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RESUMO

Os produtos naturais têm motivado a humanidade a descobrir novos agentes

terapêuticos para várias doenças, especialmente as cancerígenas. Os carcinomas escamosos de

cabeça e pescoço consistem em um grupo de neoplasias malignas localizadas acima da

clavícula e abaixo da base do crânio, que afetam o revestimento mucoso em diferentes regiões

anatômicas do trato aerodigestivo superior, ocupando o sexto lugar em termos de novos casos

e mortes. Nesse contexto, a piperina destaca-se por ser um componente bioativo isolado

principalmente da pimenta preta (Piper nigrum), que contém diversas propriedades biológicas

como anti-inflamatória, imunomoduladora e anticancerígena. Com estas considerações, o

objetivo do trabalho foi avaliar os mecanismos celulares e moleculares relevantes para o

efeito antitumoral da piperina na modulação da via inflamatória em células de câncer de

cabeça e pescoço. As linhagens de câncer de cabeça e pescoço (HEp-2 e SCC-25) foram

tratadas com diferentes concentrações de piperina (25- 300 μM) para determinação da

proliferação, viabilidade/citotoxicidade e formação de colônias. A invasão, apoptose e ciclo

celular foram quantificadas pelo ensaio de Transwell e citometria de fluxo. Os níveis da

expressão das citocinas IL-1β, IL-8 and IFN-γ foram determinados por ensaio

imunoenzimático. O PCRq, Western blot, e a imunocitoquímica foram realizados para

quantificação da expressão de genes e proteínas envolvidas na sinalização de PTGS2,

PTGER4, MMP2/9, ERK e p38. Nossos resultados evidenciaram que a piperina promoveu

alteração da morfologia celular, redução da proliferação, viabilidade e formação de colônias

celulares em mais de 50% de morte celular. A piperina também apresentou efeito citotóxico

em altas concentrações (IC50 = 157,3 para HEp-2 e 249,9 para SCC-25) e induziu danos ao

material genético nas células HEp-2 (de 62.3% para 137.3%)  e SCC-25 (de 78.6% para

159%), certamente por desencadear o processo apoptótico devido ao acúmulo de DNA, e

consequente parada do ciclo celular nas fases G2/M e S. O fitoterápico diminuiu a invasão

celular de 70.3 (HEp-2) e 24.6 (SCC-25), para 12.3 e 10.3, referente ao número de células, e

também pela redução (2 vezes) da expressão dos genes relacionados com metástase

(MMP2/9), além de alterar a expressão de mRNA e proteínas da via inflamatória da

ciclooxigenase 2, com a diminuição do gene PTGS2 em mais de 2 vezes. Piperina também

regulou a secreção de citocinas pró-inflamatórias, provavelmente pela diminuição de mais de

50% da expressão de ERK e p38 (MAPK). Esses dados são inéditos na carcinogênese de

cabeça e pescoço, evidenciando que a piperina atua diretamente nas moléculas e vias



promotoras da inflamação, em resposta às suas propriedades anti-inflamatórias e

anticancerígenas, podendo originar um novo agente terapêutico para o câncer de cabeça e

pescoço.

Palavras-chave: Inflamação. Fitoterápico. Ciclooxigenase 2. MAPK. Citocinas.



ABSTRACT

Natural products have motivated humanity to discover new therapeutic agents for

various diseases, especially cancerous ones. Head and neck squamous cell carcinomas are a

group of malignant neoplasms located above the clavicle and below the base of the skull,

which affect the mucosal lining in different anatomical regions of the upper aerodigestive

tract, ranking sixth in terms of new cases and deaths. In this context, piperine stands out for

being a bioactive component isolated mainly from black pepper (Piper nigrum), which

contains various biological properties such as anti-inflammatory, immunomodulatory and

anticancer properties. With these considerations in mind, the aim of this study was to evaluate

the cellular and molecular mechanisms relevant to the anti-tumor effect of piperine in

modulating the inflammatory pathway in head and neck cancer cells. Head and neck cancer

cell lines (HEp-2 and SCC-25) were treated with different concentrations of piperine (25- 300

μM) to determine proliferation, viability/cytotoxicity and colony formation. Invasion,

apoptosis and cell cycle were quantified using the Transwell assay and flow cytometry. The

expression levels of the cytokines IL-1β, IL-8 and IFN-γ were determined by enzyme-linked

immunosorbent assay. PCRq, Western blot, and immunocytochemistry were performed to

quantify the expression of genes and proteins involved in PTGS2, PTGER4, MMP2/9, ERK

and p38 signaling. Our results showed that piperine altered cell morphology, reduced

proliferation, viability and the formation of cell colonies in more than 50% of cell death.

Piperine also had a cytotoxic effect at high concentrations (IC50= 157.3 for HEp-2 and 249.9

for SCC-25) and induced damage to the genetic material in HEp-2 (from 62.3% to 137.3%)

and SCC-25 cells (from 78.6% to 159%), certainly by triggering the apoptotic process due to

the accumulation of DNA, and consequent arrest of the cell cycle in the G2/M and S phases.

The herbal medicine decreased cell invasion from 70.3 (HEp-2) and 24.6 (SCC-25), to 12.3

and 10.3, referring to the number of cells, and also by reducing (2-fold) the expression of

metastasis-related genes(MMP2/9), as well as altering the expression of mRNA and proteins

of the cyclooxygenase 2 inflammatory pathway, with a decrease in the PTGS2 gene by more

than 2-fold. Piperine also regulated the secretion of pro-inflammatory cytokines, probably by

decreasing the expression of ERK and p38 (MAPK) by more than 50%. These data are

unprecedented in head and neck carcinogenesis, showing that piperine acts directly on

inflammation-promoting molecules and pathways, in response to its anti-inflammatory and

anti-cancer properties, and could lead to a new therapeutic agent for head and neck cancer.



Keywords: Inflammation. Herbal medicine. Cyclooxygenase 2. MAPK. Cytokines.
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PREFÁCIO

O trabalho em questão foi desenvolvido para elucidar alguns fundamentos da ação da

piperina em células de câncer de cabeça e pescoço. Para isso foram realizadas diversas

investigações celulares e moleculares em modelo in vitro de células de câncer epidermoide de

laringe (HEp-2) e de língua (SCC-25). Esse estudo evidenciou que o câncer esta intimamente

relacionado com a inflamação, e que o processo inflamatório pode promover todos os estágios

da tumorigênese.

Os resultados da tese mostram o efeito anti-inflamatório e antiproliferativo da piperina

frente a inibição de vias de sinalização responsáveis pela promoção da inflamação mediada

pela ciclooxigenase 2. A piperina também interfere na atividade de outras vias intermediárias,

como de metaloproteinases (MMPs) e de proteínas quinases ativadas por mitógenos

(MAPKs). Nesse sentido, a piperina de destaca como um agente terapêutico promissor para o

câncer de cabeça e pescoço, tendo um papel regulador no processo inflamatório e

funcionando como um produto integrativo para doenças cancerígenas, pela redução da

evolução neoplásica.

O conteúdo do trabalho foi apresentado em formato de capítulo, e os dados da

pesquisa gerados na tese foram submetidos para publicação em revista indexada internacional

(Phytomedicine IF= 7,9),  em modelo de artigo intitulado “Molecular aspects of piperine in

signaling pathways associated with inflammation in head and neck cancer”. Esse estudo

também propiciou a escrita de um manuscrito de revisão, voltado para o entendimento do

microambiente tumoral do câncer de cabeça e pescoço, associado à aplicação de produtos

naturais como terapêutica, que será futuramente submetido a revista especializada.

https://br.search.yahoo.com/search;_ylt=AwrFE40D_fplsK4MJg_z6Qt.;_ylu=Y29sbwNiZjEEcG9zAzEEdnRpZAMEc2VjA3Fydw--?type=E211BR91199G0&fr=mcafee&ei=UTF-8&p=revista+Phytomedicine&fr2=12642
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1. INTRODUÇÃO

      1.1 Câncer de cabeça e pescoço

O termo “câncer” é usado para se referir a um grande grupo de doenças determinadas

pelo crescimento descontrolado de células anormais e que são causadas por uma ampla gama

de fatores que incluem a desregulação de vias celulares. Qualquer célula do corpo é capaz de

se tornar uma célula cancerosa (carcinogênese), uma vez que tenha sido submetida a

sucessivas mutações genéticas (KUMARI; BANSAL, 2021; NAEEM et al., 2022). Sua

ocorrência está relacionada a uma variedade de fatores etiológicos, como instabilidade

genômica e estresse ambiental. Entretanto, o desenvolvimento do câncer ainda é aceito como

um processo multifacetado, durante o qual as alterações genéticas conferem tipos específicos

de vantagens de crescimento; portanto, impulsiona a transformação progressiva de células

normais em células cancerígenas malignas (SINGH et al., 2019).

Uma célula normal e uma célula tumoral têm estados metabólicos muito distintos, pois

uma das principais características da célula tumoral é um metabolismo celular

alterado. Assim, o metabolismo modificado da célula tumoral suporta as características

adquiridas pela célula tumoral durante o complexo processo canceroso, abrangendo: um ciclo

celular desregulado com características antiapoptóticas aprimoradas, vias de morte celular

desreguladas, potencial migratório aumentado e uma alta adaptabilidade ao microambiente

tecidual (NEAGU et al., 2019).

Dentre as diversas neoplasias existentes, podemos apontar o câncer de cabeça e

pescoço como um dos principais tumores prevalecentes. Esse tipo de câncer consiste em um

grupo de neoplasias malignas localizadas acima da clavícula e abaixo da base do crânio, que

afetam o revestimento mucoso em diferentes regiões anatômicas do trato aerodigestivo

superior, abrangendo também malignidades dos seios paranasais, cavidade nasal e glândulas

salivares. O câncer de cabeça e pescoço (CCP) ocupa o sexto lugar em termos de novos casos

de câncer e mortes, representando 2,5% dos novos casos de câncer e 1,9% das mortes por

câncer em todo o mundo (HUANG; LIU, 2022). No Brasil, as estimativas do Instituto

Nacional do Câncer (INCA) em 2023 assinalaram, para a cavidade bucal, cerca de 14.700

casos novos por ano, 11.200 em homens e 3.500 em mulheres (INCA, 2023).

A cada ano, 450.000 mortes globais são atribuídas ao câncer de cabeça e pescoço. As

taxas alarmantes de mortalidade relatadas nesse tipo de câncer são devido à alta prevalência

de recorrência locorregional e/ou doença metastática. O processo metastático foi admitido
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como um sistema complexo de várias etapas, combinado pela biologia do tumor e apoiado

pelo microambiente tumoral, bem como por fatores ambientais externos envolvidos na

invasão, intravasamento, circulação, colonização, extravasamento e metastização das células

tumorais (MIRANDA-GALVIS; LOVELESS; KOWALSKI; TENG, 2021).

O microambiente tumoral é composto por grupos de células heterogêneas, incluindo

células cancerígenas, células imunes e células estromais, como fibroblastos e células

endoteliais. Essa diversidade e dinamismo entre diversos tipos de células, é estabelecido

através do contato direto célula-célula ou fatores solúveis, como citocinas, quimiocinas e

fatores de crescimento, criando nesse ambiente um nicho inflamatório para apoiar o

desenvolvimento do câncer. O importante é que essas células são altamente plásticas; mudam

continuamente suas características fenotípicas e funcionais para apoiar a progressão tumoral

(HIBINO et al., 2021). Essa complexidade do câncer torna-se evidente em exames

microscópicos de tumores sólidos, que acabam revelando um microambiente tumoral

altamente estruturado, e com uma matriz extracelular alterada (VISSER; JOYCE, 2023).

