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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa pode contribuir para o desenvolvimento de um tratamento adjuvante para
o cancer de cabeca e pescoco, baseado em um composto com propriedades anti-inflamatorias e
menor toxicidade para as células saudaveis em comparagao as terapias atualmente empregadas,
0 que pode resultar em menos efeitos colaterais. Os resultados obtidos indicam que a
nanopiperina apresenta potencial terapéutico relevante ao modular vias inflamatorias e
migratorias, reduzir a viabilidade e a proliferacao celular e aumentar a taxa apoptoética de células
tumorais, contribuindo para a diminui¢do da progressao tumoral. Esses achados fornecem uma
base cientifica solida para futuras investigagdes in vivo e abordagens translacionais, reforcando

o potencial da nanotecnologia como aliada no tratamento de neoplasias resistentes.

POTENTIAL IMPACTS OF THIS RESEARCH

This research may contribute to the development of a complementary treatment for head
and neck cancer, based on a compound with anti-inflammatory properties and lower toxicity to
healthy cells compared to currently used therapies, which may result in fewer side effects. The
results obtained indicate that nanopipeline has relevant therapeutic potential by modulating
inflammatory and migratory pathways, reducing cell viability and proliferation, and increasing
the apoptotic rate of tumor cells, contributing to the reduction of tumor progression. These
findings provide a solid scientific basis for future in vivo investigations and translational
approaches, reinforcing the potential of nanotechnology as an ally in the treatment of resistant

neoplasms.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus pela vida, pela sabedoria e pela forga
concedida em todos os momentos desta jornada. Agradego por mais essa vitoria!

Agradeco ao Programa de Pods-Graduagédo em Biociéncias e aos professores
que o compdem, pela oportunidade concedida e por possibilitarem a realizagdo deste
trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concessao da bolsa de mestrado.

Ao Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, pela bolsa permanéncia,
que foi crucial para a finalizagao deste projeto em suas etapas finais.

Ao Departamento de Ciéncias Biologicas deste instituto, aos técnicos que o
compdem e a todos os funcionarios da Secao Técnica de Pdés-Graduacgao, pela
atencéao, apoio e colaboracéo.

A minha orientadora, Prof.2 Dr.? Flavia Cristina Rodrigues Lisoni, pela
orientagdo, paciéncia, confianga e por sempre incentivar o pensamento critico e
cientifico.

Ao Prof. Dr. Fernando Lucas Primo, da UNESP de Araraquara, e a todos os
colaboradores de seu laboratdrio, pela dedicacdo na sintese e concessdo da
nanopiperina utilizada neste trabalho.

A Prof.2 Dr.2 Fatima Pereira de Souza, do Departamento de Fisica do Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, e a todos os integrantes de seu laboratério,
pela gentileza em ceder as aliquotas da linhagem celular HEp-2 utilizadas neste
estudo.

A todos os colegas do Laboratério de Imunomorfologia, pela ajuda nas longas
horas de experimentos, pelas discussdes produtivas e por contribuirem com um
ambiente colaborativo e acolhedor.

A minha familia, pelo amor incondicional, pela paciéncia nos momentos de
estresse e por acreditarem em mim mesmo quando eu duvidava. Aos amigos de
infancia, pela leveza e apoio em todos os momentos, essenciais para recarregar as
energias.

A todos os colegas que conheci ao longo desses anos no IBILCE, pelo
incentivo, pelas trocas e por contribuirem com a minha formagdo de diferentes
maneiras.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo deste trabalho,
0 meu sincero agradecimento.



