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RESUMO

O cancer cervical ¢ uma neoplasia maligna considerada um sério problema de satde publica,
acometendo principalmente mulheres de nivel socioecondmico baixo e na faixa etaria
reprodutivaA mais recente estimativa mundial aponta que ocorrerdo no mundo 18 milhdes de
casos novos de cancer. Para o Brasil, a estimativa para cada ano de 2020-2022 aponta que
ocorrerao 625 mil casos novos de cancer, sendo que destes, 16.590 de colo de ttero. A maioria
dos casos e mortes ocorrem nos paises de baixa e média renda, propiciadas pela infecgao
persistente do papiloma virus humano (HPV), que acarretam em um aumento de processos
inflamatdrios e consequente aumento na susceptibilidade do cancer cervical. Sabendo que a
inflamagdo ¢ um mecanismo de protecdo do organismo e que o cancer surge em areas de
inflamagdo cronica, as células tumorais ¢ inflamatérias secretam inimeras citocinas e
quimiocinas que ativam a via MAPK, responsavel pela sintese de ERKs, JNKs e p38. Assim, o
uso de anti-inflamatorios se torna um alvo terapéutico no cancer, como o alcaloide piperina
derivado da Piper nigrum, que demonstrou atuar na ativacao da p38 fosforilada, JNK e AP-1.
Apesar dessas evidéncias, a via inflamatoria por agdo da piperina foi pouco investigada em
casos de neoplasias, portanto o objetivo deste trabalho foi investigar in vitro o efeito antitumoral
de piperina em cancer cervical e determinar se esse efeito ¢ modulado pela via inflamatoria da
MAPK/ERK. Para tanto foram avaliadas a morfologia e a expressao das proteinas p38 e ERK,
da via MAPK por imunocitoquimica, buscando compreender como a piperina modula essa via.
Os resultados evidenciaram, na linhagem de células ndo tumorais (HaCaT) e nas linhagens
tumorais (HeLa; SiHa e CaSki), que a piperina foi capaz de alterar a morfologia celular e
modulou a via inflamatéria. Nas células HaCaT, a p38 teve um aumento significativo tanto no
citoplasma quanto no nucleo, porém o processo de translocagdo nuclear foi reduzido. Em
relagdo a proteina ERK, a piperina modulou negativamente sua expressdo em todos os
compartimentos celulares das linhagens de cancer cervical. Deste modo, a piperina reduz a
evolucao neoplasica in vitro por atuar sobre a via MAPK, que por sua vez modula a expressao
de ERK e p38, evidenciando ser um potencial fitoterapico para o tratamento auxiliar no cancer
cervical.

Palavras—chave: Via MAPK/ERK. Fitoterapicos. Piper.Cancer Cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer is a malignant neoplasm considered a serious public health problem, affecting
mainly women of low socioeconomic status and in the reproductive age group. The most recent
global estimate indicates that 18 million new cases of cancer will occur in the world. For Brazil,
the estimate for each year 0£2020-2022 indicates that there will be 625,000 new cases of cancer,
of which 16,590 will be cervical cancer. Most cases and deaths occur in low- and middle-
income countries, caused by persistent human papilloma virus (HPV) infection, which leads to
an increase in inflammatory processes and a consequent increase in susceptibility to cervical
cancer. Knowing that inflammation is a protective mechanism of the body and that cancer arises
in areas of chronic inflammation, tumor and inflammatory cells secrete numerous cytokines
and chemokines that activate the MAPK pathway, responsible for the synthesis of ERKs, JNKs
and p38. Thus, the use of anti-inflammatory drugs becomes a therapeutic target in cancer, such
as the piperine alkaloid derived from Piper nigrum, which has been shown to act in the
activation of phosphorylated p38, JNK and AP-1. Despite this evidence, the inflammatory
pathway by the action of piperine has been little investigated in cases of neoplasms, therefore
the objective of this work was to investigate in vitro the antitumor effect of piperine in cervical
cancer and to determine whether this effect is modulated by the inflammatory pathway of
MAPK/ERK. For this purpose, the morphology and expression of p38 and ERK proteins of the
MAPK pathway were evaluated by immunocytochemistry, seeking to understand how piperine
modulates this pathway. The results showed, in the non-tumor cell lineage (HaCaT) and in the
tumor cell lines (HeLa; SiHa and CaSki), that piperine was able to change cell morphology and
modulate the inflammatory pathway. In HaCaT cells, p38 had a significant increase both in the
cytoplasm and in the nucleus, but the process of nuclear translocation was reduced. Regarding
the ERK protein, piperine negatively modulated its expression in all cell compartments of
cervical cancer cell lines. Thus, piperine reduces neoplastic evolution in vitro by acting on the
MAPK pathway, which in turn modulates the expression of ERK and p38, proving to be a

potential herbal medicine for the auxiliary treatment of cervical cancer.

