentar a expressao de
TIMP1 e TIMP2. Portanto, a piperina reduz pardmetros associados a evolugdo neoplésica in
vitro por atuar sobre a via PTGS2, que por sua vez regula a secre¢ao de citocinas e a expressao
de MAPKs, MMPs ¢ TIMPs, demostrando ser um potencial fitoterapico para tratamento

complementar de cancer de colo de ttero.

Palavras chaves: cancer ginecoldgico, fitoterapicos, alcaloide, piperina.

INTRODUCAO

O cancer cervical ¢ classificado como o quarto cancer mais frequentemente
diagnosticado e a quarta principal causa de morte por cancer em mulheres no mundo no ano de
2020. Em termos globais, a maioria dos casos (58,5%) e mortes (70,4%) ocorrem em areas com
menores niveis de desenvolvimento humano (SUNG et al., 2021). Isso ocorre porque a maioria
dos casos de cancer cervical sdo causados por infec¢do persistente com gendtipos
carcinogénicos do virus do papiloma humano (HPV) (CHEN et al., 2017; SUNG et al., 2021)
com prevaléncia mundial em aproximadamente 90% dos carcinomas cervicais (ARBYN et al.,
2020).

A infeccdo persistente pelos HPV 16 e 18, considerados de alto risco, aceleraram a
progressao do cancer do colo do utero, revogando os principais inibidores da proliferagdao
celular e acentuadores da apoptose (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990; GHITTONI, et
al., 2010). Isso ocorre por mecanismos regulatorios nos quais a oncoproteina E7 se liga aos
membros da familia de proteinas do retinoplastoma, pRB (p105, p107, p130) promovendo sua
degradacao, enquanto a oncoproteina E6 se liga e inativa o p53, por uma via dependente de
ubiquitina, resultando em progressao descontrolada do ciclo celular e perda dos mecanismos de
reparo do DNA, com o consequente acumulo de mutagdes criando instabilidade gendmica

(SENBA; MORI, 2012).
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Além disso, a inflamagdo ¢ desencadeada na presenga do virus, porém quando a
infeccdo ¢ persiste a inflamacdo que antes era pra conter o virus se torna cronica, sendo
responsavel por progredir para uma neoplasia (LIU et al., 2013; CHEN et al., 2018). A
inflamacdo cronica estd presente em cerca de 20% dos canceres humanos e ¢ a principal
responsavel pela malignidade por propiciar metastase e angiogénese (SINGH et al., 2019; YE
et al., 2020).

Acredita-se que a via transdutora de sinais dos receptores da cicloxigenase-2-
prostaglandina E2 (PTGS2-PGE2-PTGERs) ¢ a via central envolvida na inflamagao crénica
associada a transformagdes oncologicas nas carcinogéneses ginecoldgicas. Dados demonstram
uma regulacao positiva dessa via em cancer cervical induzida por HPV (YE et al., 2020). Essa
regulacdo ocorre a partir da liberagdo de citocinas e de anfirregulina pelo virus, o que estimula
a cascata das proteinas quinase (MAPK), esta por sua vez ativa fatores de transcrigdo AP-1 e
NFk-B responsaveis por ativar a transcricdo de cicloxigenase 2 (PTGS2) (HAGLUND;
RUSTEN; STENMARK, 2007; SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007; KIM et al.,
2013). A cicloxigenase 2 ¢ uma enzima que catalisa a sintese de prostaglandina E2 (PGE2) e
suas fungdes ocorrem pela ligacdo aos seus respectivos receptores acoplados a proteina G
presente na membrana, sendo eles PTGER1, PTGER2, PTGER3 e PTGER4, em que cada qual
sinaliza uma resposta (O’ CALLAGHAN; HOUSTON, 2015), sendo os receptores 2, 3 € 4 os
mais envolvidos com o cancer cervical (PARIDA et al., 2016; SCHMOECKEL et al., 2020;
SALES et al., 2001; SALES et al., 2002; OH et al., 2009). A ativa¢ao exacerbada da via
PTGS2-PGE 2-PTGERs desencadeia o aumento da proliferagdo, sobrevivéncia celular,
angiogénese e metastase (ADEFUYE; SALES, 2012; SINGH et al., 2019; YE et al., 2020).

Sabendo do papel da inflamag¢do no cancer, o efeito anti-inflamatério sobre a via
PTGS2 se mostra bastante promissor como um alvo terapéutico no cancer (TASLEEM et al.,
2014). Evidéncias demostram que a ingestdo diaria de aspirina ou outros anti-inflamatorios nao
esteroides (AINEs), produziu redu¢do de risco de desenvolvimento de varios tipos de céncer,
inclusive do cervical, onde essa reducao foi de 54% (FRIEL et al., 2015), além do mesmo
reduzir a angiogénese e induzir a apoptose (JOHARAT-NAM-HOGAN et al., 2020). O
mecanismo subjacente a a¢do anti-inflamatorias da aspirina € pela inibi¢do irreversivel por
acetilacdo da enzima PTGS1 e PTGS2 em células plaquetarias (GUILLEM-LLOBAT et al.,
2017; JOHARATNAM-HOGAN et al., 2020).

Em vista da eficiéncia da inflamag@o como alvo terapéutico no cancer, outros agentes
anti-inflamatorios estdo sendo investigado, como o alcaloide piperina. Esse alcaloide

demostrou efeito inibidor de PTGS2, e um melhor valor de afinidade (-7,8 kcal mol-1) e ligagao
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de energia (—85,08 kcal mol — 1) do que aspirina e celecoxibe (ZAKERALI; SHAHBAZI,
2018). Outros dados apontam o efeito anti-inflamatério de piperina por suprimir a via PTGS2
em condrocitos de osteoartrite humano (YING et al., 2013), inflamacao induzida por isquemia-
reperfusdo cerebral e em células de queratinocitos humanos apds irradiagdo de UV-B (JAISIN
et al., 2020). Entretanto, vias inflamatdrias por acao de piperina foi pouco investigada em casos
de neoplasias.

A piperina (1-piperoilpiperidina) ¢ um amino alcaloide considerado o principal
metabolito derivado do fruto da Piper nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta
longa), ela possui além da atividade anti-inflamatoria outras propriedades farmacologicas e
bioquimicas incluindo a antitumoral (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019).
Nas tltimas décadas, os fitomedicamentos demonstraram um papel fundamental na descoberta
de drogas, onde 50% dos farmacos aprovados pela Administracio de Alimentos e
Medicamentos (FDA) sdo de origem natural (NEWMAN et al., 2012).

A propriedade antitumorigénica da piperina foi evidenciada em diferentes tipos de
cancer, onde demonstrou alvejar vias envolvidas com o ciclo celular e apoptose
(ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019), porém pouco se sabe sobre o papel de
piperina na inflamag¢do do cancer, ¢ em especial no cancer cervical, sendo um importante
mecanismo a se investigar. Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi investigar in vitro o efeito
antitumoral de piperina em cancer cervical e determinar se esse efeito ¢ modulado

negativamente pelas vias inflamatorias associada ao cancer.