RESUMO

O carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo (HNSCC) ¢ uma doenga genética
causada por mutagdes em células somaticas, cujo desenvolvimento ¢ influenciado por fatores
ambientais e inflamatorios. O gene da prostaglandina endoperédxido sintetase 2 (P7GS2) ¢ um
dos principais reguladores inflamatorios e frequentemente encontra-se superexpresso em
tumores de HNSCC resistentes e reincidentes, mesmo em pacientes tratados com a
quimioterapia convencional, estando associado com metastase e progressao tumoral. A piperina
¢ um agente regulador dessa via inflamatoria, com perfil mais seguro em relacdo aos anti-
inflamatorios convencionais, aminoalcaloide natural com conhecida atividade antitumorigénica
e antimetastatica. No entanto, a piperina ¢ altamente hidrofobica e por isso possui baixa
biodisponibilidade, o que pode ser melhorado com a utilizagdo de nanotecnologia. Assim, o
objetivo do estudo foi analisar o efeito de nanoparticulas de poli 4cido latico-co-acido glicélico
(PLGA), carregadas com piperina (nanopiperina), como um possivel agente antitumoral e anti-
inflamatorio, em linhagens celulares de HNSCC. Para isso, linhagens de células tumorigénicas
HEp-2 e CAL27 foram tratadas com nanopiperina, isoladamente ou em combinagdo com
cisplatina, por 4, 24 e 48 horas ¢ submetidas as analises celulares e moleculares, incluindo
ensaios de avaliacdo da morfologia, proliferagdo, viabilidade, migragdo celular, citotoxicidade
apoptose e expressao génica. Os resultados obtidos sugerem que a nanopiperina promoveu
alteragcdes morfologicas, a partir de 85 uM, com reducdo de citoplasmas e aumento do nucleo,
além de um efeito antiproliferativo apos 24 horas de tratamento, inclusive em conjunto com a
cisplatina. Foram observados sinais morfologicos de morte celular, como formacao de bolhas
na membrana (blebs) e diminuicdo do tamanho celular, e confirmada por citometro de fluxo,
com até 20% das células em apoptose final. Os resultados também sugerem uma diminui¢ao no
processo de migracao celular quando as cé€lulas foram tratadas com a nanopiperina, associada
a redugdo na expressao dos genes MMP-2 ¢ PTGS2. Em conjunto, nossos dados mostram que
a nanopiperina tem efeito antiproliferativo, antimigratorio e anti-inflamatorio, podendo ser um
farmaco com potencial para o tratamento complementar do carcinoma de cabeca e pescoco,

abrindo novas possibilidades para terapias inovadoras nessa doenca.

Palavras-chave: Inflamac¢do, Nanoparticulas, Cultura de células, Piperina, HNSCC.



ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is a genetic disease, but environmental and
inflammatory factors also play a role in its development. The prostaglandin endoperoxide
synthase 2 (PTGS2) gene is the main inflammatory regulator and is often overexpressed in
resistant and recurrent HNSCC tumors, even when treated with conventional chemotherapy,
and is associated with metastasis and tumor progression. Another regulatory agent of this
inflammatory pathway, with a safer profile than conventional anti-inflammatory drugs, is
piperine, a natural aminoalkaloid with known antitumorigenic and antimetastatic activity.
However, piperine is highly hydrophobic and therefore has low bioavailability, which can be
improved with the use of nanotechnology. Thus, the objective of the study was to analyze the
effect of PLGA nanoparticles loaded with piperine (nanopiperine) as a possible antitumor and
anti-inflammatory agent in HNSCC. For this purpose, HEp-2 and CAL27 tumorigenic cell lines
were treated with nanopipérine, alone or in combination with cisplatin, for 4, 24, and 48 hours
and subjected to cellular and molecular analyses, including assays to evaluate morphology,
proliferation, viability, and cell migration, cytotoxicity, and apoptosis. The results suggest that
nanopiperine promoted morphological changes at concentrations above 85 uM, with a reduction
in cytoplasm and an increase in nucleus size, as well as an antiproliferative effect after 24 hours
of treatment, including in combination with cisplatin. Morphological signs of cell death were
observed, such as membrane blebbing and decreased cell size, and confirmed by flow
cytometry, with up to 20% of cells in terminal apoptosis. The results also suggest a decrease in
the cell migration process when cells were treated with nanopiperine, due to changes in MMP-
2 gene expression and anti-inflammatory activity through suppression of the PTGS2 gene.
Together, our data show that nanopiperine has antiproliferative, antimigratory, and anti-
inflammatory effects and may be a herbal medicine with potential for the complementary
treatment of head and neck carcinoma, opening up new possibilities for innovative therapies

for this disease.

Keywords: Inflammation, Nanoparticles, Cell culture, Piperine, HNSCC.
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1 INTRODUCAO