Keywords: Via MAPK/ERK. Phytotherapy. Piper. Cervical Cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de colo de tutero

A mais recente estimativa mundial, aponta que ocorrerdao no mundo 18 milhdes de
novos casos de cancer. Para o Brasil, a estimativa para cada ano de 2020-2022 ¢ que ocorrerao
625 mil casos novos de cancer, sendo que destes, 16.590 novos casos de cancer de colo de ttero
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE DE ALENCAR — INCA, 2019).

Em todo o mundo, o cancer de colo de ttero ¢ considerado um sério problema de saude
publica, sendo os paises em desenvolvimento os portadores de 80% dos casos e ainda
representam as altas taxas de incidéncia e mortalidade, podendo acometer principalmente
mulheres de nivel socioecondmico baixo e na faixa etaria reprodutiva (INCA, 2011). Esta
doenga ¢ classificada como a quarta neoplasia maligna mais frequente em mulheres, sendo que
a taxa de mortalidade ¢ 18 vezes maior em paises de baixa e média renda, em comparagao aos
paises mais ricos. (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE — OMS, 2022). A maioria dos
casos e mortes ocorrem nesses paises pelo fato de terem os menores niveis de desenvolvimento
humano, o que propicia que as infecgdes pelo virus do papiloma humano (HPV) sejam
persistentes, levando a uma maior susceptibilidade de cancer cervical (CHEN et al., 2018).

O HPV ¢ bem estavel e a persisténcia da infec¢do com altas cargas virais estd associada
a alguns fatores, como: inicio precoce da vida sexual; uso prolongado de anticoncepcionais
orais; imunossupressao; multiplicidade de parceiros; historico de infecgdes sexualmente
adquiridas como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV); falta de higiene pessoal adequada;
tabagismo; deficiéncia de micronutrientes antioxidantes na alimentagdo, como a vitamina C
(BRINGEL et al, 2021).

Posto isto, os HPVs sdo ditos como epiteliotropicos, ou seja, infectam o tecido
epitelial, ¢ com base em sua capacidade, pode ser dividido em 3 grupos: de alto risco;
provavelmente de alto risco; e de baixo risco. Dois tipos de HPV (16 e 18) sdo responsaveis por
quase 50% dos pré-canceres cervicais de alto risco em todo o mundo (FREITAS, et al., 2014).

A interagdo entre o HPV e o genoma da célula hospedeira ¢ responsavel por guiar
eventos intracelulares de transformagao maligna, estando associado a célula de duas maneiras:
uma epissomal ou integrada (STANLEY, 2002). Os tipos de HPV de alto risco estao presentes
na forma integrada no genoma da célula hospedeira, fazendo com que ocorra o rompimento de
uma regido do virus, que acarreta a perda funcional do gene E2, que ¢ responsavel pelo controle

da transcricdo dos genes virais E6 e E7, resultando entdo em elevado nivel dessas
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oncoproteinas, que ¢ reconhecido como indutor da transformagao maligna da célula hospedeira
e no desenvolvimento dos tumores infectados por HPV (MOTOYAMA et al., 2004).

O virus infecta o epitélio mucocutaneo produzindo particulas virais em células
epiteliais amadurecidas (UNGER; BARR, 2004), o que o faz integrar-se ao genoma da célula
hospedeira do colo do ttero. A medida que ha progressdo desse processo causadas por lesdes
pré-cancerosas para o cancer de colo do ttero, a frequéncia da integragdo do genoma viral
aumenta (DE MIGUEL et al., 2014).

A associagdo etiologica entre HPV e cancer cervical direcionou para novos métodos
de rastreio do cancer de colo uterino, o que ocasionou uma redu¢do da mortalidade para esse
tipo de carcinoma em alguns paises desenvolvidos, sendo um dos métodos o chamado exame
de Papanicolau ou Colpocitologia. Este tem por objetivo detectar precocemente as alteragdes
nas cé¢lulas de revestimento do colo uterino. Além disso, a aplicagdo de vacinas combinada ao
rastreamento pelo exame, faz com que essa associagdo entre imunizagdo, exame, reduza o risco
de cancer (SHAO-MING et al., 2015).