RESULTADOS

Piperina altera morfologia, viabilidade e prolifera¢ao celular.

Nossos resultados mostraram que piperina alterou a morfologia de todas as linhagens
celulares estudadas. Na linhagem Hela e HaCaT, a piperina reduziu o tamanho celular, as
células antes fusiformes e estreladas adquiriram um formato arredondado e com vacuolos na
membrana (blebs) como demonstrado na seta grossa e na seta divisa da Figura 1A. Na linhagem
celular SiHa, as células antes fusiformes se tornaram arredondadas e amorfas, devido a remocao
do contorno celular, causado provavelmente pela ruptura da membrana plasmatica apontada
pela seta pequena. Ja na linhagem CaSki foi observado formacgao de vesiculas intracelulares
(ponta de seta na Figura 1A) ap0s tratamento com piperina.

Quanto a proliferagdo celular, a piperina em altas concentragdes, a reduziu

significativamente. Conforme demonstrado na Figura 1B, a piperina reduziu a proliferagao
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celular, a partir da concentracdo de 50uM, em todas as células, excetuando as células HeLa
onde a concentragdo de 100 uM ndo alterou essa propriedade.

Em relagdo a viabilidade celular, a piperina a reduziu em altas concentragcdes nas
linhagens tumorigénicas a partir do tempo de 24h, porém na linhagem ndo tumorigénica
(HaCaT), piperina s6 teve esse efeito no tempo de 72h, demonstrando que os tempos de 24h e

48h seriam melhores a fim de evitar efeito citotoxico em células ndo tumorais (Figura 1C).

Figura 1 - Piperina altera morfologia, viabilidade e proliferacao celular.
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Subtitulo: (A) Fotomicrografia da morfologia das linhagens celulares HeLa, SiHa CaSki e HaCaT apds 24h de
tratamento com controle (DMSO) e piperina [150uM]. Seta grossa e seta divisa apontando os blabs, ponta de seta
mostrando as vesiculas intracelulares e seta fina mostrando rompimento da membrana. (B) Grafico representativo
da proliferagdo celular das células apos tratamento com piperina nas concentragdes de 50, 100, 150, 200 e 300uM,
apos, 4, 24, 48 e 72h de tratamento. (C) Viabilidade das células tratadas com piperina nas concentra¢des de 25,
50, 100, 150, 200, 250 e 300uM e apds 24, 48 e 72h de tratamento. * vs controle, p <0.05.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

O ICso de piperina variou conforme a linhagem celular estudada, compreendendo
valores entre 42,92 e 218,4uM, conforme demostrado na tabela 1. Estudos evidenciaram que a
dose de tratamento em outras linhagens de diferentes tipos de células tumorais varia de 75 a

200uM nos tempos de incubagao de 24 e 48h (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI,
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2019), corroborando com os ICsy em cancer de colo de titero nesses tempos. E interessante notar
que na HaCaT o ICso no tempo de 24h é o mais alto, sendo 218uM, mostrando que
concentragdes inferiores a essa nao causariam citotoxicidade. Portanto, em funcao da rapida
biodisponibilidade de piperina (ZHANG et al., 2021), foi escolhido o tempo de 24h de
tratamento e a concentragdo de 150 uM por ser bem inferior ao ICso das ndo tumorais ser uma

concentragdo bioativa nas células tumorais.

Tabela 1. indice de citotoxicidade de piperine nas células HeLa, SiHa, CaSki ¢ HaCaT nos
tempos de 24, 48 ¢ 72h

24h 48h 72h
HeLa 208,0 151,0 69,97
SiHa 1823 190,7 187,7
CaSki 167,8 83,36 104,2
HaCaT 2184 162,5 181,7

Piperina inibe a formacao de colonias, prejudica a progressio do ciclo celular e induz a

apoptose por fragmentacio do DNA

Os resultados mostraram que a piperina suprimiu a proliferacdo celular das células
HeLa, SiHa, CaSki e HaCaT, impedindo a formacdo de coldnias, como representado pela
Figura 2A. A piperina regulou esse processo pela parada das células em pontos de verificagdo
do ciclo celular, em que nas cé¢lulas CaSki, SiHa e HaCaT isso ocorreu na fase G1/G0 como
representado na Figura 2B e nas células HeLa, que se difere das demais por ser c€lulas epiteliais
glandulares secretoras, piperina conduziu a parada das células na fase G2/M.

Durante a parada na fase G1/G0 e G2/M, as células passam por processos moleculares
para escolha do melhor destino: se autorrenovar, se diferenciar ou morrer (MASSAGUE, 2004;
KASTAN; BARTEK, 2004). Nesse caso as c¢lulas foram destinadas a morrer através de um
mecanismo programado de morte celular, a apoptose. Os resultados mostram que piperina
causou morte celular programada apoptética nas quatro células investigadas como mostra a
Figura 2C, porém nas células ndo tumorais piperina nao levou a apoptose tardia tendo efeitos
menos significativos. A fragmentacdo do DNA ¢ um processo presente na apoptose, que pode
ser notado pelo ensaio cometa, em que o tratamento com piperina causou fragmentagdo do DNA

nas células tumorais, mas nao foi genotoxico as células ndo tumorais (Figura 2D).
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Figura 2 — Piperina inibe a formag¢do de coldnias, prejudica a progressdo do ciclo celular e
induz a apoptose por fragmentagao do DNA

HeLa SiHa CaSki HaCaT

DMSO

DMSO
—

: al/s
£ o
2 £
g £
| i |
4
= 0
"wnn € w0 © - o
i RN
1 jom 3@ 3o
¥ ¥ _ 3
£ S w -
DMSO Piperine ‘ ° o o i |
Gloo b eam ain ovos 5 cam
A B
HeLa SiHa CaSki HaCaT
2 ™ - = &
[=]
[
2 A
A g
o * -
@
-]
r s
= g
=) d o .
= - HeLa SiHa CaSki HaCaT
5 . e 10 150 150
x
» = Duz0 " % 100 i 100 i g
» o Poeine @ g E £ 100 £ 100
. i- s || 5. ] i
% . iae B g ,% 50 § 50
» m ﬂ = . . = 2
o - 0 DMSO Piperine DMSO Piperine [
C Yo EA  LAN D DMSO Piperine OMSO Piperine

Subtitulo: (A) Fotografia da formagdo de colonias e nimero de células por colonias nas linhagens SiHa, HelLa, CaSki ¢ HaCaT
apos 14 dias de tratamento com controle (DMSO) e com piperina [150uM]; (B) Analise do ciclo celular na linhagem SiHa,
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PE (-) e 7-AAD (-) representa cé€lulas viaveis (VC), Anexina V-PE (+) e 7-AAD (-) representa apoptose inicial (EA), Anexina
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E graficos representativos do indice de dano nas células linhagem SiHa, HeLa, CaSki e HaCaT da estatistica apds tratamento
com controle (DMSO) e [150uM], * vs controle p<0,05, . ** vs controle, p <0,01, **** ys controle, p <0.0001.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022

Piperina reduz migraciao celular em caAncer cervical por meio da regulacdo de

metaloproteinases de matriz e seus antagonistas

Nas trés linhagens tumorais, HelLa, SiHa e CaSki, a piperina reduziu
significativamente a migragdo celular, enquanto que na linhagem ndo tumorigénica, HaCaT
(Figura 3A), essa reducao foi menos intensa, sendo assim um ponto positivo do fitoterapico que
se mostrou seletivo.