O cancer engloba uma variedade de doengas causadas principalmente por mutacdes
somaticas em genes que regulam processos celulares fundamentais, como a proliferagdo celular,
apoptose (morte celular programada), reparo do DNA e alteragdes epigenéticas, incluindo a
metilagdo do DNA e modifica¢des nas histonas. Essas modificagdes alteram as fungdes normais
das células, resultando no descontrole do ciclo celular, aumento da proliferagao desordenada e
inibicdo da apoptose, processos cruciais para o desenvolvimento e progressao de neoplasias
(MBEM]I, et al., 2020). O desequilibrio dos processos habituais de multiplica¢ao e morte celular
sdo viabilizados por mutagdes em genes responsaveis pela regulagao do ciclo celular, como os
oncogenes € os genes supressores de tumor (SHAIKH et al., 2021). A fungdo prejudicada dos
transcritos gerados por esses genes resulta em instabilidade gendmica, que se acumula e se
propaga durante a divisdo celular levando ao surgimento do fenotipo maligno das células
tumorais ¢ o mantém em células descendentes (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Embora o
cancer seja uma doenca intimamente relacionada a alteracdes gendmicas e epigenéticas
somaticas, a maior parte dos tumores deriva de eventos adquiridos ao longo da vida,
frequentemente modulados por inflamagao, exposi¢des ambientais e fatores comportamentais
(COUSSENS; WERB, 2002).

Cada célula de um neoplasma utiliza essas mutacdes herdadas para adquirir
caracteristicas malignas, tais como: sinalizacdo continua de proteinas proliferativas, inibi¢do de
supressores de crescimento, resisténcia a apoptose, replicagdo imortal, indug¢ao da angiogénese,
ativacdo da invasdo e metastase, desregulacdo metabolica e a capacidade de escapar da
destrui¢do mediada por células do sistema imunologico (GYORFFY et al., 2024). A medida
em que estas alteragdes fenotipicas se acumulam, o tumor pode adquirir a capacidade
metastatica, que se inicia com a invasdo das células malignas aos tecidos adjacentes,
encontrando vasos linfaticos e sanguineos, a partir dos quais podera migrar para regides
distantes do corpo, uma vez que estas células consigam se multiplicar e sobreviver nestes
tecidos distintos completa-se o processo metastatico (CUIL, 2019).

Além da instabilidade gendmica, que acelera o desenvolvimento do cancer ao modificar
as c¢lulas internamente, a inflamagdo cronica desempenha um papel crucial na alteracao do
microambiente tumoral por promover a sintese e secrecao de fatores de crescimento e espécies
reativas de oxigénio, contribuindo ainda mais para o progresso da doengca (HANAHAN, 2022).

Nesse contexto, a inflamacao atua como uma ferida que ndo cicatriza, exigindo que as células
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se renovem constantemente, acelerando a divisdo celular, o que aumenta o risco de mutagoes e
transformagdo neoplésica. Além disso, o ambiente inflamatério contém agentes que causam
danos ao DNA, como detritos da fagocitose, incluindo as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. O ambiente inflamatério também pode contribuir para a progressao do tumor devido
a ativacdo do estroma, liberacdo de fatores de crescimento, angiogénese e ativacdo de
metaloproteinases de matriz (MMP), para a migracao de células imunes ao local da inflamagao,
e esses efeitos favorecem a proliferacao celular e metastase tumoral (NAHAND et al., 2019;
COUSSENS, 2002).

Foi relatado que diferentes vias génicas, mediadores e células inflamatérias sdo
significativamente mais expressos em alguns tipos de cancer, como por exemplo no cancer de
células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC), nesse sentido a resolucao dessa inflamagao
exacerbada torna-se uma maneira de reduzir a progressdo tumoral, por interven¢do do
microambiente (BONOMI et al., 2014; ROMA-RODRIGUES et al., 2019). Em meta-analises
mais recentes foi observado que existe relacdo entre a diminui¢do de metastases, incidéncia e
reincidéncia de tumores em pacientes tratados com anti-inflamatérios nao esteroidais como
terapias complementares ao tratamento convencional, aumentando a sobrevida total dos
pacientes (ZHAO et al., 2018; ZAPPAVIGNA et al., 2020).

O HNSCC ¢ o sétimo tipo de cancer mais comum globalmente, contando com mais de
660 mil novos casos e 325 mil mortes anualmente (SUNG et al., 2021). A doenca compreende
uma variedade de aproximadamente 90% dos tumores malignos que surgem na regido da cabega
e pescogo, incluindo os neoplasmas originados na cavidade oral, faringe e laringe (RAO et al .,
2023). No tratamento convencional, os estdgios iniciais sdo tratados com cirurgia ou
radioterapia, dependendo do acesso e sensibilidade da regido, entretanto, como ocorre em mais
de 60% dos pacientes com estagios tardios, o tratamento pode incluir altas doses de cisplatina,
que assim como outros quimioterdpicos possui baixa especificidade atingindo células normais
e tumorais, 0 que torna o tratamento altamente toxico e com efeitos colaterais evidentes
(ADELSTEIN et al. 2017; CHOW, 2020).