O entendimento por trás da alta recorrência do CCP metastático é provavelmente

devido às interações da matriz tecidual circundante e células imunes que compõem o

microambiente tumoral. O sistema imunológico do hospedeiro é capaz de reconhecer e

eliminar células neoplásicas; no entanto, a imunovigilância comprometida gera um ambiente

que acomoda a progressão e a sobrevivência das células tumorais. Curiosamente, os cânceres

de cabeça e pescoço têm a capacidade de não apenas evitar o reconhecimento por células

imunes, mas também são imunossupressores. O microambiente tumoral no CCP é

determinado precisamente por diferentes subconjuntos de células, como fibroblastos

estromais, células T e B, neutrófilos, macrófagos, células supressoras derivadas de mieloides,

células natural killer  (NK) e mastócitos. A respeito disso, os tumores muitas vezes escapam

da vigilância imunológica do hospedeiro, suprimindo a função das células T citotóxicas ou

ativando e expandindo as populações de células imunossupressoras (CHEN et al., 2020).

Dessa forma, a paisagem imune do microambiente tumoral executa um papel

fundamental na sentinela contra o desenvolvimento e avanço do CCP. Compreender o

mecanismo de supressão do sistema imunológico no câncer é de extrema importância no

desenvolvimento de novas terapias e para a melhoria dos resultados de diagnósticos dos

pacientes (ELMUSRATI; WANG; WANG, 2021). Apesar do desenvolvimento do câncer em

uma região anatômica acessível e visível para diagnóstico e do fato de o CCP ser geralmente

precedido pela presença de lesões pré-cancerosas na cavidade oral, como leucoplasia,

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/solid-malignant-neoplasm
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-microenvironment
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
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eritroplasia e fibrose da submucosa oral, a maioria dos casos desse tipo de câncer são

diagnosticados tardiamente, resultando em tratamentos insatisfatórios e por consequência alta

mortalidade desses pacientes. Os principais fatores de risco mais importantes do câncer de

cabeça e pescoço são os carcinógenos ligados ao tabagismo e ao abuso de álcool. Também é

importante ressaltar que esse tipo de câncer está intimamente relacionada à infecção por cepas

oncogênicas do papilomavírus humano (human papillomavirus, HPV), principalmente HPV-

16 e HPV-18 (STARSKA-KOWARSKA, 2022).

O câncer de cabeça e pescoço positivo para HPV mostrou um prognóstico mais

favorável do que o negativo para HPV, fato esse determinante para a diminuição da dose

terapêutica de radiação e quimioterapia no tratamento da doença positiva para HPV. Contudo,

ainda não existe uma estratégia de triagem disponível que se mostre eficaz, mas um exame

físico cuidadoso tem sido apontado como uma abordagem primária para a detecção precoce

(RAJ et al., 2022).

Com relação a esse tipo de câncer temos diversos outros fatores de risco: como a

exposição a poluentes atmosféricos cancerígenos, incluindo produtos químicos orgânicos e

inorgânicos, bem como material particulado, especialmente em países/regiões em

desenvolvimento com agravamento da poluição do ar. Outros fatores de risco compreendem

envelhecimento, má higiene bucal e dietas carentes de vegetais. Meta-análises mostraram que

polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo de carcinógenos e na imunidade estão

associados a risco aumentado, como exemplo podemos citar polimorfismos no antígeno 4 do

linfócito T citotóxico (CTLA4). Assim, uma capacidade reduzida de metabolizar carcinógenos

e imunidade atenuada podem contribuir para o CCP. A diminuição do uso de produtos

derivados do tabaco, a melhora da saúde bucal e a ampla vacinação contra o HPV devem

ajudar a reduzir a incidência global do câncer de cabeça e pescoço (JOHNSON et al., 2020).

Nesse sentido, o tratamento do câncer de cabeça e pescoço tem evoluído

significativamente ao longo do último meio século, com melhorias na técnica cirúrgica, bem

como avanços nos campos da oncologia médica e da radiação. Recentemente, uma

compreensão mais detalhada da patogênese molecular do CCP foi possível com o

sequenciamento completo do genoma desses tumores, revigorando o campo de

quimioterápicos direcionados (HORTON et al., 2019).

No entanto, essa doença ainda é diagnosticada em estágios avançados, perdendo o

momento crítico do tratamento e dificultando a realização de operações cirúrgicas devido aos

requisitos de comportamentos inalienáveis e ​​essenciais à vida, podendo resultar em defeitos
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teciduais, cicatrização excessiva e alterações na configuração anatômica e na função dos

órgãos envolvidos (LI et al., 2023). Contudo, os tratamentos mais comumente utilizados para

essa doença envolvem procedimentos cirúrgicos, radioterapia e quimioterapia, porém, todas

essas modalidades reduzem a qualidade de vida (ALSAHAFI et al., 2019).

A ressecção cirúrgica é o tratamento escolhido para muitos cânceres em estágio inicial

e até mesmo os considerados intermediários, e pode ser tratada pela remoção parcial ou total

do local da lesão e do tecido circundante. No entanto, esse tipo de tratamento é geralmente

aplicável à lesão primária, sendo incapaz de eliminar as células cancerígenas metastáticas e

incapaz de atingir as células cancerígenas na circulação sanguínea. Já a radioterapia consiste

em usar radiação para destruir o DNA das células cancerosas para a obtenção do tratamento

local do câncer. A radioterapia geralmente tem um longo ciclo de tratamento, alto custo e

produz uma variedade de complicações que incluem a função do corpo e imunidade

prejudicadas. O tratamento químico envolve a utilização de medicamentos a nível sistêmico,

não sendo assim seletivo, podendo afetar e comprometer as células normais, e até mesmo

produzir resistência aos medicamentos. Embora os métodos tradicionais de tratamento de

tumores mencionados possam conter temporariamente o desenvolvimento do câncer, eles não

podem resolver fundamentalmente os problemas de recorrência e metástase do tumor (LIU;

WANG; ZHANG; LI; ZHANG; LIU; ZHU; CHEN, 2022).

A respeito disso, o conceito de “medicina integrativa” vem ganhando atenção, por se

tratar de uma nova estratégia para a terapia tumoral. Este conceito se concentra em uma

aplicação colaborativa para o cuidado do paciente com HNSCC, que envolve estratégias com

abordagens convencionais e complementares de forma coordenada. Entre as diferentes

terapias integrativas, a Fitoterapia Tradicional pode ser a terapia de base biológica mais

comum usada para pacientes com câncer de cabeça e pescoço (LAN et al., 2020).

1.2 Produtos naturais: piperina

O reino vegetal é um reservatório ainda pouco conhecido de uma riqueza de

compostos naturais bioativos (EKIERT; SZOPA, 2020). Os produtos naturais têm motivado a

humanidade a descobrir novos agentes terapêuticos para diversas doenças, sobretudo as

cancerígenas. Este fato é determinado por estatísticas que mostram que os produtos naturais

representam a maioria dos quimioterápicos e antibióticos clinicamente conhecidos. Dentre

esses fitoterápicos, uma das moléculas bioativas de grande interesse é a piperina. Piperina
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apresenta uma infinidade de propriedades biológicas como anti-inflamatória,

imunomoduladora, antioxidante, antidiabética e anticancerígena. Além disso, ela é

amplamente utilizada para aumentar a biodisponibilidade de vários medicamentos, devido à

sua capacidade de modular os sistemas de glicoproteína P e citocromo P450. Esse mecanismo

acontece justamente pela versatilidade da estrutura química da piperina, que lhe confere a

capacidade de interagir com várias vias envolvidas na patogênese de doenças (ELIMAM et

al., 2021).

A piperina é um componente fenólico bioativo isolado principalmente da pimenta

preta (Piper nigrum) e a pimenta longa (Piper longum), mas também encontrado em outras

espécies de Piper. Este composto é biosintetizado a partir da L-lisina e do precursor cinamoil-

CoA como metabólito secundário (Figura 1).  Após uma série de reações, o composto

bioativo da piperina é obtido a partir da piperonil-CoA. Embora estudos anteriores a tenham

relatada com baixa biodisponibilidade devido à sua natureza lipofílica, ela pode aumentar a

biodisponibilidade oral mediante nanoformulação (AZAM; PARK; KIM; CHOI, 2022).

Figura 1: Representação da biossíntese e da estrutura química da piperina.

Fonte: (AZAM; PARK; KIM; CHOI, 2022).
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Os efeitos quimiopreventivo e citotóxico são exercidos pela piperina pela indução de

várias proteínas efetoras envolvidas na apoptose. Em células cancerígenas, a piperina

desencadeia a parada do ciclo celular ativando a proteína p21, e a apoptose pela ativação por

caspase (LIM et al., 2022).

A eficiência terapêutica da piperina também é observada em muitas doenças e

distúrbios, incluindo hipertensão, diabetes, câncer, doenças neurológicas, cardiovasculares e

reprodutivas, bem como contra infecções microbianas (virais, bacterianas e fúngicas). Nesse

contexto, a piperina tem múltiplos alvos que podem modular várias moléculas de sinalização,

como Wnt, NF-κB, proteína de ligação ao elemento de resposta cAMP, fator de transcrição de

ativação-2, ciclooxigenase-2, microRNA, SARS CoV-2, Akt/mTOR/MMP-9, inflamassoma

NLRP3 ativado por MAPK, e fator nuclear eritroide 2 (Nrf2). O mecanismo de ação da

piperina é, portanto, atribuída à sua capacidade de interagir com um amplo espectro de alvos

moleculares que incluem quinases, fatores de transcrição, proteínas do ciclo celular, citocinas

inflamatórias, receptores e moléculas de sinalização, como mostra a Figura 2 (TRIPATHI;

RAY; MISHRA, 2022).
Figura 2: Principais alvos moleculares da piperina.

Fonte: ELABORADA PELA AUTORA, 2023.
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Entre outros alvos de atuação da piperina é a partir de sua interferência na proliferação

do câncer inibindo a expressão de ciclinas, ciclinas dependentes de quinases (CDK) e outros

reguladores moleculares do ciclo celular.  Quanto ao efeito anti-migratório, anti-invasivo anti-

metastático, ela bloqueia o sinal do Fator/Receptor de crescimento endotelial vascular

(VEGF/VEGFRs) por meio da via das Metaloproteinases de Matriz (MMPs). Além disso,

como composto antineoplásico, ela atua na regulação negativa oncogênica e interfere na via

das espécies reativas de oxigênio (ROS), reduzindo o processo tumorigênico. Piperina

seletivamente induz a morte de células tumorais (apoptose e autofagia) agindo na expressão e

atividades de proteínas e sinais relacionados (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI,

2019).

Estudos do nosso grupo de pesquisa apontam a ação da piperina na redução neoplásica

em células de câncer cervical, na qual o composto atuou na dimiuição da proliferação,

viabilidade e da migração celular das linhagens turmorigênicas HeLa, SiHa e CaSki

(CARDOSO et al., 2023). Outro estudo também evidenciou o efeito da piperina na indução

da apoptose, devido a formação de espécies reativas de oxigênio, em virtude da ativação da

via mitocondrial pela caspase-3 em adenocarcinoma cervical humano (JAFRI et al., 2019).

Apesar dos múltiplos alvos moleculares e da ampla atuação da piperina no câncer,

pouco se sabe dos efeitos desse composto em específico no câncer de cabeça e pescoço, ainda

mais no sentido das atividades antineoplásica, anti-inflamatória e antimetastática desse

fitoterápico. Assim, os produtos naturais derivados de plantas são um recurso promissor para

potenciais compostos terapêuticos no combate ao câncer e a inflamação (EVANS;

STRATTON; FERGUSON, 2020).

