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RESUMO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢co com acometimento em regides
anatdbmicas do trato aerodigestivo superior representa o sexto tipo mais comum de
cancer no mundo. O seu tratamento inclui cirurgia, terapia por irradiacdo e
quimioterapia, entretanto, estes métodos sdo altamente invasivos, com um
significativo comprometimento funcional. Em funcao disso, tratamentos fitoterapicos
contra o cancer tém despertado interesse cientifico, e a Piper nigrum, uma planta
utilizada no tratamento de diversas doencas, tem sido estudada por possuir moléculas
bioativas com propriedades farmacologicas anticancer. Desse modo, 0 presente
trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial efeito do extrato total da folha nas
células sobre a morfologia, proliferacdo e migracdo celular, citotoxicidade,
genotoxicidade, apoptose e necrose, ciclo celular, expressdo génica (PTGSZ2,
PTGERS3, PTGER4, MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2) e proteica (PTGS2, PTGER4,
MMP2), observando como o composto age e como essas alteragdes participam do
processo tumoral. Para isso foram utilizadas duas linhagens de células tumorais (HEp-
2 e SCC-25) e células normais orais (fibroblastos), apés o tratamento com a Piper
nigrum em trés concentracées (10 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pug/mL), por 4, 24, 48 e 72
horas. Os resultados evidenciaram que o extrato total da folha de Piper nigrum nao
altera a morfologia celular, mas diminui a proliferacdo e migracdo das células, néo
altera a viabilidade das células normais, e possui efeitos genotoxico, provavelmente
por inducdo de apoptose celular, e ainda modula a expressao de genes e proteinas
envolvidas com o processo inflamatério. Dessa maneira, o extrato total da folha de
Piper nigrum parece apresentar uma sinergia entre seus metabdlitos atuando
diretamente nas células tumorigénicas por mecanismos relacionados as vias
antiproliferativas, apoptoticas e/ou inflamatorias e abrem novas possibilidades de
estudos futuros para terapias associadas no cancer de cabeca e pescoco.

Palavras-chave: Cancer. Cultura de células. Composto Natural. Ciclo celular.
Apoptose.



ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma with involvement in anatomical regions of
the upper aerodigestive tract represents the sixth most common type of cancer in the
world. The treatment includes surgery, irradiation therapy and chemotherapy,
however, these methods are highly invasive, with significant functional impairment. In
function of this, herbal treatments against cancer have aroused scientific interest, and
Piper nigrum, a plant used in the treatment of various diseases, has been studied for
having bioactive molecules with anti-cancer pharmacological properties. Therefore,
the present work had as objective to evaluate the potential effect of total leaf extract
on cells on morphology, proliferation and migration, cytotoxicity, genotoxicity,
apoptosis and necrosis, cell cycle, gene and protein expression, observing how the
compound acts and how these changes participate in the tumoral process. For this,
two tumorigenic cell lines (HEp-2 and SCC-25) and normal oral cells (Fibroblasts) were
used, after treatment with Piper nigrum in three concentrations (10 pg / mL, 50 ug / mL
and 100 pg / mL), for 4, 24, 48 and 72 hours. The results showed that the total extract
of the leaf of Piper nigrum does not alter the cell morphology, but decreases the
proliferation and migration of the cells, does not alter the viability of normal cells, and
has genotoxic effects, probably by inducing cell apoptosis, and it also modulates the
expression of genes and proteins involved with the inflammatory process. Thus, the
total extract of the leaf of Piper nigrum seems to present a synergy between its
metabolites acting directly on tumorigenic cells by mechanisms related to
antiproliferative, apoptotic and/ or inflammatory pathways and open up new
possibilities for future studies for associated therapies in cancer of head and neck.

Keywords: Cancer. Cell culture. Natural compound. Cell cycle. Apoptosis.
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O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) compreende tumores
localizados na regido da cabeca e pescoco, excluindo os cerebrais. Esse carcinoma
pode afetar laringe, cavidade bucal e nasal, labios, seios nasais ou paranasais, lingua
e glandulas salivares (SIEMIANOWICZ et al., 2018) e a maioria € do tipo histolégico
espinocelular. Sendo classificado como o sexto tipo mais comum de tumores malignos
no mundo (TRIBIUS et al., 2019), esses tumores vém sendo cada vez mais relatados,
apresentando mais de 650.000 novos casos e 330.000 mortes a cada ano no mundo
(BRAY et al., 2018), com estimativas para o ano de 2021 no Brasil de 11.200 novos
casos em homens e 4.010 em mulheres, considerando apenas o0s tumores de
cavidade oral e 6.470 novos casos em homens e 1.180 em mulheres, tumores que
acometem a laringe (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER — INCA, 2021).

Os principais fatores de risco para o CECP sdo o consumo de bebidas
alcodlicas, infeccao por HPV, sendo este um fator de inducéo na inflamacé&o do cancer
de cabeca e pescoco (SPEIGHT et al., 2018; CARLSON e KADEMANI, 2020). Além
desses, 0 uso recorrente do tabaco junto com o consumo de &lcool aumentam
consideravelmente o risco de desenvolvimento dessa neoplasia (REUTHER,
BRENNAN, 2014; DHULL et al., 2018), e também sao considerados fatores externos
que podem promover a inflamacéo cronica, dando suporte ao desenvolvimento
tumoral (COMEN; BOWMAN; KLEPPE, 2018). Um estudo recente mostrou que na
populacdo brasileira cerca de mais de 80% dos individuos com céncer de cabeca e
pescoco usavam ou ainda usam tabaco e alcool respectivamente (GOMES et al.,
2020). Além disso, em paises de alta renda, estudos indicaram que de um terco a dois
guintos dos novos casos de cancer poderiam ser evitados eliminando ou reduzindo a
exposicéo a esses fatores conhecidos como estilo de vida (BRAY et al., 2018).

Considerando os prejuizos causados pelo céancer, o seu tratamento inclui
cirurgia, terapia por irradiacao e quimioterapia (INCA, 2021), sendo a radioterapia com
intencdo curativa o padrao de tratamento para pacientes com CECP em muitas
instituicdes onde ajudaram a melhorar o prognéstico e a qualidade de vida de diversos
pacientes (BETTS et al., 2018), mas, embora a medicina moderna tenha contribuido
para o tratamento de canceres, esses tipos ainda sdo considerados tratamentos
altamente invasivos.

Cada vez mais, um maior nimero de plantas medicinais tem seu valor
terapéutico estudado com o auxilio da ciéncia e da tecnologia e com isso 0 uso de

compostos naturais, conhecidos como metabdlitos secundarios, tem contribuido para
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a saude nos avancos dos tratamentos de terapia anticancer (GEZICIl; SEKEROgLU,
2019). O uso dessas plantas ja vem sendo desenvolvido como uma das mais antigas
formas de préatica medicinal da humanidade, para tratamentos como cura e prevencgao
de doencas.

Estudos mostraram que plantas do género Piper contém uma variedade de
constituintes quimicos, como piperolides, propenilfendis, amidos, neolignanas,
lignanas, flavonoides, terpenos e esteroides. (GUTIERREZ et al., 2013; TANG et al.,
2011).

Desse modo, algumas plantas tém despertado interesse cientifico, entre elas a
Piper nigrum L., conhecida popularmente como pimenta do reino ou preta, € uma das
espécies mais conhecidas da familia Piperaceae, sendo uma das mais antigas plantas
com flores que crescem em regides tropicais (SCOTT et al., 2007). Essa pimenta
também tem uma participacdo central no mercado global econémico e a sua
importancia medicinal € devido a sua fonte de moléculas bioativas com propriedades
farmacoldgicas que sustentam seu potencial anticancer em diferentes linhagens de
células e modelos animais (TAKOOREE et al., 2019; TURRINI; SESTILI; FIMOGNARI,
2020). Assim, existe um grande interesse no estudo da biologia dessa planta
medicinal pela comunidade cientifica atualmente.

A Piper nigrum é utilizada na medicina oriental e na medicina popular pelos
indios no tratamento de muitas doencas como inflamacéo, febre, asma e céancer. A
cultura tradicional de tribos indigenas, no Brasil, associa a P. nigrum no tratamento de
respostas inflamatorias (GRINEVICIUS et al., 2016), e também possui indmeras
atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatéria (NGO et al., 2017), antimicrobiano
(NIKOLIC, et al., 2015), anti-hipertensivo (AZIZ; MEHMOOD; GILANI, 2013)
antioxidante (TU et al., 2015), neuroprotetora (HRITCU et al., 2015) e antitumorigénica
(SRIWIRIYAJAN et al., 2017).

No fruto foram isolados dois compostos ativos da P.nigrum, (-) - kusunokinina
e piperlonguminina, que apresentaram efeito citotoxico contra células de cancer de
mama e colorretal. Além disso, induziram a apoptose celular, dirigiram as células para
a fase G2/M, diminuiram a topoisomerase Il e aumentaram a atividade da p53 e p21
(SRIWIRIYAJAN et al. 2017). O extrato do fruto da P. nigrum apresentou uma
estratégia promissora para o controle da inflamacé&o na barreira epitelial no tratamento
da rinite alérgica em modelos de camundongos (BUI et al., 2020) e acaloides do fruto

exibiram atividade anti-inflamatéria em macréfagos de murinos inibindo a ativagédo da
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via NF-kB, que esta relacionada com a resposta celular a estimulos na regulacao
inflamatoria (PEI et al., 2020)

Segundo Turrini, Sestili e Fimognari (2020), extratos de partes constituintes da
planta de P. nigrum podem oferecer uma sinergia interessante de seus constituintes
bioativos Unicos, alcancando atividade anticancerigena por mecanismos
complementares. Os efeitos farmacoldgicos dos fitoquimicos e extratos da folha de P.
nigrum foram explorados por um grupo de pesquisa do Japao, no qual extrairam trés
lignanas da folha de P. nigrum, sendo elas (-)-cubebina, (-)-3,4-dimetoxi-3,4-
desmetilenodioxi-cobina e (—)-3-desmetoxicubebina (MATSUDA et al., 2004; HIRATA
et al., 2007a; HIRATA et al., 2007b; HIRATA et al., 2008). Essas lignanas mostraram
acao positiva na melanogénese (MASTSUDA et al., 2004) induzida pela expressao da
tirosinase mediada pela ativagdo de p38MAPK (HIRATA et al., 2007a) na inibicdo da
atividade da testosterona 5a-redutase atuando na atividade antiandrogénica (HIRATA
et al.,, 2007b) e na acdo antialérgica comprovada pela inibicdo da liberacdo de
histamina (HIRATA et al., 2008).