A cisplatina ¢ um farmaco baseado em platina, que ¢ capaz de induzir a parada do ciclo
celular e consequentemente a apoptose por promover danos ao material genético e induzir
ligagdes cruzadas de nucleotideo (GHOSH, 2019). Apesar de essenciais para o tratamento do
cancer, os quimioterapicos afetam significativamente as células saudaveis do organismo, pois
o seu efeito ¢ mais proeminente em células que possuem grande taxa de proliferacao,
independentemente de serem sauddveis ou ndo, o que prejudica principalmente células da

medula Ossea, sistema digestivo e foliculos capilares (ALJAMALI et al., 2021), enquanto
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outros 6rgdo como rins, figado e sistema nervoso sdo prejudicados pelo estresse oxidativo
causado pelo tratamento (CAULI, 2021; FRANCISCO et al., 2019; SUN et al., 2019.).

De maneira geral, a toxicidade ¢ causada pela atividade sistémica e pouco especifica
dos quimioterapicos, os danos ao DNA e restos apoptoticos liberados afetam as células
saudaveis, levando a inflamacdo (JUTHANI; PUNATAR; MITTRA, 2024). Os
quimioterapicos acabam sendo responsaveis por ativar vias de sinalizagdo inflamatdrias como
COX-2, recentemente chamada de PTGS2, promovendo liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias como interleucinas (IL-1f3,IL-8,IL-6) (KLEIN & LEHMAN, 2021; MITTRA,
2017).

O mesmo ocorre no tratamento com cisplatina, que demonstra estar relacionado com o
aumento da inflamagao pela fosforilagdo e ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB) e do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), a partir da cascata de sinalizacdo PI3K/Akt (OHTA et al.
2006). Curiosamente, a0 mesmo tempo em que a cisplatina induz a apoptose de células
cancerigenas ela também regula positivamente a via da PTGS2. O aumento de PTGS2, por sua
vez, € capaz de promover a resisténcia das células tumorais ao farmaco, por aumentar a
expressao de genes relacionados com o crescimento e proliferacdo celular como fator de
crescimento semelhante ao epidermal ligado a heparina (HB-EGF) (YANG et al., 2016). Outras
evidéncias sugerem que existem efeitos sinérgicos entre os quimioterapicos e os agentes anti-
inflamatorios ndo esteroidais (sobretudo celocoxib), que sdo inibidores da via PTGS2 e sao
capazes de diminuir a toxicidade dos quimioterdpicos possivelmente regulando as enzimas
responsaveis pela metabolizacdo (YU ef al,, 2011) ou sensibilizando as células tumorais para a
acdo do quimioterapico, pela inibi¢do da via PTGS2 (MAJDAEEN et al., 2015).

Dentre as alternativas de substincias com potencial terapéutico para o cancer, temos
moléculas originadas do metabolismo secundério de vegetais, que sdo vistas como opgdes
atrativas para o tratamento. Algumas destas sdo capazes de induzir a parada do ciclo celular,
apoptose e angiogénese (KUMAR et al., 2023) ou agir de forma coadjuvante e aliviar os efeitos
colaterais dos quimioterapicos, reduzindo nauseas e outros efeitos toxicos (KATOLKAR &
SURANA, 2024), sendo geralmente mais seguros, acessiveis € com menor custo quando
comparado com a terapia convencional (ULLAH et al., 2024), como € o caso da piperina.

A piperina (1-piperoilpiperidina) ¢ um amino alcaloide derivado do fruto da Piper
nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta longa), que vem demonstrando atividade
antitumoral e anti-inflamatéria (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019).

A piperina pode ser ingerida sem apresentar efeitos adversos na dose de até cinco

miligramas por quilogramas ao dia (EFSA, 2015). Apesar destes valores variarem de acordo
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com o mecanismo de entrega do firmaco, os limites de seguranca para obter os beneficios
farmacéuticos ja estdo estabelecidos. (HAQ et al. 2020).

Estudos apontam que a piperina pode modular a via de biossintese da prostaglandina E-
(PGE-), que esta envolvida em processos de inflamagao e progressao tumoral (YING et al.,
2013). Além disso, evidéncias provenientes de modelos de cancer de mama sugerem que a
piperina pode potencializar os efeitos da cisplatina, favorecendo a ativagdo de vias pro-
apoptoticas, como o aumento de caspases 3 ¢ 9, p53 e BAX, e a redugdo de proteinas da familia
BCL-2 (FATTAH etal., 2019). Embora esses achados nao tenham sido amplamente explorados
em tumores de cabeca e pescogo, eles indicam um possivel mecanismo bioldgico para investigar
combinagdes semelhantes em HNSCC.