A piperina demostrou regular MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 em células de cancer

cervical a nivel génico e proteico. O gene da MMP9, bem como sua respectiva proteina foi
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regulado negativamente nas células SiHa, CaSki e HaCaT. Nas células HeLa, SiHa e HaCaT a
piperina provocou reducdo da expressao de RNA mensageiro de MMP2, ja a proteina codificada
por esse RNA foi regulada negativamente por piperina em todas as células analisadas. A nivel
génico e proteico o TIMP1 foi superexpresso nas quatro células investigadas por acdo de
piperina. No caso do TIMP2, piperina regulou a expressdo genica positivamente nas células
CaSki e negativamente nas células ndo tumorais (HaCaT), no caso da expressao proteica, houve
aumento da sua expressao nas células CaSki e SiHa e diminui¢do da expressdo nas células

HaCaT apos o tratamento com piperina (Figura 3B e 3C).



Figura 3 — Piperina reduz migracgao celular em cancer cervical por meio da regulacdo de
metaloproteinases de matriz e seus antagonistas.
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Subtitulo: (A) Fotomicrografia da migracao das células HeLa, SiHa, CaSki e HaCaT na camara inferior do transwell, apés 24h
de tratamento com controle (DMSO) e com piperina [150pM] e os respectivos graficos estatisticos. (B) Graficos das expressdes
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do mRNA de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP?2 que foram analisadas apds o tratamento com piperina, em relagdo ao controle
nas células HeLa SiHa, CaSki e HaCaT. A linha pontilhada (> 1,0 ou < -1,0) equivale a diferenca da expressao significativa,
baseada no logaritmo 2. (C) Graficos de expressdo proteica de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 por Western Blot em células
HeLa SiHa, CaSki e HaCaT apos tratamento com controle (DMSO) e piperina [150uM]. * vs controle, p <0.05, ** vs controle,
p <0.01, *** ys controle, p <0.001.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

Piperina reduz a tumorigénese por regular a via inflamatoria PTGS2 e a secrecao de

citocinas

Os resultados mostraram que piperina regulou negativamente a expressao génica e
proteica de PTGS2 nas células CaSki e SiHa e apenas a nivel proteico na linhagem HeLa. Os
receptores, PTGER2, PTGER3 e PTGER4, tiveram expressdo génica reduzida em todas as
células tumorais, indicando reduc¢do da atuagdo da prostaglandina E2 sobre eles (Figura 4A e
4B). Ja nas células ndo tumorais (HaCaT), o efeito foi inverso tendo uma regulacao positiva de
PTGS2 e seus receptores (PTGER2, PTGER3 e PTGR4) (Figura 4A e 4B), mostrando efeito
pro-inflamatério em células nao tumorais.

Quanto a secrecao de citocinas, os resultados indicam que piperina reduziu a secrecao
de IL-1P nas células HeLa e SiHa, ndo variou em relagdo ao controle nas células CaSki e
aumentou sua secre¢do na célula ndo tumoral (HaCaT). A citocina IL-8 teve sua secrecdao
reduzida nas células HeLa e CaSKi, mas nao teve variagdo nas células SiHa e HaCaT, apos
tratamento com piperina. Em relagdo a quimiocinas MCP-1, a piperina reduziu seus niveis nas

c€lulas SiHa e CaSki, porém nao variou nas cé¢lulas HaCaT e HeLa (figura 4C).
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Figura 4 - Piperina reduz a tumorigénese por regular a via inflamatéria PTGS2 e a secregdo de

citocinas
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expressdes do mRNA de PTGS2, PTGER2, PTGER3 ¢ PTGER4 que foram analisadas apds o

tratamento com piperina, em relagéo ao controle nas células HeLa SiHa, CaSki e HaCaT. A linha pontilhada (> 1,0 ou < -1,0)
equivale a diferenca da expressdo significativa, baseada no logaritmo 2. (B) Gréficos de expressdo proteica de PTGS2 por
Western Blot em células HeLLa SiHa, CaSki e HaCaT apds tratamento com controle (DMSO) e piperina [150uM]. (C) Graficos
do ensaio colorimétrico ELISA para analise das citocinas/quimiocinas IL-1p, IL-8 ¢ MCP-1 secretadas pelas células SiHa,
HeLa, CaSki e HaCaT apos tratamento com controle (DMSO) e piperina (150uM). * vs controle, p <0.05, ** vs controle, p
<0.01, *** ys controle, p <0.001 **** vs controle, p <0.0001.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

Piperina reduz a expressao de oncogenes do HPV16 nas células CaSki

Conforme demostrado na figura 5, piperina reduziu a expressao significativamente (de
4 a 6 vezes menos) das oncogenes E6 ¢ E7 nas células CaSki, mas nao modificou os niveis de

expressao nas células SiHa.

Figura 5: Piperina reduz a expressao de oncogenes do HPV16 nas células CaSki
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Subtitulo: Graficos das expressdes do mRNA de HPV16-E6 e HPV16-E7 que foram analisadas apos o tratamento com piperina,
em relagdo ao controle nas células SiHa e CaSki. A linha pontilhada (> 1,0 ou < -1,0) equivale a diferenga da expressdo
significativa, baseada no logaritmo 2.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022

Piperina modula a expressao de p38 e ERK (MAPKSs)

Nossos resultados mostraram que houve uma redugao da expressao de p38, nas células
tumorais (HeLa, SiHa e CaSki) em todos os compartimentos celulares analisados (células em
sua totalidade, nucleo e citoplasma). Além disso piperina aumentou a translocagdo nuclear de
p38 nas células CaSki exclusivamente (Figura 6). De modo contrario, nas células ndo tumorais,
HaCaT, a expressao de p38 aumentou significativamente tanto no nucleo quanto no citoplasma.
Apesar de piperina ter aumentado a expressdo de p38 nessas células, ela reduziu o processo de
translocagdo nuclear, tendo uma porcentagem inferior de p38 ativa no nucleo em relacao ao

citoplasma.