Em mulheres infectadas com HPV de alto risco, a vacinacao tem uma eficacia limitada,
e por esse motivo sdo necessarias estratégias alternativas. Assim, atualmente as vias de
tratamento vao depender da extensdao da doenca no diagndstico e dos recursos socioecondomicos
disponiveis, envolvendo os tratamentos por histerectomia radical ou quimiorradiagdo, ou
também uma combinag¢do de ambas, porém nos casos avangados na maioria das vezes esses
tratamentos sao ineficazes (COHEN et al., 2019).

As formas de tratamento podem também ser invasivas e causar efeitos colaterais
durante o processo, o que contribui negativamente para a saude dos pacientes (CHARI, 2008).
Ademais, a doenga causa um impacto psicossocial muito grande, que junto a esse dano fisico
leva a uma deterioracdo da qualidade de vida (YE et al.,2020).

Com o continuo desenvolvimento da biologia molecular, cada vez mais as formas de
tratamentos vao sendo direcionadas para um alvo eficaz, especifico e com baixas reagdes
adversas. Assim, trés linhagens celulares de carcinoma cervical infectadas (com HPV) ganham
destaque em projetos de pesquisas cientifica, que sdo: SiHa, HeLa e CaSki, sendo também
avaliadas nessa pesquisa (YAFFE et al., 2015).

Dentre elas, 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 ¢ 18 (YEE et al., 1985). E sabido que, 70% dos tipos mais comuns de cancer de colo
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de utero ¢ o escamoso e 25% ¢ o adenocarcinoma, na qual SiHa e CaSki sdo escamosas € a
HeLa ¢ adenocarcinoma (SMALL et al., 2017).

Diante disto, ha uma necessidade urgente em elucidar mecanismos moleculares
subjacentes e explorar potenciais marcadores biologicos para desenvolver novas opgdes para o

diagnostico precoce e tratamento do cancer cervical.

1.2 Cancer cervical e inflamacao

A inflamacao ¢ um mecanismo de protecao do organismo que visa cessar a causa € as
consequéncias iniciais de uma lesdo celular, tendo como principais sintomas: calor, rubor, dor,
inchago e perda da fungdo. Por sua vez, ela envolve células do Sistema Imunolégico,
produzindo no local um aumento de fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular,
proporcionando o recrutamento de alguns mediadores quimicos pré inflamatdrios, como as
citocinas (TNF; IL-1 e IL-6) e quimiocinas (MCP-1; MIP). A partir de entdo, a primeira linha
de defesa do hospedeiro ¢ ativada, sendo esta a Imunidade Inata, que causa no local da
inflamag¢do uma intensa atividade dos mediadores, porém com duragdo limitada para nao
prejudicar o individuo (ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI 2016).

Apbs a eliminagdo dos agentes agressores, a inflamacao deve ser finalizada a partir da
desativacao e destruicdo dos mediadores que foram secretados, caso contrario, os estimulos nos
mediadores continuam e a inflamacdo que era aguda, passa a ser do tipo cronica (LIU et al.,
2016).

A ideia de que a inflamacao esta envolvida no carcinoma, ¢ justamente porque o cancer
surge em areas de inflamacdo cronica. Dos canceres humanos, aproximadamente 20% estio
associados a inflamagao cronica por agentes infecciosos ou lesdes, devido a exposicao a agentes
nocivos, como ¢ o caso do cancer cervical, no qual apods infec¢ao persistente por HPV, ha o
surgimento de uma inflamacao cronica que contribui para a génese e progressao tumoral
(SINGH; REEM; WIEBEL, 1994).

O surgimento entao do tumor tem grande contribui¢ao da inflamagao cronica, pois esta
induz o processo de mutagdes génicas, criando um ambiente propicio para a nao cicatrizagao
da ferida, o que estimula o processo neopldsico, acelera a divisdao celular aumentando o risco
de mutagdes. Além disso, esse ambiente estimula a proliferacao de agentes que sdo capazes de
degradar o DNA como detritos da fagocitose e geram espécies reativas de oxigénio

(FERNANDES et al., 2015).
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Pela ativacao do estroma, € possivel estimular a progressao do tumor, a liberagdo de
fatores de crescimento, angiogénese e a migracao de células imunes ao local da inflamacgao pela
ativacao de metalproteinases de matriz (MMP), e esses efeitos favorecem a proliferacdo celular
e metastase tumoral. Tudo isso ocorre devido aos fatores produzidos pelas células inflamatodrias
presentes no tumor (FERNANDES et al., 2015).