1.3 A inflamação relacionada ao câncer

A inflamação é a resposta do corpo a um insulto, como infecções ou lesões,

mecanismo esse fundamental e reconhecido há milhares de anos. O médico grego Hipócrates

pode ter sido o primeiro a considerar a inflamação como o início de um processo de cura,

introduzindo palavras como edema e erisipela para descrever seus sintomas. A primeira

descrição abrangente dos sintomas inflamatórios pode ser encontrada em De Medicina, escrito

por Aulus Celsus (~25 AC-38 DC), que descreveu os quatro sintomas da inflamação

como rubor, tumor, cor e dor (vermelhidão, inchaço, calor e dor). O quinto sinal de

inflamação, functio laesa (função prejudicada), foi adicionado por Galeno de Pérgamo cerca

de 100 anos depois. A relação entre inflamação e câncer foi proposta pela primeira vez por
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Rudolf Virchow em 1863, que observou a presença de leucócitos em tecidos neoplásicos

(KOLAWOLE; KASHFI, 2022).

Esse processo envolve ativação, recrutamento e ação de células da imunidade inata e

adaptativa. Assim, a inflamação é igualmente importante para o reparo, regeneração e

remodelação tecidual e formas sutis desse mecanismo são essenciais para a regulação da

homeostase tecidual. A inflamação, independentemente da sua ocorrência no contexto de uma

doença inflamatória crônica ou no aparecimento de uma inflamação latente induzida por

tumor, tem um grande impacto na composição do microambiente tumoral e particularmente na

plasticidade das células tumorais e estromais. Dessa forma, a inflamação predispõe ao

desenvolvimento do câncer e promove todos os estágios da tumorigênese (GRETEN;

GRIVENNIKOV, 2019).

A estimulação fundamentada da inflamação crônica pode causar tolerância

imunológica no corpo e as células mutantes não podem ser identificadas e eliminadas a

tempo, levando à ocorrência de tumores. A indução tumoral é o processo pelo qual uma única

célula tumoral cresce em um tumor primário totalmente desenvolvido. O crescimento das

células iniciais depende tanto da promoção da proliferação celular quanto da redução da

morte celular (apoptose), ambas as quais podem ser estimuladas pela inflamação. As reações

inflamatórias podem produzir alguns fatores químicos relacionados a citocinas que promovem

o desenvolvimento do tumor, desempenhando assim um papel nas formas parácrina e

autócrina, para garantir que as células inflamatórias sejam ativamente recrutadas e acionadas

no microambiente do tumor (SONG; WANG; ZHANG; LIU, 2019).

As células mutantes são eficientes na geração de um microambiente inflamatório

tumoral rico em macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, células dendríticas, mastócitos e

linfócitos que desempenham um papel elementar nos cânceres associados à inflamação. Em

específico, os macrófagos associados ao tumor (tumor-associated macrophages, TAM) podem

promover a progressão do tumor através da secreção de sinalizadores, como citocinas (IL-10)

e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que contribuem para a angiogênese e

suprimem a resposta imune. Além disso, os TAMs produzem metaloproteinases de matriz

(MMP2 e MMP9) que degradam a membrana basal promovendo invasão celular e metástase.

Isso pode transcorrer devido a presença de macrófagos e outros leucócitos em sítios

inflamatórios, onde estes secretam grande quantidade de agentes mutagênicos que induzem

um dano tecidual persistente e causam alterações no DNA. Contudo, a mudança de células

mutantes para células malignas requer muitos eventos genéticos e epigenéticos que estão
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diretamente relacionados à inflamação crônica (ZAPPAVIG NA et al., 2020).

As alterações a nível de DNA também podem ser originadas pela liberação de espécies

reativas de oxigênio (ROS), em consequência de lesão mitocondrial que induz a autofagia

dessa organela e leva a defeitos funcionais celulares. A superexpressão de moléculas de

sinalização inflamatória pode aumentar a capacidade anti-apoptose das células e promover o

crescimento celular. Essa sinalização inflamatória promovida pelas espécies reativas de

oxigênio possibilitam a ativação de pró-carcinógenos, como aflatoxina, estrogênio e

hidrocarbonetos aromáticos, levando a danos ao DNA, o que intensifica o desenvolvimento

do câncer (LI et al., 2020).

Ainda, a inflamação pode ser regulada por muitas vias mediadas por receptores, tais

como receptores do tipo Toll-Like e a via de proteína quinase ativada por mitógeno (mitogen

activated protein kinase, MAPK). A cascata adicional de sinalização é realizada para atrair

neutrófilos, que liberam prostaglandina E2 (PGE2) usando a enzima PTGS1 ou PTGS2,

citocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) e histaminas para induzir inflamação e dor. A

desregulação dessas vias leva a diversos distúrbios inflamatórios, como proliferação vascular,

destruição tecidual, fibrose e muitas outras doenças secundárias, como artrite, aterosclerose,

doenças cardiovasculares, doença de Alzheimer, asma e câncer (AL-KHAYRI et al., 2022).

    1.4 Principais vias mediadoras da inflamação

A inflamação e a instabilidade genômica são as principais particularidades pelas quais

os tumores se manifestam. Tumores constantemente secretam moléculas inflamatórias que

garantem sua progressão, dando origem a um “efeito cascata”. Essas moléculas promotoras de

inflamação são representadas principalmente por citocinas, quimiocinas e prostaglandinas

(PGs) como demonstrado na Figura 3 (TUDOR et al., 2020).

Figura 3: Principais moléculas promotoras do processo inflamatório.



25

Fonte: ELABORADA PELA AUTORA, 2023.

As ciclooxigenases (COXs) são membros de uma família de mieloperoxidases que

catalisam a biossíntese de prostaglandinas (PGs), usando o ácido araquidônico (AA) como

substrato. Em específico, podemos destacar o gene PTGS2, conhecido como COX-2,

inicialmente. Esse gene tem baixa atividade em células de tecidos normais e pode ser

induzido de forma provisória por estímulos como citocinas, fatores de crescimento,

mitógenos, promotores de tumores e hormônios. Quando as células são estimuladas por esses

fatores, o gene PTGS2 pode promover a síntese de PGE2.  De fato, esse gene é altamente

expresso em tecidos tumorais; e essa alta expressão pode afetar a ocorrência e o

desenvolvimento de tumores por vários meios, desde a regulação de metabólitos e também na

estimulação da proliferação e invasão de células tumorais (ZHANG et al., 2019).

As ciclooxigenases são enzimas bifuncionais com atividades de ciclooxigenase

e catalase, e são responsáveis pela conversão do ácido araquidônico em vários prostanóides,

uma família de mediadores lipídicos com diversas funções biológicas. Essas enzimas estão

ligadas à membrana, localizadas principalmente no lado luminal do retículo endoplasmático e

no envelope nuclear das células (LI; JIANG; WANG; YU, 2020).

Existem três isoformas diferentes de COX expressas em humanos, a saber, COX-1

(PTGS1), COX-2 (PTGS2) e COX-3 (PTGS3). PTGS1 é expressa constitutivamente, e é

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/catalase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/arachidonic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prostanoid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/endoplasmic-reticulum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nuclear-membrane
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responsável pela manutenção de funções fisiológicas, como integridade gastrointestinal,

função renal normal, homeostase vascular e biossíntese de tromboxano A2 pró-agregado em

plaquetas sanguíneas, enquanto a PTGS2 é induzida por fatores de crescimento e citocinas

pró-inflamatórias e é responsável pela produção de prostaglandinas durante a inflamação. Já

PTGS3 é uma variante de splicing alternativo da PTGS1, encontrada no córtex cerebral e no

coração (PRABHAKARAN; MOLOTKOV; MINTZ; MANN, 2021).

A superexpressão de mRNA de PTGS2 pode ser considerada um aspecto comum em

muitos tumores sólidos, dentre esses tumores podemos citar: carcinomas de células escamosas

de cabeça e pescoço, mesotelioma, carcinoma hepatocelular, câncer gástrico e câncer de

mama. A estimulação da expressão de PTGS2 está envolvida à fatores de crescimento, como

fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),

citocinas pró-inflamatórias, fator de necrose tumoral (TNF), promotores tumorais e radiação

ultravioleta B (BERBECKA et al., 2021).

Prostaglandinas (PGs) derivadas de PTGS2 podem contribuir para o desenvolvimento

do tumor através de vários mecanismos, incluindo a inibição da apoptose e podem atuar nos

receptores que são acoplados a proteína G, por exemplo, PTGER1, PTGER2, PTGER3 e

PTGER4 para induzir a cascata de sinal da PGE2, levando a alterações do cálcio intracelular,

cAMP e alguns fatores inflamatórios (SHENG; SUN; YU; LI; ZHANG; ZHU, 2020).

Em específico, a regulação positiva do receptor PTGER4 contribui para a patologia de

muitas malignidades humanas, e a sua sinalização está relacionada a diversas particularidades

e características de células malignas, incluindo proliferação, migração, invasão, metástase,

angiogênese, evasão imune, transição epitelial para mesenquimal e propriedades de células-

tronco cancerígenas (CHING; READER; FULTON, 2020). Ainda, a sinalização do receptor

PTGER4 ativada por PTGS2-PGE2 também está envolvida diretamente na geração da

inflamação. Isso em grande parte é determinado pelo fato de receptores (PTGER1-4)

regularem posteriormente a expressão de metaloproteinases de matrix (MMPs) (VIANA et

al., 2020).

As MMPs são um grupo de endopeptidases de zinco críticas para a degradação dos

componentes da matriz extracelular (MEC) e da membrana basal (BM). As MMPs, portanto,

exercem papéis fundamentais em vários processos fisiológicos e patológicos, incluindo

morfogênese, cicatrização de feridas, inflamação, invasão do câncer e metástase. As MMPs

são estruturalmente divididas em vários subtipos, dentre as quais MMP2 e MMP9 pertencem à

família das gelatinases que degradam principalmente gelatina, colágenos IV e V na matriz
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extracelular mediante função proteolítica. Assim, no câncer, o aumento da atividade de

MMP2/9 leva à degradação da MEC, na qual desencadeia a invasão e metástase celular.

Contudo, a superexpressão de MMP2 e MMP9 está associada a mau prognóstico em câncer

oral, retinoblastoma, câncer de bexiga e câncer epitelial de ovário (JIANG; LI, 2021).

Nesse contexto de invasão e metástase celular, uma das vias que podem estar

diretamente relacionada com a ativação da expressão de MMPs é a via das MAPKs (proteínas

quinases ativadas por mitogênio). As quinases da família MAPK estão envolvidas nos

processos de sinalização que regulam as MMPs, incluindo a MMP9, que por sua vez regulam

negativamente a fosforilação de quinases que compõem as MAPKs, diminuindo assim, o

processo metastático de células cancerígenas (IDIIATULLINA; AL-AZAB; WALANA;

PAVLOV; LIU, 2021).

As proteínas MAPKs pertencem à família serina-treonina quinase. A via de

sinalização MAPK está envolvida principalmente na proliferação celular desde a superfície da

célula até o núcleo. As vias de sinalização MAPK são estimuladas em resposta a gatilhos

externos, como fatores de crescimento, mitógenos, citocinas e estresse. As MAPKs afetam a

proliferação celular, diferenciação, apoptose, inflamação e metabolismo, invasão e metástase,

desempenhando assim, um papel crucial em muitas doenças humanas, incluindo o câncer. A

via de sinalização MAPK é ativada em muitos tumores, e seus vários componentes foram

identificados como oncogenes (WANG; FENG; TANG, 2022).

A função biológica da via de transdução de sinal MAPK ocorre mediante a

fosforilação contínua de MAPKKK, MAPKK e MAPK. Após a ativação da MAPK, a

translocação para o núcleo pode fosforilar alguns fatores de transcrição, e essa fosforilação

inicia a transcrição e tradução de genes de resposta primária e secundária, regulando a

atividade de algumas proteínas quinases. A inativação da MAPK é causada pela fosforilação

da treonina e da tirosina por um grupo de proteínas quinases bispectrais (MKPs), retornando-a

ao seu estado inicial (FAN; WANG; LIU; WANG; LI, 2022). Nesse cenário, três grupos

principais de MAPKs foram identificados: as quinases reguladas por sinal extracelular (ERK),

Jun N-terminal quinase (JNK) e as diferentes isoformas de p38 (α, β, γ, δ) (FENG et al.,

2022).