Figura 6 - Piperina modula a expressao de p38
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Subtitulo: Imunocitoquimica da expressdo proteica de p38/MAPK: apontada pela seta amarela no citoplasma e pela rosa no
nucleo. Graficos demostrando a densitometria em cada compartimento celular e de translocagdo nuclear apods tratamento com
controle (DMSO) e piperina [150uM]. * vs controle, p <0.05, ** vs controle, p <0.01, *** vs controle, p <0.001.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022
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A expressdo de ERK foi reduzida em todos os compartimentos celulares das linhagens
de cancer cervical, como evidente na Figura 7. Entretanto, apesar da piperina ter reduzido a
expressao de ERK houve um aumento da translocacao nuclear dessa proteina ap6s o tratamento
com piperina. Enquanto nas células HaCaT a expressao de ERK e sua translocacao ndo foi
alterada pela agdo de piperina, justificando os efeitos menos acentuados sobre o ciclo celular e

proliferacdo dessas células.
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Figura 7 — Piperina modula a expressdo de ERK.

PIP ERK DAPI Merge

==
(]
r
=]

Total Nucleus
1

50

100

50 =
o

DMSO Piperine DMSO Plperine

Densitometry MAPK/ERK
N a2 o =

s 5 & & 3

F 1 I I I

Densitometry MAPK/ERK

Cytoplasm Nuclear transolocation

- = DMSO
3 Piperine
0

Nucleus __Cytoplasm

8

% of MAPKIERK
5 3

Densitometry MAPK/ERK
= 3 & 2
T I T T

DIMSO Piperine

Total SiHa Nucleus

4
= 20
0

o
S
T
K
=
g

@
S

3

Densitometry MAPKI/EI
a

Densitometry MAPK/ERK
~ &
T T T

DMSO Piperine DMSO Piperine
Cytoplasm Nuclear translocation
x 40 80
w « . DMSO
2 30 & 60
a & =3 Piperine
£ £
= 20| E 40
£ k]
2 104 = 20
g
s
e o 0
DMSO Piperine Nucleus _ Cytoplasm
CaSki
150 Total Nucleus
H] 150
['4 x
w o
S w
< 100. 2
= 1
g g 100
£ -
T
S 50 e 50
g
]
2 e 0-
DMSO Piperine DMSO Piperine
Nuclear translocation
Cytoplasm
¢ 100 0.8+ -
n: = DMSO
S 80 % 06 3 Piperine
a w
g o =
= % 044
S 40 = il
] 5
2 021
e 20 =
2
a
[ 00
DMSO Piperine Nucloys Cytoplasm
HaCaT
Nucleus
) Total « 100
z &
w s 80
£ 60 o
<
E % 60
£ 40 E
£ s 40
H £
H
s £
7 204 @ 20
2 H
8 Q 9
DMSO Piperine DMSO Piperine
Cytoplasm Nuclear translocation
£ 5 .
g, - . DMSO
H £ 60 =3 Piperine
S 304 Y
>
2 o
E 10
2 204 g
£ 5,
10 pm z 104 = 20
a o -

DMSO Piperine

Nucleus  Cytoplasm

Subtitulo: Imunocitoquimica da expressao proteica de ERK/MAPK: apontada pela seta amarela no citoplasma e pela rosa no
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DISCUSSAO

A proliferacdo celular aumentada constitui o principal mecanismo que desencadeia a
carcinogénese, sendo um importante alvo das terapias contra o cancer (FEITELSON et al.,
2015). Os resultados mostraram 6timos efeitos da piperina sobre a proliferacdo celular, na qual
foi reduzida significativamente em diferentes concentragdes na curva de crescimento e na
formagao de colonias. O mecanismo desencadeado pela piperina que diminuiu essa propriedade
foi a parada das células em diferentes fases do ciclo celular, em que nas células epidermoides
foi na fase G1/GO e nos adenocarcinomas na fase G2/M.

Esse mecanismo em termos moleculares foi regulado pela proteina ERK, a qual teve
sua expressao modulada negativamente pela piperina. A via ERK quando excessivamente
ativada, aumenta a proliferagdo das células, por ativar fatores de transcricio como CREB
(proteina de ligacdo ao elemento de resposta cAMP), c-Myc (regulador transcricional Myc-
like), AP-1 e NF-kB que desempenham ag¢des sobre genes que induzem a proliferagdo celular
(GUO et al., 2020; SUN et al., 2015).

Outros mediadores moleculares associados a proliferacao celular sdo as citocinas IL-
1B e IL-8 que sdao excessivamente secretadas em cancer cervical contribuindo também para
metastase, angiogénese e sobrevivéncia celular (APTE et al., 2006; VENDRAMINI-COSTA;
CARVALHO, 2012; REBE; GHIRINGHELLI, 2020; JIA et al., 2018; PARADKAR et al.,
2014; VAHEDPOUR et al., 2021). As oncogenes E6 ¢ E7 do HPV 16 também estao associadas
a esses mecanismos, pois degradam mediadores envolvidos no controle da proliferacdo das
células e apoptose (SENBA; MORI, 2012). Assim, a baixa expressdo dessas citocinas e de E6
e E7 por agdo de piperina demonstram ser responsaveis pela reducao desses eventos celulares.

O controle da sobrevivéncia celular ¢ uma propriedade que mantém a homeostase
fisiologico das células, pois quando uma célula esta danificada ou geneticamente alterada sem
que seja possivel ocorrer o reparo, essas sdo enviadas para a morte celular programada. No
cancer, ocorre um descontrole desse mecanismo que permite a sobrevivéncia de células
mutadas para progressao tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2000; KASTAN; BARTEK,
2004). Nossos resultados apontam que piperina conteve a viabilidade celular em diferentes
concentragdes € que o mecanismo de morte responsavel foi a morte celular programada
apoptotica.

A apoptose ¢ caracterizada por eventos moleculares que provoca o encolhimento
celular, perda de organelas, formag¢do de vacuolos na membrana (blebs) e fragmentagcdo do

DNA (YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020), esses caracteres morfologicos estdo bem
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evidentes no nosso ensaio de morfologia e em especial a fragmentacdo do DNA foi demostrada
pelo ensaio cometa, onde a cauda do cometa ¢ proporcional a quantidade de DNA fragmentado
(MUGANDA, 2016; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020; GONTIJO et al., 2003). Os
resultados apoptoticos e genotoxicos demostram efeitos menos intenso nas células HaCaT, em
que ndo houve apoptose tardia ou necrose e nem efeito genotoxico sobre o DNA, sendo muito
positivo, pois € a apoptose tardia e necrose que causa toxicidade as células normais em
tratamentos quimioterapicos (SADRI-NAHAND et al., 2020).

Resultados semelhantes a esses foram obtidos em outras linhagens celulares. Em
cancer de coélon, de mama, retal ¢ melanoma, piperina reduziu a proliferagdo e viabilidade
celular a partir da parada das células na fase G1/GO do ciclo celular com consequente inducdo
a apoptose (YAFFE et al., 2015; YAFFE et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2020; DO et al.,
2013; DOUCETTE et al., 2013; YOO et al., 2019; FOFARIA; KIM; SRIVASTAVA, 2014).
Ja em células de leucemia humana, o mesmo ocorreu, mas dessa vez com acumulo das células
na fase S do ciclo celular (LI et al., 2020) e em cancer oral, de ovario e osteossarcoma na fase
G2/M (SIDDIQUI et al., 2017; QIU et al., 2019; ZHANG et al., 2015).