Com essas consideragdes, células tumorais e inflamatorias secretam intimeras
citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas, que agem de forma autdcrina/paracrina para
regular a fungdo de algumas células, além de estimular a proliferacao, inibir a apoptose, induzir
a morfogénese (ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI, 2016). As citocinas sdo proteinas ou
glicoproteinas que atuam em curtas distancias com fun¢ao principal de fazer comunicagdo
c€lula a célula, tendo tempo de agdo curto e decorrente desta ligacdo a receptores
transmembranicos especificos localizados na superficie celular, estimulam fatores de
transcricdo nuclear, ocasionando a génese de proteinas e proliferagdo celular, producao de
mediadores presentes na indugdo de sinais e sintomas da inflamacao (VILCEK, 1998).

A liberagdo das citocinas se da a diversos tipos de estresses celulares, incluindo lesao
induzida por carcindégeno, infec¢ao e inflamacao. E as alteracdes celulares que dao origem ao
cancer, provocam alteragcdes na expressao local de citocinas (DRANOFF et al., 2004).

Tratando-se do HPV, as citocinas chaves para a regulacdo da infeccdo sao as
interleucinas 1 (IL-1); interferons (IFN) e fator de necrose tumoral (TNF), estas vao ativar as
c¢lulas apresentadoras de antigenos, para a regulacdo e estimulagdo de uma resposta do
individuo visando controlar a inflamac¢ao e minimizar os danos celulares, mas se a infec¢ao for
persistente esse processo se torna continuo, com altos niveis de citocinas, resultando uma
angiogénese, progressao tumoral, diminuicdo da apoptose e da vigilancia imunologica local
(VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012). A persisténcias da infeccdo vai depender
muito da resposta imune do hospedeiro, contribuindo ou ndo para a tumorigénese € a

permanéncia do virus no microambiente tumoral (HEMMAT et al., 2018).

1.3 Papel da via MAPK (p38 e ERK) na inflamacao associada ao cancer

As cascatas de proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) faz parte de uma grande
familia, na qual varios membros possuem papéis cruciais na sinalizagdo intracelular, sendo um
dos mais importantes a proteina reguladora extracelular quinase (ERK) e a p38 (DELIRE;
STARKEL, 2015). A MAPK sao vias de sinalizagdes principais que além de atuarem na

proliferacdo celular, contribui para uma série de processos oncoldgicos, como aumento da
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sobrevivéncia celular; metastase pelo remodelamento da matriz extracelular (MEC);
angiogénese; apoptose e respostas ao estresse (SMALLEY et al., 2010).

Alguns estimulos sdo responsaveis por ativar as glicoproteinas da familia do receptor
tirosina quinase, como os fatores de crescimento, citocinas € oncogenes, que posteriormente
ativam a cascata de transdugdo de sinal por fosforilagdo e por intermedidrios citosolicos, que
entdo no nucleo desencadeia a regulagdo da transcrigdo de genes efetores (BRAICU et al.,
2019).

A via MAPK possui processos bioquimicos complexos devido ao grande ntimero de
componentes e funcdes distintas realizada por cada cascata formada, assim existem trés
principais MAPKs clédssicas com diferentes isoformas ERKs, JNKs e p38/MAPKs, ao serem
ativadas levam a resposta ao nucleo e ativam fatores de transcricao que conduzem a expressao
de genes (BRAICU et al., 2019). Assim, permitem que as c€lulas interpretem varios sinais
externos, tendo como respostas diferentes efeitos biologicos, porém quando ocorre uma
ativacdo excessiva, induz varias doencas, incluindo cancer e inflamacdao (CUADRADO;
NEBREDA, 2010).

No caso do cancer cervical desencadeado pela infeccdo persistente por HPV, o
reconhecimento do virus ocorre pelo receptor do fator de crescimento epidérmico — EGFR —o
que torna essas vias cruciais. A partir dai, ocorre a indu¢ao da cascata Ras—MAPK—AP-1,
resultando em uma resposta inflamatoria e proliferativa, representada na Figura 1 abaixo

(BONAB et al., 2021).
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Figura 1:Representacao do efeito da infecgdao pelo HPV na via MAPK

Anfirregulina liberada pelo HPV

Citocinas

Receptores de citocinas

Receptores do
fator de
crescimento

epidérmico Espaco intracelular

Fonte: Propria autora.