Figura 1 — Gravura da Piper nigrum evidenciando suas folhas

Fonte: Elaborado pela autora

Outro metabdlito é a piperina (1-piperoilpiperidina) um alcaloide considerado o

principal composto derivado do fruto, sementes e raizes da P. nigrum, ele possui além
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da atividade anti-inflamatéria outras propriedades farmacoldgicas e bioquimicas. Foi
relatado a acdo desse alcaloide na inibicdo da proliferacdo, migracdo, apreensédo do
ciclo celular, inducédo da morte de células cancerosas, modulacédo da angiogénese e
degradacéo da matriz extracelular ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019).
Embora a piperina seja o principal constituinte ativo da pimenta do reino e a mais
caracterizada em seus multiplos mecanismos de acdo contra o desenvolvimento do
cancer, outros constituintes, como piperlongumine, pellitorine e kusunokinina, tém
revelado conter propriedades anticancerigenas notaveis similarmente (TURRINI;
SESTILI; FIMOGNARI, 2020). Existem relatos também de lignanas com efeitos
colaterais, como a podofilotoxina, presente na espécie Podophyllum, que apresenta
atividade anticancer e atualmente vem sendo desenvolvido melhores derivados com
propriedades farmacologicas (LIU et al., 2015), incluindo etoposideo e tenoposideo
gue sao utilizados clinicamente em linfoma de Hodgkin, leucemia aguda e cancer de
pulméo (YOU, 2005).

O CECP também esta relacionado com angiogénese e processos inflamatorios,
sendo a inflamacdo uma caracteristica marcante no desenvolvimento e progressao do
cancer, estando associada a varias etapas da tumorigénese como transformacao
celular, promocao, sobrevivéncia, proliferacdo, invasdo, angiogénese e metastase
(SINGH et al., 2019).

Cascatas génicas estdo sendo estudadas e relacionadas a esses processos
inflamatorios, onde esses genes codificam proteinas, enzimas e receptores que estdo
diretamente envolvidos no processo tumorigénico. O gene PTGS2 codifica a enzima
ciclo-oxigenase 2 (PTGS2) que € responsavel pela sintese de mediadores
inflamatorios a partir de dois passos cataliticos: Primeiro, adiciona oxigénio ao acido
araquiddnico para que a prostaglandina instavel G2 (PGG2) seja formada; segundo,
reduz o PGG2 a prostaglandina H2 (PGH2), que entado é convertida, via sintetizadores
especificos, como a prostaglandina E2 (PGE2), que esta superexpressa em muitos
tipos de carcinomas, como no cancer de cabeca e pescoco. A PTGS2 € ativada em
resposta a estimulos inflamatorios, promovendo o desenvolvimento e a progressao
dos canceres e mediando seu efeito por varios mecanismos, como induzindo a
proliferacdo celular, angiogénese e inibicdo da apoptose (MENDES et al., 2009;
FREJBORG; SALO; SALEM, 2020).

A Prostaglandina E2 (PGE2) é mediadora de muitas func¢des biologicas, onde

promove a inflamacao e vasodilatagéo local com recrutamento e ativagdo de células
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inflamatorias. O PGE2 pode ser produzido por todos os tipos de células, e
desencadear uma série de respostas celulares através da ligacdo com seus
receptores (PTGER1, PTGER2, PTGER3 e PTGERA4). Alguns dados da literatura
sugerem que a expressao de seus receptores possui papel progndstico no cancer de
cabeca e pescoco (ABRAHAO et al., 2010).

Fluxograma 1: Ciclo-oxigenase 2 e mediadores inflamatdrios
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Fonte: Elaborado pela autora

A regulacdo da expressdo de metaloproteinases (MMPSs) esta implicada em
diversos processos fisiolégicos, incluindo o cancer. As MMPs sdo enzimas
proteoliticas dependentes de zinco, que desempenham um papel de multiplas funcbes
na remodelacdo tecidual, através da desmontagem das juncdes intercelulares e a
degradacdo da maioria dos componentes da matriz extracelular (ECM) incluindo
colageno, elastina, proteoglicanos e fibronectina. InUmeros estudos revelaram que a
matriz extracelular é a principal estrutura de “suporte” dos tecidos e que pode estar
envolvida na supressao da proliferagdo e migracao celular. As mudancas mediadas
por essas enzimas extracelulares tém um impacto desfavoravel durante o processo
tumoral, influenciando as func¢des celulares como a proliferacdo, migracao,

angiogénese, apoptose celular e resposta imune que se relacionam na progressao do
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tumor e invasao. Em resumo, a atividade proteolitica permite que a célula cancerigena
invada um vaso sanguineo proximo e depois extravase para invadir um tecido
distante, sendo assim importante na invasao de tecidos subjacentes ao tumor e na
metastase de células cancerigenas (CUI; HU; KHALIL, 2017).

Véarias das MMPs possuem expressao elevada em cancer de cabeca e
pescoco, incluindo MMP-2, MMP-8, MMP-9 e MMP-13 (YOSHIZAKI et al., 2001,
FRANCHI et al., 2002; MOILANEN et al., 2002; CANEVARI; ROGATTO, 2004). A
MMP-2 e MMP-9 sdo ambas gelatinases, que possuem a capacidade de degradar o
colageno do tipo IV, o principal componente da membrana basal, sendo importantes
para a progressao do cancer, invasao e metastase (LARONHA; CALDEIRA, 2020).
Estudos recentes mostraram que as células tumorais de CEPC podem expressar
varios MMPs, e em quantidades variadas, isso devido ao estadgio metastatico do
cancer, local do tumor priméario e tipo de tecido do qual o tumor se originou ou
diferencas genémicas entre os pacientes. As atividades de MMP-2 e MMP-9 foram
elevadas em células de carcinoma epidermoide de lingua (SCC25) em comparacao
com a mucosa bucal normal. Onde a expressdo de MMP-2 foi maior em células
cancerosas metastaticas do que em ndo-metastaticas, afirmando para a hipotese de
gue a expressao de MMP-2 e MMP9 se correlacionam com crescimento tumoral mais
agressivo e seu pior prognéstico em CECP (WERNER; RATHCKE; MANDIC, 2002;
BATES et al., 2018).

As proteinas que naturalmente inibem a atividade das MMPs séo as codificadas
pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (BOURBOULIA; STETLER-
STEVENSON, 2010), sendo quatro diferentes tipos importantes (TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 e TIMP-4) que desempenham um papel crucial no processo de controle de
ativagdo e fungéo das atividades das MMPs, que em tecidos tumorais é alterado em
favor da protedlise (BREW; NAGASE, 2010).

Stanciu e colaboradores (2017) sugeriram que o desequilibrio entre MMP-9 e
TIMP-1 podem desempenhar um papel importante na progressdo metastatica através
de vias linfaticas em CECP. O estudo mostrou que as alteracdes na concentracao de
TIMP1 e TIMP2 circulantes em amostras de soro de pacientes, podem representar
biomarcadores adequados para diagnostico precoce e detec¢do de progresséo e
disseminagdo da doenca em pacientes com CEPC. Além disso, em pacientes com

carcinoma papilar da tireoide houve um aumento na expressao de TIMP-1 no tecido
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tumoral em metastase, sendo considerada sua expressao, um fator diagnéstico no
desenvolvimento de metastases nesse tipo de carcinoma (BUMBER et al., 2020).
Pietruszewska e colaboradores (2016), sugeriram uma associagcdo entre as
expressdes de MMP2 e TIMP2 em CECP, onde essas proteinas foram mais elevadas
em pacientes com metastase linfaticas do que em relacdo ao grupo sem metastase,
0 que sugere que a avaliagcdo de marcadores moleculares que participam da via de
ativacdo de MMP-2 tem um grande impacto durante a metastase de carcinomas de
laringe (BODNAR et al., 2014), além de ter tido uma maior expressao do TIMP-1 nos
tecidos neoplasicos do que naqueles normais adjacentes ao tumor (MA et al., 2015).
Podemos verificar que os estudos com a Piper nigrum tem apresentado a acao
bem relatada dos compostos bioativos de suas diferentes partes, como caule e raiz,
que apresentam potencial atividade anticAncer. Porém pouco se tem conhecimento
sobre os efeitos farmacolégicos dos fitoquimicos presentes no extrato total da folha
de P.nigrum, e como esses se relacionam na atividade anticancer. Portanto o projeto
avaliou alteragbes em decorréncia da agao do extrato total da folha de Piper nigrum
explorando o potencial antitumorigénico modulado pelas vias antiproliferativas,

apoptoticas e/ou inflamatorias e também sua acao seletiva nas células tumorais.
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2.1 Objetivo geral

Avaliar atividade antitumoral do extrato da folha da Piper nigrum nas células
neoplasicas de cabeca e pescoc¢o e normais, observando o mecanismo de acdo do
fitoterapico no processo tumoral.

Os seus objetivos especificos compreenderam investigar in vitro o efeito do
extrato total da folha P. nigrum nas células de linhagens de carcinoma epidermoide
de laringe (HEp-2), de lingua (SCC-25) e de fibroblastos da mucosa oral normal, sobre
a morfologia, proliferacdo e migracao celular, a citotoxicidade, a genotoxicidade, a
apoptose e necrose celular, o ciclo celular, a expressdo génica (PTGS2, PTGERS3,
PTGER4, MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2) e proteica (PTGS2, PTGER4, MMP2).