A metéstase ¢ um processo biologico celular com vdrias etapas que envolvem cascatas
que induzem a migracdo e invasao, permitindo a disseminagao de células cancerosas em outros
tecidos e orgaos (VALASTYAN; WEINBERG, 2012; JING et al., 2011). Quando o céancer
evolui para metastase reduz significativamente a sobrevivéncia dos pacientes, em que cerca de
90% vao a obito (ZEESHAN; MUTAHIR, 2017). Conforme nossos resultados, piperina
demonstrou reduzir a migragao celular por regular MMP2 e MMP9 a partir de sua ag@o sobre
os seus respectivos antagonistas, pois TIMP1 e TIMP2 inativam as metaloproteinases e
impedem sua agdo, desencadeando assim a reducdo da migracdo das células tumorais
(CALDEIRA; LARANHA, 2020).

As MMPs sao proteinas proteoliticas que degradam a matriz extracelular (MEC),
contribuindo para a metéstase, angiogénese, reparo tecidual e processos inflamatorios. As
MMP2 e MMP9 atuam na degradagdo proteolitica de componentes da matriz extracelular, o
que permite o desprendimento das células da matriz e do proprio tecido, favorecendo sua
migracdo pela corrente sanguinea até outros tecidos e 6rgaos. As MMPs tém sua atividade
contida por inibidores de metaloproteinases de matriz (TIMPs), estudos demostram que niveis
elevados de TIMP2 foi associado a uma melhor evolugdo clinica em pacientes com tumores
solidos (BRAICU et al., 2014; CALDEIRA; LARANHA, 2020; CUI et al., 2017), demostrando
que o efeito de piperina sobre esse mediador € de grande impacto para o controle do avanco da

tumorigénese. A superexpressao de MMP2 e MMP9 foi observado em amostras teciduais e
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plasmaticas cervicais e demostra estar relacionado ao mal prognostico na doenca. (LIBRA et
al., 2009; BRAICU et al., 2014; ZAJKOWSKA et al., 2018), portanto a agdo da piperina sobre
essas MMPs representa uma excelente resposta para o controle da migragao celular.

As citocinas inflamatorias IL-1pB, IL-8 ¢ MCP-1 quando exageradamente secretadas
sinalizam para a sintese de metaloproteinases e consequente acentuacdo da migracao
(VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; VAHEDPOUR et al., 2021; SHIAU et al.,
2013; APTE et al., 2006; REBE; GHIRINGHELLI, 2020; YANG et al., 2020), portanto, assim
como piperina modulou negativamente as MMPs ela também reduziu os niveis de secregdo
dessas citocinas, tendo uma resposta dupla sobre o controle metastatico.

Em outros estudos foi demonstrando o mesmo efeito, em que piperina controlou a
reducdo metastatica por regulacio de MMPs e TIMPs. Em osteosarcoma, piperina inibiu a
migracdo celular por reducdo da expressio de MMP2 ¢ MMP9 e aumento da expressdo de
TIMP1 e TIMP2 (ZHANG et al., 2015). De maneira semelhante, em cancer de mama triplo
negativo piperina inibiu a migracao celular por regulacdo negativa da expressao de MMP2 e
MMP9 (GREENSHIELDS et al., 2015;). Em cancer e prostata metastatico piperina regulou a
via de sinalizacdo Akt / mTOR / MMP-9 e reduziu a metastase (ZENG; YANG, 2018).

A inflamacdo estd intimamente relacionada a génese e progressao neoplasica,
principalmente no cancer cervical que € em sua maioria originado por infec¢do persistente por
HPV. Expressdao da enzima PTGS2, do seu produto PGE2, bem como de seus receptores
emitem a resposta inflamatoria, que resulta em proliferacdo celular aumentada, sobrevivéncia
celular e metastase (ADEFUYE; SALES, 2012; SINGH et al., 2019; YE et al., 2020). Processo
esses contidos pela agao de piperina no nosso trabalho em funcao da reducdo da expressao de
PTGS2 e seus respectivos receptores, impedir, portanto, a ligacdo de prostaglandina e
consequentemente a transdugdo de sinais para a ocorréncia desses eventos.

A via PTGS2 regula e ¢ regulada pelos mediadores aqui investigados, estudos
mostraram que PTGS2 e PTGER4 quando superexpressas induzem a expressao de MMP2 e
MMPOY, e por consequéncia acentuam a migragdo celular (YANG et al., 2006; GAN et al.,
2016), ambos os mediadores no nosso trabalho foram expressos negativamente, bem como a
migracao foi reduzida. A PGE2 produzida por PTGS2 regula a expressao de IL-18, IL-8 e MCP-
1 (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; TAO et al., 2021) e tem sua regulacao
mediada por essas citocinas a partir de um feedback positivo, tendo como intermédio as
proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPK), ERK e p38 (GAN et al., 2016; FUTAGAMI
et al., 2008; GONZALEZ MAGLIO, 2011; HUANG et al., 2014). Todos esses mediadores
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foram negativamente regulados por piperina nas células tumorais cervicais, indicando efeito
anti-inflamatorio de piperina partindo de PTGS2.

Podemos sugerir que piperina pode ter regulado a via PTGS2 se ligando a essa
proteina, porque estudos de encaixe molecular (docking) demostraram ligagdo direta de
piperina a PTGS2 com pontuacdo de 5042 kcal/mol (KIRUBHANAND et al., 2020). Por outro
lado, piperina também tem grande afinidade de ligacdo a IL-1[, que revelou a presenga de um
sitio de ligagdo para piperina com uma constante de afinidade de 14,3 x 10* M -1a 298 K, e
interacdo espontanea entre essas moléculas (AG = -25 kJ/mol) (ZAZERI et al., 2020). Essas
evidencias junto aos resultados desse trabalho instiga a hipotese de que piperina possa ter se
ligado nesses mediadores, impedindo a conexao de IL-1p ao seu receptor, bem como a sintese
de PGE2, resultando em efeito anti-inflamatodrio e antitumoral de piperina nas células tumorais,

conforme podemos observar na figura 8.