A via p38 ¢ ativada por estresse com uma fungdo primaria de transducdo de sinal
extracelular, sendo que, quando essas proteinas sdo ativadas elas se translocam do citosol para
o nucleo. Ja associada ao cancer, a p38 demonstrou fosforilar diretamente, ativando os
principais reguladores do ciclo celular, acarretando entdo sua parada; apoptose; producao de
citocinas e diferenciacao celular (OLSON et al., 2004).

Além disso, a p38 ¢ inativa na forma ndo fosforilada e torna-se rapidamente ativa pela
fosforilacdo de duas estruturas de proteinas Thr-Gly-Tyr (OLSON et. al., 2004), sendo que,
quando a fosforilagdo ¢ longa, geralmente as proteinas estdo associadas a indugao de apoptose
(COULTHARD et al., 2011).

Em contrapartida as proteinas ERK respondem a fatores de crescimentos ou a outros
sinais mitogénicos externos, promovendo a proliferacao celular em controvérsia aos sinais de
morte celular (OLSON et. al., 2004). Enquanto que, a ativagdo continua da via de sinalizagao
ERK pode ocasionar a transformagdo de células normais em células tumorais, a inibicao da
mesma pode restaurar as células tumorais a um estado nao transformado in vitro e pode inibir

o crescimento tumoral in vivo (SEBOLT-LEOPOLD et al., 1999).

Espaco extracelular
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Portanto, a via p38/MAPK esté relacionada principalmente ao estresse € apoptose das
c¢lulas, enquanto a via de sinalizacio ERK/MAPK, esté intimamente relacionada a proliferacao

e diferenciacao celular (BRAICU et al., 2019).

1.4 Piperina no cancer

Produtos naturais, como as plantas, tém desempenhado um importante papel no
desenvolvimento de varios agentes antineopldsicos (COSTA-LOTUFO et al., 2010), tendo
como ponto de partida o final de 1930, quando foi introduzida a quimioterapia e desde entao
mais de 75% dos compostos sdo produtos naturais ou derivados destes (NEWMAN; CRAGG,
2012).

Estudos da literatura evidenciaram que o alcaloide amida piperina — amida piperidinil
do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadienoico — foi a primeira amida isolada do
género Piper, sendo de frutos da pimenta preta (Piper nigrum) ¢ da pimenta longa (Piper
longum) (MADHAVI et al., 2009), apresentando potente atividade antitumoral in vitro € in vivo
inibe metastases pulmonares e a expressdao de MMP-9, interferindo na invasdo e migracao de
células tumorais (SEBOLT-LEOPOLD et al., 1999). A estrutura quimica da piperina pode ser

observada na Figura 2.

Figura 2:Estrutura quimica da piperina

Fonte: Propria autora.

Além disso, estudos de mecanismos de acdo mostraram que em relacdo a
citotoxicidade a piperina induziu nas células tumorais por meio de ROS e produziu efeito
antiproliferativo por induc¢ao da parada do ciclo celular (WANG et al., 2014). J4 em relagdo a
cascata ERK, que pode ser regulada por anti-inflamatorios e entre eles se destaca piperina,
mostrou que teve inibicdo da via ERK em cancer de mama, pulmao e em células do musculo

liso (LEE et al. 2015).
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Assim, sabendo da eficiéncia da inflamag¢dao como alvo terapéutico no cancer, os
agentes anti-inflamatorios passam a ser frequentemente investigados, como o alcaloide
piperina. Esse agente demonstrou atuacao na ativagdo de p38 fosforilado, JNK e AP-1, tendo,
portanto, efeito anti-inflamatério modulado por essas vias (JAISIN et al., 2020). Entretanto, a
via inflamatoéria por agdo de piperina foi pouco investigada em casos de neoplasias.

Ademais, a piperina também causa uma degradacao da MEC que afeta de certa forma
a sobrevivéncia das c€lulas tumorais e suprime os processos de metastase e invasao, sem efeitos
toxicos significativos nas c€lulas normais e ainda inibe a angiogénese (SUNILA; KUTTAN,
2004).

A agdo da piperina previne carcinogénese de estomago e figado, por meio de
carcinogenos quimicos (KHAJURA et al., 1998). Pesquisas também evidenciaram seu efeito
inibitério na metastase de pulmdo induzida por células melanoma em camundongos, na
estimulagdo, proliferagao e diferenciacao de melanocitos (PRADEEP; KUTTAN, 2002). Em
carcinoma hepatocelular, a piperina foi responsavel por provocar apoptose mediada por
mitocondrias assim como em leucemias, inibiu a enzima catalase e a expressao de tirosina
quinase (GUNASEKARAN; ELANGOVAN; DEVARAJ, 2017).