A resposta das células à estimulação mitogênica ou oncogênica resulta na ativação de

várias vias de sinalização, incluindo principalmente a via ERK. Uma das particularidades

dessas estimulações é a translocação nuclear rápida e robusta dos componentes MAPK de

cada uma das vias. Isso é fundamental para a ativação de fatores de transcrição e
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modificadores da cromatina e, consequentemente, para a regulação de processos celulares.

Dessa maneira, uma vez que a translocação nuclear é um regulador primordial da cascata de

sinalização de ERK, a desregulação da translocação e o acúmulo de ERK ativo ou de outros

componentes da via de sinalização no núcleo desempenham um papel crucial em patologias

como o câncer (MAIK-RACHLINE; HACOHEN-LEV-RAN; SEGER, 2019).

Outra via de sinalização muito importante no estudo do câncer é a p38. A via p38

(MAPK) desempenha um papel fundamental na regulação da progressão do ciclo celular em

diferentes pontos por mecanismos que podem depender da maquinaria de transcrição. Além

disso, pode modular programas celulares antagônicos para sobrevivência celular,

diferenciação ou indução de morte celular, resultando em efeitos significativos na progressão

de vários tipos de câncer. Também, essas enzimas regulam a atividade e a expressão de alguns

mediadores inflamatórios, como diferentes proteases e citocinas, que contribuem para o

desenvolvimento e progressão do câncer. Em suma, os diferentes efeitos da ativação e

regulação da via p38 podem depender de diferenças no tipo celular, juntamente com a

duração, qualidade e intensidade do estímulo e da sua comunicação e interação com outras

vias de sinalização (GARCÍA-HERNÁNDEZ et al., 2021). 

A via MAPK pode ser acionada ou acionar vários mediadores inflamatórios e

citocinas.  As citocinas são uma família diversificada de proteínas de baixo peso molecular

implicadas na mediação da comunicação entre as células. Essas proteínas exibem papéis

diversos e complexos na imunidade, defesa, inflamação e imunobiologia do tumor, agindo por

meio de mecanismos autócrinos, parácrinos e/ou endócrinos. As citocinas abrangem

interleucinas, interferons, quimiocinas, bem como fatores de necrose tumoral, e são

produzidos como proteínas secretadas ou ligadas à membrana. As citocinas provocam seus

efeitos interagindo de forma redundante e exibindo semelhanças funcionais, e se comunicam

com membros de uma família de receptores de citocinas que inclui receptores tipo I, tipo II,

superfamília de imunoglobulinas, TNF, proteína G acoplada (quimiocina), TGFβ e IL-17.

Após a ligação a receptores nas células-alvo, as citocinas ativam uma sequência de proteínas a

jusante que resulta na alteração dos padrões de expressão gênica e na indução de respostas nas

células-alvo (ADEKOYA; RICHARDSON, 2020).

Citocinas pró-inflamatórias estão envolvidos em uma ampla gama de funções na

inflamação, resposta imune, microambiente tumoral e homeostase. As citocinas IL-8, IL-1β e

IFN-γ são mediadores inflamatórios de grande relevância, e estão intrinsecamente associados

a inflamação e câncer. Em específico as citocinas pró-inflamatórias IL-8 e IL-1β são
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mediadores da resposta de fase aguda, frequentemente associada à indução de uma situação

de estresse oxidativo. Suas funções multifatoriais foram descritas em vários sistemas de

órgãos e doenças. A secreção dessas citocinas pró-inflamatórias no sangue está associada a

uma resposta imune que pode ser observada em alguns pacientes com câncer de cabeça e

pescoço antes do início do tratamento. Pacientes com os níveis mais altos de citocinas pró-

inflamatórias foram relatados como tendo o pior prognóstico (ASTRADSSON et al., 2019).

A interleucina-8 (IL-8) é um fator quimiotático que desempenha um papel

fundamental nos processos inflamatórios e de angiogênese e têm importantes funções

imunológicas. A expressão aumentada de IL-8 foi detectada em células e tecidos cancerígenos

e no sangue periférico de pacientes com câncer. IL-8 é responsável pelo crescimento e

proliferação de células tumorais e esta associado com a agressividade do carcinoma escamoso

oral. Já a interleucina-1β (IL-1β) atua como mediadora da resposta imune, e também é

conhecida por suas propriedades pirogênicas e por sua capacidade de ativar linfócitos. Sua

produção é mediada por um complexo de inflamassoma e desempenha um papel importante

na ativação de várias cascatas de sinalização intracelular. A secreção de IL-1β promove

inúmeros efeitos metabólicos, fisiológicos e inflamatórios, e um excesso dessa citocina pode

produzir dano tecidual associado a múltiplas doenças inflamatórias e autoimunes. As

concentrações de IL-1β em amostras de saliva são marcadamente mais altas em pacientes com

carcinoma espinocelular oral, do que em pacientes saudáveis, e sua expressão elevada,

também é encontrada em tecido neoplásico de pacientes, principalmente nos estágios iniciais,

indicando o potencial valor diagnóstico desse biomarcador (MANZANO-MORENO et al.,

2021).

No que se refere a citocina interferon-gama (IFN-γ), é um mediador secretado por

células T ativadas e por células natural killer.  Essa citocina têm uma variedade de efeitos

imunomoduladores em uma variedade de células. Os interferons pró-inflamatórios

desempenham papéis essenciais no desenvolvimento de doenças autoimunes, pela ativação de

macrófagos. Existem relatos sobre o papel do IFN-γ na patogênese da doença autoimune e seu

impacto nas comorbidades associadas e efeitos colaterais de intervenções terapêuticas na

ausência ou presença de câncer. Estudos relatam que durante o crescimento e disseminação de

tumores, citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IFN- γ e TNF- α induzem quimiocinas que

atraem neutrófilos, que são fatores-chave na geração de espécies reativas de oxigênio e

carcinogênese. Além disso, as citocinas pró-inflamatórias induzem moléculas de adesão e

metaloproteinases que permitem mecanismos específicos para a invasão tumoral. Dessa
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forma, o controle e a regulação de respostas pró-inflamatórias excessivas precisam ser

promovidas, caso contrário, podem resultar em estados patológicos relacionados à expressão

aberrante de mediadores imunológicos (LIU et al., 2021).

Considerando a relação do processo inflamatório na indução do câncer, associado com

as vias e moléculas que regulam essa inflamação, o estudo de produtos naturais como a

piperina se faz de grande importância para melhor compreensão da sua ação na biologia do

câncer de cabeça e pescoço e também na saúde humana. Assim, a hipótese desse estudo é que

a piperina, devido ao seu efeito antitumoral, atue inibindo eventos moleculares e vias de

sinalização associadas ao processo inflamatório e por consequência, impeça estágios de

desenvolvimento das células cancerígenas de cabeça e pescoço. Assim, ao desvendar os seus

diversos mecanismos e potencial terapêutico, pretendemos demonstrar o papel promissor da

piperina no tratamento do câncer.
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2. OBJETIVO
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a ação da piperina nas vias de sinalizações celulares e moleculares

relacionadas ao processo tumorigênico/inflamatório em células de câncer de cabeça e

pescoço.

      2.1 Objetivos específicos

Analisar nas linhagens tumorigênicas de cabeça e pescoço (HEp-2 e SCC-25) tratadas

com piperina os seguintes aspectos:

1) morfologia celular;

2) proliferação celular;

3) viabilidade e citotoxicidade celular;

4) invasão celular;

5) formação de colônias celulares;

6) apoptose e ciclo celular;

7) genotoxicidade;

8) níveis de expressão das citocinas IL-1β, IL-8 e IFN-γ;

9) expressão dos genes PTGS2, PTGER4, MMP2 e MMP9;

10) expressão das proteínas PTGS2, MMP2, ERK e p38 MAPK.
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3. RESULTADOS
____________________________________________________________________
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ABSTRACT

Background: Piperine, an active plant alkaloid from black pepper (Piper nigrum), has several

pharmacological effects: antioxidant, anti-inflammatory and immunomodulatory. Piperine's

multifaceted role involves inhibiting molecular events and signaling pathways associated with

various stages of cancer development. Consequently, there is great interest in the application

of piperine as an alternative therapy in the treatment of head and neck cancer.

Purpose: The aim of this study was to investigate the molecular mechanisms of action of

piperine in relation to its potential anticancer effect on head and neck cancer cells.

Methods: Parameters related to neoplastic potential including proliferation, cytotoxicity,

migration, apoptosis, cell cycle, clonogenicity, genotoxicity were verified in the head and

neck cancer lines (HEp-2 and SCC-25) treated with piperine. In addition, analysis of the
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cytokines IL-1β, IL-8 and IFN-γ (by ELISA), the proteins PTGS2, MMP2 (by Western

blotting), ERK and p38 (by immunocytochemistry) and the genes PTGS2, PTGER4, MMP2

and MMP9 (by PCRq) were investigated to understand how piperine modulates these

inflammatory pathways.

Results: The results of the tests indicated that piperine modified morphology, inhibited

growth/viability and the formation of cell colonies. Piperine promoted genotoxicity by

triggering apoptosis and cell cycle arrest in G2/M and S. A decrease in cell migration was

also observed, probably due to a significant decrease in the expression of MMP2/9 genes.

Piperine also reduced the expression of inflammation-related molecules such as PTGS2 and

PTGER4, regulated the secretion of pro-inflammatory cytokines (IFN-γ and IL-8) and

modulated the expression of mitogen-activated protein kinases (MAPKs) ERK and p38.

Conclusion: These results suggest that piperine exerts anticancer effects on head and neck

tumor cells, and could be a promising natural treatment by regulating signaling pathways

associated with head and neck cancer.

Key words: Inflammation, Herbal medicine, PTGS2, MAPK, MMPs, Cytokines.

Abbreviations: DMSO, Dimethylsulfoxide; IC50, 50% inhibitory concentration; PBS,

Phosphate buffer solution; GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; MMP2,

Metalloproteinase 2; MMP9, Metalloproteinase 9; MTS,(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2Htetrazólio); PTGS2, Cyclooxygenase 2;  ROS,

Reactive oxygen species.

Introduction

Cancer is promoted by genomic instability that affects cell growth, metabolism and

inflammation, and this has been associated with higher rates of recurrence and mortality in

head and neck cancer (HNC) (MOODY et al., 2020). These tumors are malignant and

develop in the facial, oral and neck regions, affecting the upper aerodigestive tract, salivary

glands and thyroid. This type of cancer ranks sixth among the most common cancers

worldwide, and is associated with high mortality due to intervening in vital life functions such

as phonation, swallowing, breathing, taste and smell (ABRAHAM; MCHELE; KAHINGA,
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2023).

Each year, 450,000 global deaths are associated with HNC, and it is considered a

clinically heterogeneous disease that involves different risk factors and molecular

pathogenesis. In addition to the two major risk factors, tobacco and alcohol consumption,

oncogenic viruses, the human papillomavirus (HPV), the microbiome and diet have also been

established in recent decades as contributing sources for the development of this disease

(MIRANDA-GALVIS et al., 2021). Treatment for patients with HNC depends on the site of

origin of the tumor, and generally includes surgical resection, radiotherapy, chemotherapy,

molecular therapy, immunotherapy and the use of natural products as an adjuvant modality

(ZHANG et al., 2022).

 Several natural products affect various oncogenic signaling pathways simultaneously,

modulating the activity or expression of their molecular targets. These include cell death by

apoptosis, proliferation, migration/invasion and angiogenesis. Thus, natural products are

capable of generating intracellular signals that trigger events leading to the death of cancer

cells. One of the most important sources of biologically active compounds is the plant

kingdom, so there is a large list of phytochemicals (chemical compounds produced by plants)

with therapeutic activity, including terpenes, alkaloids, essential oils, flavonoids and primary

and secondary metabolites (NAEEM et al., 2022). Among these phytochemicals we can

mention piperine (1-piperoylpiperidine), which is an alkaloid derived from plants of the

Piperaceae family, which can be isolated mainly from the fruits or roots of black pepper

(Piper nigrum) and long pepper (Piper longum) (DIEHL; HILDEBRANDT; MANDA, 2022).