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens tumorigénicas e uma linhagem de células
normais. As linhagens tumorigénicas séo de carcinoma epidermoide de laringe (HEp-
2) e de lingua (SCC-25), ambas do banco americano de linhagens celulares (ATCC),
e foram cedidas gentilmente pela Profa. Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva, Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto/FAMERP, SP. Ja as células normais, séo
células primarias de fibroblastos da mucosa oral humana, que foram cedidas
gentilmente pelo Prof. Dr. Ricardo Coletta, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(UNICAMP). Considerado que essas células possuem um nuamero menor de
passagens para serem subcultivadas e as condicfes referentes ao periodo atipico no
qual vivemos, a pandemia da COVID-19, ndo foi possivel finalizar alguns dos ensaios
para os fibroblastos.

3.2 Extrato total da folha de P.nigrum e DMSO

As folhas de Piper nigrum foram coletas no municipio de Palmeira d’ Oeste
(20°22°18° S 50°49’02 W). Foram separadas 5009 para a preparacdo do extrato total.
As folhas foram pesadas e secas em uma estufa de circulacédo de ar na temperatura
de 45°C a 50°C, durante 48 horas. Entédo, essa amostra foi pulverizada em um moinho
de faca resultando em particulas de 0,5mm de diametro. O extrato total da P. nigrum
foi preparado com o auxilio da Profa. Dra. Roséngela da Silva Laurentiz,
Departamento de Fisica e Quimica da FEIS/UNESP. O p6 da folha de P. nigrum foi
colocada em solucdo etandlica (400mL de alcool 70%), mantido em repouso e
ocasionalmente agitada durante uma semana. ApoOs 7 dias, a solucao foi filtrada e
posteriormente foi adicionado carvao ativado para retirar o pigmento clorofila. Por fim,
o solvente foi removido, a pressao reduzida em rotaevaporador, resultado assim no
extrato total. Esse extrato total foi pesado resultando na massa de 0,8385g, que foi
diluida em 5mL de DMSO (Dimetilsulfoxido) e 5mL de 4gua destilada, sendo assim a
maior concentragdo de DMSO no experimento foi de 100 pg/mL, possuindo assim
0,06% de DMSO do volume total do meio de cultura por poco. Nota-se que o papel do
DMSO foi avaliado durante os experimentos para esclarecer sua contribuicdo apenas
como agente diluente e n&o interferir nos dados.Com a dilui¢cdo, a solu¢ao produzida

esta na concentragéo de 8385ug/mL.
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3.3 Cultivo e analise da morfologia celular

A linhagem HEp-2 foi semeada em meio completo (MEM suplementado com
10% de soro bovino, 10mM aminoacidos ndo essenciais, 100mM piruvato de sdodio,
1x antibiético/antimicético). A Linhagem SCC-25 foi semeada em meio completo MEM
F12 suplementado, enquanto os fibroblastos da mucosa oral em DMEM (High
Glicose), suplementado igualmente as demais linhagens. Essas células foram
mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas, até se fixarem no substrato.
Apéds esse periodo, o meio foi trocado a cada dois ou trés dias, ou até se tornar
confluente. O crescimento e a morfologia celular foram avaliados diariamente em
microscopio invertido de contraste de fase Olympus CKX41, quando a densidade
celular se mostrava alta, o material foi submetido a tripsinizacédo e subdividido em trés
réplicas.

Para os procedimentos abaixo descritos (indice de proliferacdo celular,
citotoxicidade, viabilidade e migracéo celular) foram realizados trés experimentos,
com cada uma das duas linhagens celulares, um experimento controle negativo (sem
tratamento, porém com o agente diluidor — veiculo - Dimetilsulfoxido), um experimento
controle positivo (podofilotoxina) e outro com o extrato total da folha da P. nigrum em
trés diferentes concentracdes (10, 50 e 100ug/mL) a serem tratados por 4, 24, 48 e
72h.

Entdo, foi escolhido o tempo e a concentracdo, com maior diferenca
significativa, de acordo com os testes estatisticos de cada experimento. As células
foram processadas, em maior niumero, para 0s ensaios especificos de cometa,
citometria de fluxo, western blott e PCR quantitativo. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e executados no Laboratério de Imunomorfologia do
Ibilce/lUNESP. As diferentes condigcbes experimentais sdo apresentadas no

Fluxograma 2.
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Fluxograma 2: Sequéncia experimental do projeto
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Fonte: Elaborado pela autora

3.4 indice de proliferacéo celular

Para a analise do indice de proliferacao foi realizada uma curva de crescimento
para cada concentracao a ser testada, com contagem de células cultivadas em placas
de cultura de 24 pocos, semeadas na concentragdo de 5x10* em 500 ul de meio de
meio completo (MEM e DMEM) com 10% de soro fetal bovino e mantidas a 37°C em
camara umida e atmosfera com 5% de COz2, por 24 horas, até se fixarem no substrato.
ApoGs esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio de cultura sem soro
(MEM e DMEM 0%), a fim de deixar todas as células na mesma etapa celular.

Apos 24 horas foi trocado o meio de cultura, substituido de acordo com os
experimentos referidos acima. Nesse dia zero do experimento, 0 meio sem soro foi
substituido pelo meio completo e adicionado o extrato total a ser estudado nas

concentracdes desejadas.
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Apés 4h de experimento, as células dos primeiros pocos da placa foram
tripsinizadas, coradas com Azul de Tripan e contadas no contador de células Countess
Automated Cell Counter Il (Life Technologies). As células das outras placas foram
tripsinizadas e contadas ap0s 24, 48 e 72 horas do experimento.

3.5 Ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular (MTS)

O ensaio colorimétrico de citotoxicidade se baseia nas varias func¢des celulares,
como a atividade enzimética celular. Nesse ensaio ocorre a conversao de um sal de
tetrazolium em um formazan colorido, pela atividade mitocondrial das células vivas,
sendo captado no comprimento de onda de 490nm em espectrofotdmetro. Sendo que
intensidade da coloracéo é diretamente proporcional a viabilidade celular (KABAKOV;
GABAI, 2017)

Os ensaios foram realizados com células cultivadas em placas de cultura de 96
pocos com uma concentracdo de 3x10° células em 100uL de meio completo (MEM e
DMEM 10% de soro fetal bovino) e mantidas a 37°C em camara Umida e atmosfera
com 5% de COz, por 24 horas, até se fixarem no substrato. Apos esse periodo, 0 meio
de cultura foi substituido por meio de cultura sem soro (MEM 0%) e apos 24 horas foi
substituido pelo meio completo e adicionado o extrato total da P. nigrum nas
concentracdes desejadas.

Apé6s quatro horas do experimento iniciado, as células receberam 20ul da
solucdo de MTS e foram encubadas por 4h, seguindo para a leitura em
espectrofotometro (Thermo Plate, Tp-Reader Basic) no comprimento de onda de
492nm.

As células dos outros poc¢os foram mantidas para a continuacdo do experimento
nos tempos de 24, 48 e 72 horas, no qual as células receberam o MTS para a leitura
em espectrofotbmetro.

Apoés esse ensaio de citotoxicidade, foi aplicado o teste estatistico para a
analise da viabilidade celular versus concentragcéo, os valores de absorbéancia obtidos
no tratamento com os compostos (A), foram normalizados para os valores obtidos com
o controle (B) para obtencdo da porcentagem de viabilidade celular (C) através da
equacao: C = A/B x 100 para todas as concentragcdes estudadas, no qual o tempo e 0
namero de células viaveis foram avaliados para sabermos se ha diferenca estatistica

significativa em relagéo a viabilidade celular.
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3.6 Ensaio de Migracao Celular Transwell

As células foram plagueadas em placas de 24 pogos na concentragdo de 5x104
em 500pL, até se fixarem na placa de cultura. Apés 24 horas, foi trocado novamente
0 meio de cultura por meio completo e adicionados os tratamentos, esse procedimento
foi realizado para obter a quantidade necesséria de células para fazer o experimento
de migracao transwell. Apés a acao do extrato, novas placas de 24 pocos receberam
500puL de meio completo e insertos transwell com membrana de poros (essas camaras
sdo compostas por dois compartimentos distintos, separados entre si por um filtro de
policarbonato com poros de 8uM de diametro, BD - Biosciences San Jose, CA, USA)
para permitir a passagem das células, foram colocados dentro destes novos pocos
contendo apenas o meio de cultura (Figura 2). As placas contendo as células controle
e tratadas foram tripsinizadas e retirada de cada condi¢édo a concentragédo de 3x104
de células que foram transferidas para o inserto transwell juntamente com 200uL de
meio sem soro e na parte inferior 500uL de meio completo (10% SFB). Desta forma,
fazendo com que as células pudessem migrar para a parte inferior externa do inserto,
a qual estava em contato com o meio completo. Apos, as células foram incubadas em
estufa de CO2 a 37°C de acordo com o tempo referente para que ocorresse a
migragao.

Os insertos foram lavados com PBS gelado e a fixacdo das células, na porcao
inferior, foi realizada com paraformaldeido a 4% diluido em PBS, por 30 minutos. Apds
coradas com solucao de cristal violeta, por 60 minutos, posteriormente lavados com
PBS para remover o excesso do corante, e deixados para secar em posi¢ao invertida
no fluxo laminar. Secos, os insertos foram colocados sobre laminas, analisados e
fotografados em cinco diferentes campos, em microscopio invertido de contraste de
fase Olympus CKX41 com céamera acoplada em aumento de 400x, a analise
quantitativa de células que migraram foi feita a partir das fotos.
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Figura 2 — Esquema exemplificando o ensaio de migracéo transwell. Um inserto com poros de
tamanho 0,8um (A) é colocado sobre a superficie do pogco com meio 0% (C), a fim de que as células
(seta roxa) migrem para a parte inferior do inserto (B, coradas ap6s com cristal violeta), no qual ha o

contato com o meio completo 10% ( B-C).