Em cancer de mama, a piperina reduziu a proliferacao e a migragao celular, levou a
apoptose junto a ativacao da caspase 3, além de provocar a parada das células na fase G2 / M
(LAI et al., 2012). Ja carcinogénese de ovario, esta afetou a proliferagdo celular, diminuiu a
fosforilacdo de JNK e da p38/MAPK (SI et al., 2018).

Em relagdo ao cancer de colo de utero, € pouco sabido o efeito da piperina, mas quando
a linhagem celular de adenocarcinoma de colo de ttero (HeLa) ¢ submetida a piperina ocorre a
parada das células na fase G2/M, o que inibe o crescimento das células aumentando a geracao
de ERO; ocorre também a condensacao nuclear e consequentemente a ferida ndo consegue se
cicatrizar (JAFRI et al., 2019).

Diante de toda atividade biologica que as substancias antitumorigénicas estdao
envolvidas, € necessario que seja conhecido seu potencial farmacoldgico tendo como objetivo
descobrir uma molécula nova que seja guia no tratamento do cancer. Os varios estudos sobre a
piperina, as relacionam com as vias genéticas pertinentes ao ciclo celular e a apoptose, sendo
um potencial antitumoral. Portanto, o presente trabalho tem como hipotese de que o efeito

antitumorigénico da piperina pode ser pela via inflamatoria MAPK, em cancer de colo utero.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Em fung¢do da importancia do efeito anti-inflamatorio da piperina em células
carcinogénicas, o presente trabalho teve como objetivo investigar in vitro o efeito antitumoral
de piperina em cancer cervical e determinar se esse efeito ¢ modulado pela via inflamatoéria da

MAPK/ERK.

2.2 Objetivo especifico

Investigar o efeito antitumoral da piperina nas linhagens celulares tumorais HeLa, SiHa
e CaSki, e na linhagem nao tumoral HaCaT pelas andlises relacionadas as transformagdes

neoplasicas:
v' Morfologia, pela andlise em microscopia de luz;

v Expressio das proteinas p38/MAPK ¢ ERK/MAPK por imunocitoquimica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas trés linhagens de tumores cervicais — carcinoma epidermoide de colo
de utero (SiHa), adenocarcinoma de colo de ttero (HeLa) e carcinoma epidermoide de colo de
utero (CaSKi); e uma linhagem de queratindcitos humanos nao tumorigénica — HaCat. Todas

as linhagens estudadas sao da American Tissue Cell Culture (ATCC).

3.1.2 Piperina

Foi utilizado o composto piperina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na
concentragdo de 150 uM, diluida em DMSO na concentracdo de 0,5%, por 24 horas.

3. 2 Métodos

3.2.1 Tratamento

Para todos os experimentos, as células 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). Apds 24h, o meio foi substituido por meio
sem soro a fim de sincronizar as células, de modo que todas permanecessem na mesma etapa
do ciclo celular. Finalmente, ap6s 24h, o tratamento fo1 inserido nas células com meio completo.

A piperina foi aplicada na concentragao de 150 uM e o DMSO foi utilizado como

controle negativo (veiculo), por 24 horas de tratamento.

3.2.2 Cultivo celular

As linhagens celulares foram semeadas em meio MEM (E) para HelLa e SiHa, a
linhagem CaSKi em RPMI 1640 e a HaCaT em DMEM, todos suplementados com 10% de
soro fetal bovino, 10mM aminoacidos ndo essenciais, 100mM piruvato de s6édio e 1mM

antibidtico/antimicotico e foram mantidas a 37°C com atmosfera de 5% de CO; por 24 horas,



23

até se fixarem no substrato. Apods esse periodo, o meio foi trocado a cada dois ou trés dias, até
que a concentragao de cé¢lulas se tornou confluentes. Diariamente o crescimento e a morfologia
celular foram avaliados em microscopio invertido e, quando a densidade celular se mostrou

alta, o material foi submetido a tripsinizagao e subdividido em trés réplicas.

3.2.3 Anadlise da morfologia celular pela microscopia de luz

As células foram cultivadas em placas de cultura de 6 pogos, semeadas na concentragao de
1x10* em 1000 puL de meio completo, como descrito acima. Apds 24h de tratamentos, as
analises morfologicas foram avaliadas em microscopio de luz LABOMED (TCM400), em
diferentes objetivas (4x, 10x, 20x e 40x) e as imagens das areas de cada regido da placa foram

fotografadas na camera Moticam 3.