The attention given to the study of this molecule is mainly due to its biological

properties, such as: anti-inflammatory, antioxidant, immunomodulatory and anticancer,

properties which allow this compound to chemically interact with various molecular targets.

Specifically, in relation to piperine's anticancer activity, recent observations have shown that

its mechanism of action is multiple and involves the activation of cell signaling pathways,

such as cell proliferation, programmed cell death, decreased migration and invasion of cancer

cells (RAMOS et al., 2023).

In this context, studies indicate that piperine can modulate various molecular targets,

such as: receptors and enzymes (prostaglandin E2 receptors, cyclooxygenase 2 and matrix

metalloproteinases MMPs), kinases (including the mitogen-activated protein kinase (MAPK)

pathway, ERK1/2 and p38), inflammatory cytokines (IL-1β, IL-2, IL-8 and IF-y),

inflammatory mediators such as JNK, AP-1 (activator protein 1), iNOS (nitric oxide synthase)
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and gene expression modulators (miRNAs) (TUDOR et al. , 2020; TRIPATHI; RAY; MISHA,

2022; BENAYAD et al., 2023).

However, the anticancer effect of piperine on head and neck carcinoma has yet to be

elucidated. Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of piperine on the

signaling pathways that modulate the molecular mechanisms of cancer-associated

inflammation, which could be used as a therapeutic alternative in this type of cancer.

Materials and Methods

Cell lines and treatment with piperine

The HEp-2 cell line (laryngeal squamous cell carcinoma) was seeded in MEM-Earle

medium and the SCC-25 cell line (tongue squamous cell carcinoma) in DMEM-HAM-F12

(Cultilab), both supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab), 1%

antibiotic/antimycotic (Invitrogen), 1% L-glutamine 200 µM, 1% non-essential amino acids

10mM and 1% sodium pyruvate 100 mM (Sigma Aldrich), cultivated under standard

conditions (37°C, 5% CO2), and sourced from the American cell line bank (ATCC). For

inicial experiments, piperine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, P49007) was used for the

cells at concentrations of 25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 μM, 200 μM, 250 μM, 300 μM, diluted

in 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO-Sigma, D8418 - negative control), at times of 4, 24, 48

and 72 hours. After being considered functional for the cells, without presenting a high degree

of cytotoxicity, only one concentration (150 µM) and one incubation time (24 hours) of

piperine treatments were chosen. All tests were carried out in triplicates and in three

individual experiments.

Cell proliferation, viability/cytotoxicity assay

HEp-2 and SCC-25 cells were evaluated by the growth curve, in 24-well culture plates,

density 5x104, in 500 μL of complete medium. The concentrations of each treatment used

were 100, 200 and 300 μM at 4, 24, 48 and 72 hours. Subsequently, the cells were trypsinized,

stained with Trypan Blue and counted in the automated cell counter (Countess Automated

Cell Counter II, Life Technologies). The viability of the tumor cells was assessed using the

MTS reagent (PROMEGA, USA). The cells (5x103) were seeded in a 96-well plate. Different

concentrations of piperine were prepared (25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 μM, 200 μM, 250 μM,

300 μM). Each experimental condition received 20μl of MTS solution (Promega). The optical
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density was measured at 490 nm in a microplate reader (BioRad, Hercules, CA, USA) at 4,

24, 48 and 72 hours. The IC50 was defined as the concentration of the sample that reduced the

absorbance by 50% compared to the control, using the function in the GraphPad Prism 8.0.1

software. For cell viability, two-way analysis of variance (ANOVA) and Dunnett's test were

applied.

Transwell Invasion Assay

The invasion test on HEp-2 and SCC-25 cells was carried out in 24-well transwell

chambers containing polycarbonate filters with 8 µm pores (BD Biosciences San Jose, CA,

USA). After the experimental conditions had elapsed, the cells were trypsinized and counted

in order to insert them into the inserts. Around 5x104 cells were added to the upper chamber

of the inserts along with 200 µL of serum-free medium, and 750 µL of complete medium

containing 10% serum was added to the lower compartment. The cells were incubated at

37°C, 5% CO2 for 24 hours and then fixed in 4% paraformaldehyde for 30 minutes. They

were then stained in 0.1% crystal violet for 15 minutes. After this period, the crystal violet on

the surface was removed with cotton buds and the cells that had crossed the membrane were

counted and photographed under a microscope (100x magnification). The experiment was

repeated three times and five images were taken for each sample. The numbers of cells that

crossed the membrane were counted for statistical analysis using the t-test.

Clonogenic assay

The cells (8x102) were seeded in 6-well plates and incubated under the experimental

conditions (DMSO control and piperine at a concentration of 150 μM). After 24 hours the

medium was changed and the treatment added, and every two days this condition was

renewed over a period of 14 days. The cells (colonies) were then fixed with methanol, stained

with crystal violet and counted by visual inspection, and the results were analyzed using the t-

test.

Determination of apoptosis and cellular DNA content

Cells (1x 106) after treatment with piperine were analyzed by flow cytometry (Guava

Easy Cyte, MILLIPORE), and incubated with fluorochrome-conjugated ANXA5 monoclonal

antibody (PE, BD Pharmigen, San Diego, USA) and with 7-ADD. Cell cycle arrest was

assessed using the Guava® Cell Cycle Reagent kit (MILLIPORE, USA), using the protocol
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proposed by the manufacturer. Tumor cells (1×106) were washed with PBS and fixed in 70%

ethanol and resuspended in the Cell Cycle kit solution, and evaluated by flow cytometer

(Guava Easy Cyte, MILLIPORE).

Genotoxicity test (Alkaline Comet)

Cell sediments (5x104) were mixed with low melting point agarose and placed on slides

containing a mixture of PBS and normal melting point agarose. These slides were subjected to

the lysis step and electrophoresed. The slides were then neutralized and fixed in 100% ethyl

alcohol. The slides were stained with a solution of Gel Red 10000x, 1M NaCl and distilled

water, and analyzed under a fluorescence microscope. The cell nuclei (100 cells per group)

were classified into a damage class (0 to 4) and subjected to a formula to determine the total

damage index. The statistics were based on the Kruskal-Wallis non-parametric analysis of

variance, and the means were compared using the Mann-Whittney test.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The expression patterns for each cytokine/chemokine tested (IL-1β, IL-8 and IFN-γ)

were analyzed according to the manufacturer BD Biosciences. The supernatant of the cells

was collected from each experimental group, and then the analyses were read on a

spectrophotometer at a wavelength of 450 nm. The data was plotted and analyzed using the t-

test.

Immunocytochemistry analysis

The cells were cultured at a concentration of 1x105 on culture slides (Nunc, Naperville,

IL, USA) and fixed (4% paraformaldehyde), permeabilized in Triton X, washed with PBS-T

and subjected to blocking (PBS+Normal goat serum +BSA). Immunolabeling was done with

primary mouse monoclonal antibodies (Ab) anti-p38/MAPK (BD Bioscience, USA) and anti-

ERKpan (BD Biosciences, USA) diluted 1:200, and secondary goat anti-mouse IgG antibody

conjugated to Alexa Fluor 546 (Dako, Glostrup, Denmark), for about 1 hour. The slides were

then mounted (DAPI) for analysis under an Axioskop 2 fluorescence microscope (Zeiss, GR).

Ten digital images of each replicate were captured using AxioVision software (Zeiss, GR),

where six cells from each image were evaluated by densitometry obtained using image J.

Statistical analysis was performed using the t-test.
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RNA isolation, target genes and real-time PCR analysis

Initially, total RNA was extracted using Trizol, followed by reverse transcription in

cDNA using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,

Forster City, CA, USA), as described by the manufacturer. The reaction for the PTGS2,

PTGER4, MMP2 and MMP9 genes was carried out in a 7500 Fast Real-Time PCR System

thermal cycler (Applied Biosystems), prepared in triplicate and processed in a final volume of

20uL containing 50 ng of cDNA, SYBR® Green PCR Master Mix and 100nM of each primer,

according to the Applied Biosystems protocol. The 2 -∆∆ Ct method was used for relative

quantification of gene expression, with the levels of the GAPDH gene used as internal

controls. The primers used were: PTGS2 (f: 5’ATTCCCTTCCTTCGAAATGC3’; r: 5’

AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG3’); PTGER4 (f: 5’ CGAGATCCAGATGGTCATCTTAC

3’; r: 5’ CCAAACTTGGCTGATATAACTGG 3’); MMP2 (f: 5’

AAGTCTGGAGCGATGTGACC 3’; r: 5’ CCGTCAAAGGGGTATCCATC 3’); MPP9 (f: 5’

TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC 3’; r: 5’ ATTTCGACTCTCCACGCATC 3’) e GAPDH (f:

5’ CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 3’, r: 5’ ACCCACTCCTCCACCTTTGA 3’).

Expression of protein levels (Western Blotting)

Protein concentrations were quantified using the BCA protein assay kit (Termo

Scientific, Wilmington, DE, USA). The expression of PTGS2 (1:500 Abcam, Cambridge,

UK) and MMP2 (1:500 ABclonal, Woburn, USA) were examined, and equal amounts of

proteins (30µg) were separated by polyacrylamide gel electrophoresis (Bio-Rad, Hercules,

Usa), and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were blocked with 5%

powdered milk diluted in TBS-T and incubated with the specific primary and secondary

antibodies (anti-rabbit IgG - 1:1000 Abcam, Cambridge, UK). The endogenous control beta-

actin was simultaneously detected in the reaction by the mouse monoclonal anti-igG antibody

(Abcam, Cambridge, MA, USA) at a concentration of 1:2000. The protein expression levels

obtained were calculated and presented as the mean ± SEM of the mean optical density and

subjected to the t-test.

Results

Piperine in high concentrations modifies morphology, reduces viability and causes

cytotoxicity in head and neck cancer cell lines
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Cell morphology changes were observed in HEp-2 and SCC-25 cells after treatment

with piperine. Photomicrographs of the control groups showed morphology typical of HEp-2

and SCC-25 cells (Fig. 1A, C), while the shape of the cells treated with piperine showed

changes such as: shrinkage and decreased cell-to-cell contact (Fig. 1B), and the formation of

clusters, detachment from the surface and decreased cell density, respectively (Fig. 1D).

With regard to cell viability analysis, it was evident in HEp-2 cells (Fig. 1E) that

treatment with piperine at concentrations of 150, 200, 250 and 300 μM decreased viability at

24, 48 and 72 hours. For SCC-25 cells, a reduction in cell viability was observed at 48 hours,

specifically at concentrations of 100, 150, 200 and 250 μM of piperine, while at the other

times of 4, 24 and 72 hours piperine did not reduce the viability of these cells when compared

to the DMSO control group (Fig. 1F).

As for cytotoxicity, the IC50 of piperine varied according to the exposure time of the

compound in the cells studied, with the HEp-2 cell (102.8 to 176.0 µM) and the SCC-25

(121.0 to 249.9 µM), as shown in Figure 8 in the supporting material. Together, the

proliferation and viability/cytotoxicity tests revealed that the effective concentration and

treatment time of the compound in the cells was 150 µM in 24 hours of action, since at higher

concentrations piperine is considered highly toxic to cells.

Piperine has an antiproliferative and cytostatic effect on head and neck cancer cell lines

The results showed that in comparison with untreated cells, piperine inhibited the

growth of HEp-2 and SCC-25 cells, with the concentrations of 200 and 300 μM showing the

greatest effect after 24 hours of treatment in the two cell lines evaluated (Fig. 2A). In relation

to the colony formation assay of HEp-2 and SCC-25 cells, it was observed that piperine

decreased the ability to multiply the growth of cell colonies and also the potential related to

the number of cells per colony, when compared to the DMSO control group (Fig. 2B).