Fonte: Elaborado pela autora

3.7 Ensaio de genotoxicidade (Cometa Alcalino)

As células HEp-2, SCC-25 foram cultivadas em placas de 6 pocos em uma
concentracdo de 5x10° em 1mL de meio completo 10% até se fixarem na placa de
cultura. Apos o plagueamento, no dia seguinte, foi retirado o meio de cultura das
placas e adicionado meio completo 10% juntamente com o extrato total da folha. Apés
a acao do extrato (24 horas na concentracéo de 10 pg/mL do extrato total de P.nigrum)
o contetdo dos pocos foram tripsinizados e colocado em tubo falcon de 15ml e
levados a centrifuga por 15 minutos a 1500rpm, a fim de formar um “pellet” de células
no fundo dos tubos. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de células misturado
a agarose de baixo ponto de fusdo/Low Melting Temperature agarose (LMP), disposto
em laminas de extremidades foscas que foram previamente mergulhadas em uma
mistura de PBS (Phosphate Buffer Solution) e agarose de ponto de fuséo
normal/Normal Melting agarose (NMP) formando uma fina pelicula sobre a lamina.
Apds, o material disposto nas laminas foram cobertos com laminulas e levados a
geladeira por 30 minutos para solidificar a agarose Low Melting.

Depois de solidificado, as laminulas foram retiradas das laminas e dispostas em
cubas de vidro para a etapa de lise das membranas. A solucéo de lise pH 10 (NaCl
2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, Lauril 35mM, DMSO 10% e Triton-x100 1%), foi
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adicionada as cubas, que em seguida foram cobertas por papel aluminio e
acondicionadas em geladeira por 1 hora.

ApoOs lisadas as membranas, as laminas foram colocadas em cuba de
eletroforese com tampao de corrida pH 13 (NaOH 10N, EDTA 200mM), e
permaneceram na cuba por 30 minutos antes de se iniciar a eletroforese. Transcorrido
este tempo, seguiu-se uma eletroforese de 20 minutos a 25V e 300mA, para que 0
material pudesse se deslocar, possibilitando a formacéo da cauda do cometa.

Efetuada a corrida de eletroforese, as laminas foram lavadas por 3 vezes com a
solucédo de neutralizacdo (Tris 0,4M) com pH 7,5. Com as laminas neutralizadas e
secas seguiu-se a etapa de fixacdo, onde as laminas foram novamente
acondicionadas em cubas de vidro preenchidas com etanol absoluto, ficando nesta
condig&o por 10 minutos. Transcorrido este tempo, as mesmas foram expostas para
secagem.

Na etapa de coloracéo, cada lamina recebeu 100uL da solucao (GelRed®, NaCl
1M e H20 destilada) e ap6s 5 minutos foram analisadas em microscépio de
fluorescéncia (Zeiss, Oberkochen, Germany) em aumento de 400x.

Foram analisadas 100 células por grupo experimental. Os nucleos celulares
foram classificados em classes de danos, descrito anteriormente por Kobayashi, 1995.

Classe 0 — sem dano aparente;
Classe 1 — cauda curta, menor que o diametro do nucleo;

Classe 2 — comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes 0
didmetro do nucleo;

Classe 3 — comprimento da cauda maior que o dobro do diametro do nucleo.

O Iindice total de danos (ID total) foi calculado pela férmula abaixo, onde n
refere-se ao numero de células de cada classe de danos: ID total = 0.(n Classe 0) +
1.(n Classe 1) + 2.(n Classe 2) + 3.(n Classe 3).

Todas as etapas do ensaio foram realizadas em ambiente sem a incidéncia de

luz direta e com temperaturas baixas, para evitar danos adicionais ao DNA.
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Figura 3: Fluorescéncia dos nucleos corados com GelRed evidenciando os danos avaliados pelo
ensaio Cometa apoés tratamento com o extrato total (concentragcao de 10ug/mL por 24 horas).

Dano 0 Dano 1 Dano 2 Dano 3

Fonte: Elaborado pela autora. Escala de 5um.

3.8 Avaliacéo de Apoptose e Ciclo celular por Citometria

Para a avaliacdo de Apoptose as células HEp-2, SCC-25 foram cultivadas
(4x10°) em garrafas de 25cm?, em 2 mL de meio completo e mantidas em camara
Gumida, até se fixarem nas superficies. Apés o plaqueamento, no dia seguinte, apos
24 horas, o meio de cultura foi substituido por meio completo e assim adicionado o
tratamento na concentracdo de 10ug/ml e 100 pg/ml, além da garrafa controle que
recebeu apenas DMSO e uma segunda que recebeu podofilotoxina (controle positivo)
e uma terceira apenas com células (controle negativo) para a calibracao.

Passado o tempo de tratamento (24 horas), o conteudo de cada triplicata e seu
sobrenadante foram centrifugados a 1.500 rpm por 3 minutos para obtencéo do pellet,
e entdo lavadas trés vezes com PBS.

Em seguida essas células foram contadas para se saber a quantidade de célula
por tubo falcon, para que entdo se chegasse a contagem de 1x10° células/mL, apds
sendo adicionado o buffer 1x. Dessa solucao foi transferido 100ul de cada amostra
para um eppendorf de 1,5 mL, devidamente identificado. Entéo, foi adicionado 5 ul de
PE (fitocoeritrina) Anexina V e 5 pl de 7AAD (Amino-Actinomicina) (BD pharmigen,
San Diego, USA) e feito uma homogeneizacéo e incubag¢ao no escuro por 15 minutos
em temperatura ambiente. Apds, foi adicionado 400 pl de tampéao de ligacéo 1x e
entdo foi realizada a leitura no aparelho citbmetro, adquiridos 5.000 eventos de cada
amostra (Guava Easy Cyte, MILLIPORE), para a investigacdo da expressao das
moléculas relacionadas com apoptose e necrose apds o tratamento com o extrato total
da folha.
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Para a analise de ciclo celular, as células foram tripsinizadas, lavadas com
PBS, fixadas com etanol 70% e incubadas por uma hora em -20°C. A suspenséo de
células foi centrifugada e o pellet ressuspendido em 200ul de solucdo do Kit Guava
Cell Cycle Reagent (MILLIPORE,Temecula, USA) e entéo foi realizada a leitura no
aparelho citbmetro, adquiridos 10.000 eventos de cada amostra, para investigacdo do

ciclo celular apos o tratamento com o extrato total.

3.9 Anélise de PCR quantitativo em tempo real
3.9.1 Genes alvos

Os genes a serem estudados nesse projeto (PTGS2, PTGER3, PTGERA4,
MMP2, MMP9 TIMP1 e TIMP2) foram previamente selecionados a partir dos
marcadores potenciais identificados por estudos anteriores (Silveira et al., 2008),
utilizando bibliotecas SAGE. No projeto de mestrado de Cunha e colaboradores
(2012), esses genes foram apontados como marcadores moleculares adequados
nessa via de inflamacéo. A sequéncia de nucleotideos dos genes encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1: Iniciadores de cadeia (primers) utilizados na PCR quantitativa

Oligonucleotideo

Sequéncia

PTGER3 anti-sense
PTGER3 sense
PTGER4 anti-sense
PTGER4 sense
MMP2 anti-sense
MMP2 sense
MMP39 anti-sense
MMP9 sense
PTGS2 anti-sense
PTGS2 sense
TIMP1 anti-sense
TIMP1 sense
TIMP2 anti-sense
TIMP2 sense

5" TCTCCGTGTGTGTCTTGCAG 3’

5" AGCTTATGGGGATCATGTGC 3’

5" CCAAACTTGGCTGATATAACTGG 3’
5" CGAGATCCAGATGGTCATCTTAC 3’
5’ CCGTCAAAGGGGTATCCATC 3’

5 AAGTCTGGAGCGATGTGACC 3’

5" ATTTCGACTCTCCACGCATC 3’

5 TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC 3’

5" AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG 3’

5" ATTCCCTTCCTTCGAAATGC 3’

5 TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG 3’

5" ACTGTTGGCTGTGAGGAATG 3’

5’ CTATATCCTTCTCAGGCCCTTTG 3’
5" AGAAGGAAGTGGACTCTGGAAAC 3’
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3.9.2 PCR quantitativo em tempo real

As reacOes foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), no Laboratorio de Biomarcadores e Bioinformatica
Médica, na Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, FAMERP, SP. Todas
as reacOes foram preparadas em triplicata, incluindo o controle endégeno, o GAPDH,
considerado como melhor gene normalizador para controle endégeno. Em seguida as
reacoes foram processadas em volume final de 20pL SYBR® Green PCR Master Mix
e 100nM de cada primer, segundo protocolo da Applied Biosystems.