3.2.4 Imunocitoquimica

Em laminas de cultura — Nunc, Naperville, IL, EUA — as células (10 x 10%) foram
cultivadas e apds os procedimentos de tratamento foram fixadas em paraformaldeido 4%
durante 10 min. As laminas foram lavadas com PBS e incubadas com 1% de albumina bovina
e 3% de soro normal em PBST para bloquear as ligagdes ndo especificas. As células foram
imunocoradas com anticorpos monoclonais primarios de camundongo (Ab) ERKpan (BD
Biosciences, EUA) diluido a 1:200 em PBST a 0,2%, posteriormente incubado durante a noite
a 4°C. Apos repetidas lavagens em PBST a 1%, foi adicionado um anticorpo IgG anti-
camundongo de cabra (especifico do fragmento Fc, Dako, Glostrup, Dinamarca) conjugado
com Alexa flior 546 na propor¢ao de 1:200 (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA),
seguido de 1 hora incubagdo a temperatura ambiente. Em seguida, com bastante cuidado as
c¢lulas foram lavadas em PBS e as laminas montadas com meio de montagem com DAPI
(Sigma Aldrich, EUA). Por fim, a analise foi realizada usando um microscopio de fluorescéncia
Axioskop 2 — Zeiss, GR — equipado com uma camera digital e as imagens digitais foram

capturadas usando o software AxioVision (Zeiss, GR).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Piperina altera a morfologia celular

Quanto a morfologia, as células foram analisadas em microscopia de luz onde foi
observado uma alteracao morfologica em todas as linhagens celulares apos o tratamento com
piperina. Por exemplo, a mudanca morfologica causada pela piperina na linhagem HeLla
(tumoral) e HaCaT (nao-tumoral) foi no tamanho celular reduzindo-o, sendo que, antes as
células eram fusiformes e estreladas e depois passaram a ter um formato arredondado com
vactolos na membrana — blebs — como demonstrado pelas setas na Figura 3.

Segundo a literatura, essas aparéncias sdao tipicas de morfologia apoptdtica que
ocorrem em eventos moleculares que levam ao encolhimento celular, perda de organelas,
fragmentacao do DNA e a formagao de vacuolos na membrana (blebs) (YAN et al., 2020). J&
na linhagem celular SiHa, as c€lulas antes do tratamento com a piperina eram fusiformes, apos
o tratamento sua morfologia celular foi modificada se tornando com formato arredondado e
amorfo, e ainda a ruptura da membrana plasmatica provavelmente levou a remoc¢ao do contorno
celular, representado na Figura 3 pela seta pequena. E sabido que, essa caracterizacio
morfoldgica € tipica em morte celular ou em apoptose tardia (YAN et al., 2020).

Por outro lado, a linhagem CaSki apds tratamento com piperina demostrou formagao
de vesiculas intracelulares (Figura 3), caracterizando possivelmente autofagia, que ¢
representada por essas formagdes de vesiculas intracelulares e vactiolos citoplasmaticos (Y AN,
et.al; 2015). Como a piperina ¢ um agente citotoxico (MANAYT et al., 2018) ela desencadeia
esta autofagia na célula como um mecanismo de defesa (DIKIC; ELAZAR, 2018).
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Figura 3- Morfologia celular: fotomicrografia da morfologia das linhagens celulares HeLa,
SiHa CaSki e HaCaT apds 24h de tratamento com controle (DMSO) e piperina [150pM]. Seta
grossa e seta divisa apontando os blebs, ponta de seta mostrando as vesiculas intracelulares e
seta fina mostrando rompimento da membrana.

Hela SiHa Caski HaCaT

DMSO

Piperine

Fonte: Propria autora.

4.2 Piperina modula a expressiao de ERK e p38

As cascatas de proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) sdo vias de sinalizacdo
que participam da inducdo, manutengdo e progressao do carcinoma, tendo sua hiperativacao
evidenciada em diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer cervical (GUO et al., 2020).

Produtos desta via, tem a capacidade de serem fosforilados ao atingir o nicleo de uma
célula e ativar diferentes fatores importantes de transcricdo, evidenciados em varios
mecanismos celulares. Como exemplo de produtos provenientes da via MAPK temos a ERK e
a p38 (GUO et al., 2020).