Piperine induces head and neck tumorigenic cells to apoptosis and cell cycle arrest through

genotoxicity

Our results indicated that piperine induced significant apoptosis in both cell lines

studied. Treatment of HEp-2 and SCC-25 cells with piperine resulted in approximately 26.5%

and 22% of early and late apoptosis, respectively (Fig. 3A).

With regard to verifying cell cycle arrest, the results showed that piperine caused a

significant accumulation of cells in the G2/M phase in the HEp-2 lineage, and in parallel there
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was a decrease in these cells in the G0/G1 and S phases. For the SCC-25 cells, this retention

mechanism occurred in the S phase of the cycle, thus promoting cell DNA synthesis (Fig.

3B).

Figure 4 shows the migration of fragmented DNA caused by treatment with piperine.

The average damage index of the control groups of HEp-2 and SCC-25 cells was 62.3 and

78.6 respectively, and after treatment with piperine this damage jumped to 137.3 and 159,

thus showing that the treatment generated genotoxicity for the cells analyzed.

Piperine decreases cell invasion by reducing the expression of metastasis-related genes in

head and neck cancer cells

Our findings indicate that piperine decreases the invasion capacity of HEp-2 and SCC-

25 cells (Fig. 5A), which suggests piperine's anti-invasive activity in head and neck

carcinoma cells. The HEp-2 cells in the control group had an average migration rate of 70.3,

and in the group of cells treated with piperine, this figure was 12.3. For the SCC-25 lineage,

piperine also reduced this migratory mechanism, as the group of treated cells had numerical

indications of 10.3, while in the control group, this average was 24.6.

In view of piperine's action against cell invasion, we sought molecular proof of the

expression of genes related to metastasis. The genes analyzed were MMP2 and MMP9 using

the PCRq technique in the HEp-2 and SCC-25 cell lines (Fig. 5B). Treatment with piperine in

HEp-2 cells significantly decreased the expression of the MMP2 and MMP9 genes. However,

for the SCC-25 strain, the significant decrease only occurred for the MMP2 gene, and the

MMP9 gene was not differentially expressed in this strain. We also checked the expression of

the MMP2 protein in HEp-2 and SCC-25 cells (Fig. 5C) and the results showed no

statistically significant difference in the expression of this protein in the two strains evaluated.

We only observed a downward trend in MMP2 protein expression for the SCC-25 cell. In this

respect, piperine did not modulate this enzyme at the gene translation level.

Piperine regulates the expression of genes, cytokines and proteins associated with

inflammation

The inflammatory response of the cells was evaluated according to the expression levels

of PTGS2 and PTGER4 after treatment with piperine (Fig. 6A). Piperine reduced the

expression levels of PTGS2 and PTGER4 in HEp-2 cells. For the SCC-25 strain, PTGS2

expression was also reduced, while the PTGER4 gene was not modulated and was not
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differentially expressed.

The concentrations of the cytokines IL-8, IL-1β, IFN-γ released in the culture

supernatants were measured by ELISA. The release of IL-8 and IFN-γ was considerably

decreased in response to piperine treatment compared to cells from the DMSO control group

in the HEp-2 strain (Fig. 6B). However, treatment with piperine did not significantly alter IL-

1β expression compared to control cells in this cell type. For SCC-25 cells, the secretion of

the cytokines IL-8, IL-1β, IFN-γ was significantly reduced after treatment with piperine when

compared to untreated cells.

In addition, the protein activity of PTGS was observed; our results indicated a

significant decrease in the expression of this protein after treatment with piperine in the SCC-

25 strain, and in HEp-2 cells no significant results were found for the expression of this

enzyme (Fig. 6C).

Piperine modulates the expression of the ERK/p38 MAPK pathway in head and neck cancer

cells

To better determine piperine's anti-inflammatory mechanism, MAPKs (ERK and p38)

were examined in HEp-2 and SCC-25 cells. The results showed that piperine inhibited the

expression of ERK and p38, indicating a significant reduction in these proteins compared to

the control group. It is important to note that the inhibition of ERK and p38 expression

occurred at the cytoplasmic level in both strains evaluated (Fig. 7).

Discussion

The identification of new anticancer therapeutic agents is a fundamental issue for the

study and development of drugs aimed at treating this disease. Among these agents, we can

highlight piperine, an alkaloid derived from Piper nigrum, which has anti-inflammatory,

antioxidant, and immunomodulatory effects (TURRINI; SESTILI; FIMOGNARI, 2020). One

of the main biological characteristics involving inflammatory/carcinogenic processes is the

capacity for increased cell proliferation. In the present study, the antiproliferative action of

piperine was verified, including inhibiting the multiplication of colonies (cytostatic effect) in

the cells studied. Other in vitro studies have also shown this antiproliferative effect of piperine

in colon, lung, breast and hepatocellular adenocarcinoma cell lines, as a result of inducing cell
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cycle arrest in the G1 phase and regulating the expression of p21/WAF1 and p27/KIP1

(YAFFE et al., 2014; FONSECA et al., 2020).

 Cell viability and cytotoxicity are other important indicators in the in vitro

toxicological evaluation of a given compound (WANG et al., 2022). Our analyzes indicated

that piperine decreases cell viability upon application of the treatment, and it was even

pointed out that the main biological effects of piperine in vitro occur at specific doses (75-200

µM) and incubation time between 24 and 48 hours (ZADOROZHNA; TATARANNI;

MANGIERI, 2019). This cytotoxicity effect is described as piperine promoting inhibition of

NADH-oxidoreductase, an enzyme that stimulates cell activity and proliferation, as well as

disruption of mitochondrial membrane permeability (DIAS et al., 2021).

Piperine also induced apoptosis and cell cycle arrest in the G2/M and S phases in the

cells studied. These mechanisms have also been described in several studies, such as in

DU145 prostate cancer lines and SNU-16 and GES-1 gastric cancer lines, probably due to a

decrease in the expression of anti-apoptotic proteins (Bcl-2 and Bcl-xl), which initiate caspase

signaling that is responsible for the destruction of cell structure and consequent apoptotic

death. Therefore, the induction of apoptosis, as well as the arrest of the cell cycle, are the

main mechanisms of studies related to the discovery of compounds with possible activities

against cancer (CHEN et al., 2020; JEONG et al., 2020).

Furthermore, many chemotherapeutic drugs are genotoxic agents and induce apoptosis,

due to the generation of DNA damage, as does piperine in high concentrations (FERREIRA et

al., 2020). The antioxidant capacity of tumor cells can be deregulated by an increase in

reactive oxygen species (ROS). Alkaloids, such as piperine, with pH-dependent ionizable

groups, can bind and interact with DNA, and this interaction generates breaks in the DNA

chain, compromising the integrity of genetic information (GRINEVICIUS et al., 2016). So, in

our study, we analyzed the damage index generated by the treatment, and thus confirmed that

piperine caused DNA fragmentation in the cells studied.

In addition to the antiproliferative and genotoxic activity of piperine, the anti-metastatic

effect is another efficiency observed in some studies with this herbal medicine. This action of

piperine is seen in triple negative breast cancer cells (MDA-MB-468, T-47D and MCF-7) and

colorectal cancer cells (SW480 and HCT-116), by decreasing the mRNA expression of

metalloproteinase 2 and 9 (GREENSHIELDS et al., 2015; SONG et al., 2020). In our

experiments, we found that this invasive mechanism in HEp-2 and SCC-25 cells was

significantly inhibited after treatment with piperine, probably suggested by the discovery of
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the modulation of MMP2 and MMP9 mRNA expression in these cells.

In order to better understand the mechanisms of cancer progression, some mediators

(PTGS2 and PTGER4) that help cells to grow constantly have been verified, as it is known

that arachidonic acid derivatives participate in inflammation and are also closely linked to

tumor development, with PTGS2 being highly expressed in hyperplastic tissues (OZKAN;

BAKAR-ATES, 2020). Our results on gene expression indicate that piperine significantly

reduced PTGS2 levels in the cells studied. The significant decrease in PTGER4 expression

occurred in the HEp-2 lineage, and this result was not observed in the SCC-25 cells. In terms

of protein expression, our findings showed that the treatment reduced PTGS2 in both cells

studied, indicating that piperine modulates gene and protein expression in our cancer model.

Thus, our data corroborate the results of Kim and collaborators (2012), who also found a

marked decrease in the expression levels of PTGS2 genes and proteins in mouse macrophage

cells after treatment with piperine.

Among the main mediators of inflammation are cytokines and proteins belonging to the

mitogen-activated protein kinase (MAPK) family. Interfering with chronic inflammation

means interfering with the function of these mediators and the signal transduction dependent

on these molecules (FLOEGE et al., 2012).  In this respect, the secretion of the cytokines

studied IL-8, IL-1β, IFN-γ, and the expression of MAPKs (ERK and p38) were reduced

following treatment with piperine, thus indicating a further mediating effect of this compound

on HEp-2 and SCC-25 cells. Thus, our data corroborates other results from our research

group, in which a decrease in cytokine levels (IL-8, IL-1β) and ERK and p38 was also

observed in HeLa, SiHa and CaSki cervical cancer cells after treatment with piperine

(CARDOSO et al., 2023). Other studies also mention this action of piperine in decreasing of

ERK and p38 in breast cancer cells (ZHAI et al., 2016), in addition, Western blot results

confirmed that piperine decreased the expression of JNK and p38 in human ovarian cancer

cells (WOJTOWICZ et al., 2021).

Thus, piperine exerts its effects by modulating inflammation-mediating molecules such

as genes, cytokines and proteins (MAPK, MMPs, PTGS2) via cyclooxygenase 2. In addition,

this study provides a new understanding of the role of piperine in molecular events and

signaling pathways that are directly related to the development of head and neck cancer.

Considering the use of piperine as an adjuvant product for the treatment of

inflammation and tumorigenesis, it would be preferable for this compound to also be studied

in animal models, in order to verify its action at a systemic level. Thus, our study has some
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limitations, such as the lack of experiments with non-tumor cells, as we had great difficulty

finding a lineage of the same histological type as the cancer cells. Given the above

considerations, we suggest that further research be carried out to elucidate the effects of

piperine as a natural and integrative treatment for patients with head and neck cancer.

Conclusion

Piperine exhibits strong anticancer activity due to its anti-inflammatory and

antiproliferative properties, and could be a prospective and integrative therapeutic option for

patients with head and neck cancer.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Photomicrographs of the morphology of control (A) and piperine-treated (B) HEp-2

cells. Control SCC-25 cells (C), and cells treated with piperine (D), at a concentration of 150

μM, over 24 hours, with black arrows pointing to cell shrinkage and the formation of blabs

(cellular vesicles). Graphs of cell viability (E) HEp-2 and (F) SCC-25, using the 7

concentrations tested (25 μM, 50 μM, 100 μM, 150 μM, 200 μM, 250 μM, 300 μM), at 4, 24,

48 and 72 hours. * with p<0.05. Bars: 40μm.

Figure 2. Growth curve of HEp-2 and SCC-25 cell lines (A), treated with piperine at three

concentrations (100, 200 and 300 μM) for 4, 24, 48 and 72 hours. * p<0,05. Photomicrograph

of the colony formation assay in HEp-2 and SCC-25 strains (B), after treatment with piperine

[150 μM], after 24 hours, and graphs statistically representing colony formation, with

comparisons of the control and piperine groups . *** vs control, p <0.0001.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Sousa+SO&cauthor_id=36678600
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Figure 3. Detection and statistical analysis of apoptosis (A). Treatment with piperine at a

concentration of 150 μM, and a time of 24 hours, significantly increased the rate of apoptosis

in HEp-2 laryngeal cancer cells and SCC-25 tongue cancer cells, as CV (Viable Cells), AI

(Initial Apoptosis), AT (Late Apoptosis) and N (Necrosis). Comparison between groups, *p <

0.05. Cell cycle analysis (B). Treatment with piperine (150 μM over 24 hours) promoted cell

cycle arrest in the Hep-2 and SCC-25 cancer cell lines. Comparison between groups, *p <

0.05.