As condicdes de termociclagem compreenderam uma incubacéo de 2 min a
50°C, seguida por desnaturacéo inicial de 10 min a 95°C. Em seguida, o programa
continuou com 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C, para anelamento de primers
e extensao das cadeias, e 35 seg. a 65°C, para coleta do sinal. A curva de dissociacao
foi gerada apés amplificacdo e compreendeu um passo de 15 seg. a 95°C seguido de
1 min a 60°C. A guantificacao foi realizada comparando-se os valores de expressao
obtidos das curvas padrdes, as quais foram desenhadas pela diluicdo seriada a partir
de um pool de amostras de cDNA. O fator de normalizacédo utilizado foi a média
geométrica do gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), utilizado
como controle interno (controle enddgeno). Os valores de expressao génica obtidos
nas andlises foram quantificados tendo como base a amostra controle, escolhida
como calibrador de todas as amostras. A analise dos resultados da PCR quantitativa
em tempo real foi a partir dos valores do Ct (Cycle threshold) de cada amostra, sendo
que foram calculadas as médias das triplicatas. Posteriormente, foi calculado o ACt a
partir da subtracdo da média obtida para a sequéncia de interesse por aquela do
controle interno. Para o calculo do A-ACt, foi escolhida a amostra controle como
calibrador, sendo atribuido ao mesmo o valor de zero como resultado da subtracéo
com seu proprio ACt. Nas demais amostras (tratadas com o extrato total), o resultado
do A-ACt foi calculado a partir das diferengas dos valores de ACt de cada um deles
em relac&o ao calibrador. Em seguida, foi calculado o 222t (PFAFFL, 2001). Por
fim, para uma melhor representacdo grafica, os resultados foram apresentados em
uma escala logaritmica de base 2 (Logz). Foi considerado aumento ou reducao
significativa de expressado quando o valor de expresséo foi duas vezes maior ou
menor, respectivamente, em relacdo a amostra controle ou quando esteve acima ou

abaixo de 1 quando apresentado na forma de Logz.
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3.10 Expresséao de proteinas pelo ensaio de western blott

As células foram lavadas com 5 mL de PBS gelado, e entdo adicionados em
cada um dos 6 pocos da placa: 150 ul de tampé&o RIPA (Sigma cod R0278), 1,5 ul do
inibidor de protease (Sigma cod P8340) e 1 ul NasVO4 (Sigma cod 450243), para entéo
lisar as amostras e obter a solucdo homogénea. Em seguida, as células de cada
linhagem foram delicadamente raspadas com o auxilio de um scraper, transferidas
para microtubos previamente identificados e uma parte estocadas em -80°. Apés, as
amostras foram submetidas ao ensaio para quantificacdo em espectrofotbmetro
seguindo o protocolo de BCA protein Assay Kit (Thermo Scientific, Meridian, USA)
para o controle negativo e positivo e para o tratamento com o0 extrato total na
concentracdo de 10ug/mL, a fim de padronizar a concentracdo total de proteinas em
todas amostras.

Apés a quantificacéo, foram coletados 100 ul da amostra lisada (que estava no
freezer -80C), adicionados em cada tratamento 30 pl do tampao de amostra, 4 pl de
B-mercapto (Sigma cod M6250),2 pl de SDS 10% e ap0s realizado fervura em banho
seco 100°C por 5 minutos, sendo estocados a -20°C, para posteriormente realizar o
protocolo do western blott. Quantidades iguais de proteinas (30ug/ml) foram usadas
em todos os grupos através do Kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo S.,
Waltham, EUA). As proteinas foram separadas eletroforeticamente usando SDS-
PAGE a 12%, antes de serem transferidas para uma membrana de nitrocelulose de
0,45um (Millipore, Massachussetts, EUA). A transferéncia foi confirmada por
coloragdo das membranas com uma solugéo de Ponceau S a 10% (Sigma Aldrich,
Missouri, EUA). As membranas transferidas foram bloqueadas com TBS-T-leite a 5%
por 3 horas ou overnight e lavadas 3 vezes com tampé&o TBS.

Em seguida, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com os
anticorpos PTGS2, PTGERA4, (1:500 yL Abcam, Cambridge, UK) MMP2 (1:500 uL,
ABclonal, Woburn, EUA) em leite com TBS-T 5% e lavado 3 vezes com tampéo TBS.
No dia seguinte, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-rabbit I1gG
conjugado com peroxidase horseradish (1:1000 uyL Abcam, Cambridge, UK). Bandas
imunorreativas  (peroxidase atividade) foram detectados pelo método de
quimioluminescéncia aprimorada (ECL), visualizado em filme fotografico Hyperfilme.

A andlise quantitativa dos anticorpos foi mensurada por densitometria usando
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o software Image J (NIH, Maryland, EUA). A B-actina foi usada como controle
endogeno (1:1500uL, Cell Signaling, Danvers, USA).

3.11 Analises estatisticas

Os dados de todos os experimentos foram analisados utilizando o software
Prisma ®GraphPad versdo 8.0. Os resultados foram apresentados como média +
desvio padrédo (SD) e a analise estatistica foi realizada por analise de variancia para
comparacdes multiplas (ANOVA) seguido do post hoc Bonferroni ou Dunnet’s. Os
valores de p inferiores a 0,05 foram considerados para indicar resultados
estatisticamente significativos. A estatistica dos dados para o Ensaio Cometa foi
baseada em analise de variancia ndo paramétrica de post hoc de Kruskal-Wallis, ao
nivel de 5% de probabilidade e as médias foram comparadas por meio do teste t de

student ao nivel de 5% de probabilidade.



4. RESULTADOS
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4.1 A morfologia das células nédo sofre modificacbes

Inicialmente, as células HEp-2, SCC-25 e fibroblasto oral foram cultivadas e
observadas em microscopia de contraste de fase diariamente. O aspecto morfoldgico
da linhagem celular HEp-2 (Figura 4A) é caracterizada por uma monocamada de
células nucleadas e aspecto fusiforme. A aparéncia da morfologia das células SCC-
25 (Figura 4C) é definida por células pequenas com um citoplasma escasso, nucleo
grande, com aspecto variando de arredondado a fusiforme e padr&o de crescimento
em grumos, sendo uma caracteristica dessa linhagem. Ao microscopio de luz, os
fibroblastos (Figura 4E) apresentam-se com nucleo grande, prolongamentos
citoplasmaticos e com formato fusiforme. Assim, ao serem observadas, essas
linhagens de células ndo apresentaram alteracdes visiveis apds os tratamentos
(Figura 4B, D,F).

Figura 4: Morfologia das células (HEp-2, SCC-25 e fibroblastos) controles (A,C,E) e ap6s tratamento
com a Piper nigrum (B, D, F) na concentracdo de 10ug/mL por 24 horas, evidenciando nucleos (setas
vermelha) e prolongamentos citoplasméticos (setas pretas).

Controle Piper nigrum

HEp-2

SCC-25

Fibroblastos

Fonte: Elaborado pela autora. Escala de 100pm.
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4.2 O extrato total da folha de P.nigrum diminui a proliferagcdo celular nas
linhagens HEp-2, SCC-25 e fibroblasto oral

O ensaio de proliferagéo celular, por meio da curva de crescimento foi realizado
para as trés linhagens estudadas, no qual comparamos as células tratadas ou néo
com o extrato total da P. nigrum nas concentracdes de 10, 50 e 100 ug/mL nos
diferentes tempos de 4, 24, 48 e 72 horas.

Na linhagem de carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2), foi observado o
efeito de inibicdo da proliferagéo celular pela influéncia do tratamento com o extrato
total nas concentracbes de 10, 50 e 100 pg/mL, demonstrando uma reducdo do
crescimento dessas células tumorigénicas nos tempos testados quando comparados
as amostras controle. Na andlise do tratamento ap0s 72h, observou-se que nao houve
diferenca estatisticamente significativa na quantidade de células ao longo das
contagens nas trés concentracdes (Figura 5A).

Para a linhagem de carcinoma epidermoide de lingua (SCC-25), podemos
constatar que apoés o tratamento com o extrato total ocorreu uma reducao significativa
da proliferacéo celular na linhagem nas trés concentracdes (10, 50 e 100 pg/mL), ao
logo dos tempos de tratamento em relacdo ao controle. Na [10] pg/mL, em 72 horas,
observou-se que ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao controle (Figura 5B).

Nos fibroblastos orais normais, observou-se que houve uma reducéo
significativa dos grupos tratados em relacdo as amostras controle, mas também foi
possivel constatar que quando foi maior a concentracdo do extrato, como a de 100
pg/ml, ao longo dos tempos, mais intensa foi a reducéo da proliferacdo celular nessa
linhagem normal (Figura 5C).

Ao que tudo indica, quando usado, o extrato total da P. nigrum age nas células
tumorigénicas causando morte celular, fazendo com que a proliferacao dessas células
diminua. Como j& era esperado, por ser utilizada como um controle positivo, a
podofilotoxina apresentou alta atividade antiproliferativa em todas linhagens

tumorigénicas.
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Figura 5: Ensaios de proliferacao celular com o extrato total da folha nas diferentes condicdes
experimentais nas linhagens HEp-2, SCC-25 e fibroblastos
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Fonte: Elaborado pela autora. (*) = p<0,05 diferenca significativa em relagéo ao controle.

4.3 O extrato total da folha ndo altera a viabilidade celular das células normais
ao longo do tempo

Na figura 6, os gréaficos representam a viabilidade celular do ensaio
colorimétrico de citotoxicidade. Observamos que houve uma diminui¢do da viabilidade
celular ao longo do tempo na linhagem tumorigénica HEp-2, com o extrato total nas
trés concentracdes e foi significativo em todas concentracdes nos tempos de 4, 24 e
48 horas de acéo (Figura 6A), mas sem ser considerado toxico, pois nao reduziram a
viabilidade celular abaixo de 50%. Também foi observado que a partir do tempo de
72h houve um aumento na viabilidade celular, provavelmente por fatores paracrinos
eliminados pelas proprias células tumorais, aumentando assim essa viabilidade.

Na linhagem tumorigénica SCC-25 apds o tratamento, observou-se que houve
uma viabilidade alta para a concentragdo de 50 pg/ml no tempo de 72h (Figura 6B).
No entanto, nas demais concentracdes observou-se que houve uma diminuicdo da

viabilidade celular, sendo apenas téxica para o controle positivo com podofilotoxina
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no tempo de 4 horas, mas ndo sendo toxica para as células tratadas, ou seja, a
viabilidade celular se manteve acima de 50%. Podemos observar que para as células
normais o extrato total nao interferiu na viabilidade celular nos trés primeiros tempos,
havendo uma diminuicédo significativa apenas no tempo de 72 horas de a¢ao do extrato
(Figura 6C).

Por meio deste ensaio e do ensaio de proliferacdo celular, considerou-se como
melhores condi¢gdes, 0s tempos e concentracées que apareciam mais vezes como
significativos estatisticamente quando observada a atividade antiproliferativa e
citotoxica para as células tumorigénicas e foi considerado simultaneamente a
atividade proliferativa e com menor efeito citotoOxico para as células normais
(fibroblastos). Esta analise trouxe como condi¢des experimentais mais promissoras, o
tempo de 24 horas e a concentragéo de 10ug/mL, e em segundo lugar o tempo de 24
horas e concentragao de 100ug/mL. Sendo assim, 0s experimentos posteriores foram
realizados nas condicbes experimentais de 10ug/mL em 24 horas de acdo do
tratamento, e para a analise de citometria de fluxo optamos em nos utilizar das duas

concentragdes para uma melhor investigagéo dos dados.