A fim de compreender a a¢do da piperina sobre essas proteinas (ERK e p38), foram
avaliadas a expressao destas por imunocitoquimica em sua totalidade no nucleo e no citoplasma,
e também a translocac¢do nuclear dessas proteinas do citoplasma para o niicleo.

Como resultado, obtivemos que nas células ndo tumorais — HaCaT — a expressao de p38
teve um aumento significativo tanto no citoplasma quanto no nucleo, revelando que o efeito da
p38 frente a piperina esta relacionado ao estresse celular, desencadeando uma resposta
inflamatoria, ja que a p38 € um tipo de MAPK que mais responde a estimulos inflamatorios e
estresse ambiental (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020). Mesmo a piperina tendo aumentado a
expressao de p38 nessas células, no processo de translocagdo nuclear ela o reduziu a uma

porcentagem inferior de p38 ativa no nucleo relagdo ao citoplasma. Portanto, a piperina atuou
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como um estimulo para a cascata MAPK, aumentando a sintese de p38, mas sua translocagao
teve resultado inferior se comparado ao controle.
Figura 4 — Imunocitoquimica da expressao proteica de p38/MAPK na célula HaCaT:

apontada pela seta amarela no citoplasma e pela rosa no ntcleo. Graficos demostrando a
densitometria em cada compartimento celular e de translocagdo nuclear.

PIP p38 DAPI Merge

HacaT Nucleus

B0

Total

60

a0

20

Densitometry MAPK/p38
s -
Densitometry MAPK/p38

OMSO Piperine

DMSO Piperine

Cy‘ﬁplESﬂ] Nuclear translocation

Hm DMSO
3 Piperine

Densitometry MAPK/p38
% of MAPK/p38

Nucleus Cytoplasm

DSMO Piperine

Fonte: Propria autora.

Nas células tumorais — SiHa; HelLa e CaSki — a expressao de p38 foi reduzida em todos
os compartimentos analisados, ndo apresentando papel da piperina sobre a translocacgao nuclear
(Figura 4) evidenciada pela igualdade na concentracao da proteina expressa no nucleo da célula
controle e da tratada com piperina. Também na CaSki a piperina aumentou a translocagao

nuclear de p38.
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Figura S — Imunocitoquimica da expressao proteica de p38/MAPK nas células tumorais:
apontada pela seta amarela no citoplasma e pela rosa no ntcleo. Graficos demostrando a

densitometria em cada compartimento celular e de translocagdo nuclear.
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Ja a via ERK estd diretamente relacionada a progressao neoplasica, que sendo

demasiadamente ativada aumenta a proliferacao das células por ativar fatores de transcricdo

como CREB (proteina de ligacdo ao elemento de resposta cAMP), c-Myc (regulador

=3 Piperine



28

transcricional Myc-like), AP-1 ¢ NF-kB que exercem acdo sobre genes que induzem a
proliferagdo celular (GUO et al., 2020).

Em todos os compartimentos celulares das linhagens de cancer cervical, a expressao de
ERK foireduzida, como mostra a Figura 6. Uma justificativa plausivel ¢ que a piperina regulou
negativamente a expressdo de ERK, refletindo na reducao da proliferacdo, na formacao de
coldnia e no ciclo celular, sendo todos esses processos diretamente regulados por ERK. E ainda,
apds o tratamento com a piperina houve também um aumento da transloca¢do nuclear, por
outro, nas c¢lulas HaCaT a expressao de ERK e sua translocacdo ndo foi alterada, o que ¢

evidenciado os efeitos menos acentuados sobre o ciclo e proliferacao celular.
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Figura 6 - Imunocitoquimica da expressao proteica de ERK, apontada pela seta amarela no
citoplasma e pela rosa no nacleo. Graficos demostrando a densitometria em cada
compartimento celular e de translocacao nuclear.
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Em outros trabalhos também, os resultados obtidos foram bem relacionados com o deste
trabalho, evidenciando que a piperina reduziu a fosforilacao de p38 em células de musculo liso
e cancer de ovario ¢ inibiu a via ERK em cancer de mama, pulmao e células de musculo liso

(KIM et al., 2013).
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CONCLUSOES

Desta forma a piperina:
e Altera a morfologia celular;
e Altera a expressao de p38 e ERK em células de carcinogénese cervical;
e reduz a evolugdo neoplésica in vitro por atuar sobre a via MAPK;
e modula a expressao de ERK e p38, evidenciando ser um potencial fitoterapico

para tratamento complementar de cancer de colo de utero.
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