Acredita-se que a piperina tenha propriedades anti-inflamatorias por meio da inibi¢ao
da enzima fosfolipase A2 (PLA2), que ¢ responsavel pela hidrélise de fosfolipidios de
membrana, produzindo d4cido araquidonico. O 4cido araquidonico ¢é convertido em
prostaglandina H2 pela enzima cicloxigenase 2 (PTGS2) e, em seguida, ¢ convertido por
isomerases especificas em diferentes prostaglandinas, incluindo a prostaglandina E2 (PGE2).
A inibicdo da PLA2 pela piperina pode reduzir a producido de PGE2, resultando em efeitos anti-
inflamatorios (YE et al., 2020; COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994). A via PTGS2
aparenta ser regulada negativamente por piperina, em diferentes modelos inflamatorios, como
cancer de colo de utero (CARDOSO et al., 2023), isquemia-reperfusao cerebral, condrdcitos de
osteoartrite humano (YING et al., 2013) e células de queratindcitos humanos apos irradiagao
de UV-B (JAISIN et al., 2020).

A prostaglandina E2 (PGE2), que ¢ o produto dessa biossintese ¢ um mediador chave
na inflamagdo, suas fungdes ocorrem a partir de ligacdo aos seus respectivos receptores
acoplados a proteina G presente na membrana, sendo eles PTGERI1, PTGER2, PTGER3 e
PTGER4, e cada qual sinaliza uma resposta (O’CALLAGHAN; HOUSTON, 2015). Os
receptores PTGER2, PTGER3 e PTGER4 quando recebem a ligagdo de PGE2 contribuem para
a tumorigénese mediando aumento da proliferacdo celular, metastase e angiogénese, na qual
PTGER3 atua pela reducdo de cAMP que ativa a cascata de MAPK, enquanto que PTGER2 e
PTGER4 aumenta os niveis de cAMP ativando Adenil ciclase que ativa a proteina quinase A
(PKA), tanto a mediacdo por MAPK quanto por PKA ativam fatores de transcri¢do no nucleo
(NF-kB e AP-1), que desencadeia a transcricdo de PTGS2 (PARIDA et al., 2016;
SCHMOECKEL et al., 2020), como pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1: Via PTGS2 e receptores.
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Fosfolipidio de araquidonico
membrana

Os fosfolipidios presentes na membrana plasmatica sdo degradados pela agdo da enzima fosfolipase A2, formando acido

araquidonico. Este acido é convertido em prostaglandina E2 (PGE2) pela enzima cicloxigenase 2 (COX-2). A PGE2 liga-se
aos receptores acoplados a proteina G, desencadeando respostas celulares. Quando a ligag@o ocorre com o receptor PTGER3,
ha uma diminuigdo da atividade da Adenil ciclase, reduzindo os niveis de AMP ciclico (cAMP) o que promove a ativagdo da
via MAPK, estimulando fatores de transcri¢ao associados a expressdo de genes pro-tumorais. A interagdo da PGE2 com os
receptores PTGR 2 e 4 eleva a concentragdo de cAMP que ativa a proteina quinase A (PKA) e, consequentemente, de fatores
de transcri¢do que também induzem a expressao de genes pro-tumorais. A ativagdo desses genes resulta em proliferagao celular
aumentada, sobrevivéncia celular, metéstase e angiogénese. Entretanto a piperina pode modular toda essa cascata, regulando a

a expressao desses genes. Fonte: ELABORADO PELO AUTOR: 2025.

H4 também uma ligagdo significativa entre a expressao de PTGS2 e metaloproteinases
da matriz (MMPs) em alguns tipos de cancer, que mostram que a expressdo diminuida de
PTGS2 resulta no nivel reduzido de MMPs (LIU et al., 2015). Dentre esta classe de proteinas
duas estao fortemente relacionadas com os processos de invasdo e metastase tumoral, a MMP-