Figura 6: Ensaios de viabilidade e citotoxicidade nas linhagens HEp-2, SCC-25 e fibroblastos
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4.4 O extrato total da folha diminui a migracdo das células HEp-2, SCC-25 e
fibroblastos

A invaséo de células tumorais em tecidos normais ocorre pela migracao celular
através da barreira endotelial. Utilizamos o ensaio de migracdo para observar se esse
evento continua ocorrendo ap6s a administracdo do extrato total da P.nigrum nas
concentragdes de 10, 50 e 100 pg/mL nos diferentes tempos de 4, 24, 48 e 72 horas.
Observou-se, que apos o tratamento com as concentragcfes do extrato total da folha
e com o controle positivo com podofilotoxina, as linhagens tumorigénicas
apresentaram diminuicdo significativa na capacidade migratoria.

Na linhagem celular HEp-2 o tratamento com o extrato total da folha diminuiu a
migracdo celular, os dados estatisticos mostraram esse decrescimento da taxa de
migracao (Figura 7A,B), ocorrendo diferenca significativa em todas as concentragdes
no tempo de 24 e 72 horas (Figura 7C). Na linhagem celular SCC-25, o tratamento
com o extrato total da folha diminuiu a capacidade migratéria celular (Figura 7D,E),
sendo que essa taxa foi significativa em todas as concentragdes ao longo dos tempos
(Figura 7F), sendo com excec¢do o tempo de 72h que o tratamento mostrou nao
possuir mais o efeito inicial quando comparado com outros tempos, ou seja, as células
retomaram a alta taxa de migracao (Figura 7f).

Nas células normais (fibroblastos) foi possivel observar que a concentracéo de
10 pg/mL de P. nigrum, em quase todos os tempos, teve menor efeito anti-migratorio
sobre essa linhagem normal quando comparadas ao controle. No tempo de 4, 24 e 72
horas observou-se que houve uma diminuicdo da taxa de migracdo celular,
apresentando diferenca significativa, em todas concentracfes. Interessantemente, no
tempo de 48 horas, observou-se que a concentragédo 10 pg/mL evidenciou um
aumento na migracdo celular. Desse modo a taxa migratéria se manteve
consideravelmente estavel na menor concentracdo do extrato (Figura 7G, H). O
controle positivo com podofilotoxina diminuiu drasticamente a migragdo nas células

normais (Figura 71).



RESULTADOS -45

Figura 7: Ensaios de Migragéo celular Transwell controle e apds o tratamento com o extrato total.
Controle (A,D,G), tratamento com Piper nigrum (B,E,H) na concentracdo de 10ug/ml por 24 horas e
gréfico representando C,F,I,f).
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Fonte: Elaborado pela autora. Escala 100pm

4.5 A genotoxicidade da Piper nigrum nas linhagens tumorigénicas

Por meio do ensaio cometa foi possivel verificar se ocorrem danos ao material
genético das células das duas linhagens tumorigénicas (HEp-2 e SCC-25), apds os
tratamentos com o extrato total da P. nigrum no tempo de 24 horas e concentracao de
10ug/ml (Figura 8A,B).

Para a linhagem HEp-2, observou-se que apesar de haver uma reducdo, ndo
houve uma diferenca estatistica na avaliacdo dos danos em relagé@o ao controle. Para
a linhagem SCC-25, foi possivel observar que houve danos significativos apés o
tratamento com o extrato e controle positivo com podofilotoxina. O aparecimento da
cauda pode ser induzido pela apoptose celular, formando a caracteristica de forma
semelhante a de um cometa, onde a maior parte do DNA danificado se move para a
cauda do cometa (MAJTNEROVA; ROULAR, 2018).
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Figura 8: indice de danos obtidos pelo ensaio de genotoxicidade para as linhagens HEp-2 e SCC-25
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Fonte: Elaborado pela autora. (**) =p <0,01 diferenca significativa do tratamento em relagdo ao controle.

4.6 O extrato total da folha induziu a morte celular nas linhagens tumorigénicas

Os dot plots representativos na Figura 10 mostram os resultados obtidos apés
a incubacgédo com PE (fitocoeritrina) anexina V e 7-AAD (7-Amino-Actinomicina), em
cada grupo de células. A porcao Q4 representa o numero de células viaveis, ou seja,
nao apresentam nenhuma marcacdo, enquanto a porcdo Q3 mostra o numero de
células em apoptose inicial onde ocorreu a externalizacdo do fosfolipidio
fosfatidilserina (PS) na membrana plasmética, que é marcada pela anexina V. A
porcdo Q1 representa o n° de células em necrose onde ocorreu 0 rompimento da
membrana plasmatica e extravasamento do conteudo intracelular. Assim, ocorre a
ligacdo das células com 7-AAD, que é um intercalador de estruturas intracelulares,
como o DNA, permitindo a sua marcacdo e deteccdo. A porcdo Q2 representa o
namero de células em apoptose tardia, demonstrando a externalizacdo de PS na
superficie, quando ocorre a ruptura da membrana além da marcag¢do com o 7-AAD,
havendo a dupla marcacéo.

No experimento para as linhagens tumorigénicas apds 24 horas de tratamento
na concentracao de 10 e 100ug/mL, pode-se observar que o grafico representando as
células apo6s a incubacdo com PE anexina V mostram que essas, quando tratadas
tiveram uma diminuicdo das células viaveis (LL), ocorrendo uma concentracdo de
células em apoptose tardia e necrose para a linhagem HEp-2 (Figura 9A), e apoptose
inicial, tardia e necrose para a linhagem SCC-25 (Figura 9B), ou seja o tratamento
pode estar levando ao processo de apoptose. Além disso foi observado a acao

apoptética do controle positivo com podofilotoxina em ambas linhagens (Figura 10).
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Figura 9: Efeito do tratamento com o extrato total da folha de Piper nigrum sobre a viabilidade,
apoptose, apoptose tardia e necrose. LL (Células Viaveis), LR (Apoptose Inicial), UR (Apoptose
Tardia) e UL (Necrose).
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Figura 10: Dotplots obtidos da citometria de fluxo. Viabilidade (Q4), apoptose inicial (Q3), apoptose
tardia (Q2) e necrose (Q1). (A,E) controle, (B,G) tratamento 10ug/mL e (C,H) tratamento 100ug/mL
(D,F) controle positivo com podofilotoxina
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Fonte: elaborado pela autora

4.7 As células tratadas sofreram parada do ciclo celular em GO/G1 e G2/M

No experimento de ciclo celular ap6s o periodo de incubagdo com o extrato
total (10 e 100ug/mL), foi possivel observar para a linhagem HEp-2 que essas foram
induzidas a estacionarem na fase G2/M da parada do ciclo celular em ambas
concentracdes, além de também ter estacionado na fase S na [100] pg/mL (Figura
11A e 12 A-C) e as células da linhagem SCC-25 a estacionarem na fase G1/G0 do

processo de parada do ciclo celular (Figura 11B e 12 E-G).
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O controle positivo com a podofilotoxina induziu a um processo de apoptose e

parada do ciclo celular sinalizada na fase G2/M e S (Figura 11 e 12 D,H).

Figura 11: Andlise da progresséo do ciclo celular (Fase G1/GO0, S e G2/M) apds o tratamento com o
extrato total da folha de Piper nigrum
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Fonte: elaborado pela autora. (**) =p<0,01, (***) =p<0,001 (****) =p<0,0001 diferenca significativa em relagédo ao
controle.

Figura 12: Histogramas representativos da progressao do ciclo celular para as linhagens
tumorigénicas tratadas. Fase GO/G1 (rosa), Fase S (verde) e Fase G2/M (azul). (A,E) controle, (B,F)
tratamento 10ug/mL, (C,G) tratamento 100ug/mL (D,H) controle positivo com podofilotoxina.
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Fonte: Elaborado pela autora
4.8 O extrato total da folha modulou a via inflamatéria da ciclooxigenase-2
Previamente a PCR quantitativa em tempo real, realizamos a validacdo da
integridade dos RNAs e cDNAs obtidos das diferentes amostras em gel de agarose

1%. Os resultados obtidos foram expressos em valores de Ct (nUmero de ciclos de
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amplificacdo) necessarios para que o sinal fluorescente emitido atingisse o limiar de
deteccdo. Os genes de interesse (PTGS2, PTGER3, PTGER4, MMP9, MMP2, TIMP1
eTIMP2) estdo envolvidos em cascatas relacionadas com inflamacgao e processos de
invasdo tumoral (Figura 14). Nas linhagens tumorais, observamos que os genes dessa
cascata inflamatoria foram modulados apdés tratamento com o extrato total (10ug/mL)
da P.nigrum e com o controle positivo (podofilotoxina).

O gene PTGS2, teve sua expressdo aumentada nas células ap0s tratamento
com a P. nigrum e com o controle podofilotoxina, esta ultima, também influenciou o
aumento dos demais genes em ambas linhagens, com excecdo da MMP’s e PTGER3
na SCC-25. Além disso, o gene PTGERS3 exibiu uma expressao reduzida nas células
tumorais apés o tratamento com o extrato. Diferentemente, houve um aumento na
expressdo do PTGER4, TIMP1 e TIMP2, e consequentemente uma diminuicdo na
expressdo das metaloproteinases MMP9 e MMP2.

Com relacdo a expressdo da MMP9, o tratamento nao influenciou
significativamente para a linhagem SCC-25. Esses achados indicam que a expresséo
génica e proteica da via da PTGS2, apds o tratamento com o extrato total, pode estar
envolvida com os efeitos antitumorais na carcinogénese de cabeca e pescoco.