Figura 8: Representagdo grafica da modulagao de piperina sobre IL-13 e PTGS2
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Subtitulo: Representacdo grafica da relacdo entre as vias estudas e os resultados obtidos: as citocinas IL-1f induz a expressido
de IL-8 que por sua vez estimula a expressdo de MCP-1. Todas essas citocinas sido reguladas por PTGS2 que conjuntamente a
partir de um feedback positivo as regula, tendo como intermedidria a via MAPK. As MMPs também sdo estimuladas pelas
citocinas e pela PTGS2. Quando piperina se liga a PGS2 todos os envolvidos na via séo regulados negativamente, € 0 mesmo
ocorre havendo a ligagdo de piperina na IL-1f. As respostas moleculares da modulag@o de piperina resultam em reducgdo da
viabilidade, prolifera¢do, migracao e formagdo de colonia, bem como a ativagdo da apoptose, fragmenta¢do do DNA e parada
das células no ciclo celular. Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022
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Porém, diferente do observado nas células tumorais, nas células HaCaT, a expressdo
de IL-1B, PTGS2 e seus receptores foi positivamente regulado por piperina, indicando agdo pro
inflamatorio das células ndo tumorais, frente a essa molécula, considerada um estimulo de
estresse. Isso porque p38 ¢ a principal responsavel pela resposta ao estresse, € a mesma também
foi positivamente regulada por piperina resultando na expressao aumentada de IL-18 e PTGS2
que respondem a esse estimulo a partir da inflamacao (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020), podendo
justificar as respostas menos intensa de piperina sobre a apoptose, ciclo celular e migragao das
células no nosso trabalho.

A inflamacdo ¢ considerada um processo contraditério no cancer, pois quando a
inflamagdo ¢ cronica, a resposta piora a progressdo tumoral, porém em células saudaveis, a
inflamacdo ¢ uma resposta positiva visando eliminar um agente estranho ou estressor
(MEDZHITOV, 2008; HAGEMANN; BALKWILL; LAWRENCE, 2007). Nesse ultimo caso,
considerando o organismo como um todo, a inflamag@o nas células ndo tumorais poderia ser
uma forma de reduzir os efeitos citotdxicos da piperina nessas células.

Quanto ao efeito anti-inflamatério de piperina na literatura, foi demostrado que esse
alcaloide reduziu a expressao de PTGS2, PGE2 e IL-13 em modelos de osteoartrite (YING et
al., 2013), inflamacao apds irradiagdo UV-B (JAISIN et al., 2020) e a inflamagao induzida por
isquemia-reperfusdo cerebral (VAIBHAV et al., 2012). Em células epiteliais gastricas
infectadas por H. pylori, piperina prejudicou a expressdo genica ¢ a secrecao de IL-8
(THARMALINGAM et al., 2016). Em cancer géstrico, piperina reprimiu a expressao de IL-13
resultando na inibi¢do da ativacdo de p38/MAPK e STAT3 (XIA et al., 2015). Em modelo de
camundongos com doenca inflamatoria intestinal pré tratadas com piperina, os niveis de MCP-
1 e IL-1p também foram diminuidos (HU et al., 2015).

Portanto, esses estudos apontam o papel anti-inflamatdrio de piperina a partir dessas
vias génicas, porém como demostrado ha uma lacuna na literatura sobre a func¢ao de piperina
associada ao cancer, demonstrando a contribuicdo desse trabalho para a compreensdao dos
mecanismos de agdo desse alcaloide na inflamagao do cancer cervical. A qual evidenciamos
nesse estudo um efeito modulador da progressdo neoplasica pela piperina atuando a partir de
PTGS2 e IL-1p, que resultou na modulacdo negativa de p38 e ERK, outras citocinas (IL-8 e
MCP-1) e de MMP9 e MMP2. Assim, esses mediadores uma vez negativamente expressos
desencadearam a diminuicdo da viabilidade, migragdo, proliferacao celular, formagdo de

coldnia, parada do ciclo celular e apoptose.
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MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS
Linhagens celulares

Foram utilizadas trés linhagens tumorigénicas e uma linhagem ndo tumorigénica. As
linhagens sao da American Tissue Cell Culture (ATCC): carcinoma epidermoide de colo de
utero (SiHa), adenocarcinoma de colo de utero (HelLa) e carcinoma epidermoide de colo de
utero (CaSKi). Ja a linhagem tumorigénica estudada foi a linhagem celular de queratinocitos

derivados de pele humana (HaCaT).

Piperina

Foi utilizado o composto piperina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na
concentracao de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 uM, diluidas em DMSO em concentragdes
inferiores a 0,85% nos ensaios de viabilidade e proliferacdao celular e nos ensaios posteriores
em concentragdes inferiores a 0,5%, concentragdes essas nao toxicas as células estudadas

(SIENIAWSKA et al., 2019).

METODOS

Tratamento

Para todos os experimentos, as c€lulas foram cultivadas em placas de cultura em
concentragdes de células adequadas para cada experimento, no plaqueamento foi utilizado o
meio completo com 10% de soro fetal bovino (SFB). Apos 24h, o meio foi substituido por meio
sem soro a fim de sincronizar as células, e ap6s 24h, o tratamento foi inserido nas células com
meio completo. Nos ensaios iniciais piperina foi aplicada nas concentragdes de 25, 50, 100,
150, 200, 250 e 300 uM, o DMSO foi utilizado como controle negativo e os tempos de
tratamento nas células foram de 4, 24, 48 e 72 horas. A partir do ensaio de migracao celular foi
escolhido um tempo e concentracdo de tratamento com melhor desempenho e seletividade as
células tumorais. As células dos experimentos foram mantidas em estufa a 37°C e atmosfera de
5% de COa. Todos os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes e em

triplicatas e os dados foram analisados estatisticamente pelo GraphPad Prism 8. 0. 1.

Cultivo e analise da morfologia celular
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As linhagens celulares HeLa e SiHa foram semeadas em meio MEM (E), a linhagem
CaSKi em RPMI 1640 e a HaCaT em DMEM, todos suplementados com 10% de soro bovino,
10mM aminodcidos ndo essenciais, 100mM piruvato de sddio e ImM antibidtico/antimicotico.
O crescimento e a morfologia celular foram avaliados diariamente em microscopio invertido e
fotografadas, quando a densidade celular se mostrou alta (entre 70 ¢ 90%), o material foi

submetido a tripsinizac¢do e subdividido em réplicas.

Proliferacao celular

As células (5x10%) foram cultivadas em placas de cultura de 24 pogos, semeadas em
300ul. de meio completo. As células foram tripsinizadas, coradas com Azul de Tripan e
contadas no contador de células Countess Automated Cell Counter II (Life Technologies). Para
analisar o indice de proliferagao foi realizada uma curva de crescimento para cada concentragao
a ser testada apos 4, 24, 48 ¢ 72 horas de tratamento. Apos, as curvas de crescimento foram
analisadas estatisticamente pela andlise de varidncia a dois critérios (ANOVA) e teste de

Dunnett’s (GraphPad Prism 8.0.1.), sendo p < 0,05 considerado diferenca significativa.

Ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular

O ensaio foi realizado utilizando o reagente MTS — CellTiter 96 AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (PROMEGA, USA), segundo normas do fabricante. As
células (5x10%) foram colocadas em placas de 96 pogos contendo 100uL de meio completo.
Ap0s os tempos de tratamento as células receberam 20ul da solugdo de MTS e ap6s 3h de reagado
foi feita a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 490nm (Thermo Plate, Tp-
Reader Basic).