Figure 4. Evaluation of the genotoxicity assay, with fluorecence photomicrographs and

nuclear damage index of HEp-2 and SCC-25 cells treated with 150 μM of piperine in 24

hours, with damage from 0 to 3, where (0) no apparent damage, (1) damage 1, with one times

the size of the nucleus, (2) damage 2, twice the size of the nucleus and (3) damage 3, of two

or more times the size of the nucleus. Graphs depicting comet assay statistics, with **

statistically significant difference between treatment and controls, with p≤ 0.05. Bars: 10μm.

Figure 5. Transwell migration assay of Hep-2 and SCC-25 cells (A). Photomicrographs of cell

migration of the control group of cells and those treated with piperine (150 μM), after 24

hours, and graphs representing densitometry. 200X magnification, 20μm scale. * with p<0.05.

Graphs of MMP2 and MMP9 mRNA expression after piperine treatment compared to control

in HEp-2 and SCC-25 cells (B). The dotted line (≥1.0 or ≤-1.0) is equivalent to the significant

expression difference based on log 2. Graphs of MMP2 protein expression (C) assessed by

Western Blot in HEp-2 and SCC-25 cells, after treatment with piperine [150 µM], at 24 hours

in both assays. Bars: 20μm.

Figure 6. Graphs of PTGS2 and PTGER4 mRNA expression after piperine treatment

compared to control in HEp-2 and SCC-25 cells (A). The dotted line (≥1.0 or ≤-1.0) is

equivalent to the significant expression difference based on log 2. Graphs of the colorimetric

ELISA assay for the analysis of cytokines/chemokines IL-8, IL-1β, IFN-γ secreted by HEp-2

and SCC-25 cells, after treatment with piperine (150 µM), at the 24-hour time point in both

conditions (B). * vs. control, p< 0.05. Graphs of PTGS2 protein expression (C) evaluated by

Western Blot in HEp-2 and SCC-25 cells, after treatment with piperine [150 µM], at 24 hours.
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Figure 7. Immunocytochemistry of ERk/MAPK protein expression is indicated by a yellow

arrow in the cytoplasm and a pink arrow in the nucleus. The graphs show the densitometry in

each cell of the control (DMSO) and piperine [150 µM] treatment groups, at the 24-hour time

point. * vs. control, p < 0.05, ** vs. control, p < 0.01, *** vs. control, p < 0.001.

Immunocytochemistry of p38/MAPK protein expression is indicated by a yellow arrow in the

cytoplasm and pink in the nucleus. The graphs show the densitometry in each cell of the

control (DMSO) and piperine [150 µM] treatment groups, at the 24-hour time point. * vs.

control, p < 0.05, ** vs. control, p < 0.01, *** vs. control, p < 0.001, **** vs. control, p <

0.001. Bars: 10μm.

Figure 8. Effect of piperine on cytotoxicity in HEp-2 and SCC-25 cells (A) at 4, 24, 48 and 72

hours, with IC50 showing the cytotoxicity index at 50% (Complementary material). Table with

piperine inhibitory concentration values in HEp-2 and SCC-25 cells (B).
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4. DISCUSSÃO

 Ao longo dos últimos anos, inúmeros progressos vêm ocorrendo no campo do

conhecimento do câncer, apoiados por pesquisas e tecnologias avançadas para seu diagnóstico

e tratamento. Identificar novos agentes terapêuticos anticancerígenos é um tema fundamental

na pesquisa para o desenvolvimento de medicamentos e para o tratamento dessa doença.

Numerosos fitoterápicos isolados de plantas medicinais ganharam atenção devido à sua

capacidade de atingir e regular as principais vias de sinalização envolvidas no

desenvolvimento do câncer. Entre esses fitoquímicos podemos destacar a piperina, alcaloide

derivado da Piper nigrum, que exerce efeitos anti-inflamatórios e anticancerígenos

(TURRINI; SESTILI; FIMOGNARI, 2020).

Uma das principais características biológicas que envolvem os processos inflamatórios

e carcinogênicos é a capacidade de proliferação celular desordenada e/ou aumentada. Esse

mecanismo de sobrevivência e progressão das células tumorais compartilham diversas vias de

sinalização e alvos moleculares para a sua ocorrência (LANDSKRON et al., 2014).

Proliferação autossuficiente, insensibilidade aos sinais antiproliferativos, evasão da apoptose

e potencial replicativo ilimitado, são propriedades fundamentais para o desenvolvimento da

carcinogênese (RAKOFF-NAHOUM, 2006).

No presente estudo, verificou-se que a ação da piperina frente a capacidade de inibição

da proliferação de células de câncer de cabeça e pescoço HEp-2 e SCC-25, por meio dos

ensaios de curva de crescimento celular e de formação de colônias. Os resultados mostraram

que a piperina diminuiu significativamente o crescimento das células analisadas, assim como

inibiu a capacidade de multiplicação de colônias celulares, indicando seu efeito

antiproliferativo. Outros estudos in vitro, também apontam esse efeito antiproliferativo da

piperina em diversas células, como em linhagens de adenocarcinoma do cólon; pulmão, mama

e hepatocelular, por consequência da indução da parada do ciclo celular na fase G1, associada

à diminuição da expressão de ciclinas D1 e D3, bem como redução da fosforilação das

proteínas AKT e Rb (retinoblastoma), e regulação da expressão de p21/WAF1 e

p27/KIP1 (YAFFE et al., 2014; FONSECA et al., 2020).

A atividade citostática da piperina foi observada em nossa pesquisa nas células de

câncer de cabeça e pescoço, e em correlação aos nossos achados, é relatada a eficiência da

piperina em promover a redução da formação de colônias celulares (efeito citostático), ou

seja, a clonogenicidade (capacidade das células em gerar clones idênticos) em células de

câncer de cólon e de mama (YAFFE et al., 2014; RAJARAJAN et al., 2021).
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A viabilidade celular e a citotoxicidade são um dos indicadores mais importantes na

avaliação toxicológica in vitro de um determinado composto (WANG et al., 2022). Diante

desse aspecto, foi investigado a toxicidade da piperina na viabilidade das células HEp-2 e

SCC-25, como também observamos possíveis alterações na morfologia dessas células. As

análises indicaram que a piperina diminui a viabilidade celular mediante aplicação do

tratamento em altas concentrações, valor esse mensurado a partir de 100 μM, e ainda causou

mudança morfológica nas linhagens analisadas. Nessa perspectiva, dados da literatura

mostram que os principais efeitos biológicos celulares da piperina in vitro, ocorrem em doses

específicas (75–200 µM) e tempo de incubação entre 24 e 48 horas (ZADOROZHNA;

TATARANNI; MANGIERI, 2019). Esse efeito de citotoxicidade é descrito devido a piperina

promover inibição da NADH-oxidoredutase, enzima essa que estimula a atividade e a

proliferação celular, como também a ruptura da permeabilidade da membrana mitocondrial

(DIAS et al., 2021).

Por meio das análises de microscopia de luz, foi detectado algumas alterações

morfológicas nas células de câncer de cabeça e pescoço. Essas alterações incluíram o

desenvolvimento do processo inicial característico da apoptose, que compreenderam o

encolhimento celular, devido a diminuição do tamanho dessas células, e por consequência

compactação das organelas (ELMORE, 2007).

A apoptose ou morte celular programada exerce papel fundamental no controle do

crescimento celular fisiológico e na homeostase tecidual. Qualquer proliferação celular

descontrolada pode acarretar um acúmulo de genes com alterações genéticas relativos ao

processo de morte celular. Portanto, a indução da apoptose tornou-se o principal foco da

maioria dos agentes anticancerígenos (SI et al., 2018). Assim, em função da importância do

entendimento da ação da piperina referente ao mecanismo responsável pela supressão do

crescimento das células, foi realizado os ensaios de apoptose e ciclo celular pela técnica de

citometria de fluxo.

Os resultados indicaram que a porcentagem de células apoptóticas nos estágios iniciais

e tardias aumentaraam drasticamente nas linhagens estudadas, após o tratamento com

piperina, apontando assim, esse composto como um agente capaz de induzir as células a

apoptose. O conteúdo de DNA celular também foi determinado, e observou-se que a piperina

promoveu a parada do ciclo celular na linhagem HEp-2 na fase G2/M, e na linhagem SCC-25,

essa parada ocorreu na fase S do ciclo.  Nesse sentido, o efeito preciso da piperina em relação

a atividade inibidora do crescimento tumoral na progressão do ciclo celular, é específico, e
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isso é dependente do tipo de célula cancerígena investigada (YAFFE et al., 2013).

Diversos estudos descrevem o efeito pró-apoptótico da piperina em células de câncer

de próstata DU145 (ZENG; YANG, 2018), células SNU-16 de câncer gástrico humano e

células epiteliais gástricas GES-1, efeito esse atribuído à diminuição da expressão das

proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2 e Bcl-xl), pois qualquer alteração na relação Bax/Bcl-2 pode

iniciar a sinalização de caspases e, quando as caspases são ativadas, podem destruir a

estrutura celular e, eventualmente, levar à morte apoptótica dessas células (CHEN et al.,

2020).  Já com relação a parada do ciclo celular pelo tratamento com a piperina, foi observado

em outros trabalhos que esse composto causou a parada do ciclo celular em células de câncer

ovariano (OVACAR-3) (QIU et al., 2019) e em células  cancerígenas de leucemia (HL-60) (Li

et al., 2020). Deste modo, a piperina regula a parada do ciclo celular, visto que o

desenvolvimento do câncer é frequentemente associado à perda da regulação desse

“checkpoint”. Logo, a indução da apoptose, bem como a parada do ciclo celular, são os

principais mecanismos de estudos relacionados a descobertas de compostos com possíveis

atividades contra o câncer (JEONG et al., 2020).

Ainda, se tratando da apoptose e sua maquinaria de execução, investigamos qual a

possível causa de sua iniciação. A capacidade antioxidante das células tumorais podem ser

desregulada pelo aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS). Assim, estratégias

terapêuticas que aumentam a geração de ROS e/ou diminuem a defesa antioxidante, podem

induzir as células tumorais a ativar diferentes vias de morte celular, como a apoptose.  Muitas

drogas quimioterápicas são agentes genotóxicos e induzem a apoptose, devido a geração de

danos ao DNA, assim como a piperina em altas concentrações (FERREIRA et al., 2020).

Com essas considerações, foi verificado se o tratamento com a piperina causou danos no

material genético nas células de câncer de cabeça e pescoço. Então, o índice de danos gerado

pelo tratamento, confirmou que a piperina causa fragmentação do DNA nas células estudadas,

em comparação as células que não foram tratadas com o composto. O dano ao DNA é

estabelecido como uma alteração na estrutura química do DNA genômico, que pode ocasionar

à parada do ciclo celular e à apoptose para limitar a progressão do câncer. A avaliação

quantitativa do dano ao DNA durante a terapia experimental do câncer é um passo

fundamental para justificar a eficácia de um agente genotóxico (LU; LIU; YANG, 2017).

Alcaloides como a piperina, com grupos ionizáveis ​​dependentes de pH podem se ligar

e interagir com o DNA, e dessa forma competem com o GelRed (reagente utilizado no

experimento) mostrando assim fragmentação no DNA. Essa fragmentação são quebras

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0094298#pone-0094298-g002
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geradas na cadeia de DNA que comprometem a integridade da informação genética e,

diminuem a viabilidade celular. Contudo, a piperina exerce efeito genotóxico, resultando em

apoptose de células tumorais, uma vez que podem induzir dano oxidativo atingindo o DNA

que se encontra fragmentado (GRINEVICIUS et al., 2016).