Figura 13: Expressao de genes por Real-Time PCR em células HEp- e SCC-25. As expressdes do
RNAm da via foram analisadas apos os tratamentos com 10ug/mL do extrato total, em relagao ao

controle. A linha pontilhada (= 1,0 ou < -1,0) é equivalente a diferenca da expresséao significativa, com
base no logaritmo 2.
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4.9 O extrato total da folha modulou a expresséo de proteinas envolvidas com o
processo inflamatoério

A andlise da expressdo proteica mostrou niveis reduzidos de PTGS2 (Figura
13A,D), PTGER4 (Figura 13B,E) e MMP2 (Figura 13C,F) nos grupos tratados com a
concentracao de [10] ug/mL do extrato total nas linhagens HEp-2 e SCC-25, porém
sendo significativo apenas para MMP2 nas células tumorigénicas (Figura 13C,F). As
células normais de fibroblastos, apds a administragdo com o extrato, mostraram niveis
aumentados de PTGS2 e nao tiveram expressao visivel na densitometria das
proteinas PTGER4 e MMP2 (Figura 13G).

Figura 14: Expressado de PTGS2, PTGER4 e MMP2 por western blott em células HEp-2, SCC-25 e
fibroblastos. As expressdes da proteina 3-Actina foi usada como controle endégeno na linhagem
HEp-2 (A-C), SCC25 (D-F) e nas células normais (G). As estatisticas de dados estdo demonstradas
como unidades arbitrarias das expressdes relativas de PTGS2 69kDa, PTGER4 55kDa e MMP2
73kDa.
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A Piper nigrum é uma planta medicinal que pela sua fonte de moléculas
bioativas com propriedades farmacolégicas, tém sido recentemente destacada como
contendo comprovada propriedade anticancer em suas partes constituintes, incluindo
citotoxicidade, apoptose, autofagia, e interferéncia com vias de sinalizacdo em
diferentes linhagens de células tumorigénicas e modelos animais. Extratos da P.
nigrum podem oferecer uma sinergia interessante de seus constituintes bioativos
anicos, alcancando atividade anticancerigena por mecanismos complementares
(TAKOOREE et al.,, 2019; TURRINI; SESTILI; FIMOGNARI, 2020), com isso a
investigacdo do potencial anticancer do extrato total da folha se fez necesséria.

O céancer € um conjunto de doencas que tem acometido desde os ancestrais
de humanos modernos, que remontam a mais de um milhdo de anos, (ODES et al.,
2016) até os dias mais recentes na espécie humana. Nessa doenca, 0s agentes de
destruicdo sdo as préprias células do individuo que perderam a capacidade de se
autodirigir e, de certo modo, que foram transformadas em partes essenciais para a
proliferacéo de tumores.

Nosso estudo evidenciou que o extrato total da pimenta quando administrado
diminuiu a proliferacéo e a viabilidade das células de carcinoma de cabeca e pescoco
(HEp-2 e SCC-25) ao longo dos tempos e concentragdes, e tais efeitos também foram
observados para a proliferacdo das células normais (fibroblastos orais), porém
diferentemente a viabilidade celular se manteve inteiramente integra nessas células.

Na literatura ndo existem estudos, ao nosso conhecimento, sobre a folha da P.
nigrum em linhagens de céancer de cabeca e pescoco, mas trés lignanas presentes
nas folhas de P. nigrum, sendo elas (-)-cubebina, (-)-3,4-dimetoxi-3,4-
desmetilenodioxi-cobina e (-)-3-desmetoxicubebina foram pesquisadas por Matsuda
e colaboradores (2004) e Hirata e colaboradores (2007), que aplicaram esses
compostos em linhagem celular de melanoma B16 de murinos (B16F1) e observaram
gue néo ocorreu a diminui¢cdo na proliferacdo celular. Outros estudos, como de Abu e
colaboradores (2016), que ao estudar compostos da Piper methysticum
diferentemente observaram uma reducéao na proliferagcdo em células de tumores de
mama.

Desse modo, esses dados demonstram que o extrato da folha da P. nigrum

inibiu a proliferacéo nas células de carcinoma epidermoide de laringe e lingua (HEp-2
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e SCC-25), ocasionando uma diminuicdo na proliferacdo do processo tumoral e
mantendo as células normais integras e viaveis.

As respostas celulares aos danos ao DNA esta diretamente relacionada a
biologia do cancer, pois € por meio desses danos que ocorre a suscetibilidade ao
desenvolvimento de células com material genético danificado, e consequentemente
sua progressdo. E também por esses danos que as modalidades terapéuticas atuais
tém utilizado para tratar a tumorigénese, pois sabe-se que células com uma resposta
de dano de DNA frequentemente morrem em resposta a esses danos, reduzindo
assim a probabilidade de progressao para malignidade (KASTAN; BARTEK, 2004).
Sendo assim, o estudo dos danos no DNA também se fez importante para nossa
andlise, e para isso utilizamos o ensaio cometa, que € um método sensivel de
avaliacdo de danos em células Unicas por meio da sua capacidade de deteccdo de
lesdo do nucleo, e em consequéncia, 0 material genético de dupla cadeia que se
encontra no ambiente nuclear (AFANASIEVA; SIVOLOB, 2018).

Detectamos, em nosso ensaio de genotoxicidade, que a P. nigrum na
concentragao escolhida de [10] pg/mL, apds 24 horas, na linhagem HEp-2, ndo
causou efeito genotoxico significativo, mas em contraponto gerou danos significativos
para a linhagem SCC-25, o que foi também elucidado por Hang e colaboradores
(2018), que ao administrar em células tumorigénicas de cabeca e pescoco
(UMSCC10A) a piperlongumina, um alcaloide isolado da planta Piper longum,
observaram que houveram danos ao DNA e elevados niveis de espécies reativa de
oxigénio (ROS) nessas células.

Considerando os danos ao DNA nas células tratadas com P.nigrum e sabendo
que essa fragmentacdo do material genético ocorre no processo de morte celular, a
apoptose, resolvemos investigar esse tipo de morte no nosso trabalho. A apoptose é
um tipo de morte celular programada, que busca uma homeostase no ambiente,
diminuindo o crescimento e a divisdo celular anormal. Esse processo de morte é
caracterizado por mudangas na membrana (encolhimento e blebbing), no citoplasma
das células (compactacdo) e degeneracdo do nucleo celular, caracterizada por uma
condensacgao da cromatina (OBENG, 2021).

Observamos nesse estudo que o extrato total da folha da P.nigrum levou ao
processo de apoptose nas linhagens tumorais onde ocorreu uma diminuicdo das
células viaveis e um aumento de células em apoptose tardia e necrose, na linhagem

HEp-2; e em apoptose inicial, tardia e necrose na linhagem SCC-25. Achados com a
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P. nigrum mostraram que o extrato total livre de Piperina e dois compostos bioativos
do fruto, kusunokinina e piperlongumina, induziram a apoptose celular, pela via
extrinseca, em células cancerigenas de mama, e menor efeito sobre as células
normais mamarias (SRIWIRIYAJAN et al. 2017; SRIWIRIYAJAN et al. 2015). Desse
modo, € interessante destacar que o processo de apoptose € uma resposta
fundamental na tumorigénese, por ser uma morte celular programada e ndo provocar
respostas inflamatérias, possuindo assim um papel terapéutico no cancer.

Ao contrério da vida de um organismo que pode ser vista como uma progressao
linear, a vida de uma célula segue um padréo ciclico. Esse mecanismo ¢é identificado
como ciclo celular e possui uma funcdo elementar que é duplicar o genoma e dividir o
DNA de maneira a manter sua integridade nas células (LEMMENS; LINDQVIST,
2019), sendo um sistema regulado cuidadosamente por mecanismos genéticos que
levam a interrupcao da progressao do ciclo por estimulos intrinsecos ou extrinsecos,
onde ocorre o acumulo das células em uma de suas fases. Essa regulacéo ocorre nos
pontos de verificagdo do ciclo celular, sendo composto pelas fases G1/G0, S e G2/M.
Neste ultimo periodo ocorre a etapa da mitose, onde as células dividem o material
genético e ocorre a citocinese (KASTAN; BARTEK, 2004).

Com o intuito de saber se o tratamento promoveu a parada do ciclo celular,
utilizamos o ensaio de citometria de fluxo e observamos que as células HEp-2 apés o
periodo de incubacdo com o extrato total da Piper nigrum (10 e 100ug/mL), foram
induzidas a estacionarem na fase G2/M e S do processo de parada do ciclo celular. O
gue foi observado em alguns estudos sobre a atividade citotoxica do extrato da fruta
de P.nigrum enriquecida de piperina, onde foi afirmada sua capacidade de estacionar
o ciclo celular na fase G2/M em células de cancer de mama (GREENSHIELDS et al.,
2015), em osteossarcoma (ZHANG et al., 2015), ovério (QIU; XUE; ZHANG, 2019),
pulmdo (LIN et al., 2013) e carcinoma escamoso oral (SIDDIQUI et al., 2017).
Diferentemente para as células SCC-25, o tratamento induziu a parada na fase G1/G0O
do processo do ciclo celular, e interessantemente quanto maior foi a concentracéo
(100pg/mL), proporcionalmente maior foi o efeito do tratamento sobre essa linhagem.

As alteracbes genéticas do céancer determinam o destino das células
cancerosas, afetando a proliferacdo, divisdo do ciclo celular e a apoptose. Esses
eventos quando desorganizados estdo envolvidos na metastase, um dos processos
biolégicos cruciais para a continuidade do cancer no organismo (NOVIKOV et al.,

2020). Nesse processo as células cancerigenas invadem o tecido circundante através
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da barreira endotelial, onde ocorrem deformacgdes no nucleo e seus constituintes, ou
podendo bem como ocorrer pelos vasos sanguineos proximos (PFEIFER; IRIANTO;
DISCHER, 2019).