Para determinagdo do ICso (Concentragdo Inibitoria para 50% das Células), utilizando
a fungdo no aplicativo GraphPad Prism 8. 0. 1. Para anélise de viabilidade celular foi aplicado
a analise de variancia a dois critérios (ANOVA) e o teste de Dunnett’s (GraphPad Prism 8.0.1.),

sendo p < 0,05 considerado diferenca significativa.

Ensaio de Migracao Celular

As células (5x10%) foram adicionadas ao compartimento superior dos insertos
transwell com membrana de poros de 8uM de didmetro (BD - Biosciences San Jose, CA, USA)
contendo 200 pL de meio sem soro e tratamentos. No compartimento inferior foi adicionado
750 pL de meio completo com soro fetal bovino. Apos, as células foram incubadas em estufa

por 24h para que ocorresse a migracdo seguida por fixagdo em paraformaldeido e coloracdo em
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cristal violeta. Os insertos foram analisados e fotografados em cinco diferentes campos. Os
resultados foram analisados utilizando o teste t, sendo p < 0,05 considerado diferenca

significativa.

Ensaio de formacao de colonias em meio liquido

As células (8 x 10?) foram cultivadas em placas de 6 pocos contendo meio completo.
Apo6s 12 h de cultura, foi adicionado o tratamento e a cada dois dias o0 meio e o tratamento foram
substituidos. Apos 14 dias de cultura, as células foram fixadas em metanol e coradas com cristal
violeta. As colonias foram fotografadas e contadas por inspe¢ao visual € o0 assim como o nimero
de células por coldnias, porém por microscopia. Por fim os dados submetidos a analise

estatistica pelo teste t, sendo p < 0,05 considerado diferenga significativa.

Ensaio Cometa Alcalino

O “pellet” das células (5 x 10%) foram misturadas a agarose Low Melting de baixo
ponto de fusdo e adicionadas sob laminas contendo agarose de ponto de fusdo normal. Foi
realizado a etapa de lise para o rompimento das membranas e sequencialmente uma corrida em
eletroforese por 20 minutos a 25V e 300Kva em solugdo tampao alcalina. Por fim as células
foram neutralizadas e fixadas em alcool etilico 100%. As laminas foram coradas com uma
solucao de Gel Red 1x, e analisadas em microscopio de fluorescéncia no aumento de 400x.
Foram analisadas 100 células por grupo experimental. Os nucleos celulares foram classificados
em uma classe de dano que é determinada de acordo com a intensidade e tamanho da cauda do
cometa e submetidos a formula para determinar o indice de danos, seguindo o protocolo de

KOBAYASHI (1995).

Anailise de Apoptose e Ciclo Celular

As células foram analisadas pela citometria de fluxo (Guava Easy Cyte, MILLIPORE).
Para a anélise de Apoptose e Necrose celular, as suspensoes de células (1x106) foram incubadas
com anticorpo monoclonal ANXAS5 conjugado com fluorocromo PE (BD Phar-migen, San
Diego, USA) e com 7-ADD seguindo o protocolo do fabricante. Para a andlise de Ciclo celular,
as células (1 x 10°) foram fixadas com etanol 70% e ressuspendidas na solu¢io Guava® Cell
Cycle Reagent (MILLIPORE, USA) seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida as células
analisadas por citometria de fluxo (Guava Easy Cyte, MILLIPORE) e os dados submetidos a

analise de variancia a dois critérios (ANOVA) ¢ o teste Sidak.
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Extracio e quantificacio de RNA

O RNA das células controle e tratadas com a piperina foi extraido com o RNeasy®
Mini Kit (QIAGEN Group, USA) seguindo o protocolo do fabricante e quantificado em
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) e avaliada
quanto a integridade pela presenga das duas bandas ribossomais 18S e 28S, em gel de agarose
1%. O cDNA (DNA complementar) foi obtido pela reacao de transcrig@o reversa com o sistema
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA)
seguindo o protocolo do fabricante.

Os genes estudados neste projeto estdo evidentes na tabela 2 com suas respectivas
sequéncias. Os genes foram previamente selecionados por estarem relacionados ao processo
tumoral do colo de utero (HEMMAT; BAGHI, 2018), juntamente a nossa hipdtese da agdo anti-

inflamatoria de piperina mediada por essa via genética (YING et al., 2013).

Tabela 2. Primers utilizados na PCR em tempo real

Oligonucleotideos Sequéncia

HPV16-E6 anti-sense 5> CTACGTGTTCTTGATGATCTG 3°

HPV16-E6 sense 5° CTTACCACAGTTATGCACAGAG 3’
HPVI16-E7 anti-sense 5> TGCCCATTAACAGGTCTTCC 3’
HPV16-E7 sense 5> ACAAGCAGAACCGGACAGAG 3’
PTGS2 anti-sense 5’ AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG 3°
PTGS?2 sense 5 ATTCCCTTCCTTCGAAATGC 3°
PTGER? anti-sense 5> AGGTCCCATTTTTCCTTTCG 3’
PTGER?2 sense 5’ CCACCTCATTCTCCTGGCTA 3°

PTGER3 anti-sense

5’ TCTCCGTGTGTGTCTTGCAG 3’

PTGER3 sense

5> AGCTTATGGGGATCATGTGC 3’

PTGER4 anti-sense

5’ CCAAACTTGGCTGATATAACTGG 3°

PTGER4 sense 5> CGAGATCCAGATGGTCATCTTAC 3’
MMP?2 anti-sense 5’ CCGTCAAAGGGGTATCCATC 3’
MMP?2 sense 5> AAGTCTGGAGCGATGTGACC 3’
MMP9 anti-sense 5 ATTTCGACTCTCCACGCATC 3’
MMP9 sense 5> TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC 3’

TIMP] anti-sense

5’ TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG 3°

TIMP] sense

5" ACTGTTGGCTGTGAGGAATG 3’

TIMP?2 anti-sense

5 CTATATCCTTCTCAGGCCCTTTG ¥’

TIMP? sense 5" AGAAGGAAGTGGACTCTGGAAAC 3
GAPDH anti-sense 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3
GAPDH sente 5'-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’

Analise de PCR em tempo real
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As reagdes foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), no Laboratério de Biomarcadores e Bioinformatica Médica, na
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, SP. Todas as reagdes foram
preparadas em triplicata, incluindo o controle endoégeno glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), beta actina (ACTB) e beta tubulina (TUBB), que foram utilizados
como normalizadores, e processadas em volume final de 20uL contendo 200 ng de cDNA,
SYBR® Green PCR Master Mix e 100nM de cada primer, segundo protocolo da Applied
Biosystems. O fator de normalizacao utilizado foi a média geométrica dos genes constitutivos
(GAPDH, ACTB e TUBB) como controle endégeno. Para escolha do melhor controle enddégeno
foi utilizado o Software DataAssist (Life Technologies). Finalmente, os valores de expressao
génica obtidos nas analises foram normalizados pelo resultado da quantificagdo da amostra
controle, escolhida como calibrador de todas as amostras. Foi utilizado o método de Pfaffl, 2001

para os calculos de analise comparativa.