Além da atividade antiproliferativa da piperina, o efeito anti-metastático é mais uma

eficiência observada em alguns estudos com esse fitoterápico. Essa ação da piperina é

identificada em células de câncer de mama triplo negativo (MDA-MB-468, T-47D e MCF-7)

e em células de câncer colorretal (SW480 e HCT-116), pela diminuição da expressão de

mRNA das metaloproteinase 2 e 9 (GREENSHIELDS et al., 2015; SONG et al., 2020).

Entretanto, o papel da piperina frente a migração de células de câncer de cabeça e pescoço,

continua desconhecido. Portanto, foi investigado a influência da piperina em relação as

propriedades metastáticas associada a capacidade de invasão celular, e assim, foi constatado

que a piperina inibiu significativamente o mecanismo invasivo das células HEp-2 e SCC-25.

A metástase se origina com uma fase de espalhamento de células cancerígenas do

tumor primário para locais regionais e distais. Entender as origens, características e

fragilidades das células cancerígenas progenitoras com capacidade de iniciar metástases em

órgãos distantes, e os microambientes do hospedeiro que sustentam a capacidade dessas

células de escapar da vigilância imunológica e regenerar o tumor, é crucial para o

desenvolvimento de estratégias para melhorar a prevenção e tratamento do câncer avançado

(MASSAGUÉ; GANESH, 2021). Para a biologia celular experimental, existem diferenças

entre os termos invasão e migração celular. A invasão é definida como movimento celular

disruptivo, proteolítico, através de barreiras tridimensionais (3D), distinto da migração, que é

definida como movimento não disruptivo e não proteolítico de células através dos tecidos. A

invasão é essencial para a metástase no câncer de cabeça e pescoço, e nesse tipo de câncer,

essa especificidade de invasão ocorre principalmente via degradação proteolítica da matriz

extracelular usando metaloproteases da matriz (MMPs) (INGLEHART; SCANLON;

D’SILVA, 2014).

Para entendermos os resultados obtidos neste estudo sobre a diminuição da invasão

das células HEp-2 e SCC-25, foi realizado análises da expressão gênica de MMP2 e MMP9.

A superexpressão das MMPs, em especial, MMP2 e MMP9 estão associadas ao

desenvolvimento de câncer, incluindo CCP (ZHANG et al., 2013). Assim, foi constatado em

nosso estudo, que a motilidade diminuída das células de câncer de cabeça e pescoço na

presença de piperina é sugerida pela descoberta da modulação da expressão de mRNA de
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MMP2 e MMP9 em células HEp-2 e SCC-25. Os níveis da expressão da proteína MMP2 não

foi modulado de forma significativa nas células estudadas, mas em específico na linhagem

SCC-25, observamos uma tendência a diminuição dessa expressão.

Com a finalidade de entendermos os mecanismos de progressão do câncer, verificamos

alguns fatores e mediadores que ajudam as células a crescer constantemente. Entre esses

fatores, a inflamação é um mecanismo intimamente relacionado com o câncer, e pode mediar

e influenciar essa doença. Sabe-se que os derivados do ácido araquidônico participam da

inflamação e também estão intimamente ligados ao desenvolvimento do tumor, sendo a

PTGS2 altamente expressa em tecidos hiperplásicos (OZKAN; BAKAR-ATES, 2020).

PTGS2 é uma enzima ligada à membrana, responsável pela geração de prostanoides como a

prostaglandina E2 (PGE2) que contribuem para a modulação de múltiplos efeitos

carcinogênicos. Certamente, o microambiente tumoral é um indutor para a superexpressão de

PTGS2. Essa alta expressão acontece devido ao controle desregulado sobre seus níveis

transcricionais ou pós-transcricionais (GORADEL et al., 2018).

As prostaglandinas controlam os processos celulares ligando-se a receptores acoplados

à proteína G na superfície celular. Esses receptores de superfície celular são denominados EP

(PTGER1, PTGER2, PTGER3 e PTGER4). Cada receptor EP interage com sua proteína G

única para ativar vias de sinalização a jusante específicas, que têm várias funções no

comportamento biológico e patológico. Especificamente, PTGER4 é um receptor de alta

afinidade e é apontado como um mediador pró-câncer em muitos tipos diferentes de

malignidades devido à sua alta expressão (JIN et al., 2023). Contudo, nossos resultados sobre

a expressão gênica apontam que a piperina reduziu significativamente os níveis de expressão

de PTGS2 nas células HEp-2 e SCC-25. A diminuição significativa da expressão de PTGER4

ocorreu na linhagem HEp-2, sendo esse resultado não observado nas células SCC-25. Em se

tratando da expressão a nível proteico, nossos achados, demonstram a ação do tratamento em

diminuir PTGS2 na linhagem SCC-25, indicando a piperina como modulatória da expressão

gênica e proteica em nosso modelo de câncer, atuando especialmente em mediadores

diretamente associados ao mecanismo inflamatório, como a enzima PTGS2. A inibição

específica de PTGS2 é uma abordagem promissora para prevenir ou direcionar o câncer e a

inflamação, assim nossos dados corroboram com os resultados de Kim e colaboradores

(2012), que também verificaram uma diminuição acentuadamente dos níveis de expressão de

genes e proteínas PTGS2 em células de macrófagos de camundongo, após o tratamento com

piperina.
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Dentre os principais mediadores da inflamação, evidenciamos as citocinas, como

sendo pequenas glicoproteínas liberadas por uma célula e reconhecidas por outras células que

expressam os receptores correspondentes. Como exemplo dessa grande família de citocinas,

podemos apontar: interferons, interleucinas, fatores de crescimento e quimiocinas

pertencentes à grande família das citocinas. Esses mediadores desencadeiam cascatas de

sinalização em células responsivas, e promovem respostas celulares como:

proliferação, diferenciação ou liberação de enzimas e outros mediadores que moderam o

ambiente celular e fornecem meios para propagar os efeitos das citocinas. Em doenças

inflamatórias, a rede de citocinas geralmente bem equilibrada é seriamente afetada, levando a

inflamação persistente e danos teciduais. Interferir na inflamação crônica significa interferir

na função da citocina e na transdução de sinal dependente de citocina (FLOEGE et al., 2012).

A respeito disso, foi avaliado as concentrações das citocinas IL-8, IL-1β, IFN-γ liberadas no

sobrenadante de células HEp-2 e SCC-25 em cultura. De modo geral, a secreção das citocinas

estudadas IL-8, IL-1β, IFN-γ foi reduzida a partir do tratamento com a piperina, indicando

mais um efeito mediador desse composto nas células de câncer de cabeça e pescoço. Assim

nossos dados corroboram com os resultados de outro estudo do grupo de pesquisa, em que

também foi observado a diminuição dos níveis das citocinas IL-8, IL-1β em células de câncer

cervical HeLa, SiHa e CaSki, após tartamento com piperina (CARDOSO et al., 2023).

Outros mediadores de sinalização celular, associados também a uma variedade de

atividades celulares, são os pertencentes a família de proteínas quinases ativadas por

mitógenos (MAPKs) (KIM; CHOI, 2010). A via de sinalização MAPK é uma cascata de

sinalização complexa que é controlada pela fosforilação e desfosforilação sequencial de

proteínas relevantes. A fosforilação é essencial para os processos celulares normais, no

entanto, a fosforilação anormal é uma das principais causas de alteração de muitas proteínas

estruturais, funcionais e reguladoras em condições de doenças relacionadas ao

desenvolvimento da inflamação, e a fosforilação desordenada de proteínas é relevante para a

manifestação do câncer (SINGH et al., 2017). Desta maneira, foi investigado a expressão das

MAPKs (ERK e p38), e constatamos que a piperina modulou a expressão da via MAPK

ERK/p38 em células de câncer de cabeça e pescoço, diminuindo de forma significativa a

expressão de ERK e p38 nas células HEp-2 e SCC-25, e por consequência interrompeu o

processo fosforilativo dessas proteínas.

Assim, nossos resultados são consistentes com os de outros estudos, onde foi

observado que a fosforilação de ERK e p38 foi significativamente diminuída pela piperina,
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em recorrência da inibição da expressão de ERK e p38, em células de câncer de mama (ZHAI

et al., 2016), além disso, resultados de Western blot confirmaram que a piperina diminuiu a

expressão de JNK e p38 MAPK em células de câncer de ovário humano (WOJTOWICZ et

al., 2021). Ademais, a redução da expressão de ERK e p38 foi altamente favorável para o

impedimento de outras vias intermediárias, como PTGS2, MMPs e citocinas.

Em síntese, as nossas análises in vitro indicam que a piperina apresenta grande

relevância na regulação do câncer de cabeça e pescoço, inibindo múltiplos aspectos do

processo tumorigênico, como diminuição da proliferação, da viabilidade e da formação de

colônias celulares. Essa propriedade antiproliferativa da piperina acontece devido a

capacidade de promover a apoptose e a parada do ciclo celular mediante citotoxicidade e

genotoxicidade, sendo esses fatores importantes na redução da progressão tumoral. Outra

característica importante do tratamento com a piperina diz respeito a atividade anti-invasiva,

devido a motilidade reduzida das células estudadas, pela diminuição da expressão e/ou

atividade das metaloproteinases (MMP2/9).

No presente estudo, também foi constatado o efeito anti-inflamatório da piperina,

mediante redução de moléculas responsáveis por esse mecanismo. Assim, verificamos a

diminuição da expressão das enzimas PTGS2 e PTGER4, das citocinas pró-inflamatórias (IL-

8, IL-1β, IFN-γ) e da via de sinalização MAPK (ERK e p38). Consequentemente, a presente

pesquisa fornece evidências de que a piperina atua diretamente em mediadores

inflamatórios/cancerígenos, possuindo papel significativo no tratamento do câncer de cabeça

e pescoço. Entretanto, o nosso estudo apresenta algumas limitações, como a falta de uma

célula normal de cabeça e pescoço do mesmo tipo histológico das linhagens cancerígenas

estudadas, para uma comparação mais adequada dos sítios celulares em questão. Ademais,

consideramos que o estudo da piperina em nível sistêmico com a utilização de modelo animal,

seria mais preciso e enriquecedor. Assim, futuras aplicações e pesquisas serão fundamentais

para o melhor entendimento da ação da piperina e proporcionará uma visão mais precisa da

terapia com o uso de produtos naturais contra o câncer e doenças inflamatórias.
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS
___________________________________________________________________________
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Compreender o mecanismo de formação do câncer e como ele se desenvolve é a chave

para encontrar abordagens revolucionárias na terapia. Uma estratégia para melhorar as ofertas

de tratamento contra o câncer é a utilização de compostos naturais. Dessa maneira, foi

avaliado a ação da piperina diante dos mecanismos celulares e moleculares no câncer de

cabeça e pescoço, e nossos resultados obtidos, nas condições experimentais propostas

permitem concluir:

-  Redução da proliferação, viabilidade celular e formação de colônias celulares.

- Indução de danos ao material genético por apresentar efeito citotóxico em altas

concentrações.

- Promoção da apoptose devido ao acúmulo de DNA celular nas fases G2/M e S, e

consequente parada do ciclo.

- Diminuição da invasão celular pela redução da expressão de genes relacionados com

metástase.

- Alteração dos níveis de expressão de mRNA e proteínas da via inflamatória PTGS2.

- Regulação dos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-8 e IFN-γ.

- Modulação da via de sinalização MAPK, pela redução da expressão das proteínas

ERk e p38.

Assim, a piperina exerce seus efeitos via modulação de várias moléculas mediadoras

da inflamação, como citocinas, quimiocinas e genes/proteínas, propiciando uma nova

compreensão dessa ação, frente aos mecanismos moleculares do desenvolvimento do câncer.

Em geral, a piperina exibe considerável atividade antitumoral, devido as suas

propriedades anti-inflamatória, podendo ser uma opção terapêutica prospectiva e integrativa

para pacientes com câncer de cabeça e pescoço.
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