Em nosso ensaio de migracéo celular, constatamos que o tratamento induziu
as linhagens tumorigénicas a uma diminuicéo significativa na capacidade migratoria,
ao longo dos tempos testados, ocorrendo também esse efeito nas células normais,
porém curiosamente houve uma possivel retomada, ou menor efeito, sobre a
migracdo dessas células com a administracdo de 10ug/ml do extrato total. Foi
observado em um estudo recente, que o composto (-)-kusunokinina, extraido das
sementes da P. nigrum diminuiu a migracéo em células cancerigenas de mama (MCF-
7) e inibiu o crescimento do tumor em modelos de ratos (TEDASEN et al., 2020). A
migracao celular é fundamental para estabelecer e manter a organizacdo adequada
dos organismos ao longo da sua vida, porém quando analisada do ponto de vista
tumorigénico, a migracdo de células alteradas é certamente algo ndo propicio para
essa organizacao celular. De fato, esses resultados nos faz esperar, por exemplo, que
consigamos o0 quanto mais breve, mediante um aprofundamento sobre o efeito na
capacidade migratoéria, ter respostas para diminuir a propagacao e invasao de células
cancerigenas altamente malignas.

Desse modo, sabemos que no cancer, as células tumorais adquirem a
capacidade de mudar de forma, desprender e se mover facilmente nos espacos
desorganizados da arquitetura normal do tecido. Essa capacidade de invasédo e
migracdo, sao processos complexos e que envolvem a cooperacdo de enzimas
proteoliticas, como as metaloproteinases cujos substratos incluem componentes de
matriz extracelular (ECM), incluindo a membrana basal (CUI, 2017). As
metaloproteinases sdo estimuladas, a partir de uma cascata génica e proteica, que se
inicia na resposta a um estimulo inflamatério com a ciclooxigenase-2, que possui um
papel vital na regulacdo de processos relacionados a tumorigénese, e que
desencadeia uma série de respostas celulares, como a ativacdo dos receptores de
prostaglandinas e consequentemente, ativacdo das MMP’s (ABRAHAO et al., 2010).

Para tentar encontrar o papel do extrato total da P. nigrum, no cancer de cabeca
e pescocgo, realizamos a andlise de expressdo génica e proteica da cascata da
ciclooxigenase-2 (PTGS2) e nossos achados evidenciaram, em ambas linhagens
tumorigénicas estudadas, que o tratamento influenciou positivamente modulando

essa via.
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Na analise, observamos que o gene da ciclooxigenase-2 (PTGS2) teve sua
expressdo aumentada em ambas linhagens tumorais (HEp-2 e SCC-25) apo6s o
tratamento com o extrato. Com essa resposta na expressao das células de carcinoma
de cabeca e pescoco, se torna importante destacar que o PTGS2 € presente em Varios
tipos de cancer, incluindo o cancer de laringe, e sua ligacdo aos receptores é
associada aos processos de resposta inflamatoria protumorigénica e agressividade
no cancer de células epidermoides orais (NASRY; RODRIGUEZ-LECOMPTE;
MARTIN, 2018).

Desse modo, 0s nossos resultados evidenciaram que o receptor PTGER3 teve
sua expressao reduzida e o PTGER4 aumentada em ambas as linhagens tumorais;
indicando que a ciclooxigenase-2 estava sintetizando PGE2, e consequentemente
ativando apenas o receptor 4, que é relatado como abundantemente expresso em
linhagens de carcinoma de lingua e a sua hipermetilacdo esta ligada a recidiva em
pacientes com cancer laringeo (OSAWA et al., 2019). Em patrticular, os resultados
com o receptor PTGER3 apds a administracdo com o extrato é promissor, pois a
expressdo dos receptores PTGER3 pode desempenhar um papel significativo na
progressao no cancer de células epidermoides orais (KASHIF; ISHFAQ; NAGI, 2015),
e foi observado por Hoshikawa e colaboradores (2009), os efeitos inibitérios do
crescimento celular e desenvolvimento do cancer apos utilizar um antagonista seletivo
para PTGER3 em células de carcinoma oral com alta expresséao de ciclooxigenase-2.

O extrato total da Piper nigrum, promoveu o mecanismo de ac¢ao dos TIMPs
estudados em ambas linhagens tumorais, em consequéncia a isso, houve uma maior
interacdo com as metaloproteinases (MMP9 e MMP2), que tiveram uma resposta
antagodnica, ou seja, reduzida apds a acao dos inibidores teciduais nas linhagens HEp-
2 e SCC-25. Esses resultados confirmam os mecanismos biolégicos dos TIMP’s e
suas interacdes com as MMP’s apds o tratamento com o extrato.

Vérios estudos relataram a expressdo e o papel de MMP-9 e MMP-2 na
agressividade e migracao no cancer de cabeca e pesco¢o. Em um destes estudos foi
observado, que em tecidos de cancer bucal humano o aumento da expressao dessas
metaloproteinases foram significativamente associado a metastase (VICENTE et al.,
2005), sendo assim, 0s N0ssos resultados sé&o promissores por demonstrarem o efeito
do tratamento modulando a acdo desregulada destas enzimas proteoliticas

associadas ao cancer, além disso, se correlacionam com 0s nossos resultados aqui



DISCUSSAO - 57

destacados sobre o efeito antimigratorio nas linhagens tumorais ap0s o tratamento
com o extrato da folha de P.nigrum.

Na analise proteica, como esperado, observamos uma tendéncia a diminuicado
das proteinas PTGS2, PTGER4 e MMP2 apds o tratamento com o extrato total da
folha, porém havendo diferenca significativa apenas para a MMP2 nas células
tumorais. Assim como foi relatado em um estudo com o extrato etandlico da folha de
O. sanctum (Manjericdo) que exerceu seu efeito anti-invasivo nas células
epidermoides de cabeca e pescoco, atenuando a atividade da MMP9 e MMP2, que
estdo relacionadas a agressividade nesse tipo de cancer (UTISPAN et al., 2020).
Ainda, em células de osteossarcoma, foi demonstrado o efeito antimigratério
associado a diminuicado da expressdo das MMP’s nas células tratadas com piperina
(ZHANG et al., 2015).

Também foi observado no nosso estudo, que diferentemente nas células
normais (fibroblastos), houve um aumento na expressao proteica de PTGS2, e ndo
houve expressao visivel na densitometria das proteinas PTGER4 e MMP2 ap6s a
administracdo do extrato. Esses achados, até aqui, indicam que a Piper nigrum pode
induzir a uma diminuicdo proteica e génica da via inflamatdria estudada,
principalmente relacionada com a inibicdo das metaloproteinases pelos inibidores
teciduais (TIMP’S), portanto esta diretamente relacionada aos efeitos antitumorais e
antimigratorios da progressao dos tumores de cabeca e pescoco.

Também é interessante descrever aqui, que ao longo do estudo utilizamos a
podofilotoxina, uma lignana extraida de Podophyllum spp., como controle positivo por
apresentar comprovada atividade anticancer ja relatada. Apesar de termos resultados
contraditorios nos valores de citotoxicidade, com a maioria de seus valores ndo sendo
considerados citotoxicos, nos demais ensaios tivemos resultados semelhantes aos
descritos na literatura. Observou-se uma diminuicdo significativa da proliferacao
celular, danos substanciais no material genético, diminuicdo na migracdo celular,
indugcédo a morte, parada do ciclo celular na fase G2/M e aumento significativo da
expressdo da via da ciclooxigenase-2 nas linhagens de carcinoma de cabeca e
pescoco estudadas.

Hu e colaboradores (2017) corroboram nossos dados, pois observaram que a
podofilotoxina inibiu efetivamente a polimerizacdo de tubulina e a montagem de
microtubulo, induzindo a parada na fase G2/M por niveis reguladores da ciclina B1 e

do gene da proteina quinase dependente de ciclina. Além disso, conjugados dessa
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lignana também induziram a apoptose, interromperam a rede de microtibulos e
inibiram a migracdo celular e atividade proliferativa em hepatoécitos (ZHANG et.,al
2017), demostrando sua eficacia antitumoral e sua importancia como efeito desejado
sendo a variavel independente neste projeto.

Desse modo, observamos que poucos estudos tém avaliado o efeito do extrato
da folha da Piper nigrum no céncer e a partir desses dados, podemos concluir que o
extrato total diminui a proliferacdo e migracao das células, ndo é citotoxico as células
tumorais e normais, possui o efeito genotéxico provavelmente por inducdo de
apoptose e/ou necrose celular, induz a parada do ciclo celular e ainda esta relacionado
a cascata inflamatoria da ciclooxigenase-2 (Figura 13 e 14). Portanto, em funcéo dos
resultados obtidos, podemos salientar que o extrato total da folha apresentou efeitos
promissores nas células de cancer de cabeca e pescoco (Figura 15).

Figura 15 — Resumo grafico do potencial modulatério da folha de P.nigrum em CECP

G1/Go
G2/M
MMP9 TIMP2

‘ MMP?2 TIMP1

Extrato total da folha ‘Linhagem celular de cancer de
cabega e pescogo

Fonte: Elaborado pela autora
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Nossos achados, até o presente momento, permitem concluir que o extrato total

da P. nigrum, nas linhagens celulares tumorigénicas e fibroblastos:

- ndo altera a morfologia celular, mas reduz a proliferacdo e migracéo celular;

- ndo é citotoxico, porém genotoxico para a linhagem de cancer de lingua (SCC-25);
- induz o processo de apoptose inicial, tardia e necrose;

- induz as células estacionarem nas fases G1/GO0, S e G2/M do ciclo celular;

- modula a expressao de genes e proteinas envolvidas com o processo inflamatorio;

Dessa maneira, o extrato total da folha de Piper nigrum parece apresentar uma
sinergia entre seus metabdlitos atuando diretamente nas células tumorigénicas por
mecanismos relacionados as vias antiproliferativas, apoptoticas e/ou inflamatorias e
abrem novas possibilidades de estudos futuros para terapias associadas no cancer

de cabeca e pescoco.
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