Extracio e quantificacio de proteinas

As proteinas foram extraidas utilizando tampao de lise RIPA pH 7.4 (Sigma cod
R0278), inibidor de protease (Sigma cod P8340) e de fosfatase Na3VO4 (Sigma cod 450243),
seguindo protocolo do fabricante. Aliquotas dessas amostras foram submetidas a quantificagdo

utilizando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

Western Blotting

A amostra lisada foi diluida e normalizadas em H>O para obtencdo de 30ug de
proteinas, foram adicionados junto as amostras f-mercapto (Sigma cod M6250) e SDS 10%.
Essa solugao foi fervida em banho seco a 100°C por 5 minutos. As proteinas (30ug) foram
separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida a 12%, de acordo com o protocolo
MiniPROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, USA), e transferidas para membranas de
nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, USA). As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em
p6 diluido em TBS-T (Bio-Rad Reagent, Hercules, USA), e mantidas por 1 a 12 hora a
temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida, as membranas foram incubadas over-night
com os anticorpos PTGS2 (1:500 uL. Abcam, Cambridge, UK) MMP2 (1:500 pL, AB-clonal,
Woburn, EUA), MMP9 (1:1000 pL, AB-clonal, Woburn, EUA), TIMP1 e TIMP2 (1:500 pL,
BD Bioscience, EUA). Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpo

secundario anti-rabbit IgG conjugado com peroxidase horseradish (HRP) (1:1000 pL. Abcam,
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Cambridge, UK). A B-actina foi detectada simultaneamente como controle da reagdo, pelo
anticorpo mouse monoclonal anti-IgG; 1:2000 (Abcam, Cambridge, MA, USA).

Os produtos da reacdo HRP foram visualizados em filme fotografico Hyperfilme
(Amersham, Little Chalfont, UK) apds a aplicacao do kit quimioluminescente ECL (Bio-Rad,
Hercules, USA). A densitometria quantitativa dos niveis das proteinas foi realizada no image J.
Os niveis de expressdo das proteinas obtidos foram calculados e demonstrados como média +
S.E.M. da densidade optica média e submetidos ao teste t, sendo p < 0,05 considerado diferenga
significativa.

ELISA

O sobrenadante das células dos diferentes grupos experimentais foi recolhido ao longo
dos outros ensaios realizados. Foi seguido o protocolo do fabricante BD Biosciences para cada
citocinas/quimiocinas analisada, sendo elas IL-1p, IL-8 e MCP-1. Ap6s, a analise foi feita em
espectrofotometro no comprimento de onda de 450 nm. Os dados foram analisados pelo teste

t.

Imunocitoquimica

As células (1 x 10°) foram cultivadas em laminas de cultura (Nunc, Naperville, IL, EUA) e
foram fixadas em paraformaldeido 4%, permeabilizadas em Triton X, lavadas com PBS-T e
submetida a bloqueio das ligagdes nao especificas em BSA (1%) e soro normal goat (3%). As
células foram imunocoradas com anticorpos monoclonais primarios de camundongo (Ab) anti-
p38/MAPK (BD Bioscience, EUA) e anti-ERKpan (BD Biosciences, EUA) diluido a 1:200
seguido de incubacdo durante a noite a 4°C. Apos lavagens repetidas em PBST (1%), o
anticorpo IgG anti-camundongo de cabra (especifico do fragmento Fc, Dako, Glostrup,
Dinamarca) conjugado com Alexa flaor 546 na propor¢do de 1:200 (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) foi adicionado, seguido de 1 hora incubagdo a temperatura ambiente. Por fim,
as células foram lavadas e as 1dminas foram montadas com meio de montagem com DAPI
(Sigma Aldrich, EUA). A andlise foi realizada usando um microscopio de fluorescéncia
Axioskop 2 (Zeiss, GR) equipado com uma camera digital. Foram capturadas 10 imagens
digitais de cada réplica usando o software AxioVision (Zeiss, GR) onde 6 células de cada
imagem foram analisadas por densitometria obtida no image J que foi estatisticamente analisada

pelo teste t, sendo p < 0,05 considerado diferenca significativa.

CONCLUSOES
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Nossos resultados in vitro demonstram que a piperina diminui a progressao tumoral nas
células de cancer cervical comprovada pela reducdo da viabilidade, proliferagdo celular e
formacao de colonia, processos esses desencadeados pela parada das células no ciclo celular e
apoptose. Esses efeitos foram mediados por piperina a partir da redugdo da expressao de ERK,
IL-1B e IL-8. Ainda, piperina reduz a migracao celular pela regulagdo da expressdo génica e
proteica de MMPs e TIMPs e da secre¢ao de MCP-1.

Portanto, piperina reduz a evolucao neoplasica in vitro por atuar sobre a via PTGS2,
que por sua vez regula a secrecao de citocinas e a expressao de MMPs, MAPKs e TIMPs,
demostrando ser um potencial fitoterapicos para tratamento complementar de cancer de colo de
utero, mas, ensaios funcionais se fazem necessarios frente as novas tecnologias e visando as

aplicacoes clinicas.



57

4. CONCLUSOES

Nossos resultados permitem aceitar nossa hipdtese de que o efeito antitumoral da
piperina em cancer de colo de utero ¢ modulado pelas vias inflamatorias da cicloxigenase

prostaglandina, nos permitindo chegar nas seguintes conclusoes:

1. Piperina diminui a progressao tumoral in vitro nas células de cancer cervical, evidente pela
redugdo da proliferagdo, viabilidade celular e formagao de coldnias, a partir de mecanismos de
parada das células nos pontos de verificagdo G1/G0 e G2/M do ciclo celular e consequente

inducdo das células a morte apoptotica.

2. Piperina reduz a migracgao celular pela regulagdo da expressdo génica e proteica de MMPs e

TIMPs.

3. Piperina tem efeito menos intenso na linhagem HaCaT, na qual apresenta maior ICso, conduz
poucas células a apoptose e a parada do ciclo celular, ndo apresenta genotoxicidade, provando
ser menos invasiva nas células ndo tumorais, devido ao efeito pro-inflamatorio pela regulagao

positiva de p38, PTGS2 e seus receptores.

4. Piperina reduz a secregdo de citocinas IL-1pB, IL-8 e MCP-1 nas células tumorais, o que
reflete na regulacdo da expressdo de PTGS2 e dos receptores de PGE2, uma vez que ocorre um

feedback positivo entre esses mediadores.

5. A expressao de p38 e ERK ¢ reduzida por acdo de piperina, sendo essas vias intermediarias

para a ativagdo da transcricdo de PTGS2, MMPs e das citocinas.

Portanto, piperina reduz a evolu¢@o neoplasica in vitro por atuar sobre a via PTGS2,
que por sua vez regula a secre¢do de citocinas e a expressio de MMPs, MAPKs e TIMPs,
demostrando ser um potencial fitoterapicos para tratamento complementar de cancer de colo de

atero.
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