2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B). Ambas s3o encontradas em abundancia nos tecidos
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cancerigenos e seu papel na progressao tumoral ¢ evidenciado pela expressao dos genes que as
transcrevem e a producdo dos inibidores teciduais de metaloproteinases, TIMP-1 ¢ TIMP-2
(GIANNELLI et al., 1997; FERNANDES et al., 2008). No ambiente inflamatdrio estas
proteinas sdo responsaveis pela remodelacdo da matriz extracelular (MEC), que como
consequéncia, converte a vascularizagdo, permitindo o extravasamento das células imunes e
angiogénese (LIBRA et al., 2009; ADEFUYE et al., 2012). Adicionalmente, a ativa¢do da
vascularizacdo e o aumento significativo na migracdo de neutrdfilos para o tecido sdo
impulsionados pela formacdo do complexo inibidor da elastase de leucocitos, juntamente com
a regulagdo negativa dos inibidores TIMP, assim como a superexpressao e ativagdo das MMPs.
Isso facilita o processo de diapedese dos neutréfilos nos locais de inflamagao (CARDEAL et
al., 2006; KOLACZKOWSKA et al., 2009). Concomitantemente, as MMPs desempenham um
papel no processo metastatico, que envolve a progressdo sequencial de proliferacdo celular
descontrolada, estimulo da angiogénese, desprendimento, motilidade, invasdo na corrente
sanguinea e interagdo com os elementos do novo microambiente, incluindo células
parenquimatosas, estromais e inflamatorias (NOGUTI et al., 2012). Essa via de metéstase tem
sido associada a diversas vias oncogénicas em diferentes tipos de cancer, como o cancer oral

(MK et al., 2016), podendo ser observado na figura 2.

Figura 2: Processo metastatico

Metastase

Angiogénese

Invasdo

O aumento da expressdo de MMPs 2 e 9 permite que células do tumor primario invadam o tecido adjacente, induzindo a

angiogénese. Adicionalmente, a formagdo do complexo inibidor da elastase de leucdcitos diminui a expressdo dos inibidores
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TIMP-1 e TIMP-2, o que somado com o aumento de expressdo de MMPs, permite a entrada de células malignas na corrente

sanguinea, iniciando o processo metastatico. Fonte: ELABORADO PELO AUTOR: 2025

Os resultados recentemente obtidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram efeitos
antitumorais e anti-inflamatorios da piperina isolada devido a regulagdo negativa de PTGS2,
que consequentemente reduziu a expressao de outros mediadores associados ao processo
neoplasico (CARDOSO et al., 2023). No entanto, assim como outros produtos naturais, a
piperina possui baixa biodisponibilidade devido a baixa dissolu¢do em &gua, caracteristicas
essas que dificultam ensaios laboratoriais e limitam sua capacidade terapéutica (SHAO et al.
2015). Para superar esta barreira, estudos mais recentes utilizam a nanotecnologia como
ferramenta para contornar estes desafios, devido a sua capacidade de melhorar a entrega celular
de compostos hidrofobicos (GANESAN et al. 2021).

A nanotecnologia compreende a producao de capsulas ou esferas com poucas centenas
de nandmetros, obtidas em diversos tamanhos, formatos, composi¢des ¢ modificados para
determinadas caracteristicas de acordo com a substancia ativa que sera carregada ou o 6rgao
alvo (SARKER e NAHAR, 2017). Em nosso estudo foram utilizadas nanocapsulas poliméricas
de Poli(4acido latico-co-acido glicolico) (PLGA, um biopolimero composto por mondmeros de
acido latico e acido glicolico, na propor¢ao de 50% de acido latico e 50% de 4cido glicdlico,
que sdo utilizados em etapas do ciclo de Krebs (o acido glicolico pela rota do glicolato converge
no ciclo de Krebs), portanto o produto final de sua degradacdo serd gas carbdnico e agua,
considerado assim um polimero atoxico (SADAT et al. 2014).

As nanocapsulas carregadas com piperina podem ser obtidas a partir de
nanoprecipita¢do, método que permite a formagao espontanea de gotas do 6leo circundadas por
uma membrana polimérica (SIQUEIRA-MOURA, et al. 2013). A técnica consiste na formacao
da fase solvente que compreende o biopolimero e o farmaco diluidos, que em seguida ¢
adicionada a fase ndo solvente, na qual deve ser imiscivel, neste caso a fase ndo solvente ¢é
constituida por dgua e surfactantes, visto que a fase solvente ¢ hidrofobica, quando a fase
solvente ¢ adicionada a fase ndo solvente ocorre a precipitagdo e dispersdo do polimero na
solucdo, que acaba por incorporar o farmaco (PINTO et al. 2022) como mostra a Figura 3. A
utilizacdo da nanotecnologia na entrega da piperina pode acelerar sua dissolugcdo em até trés
vezes e aumentar sua biodisponibilidade em até dezesseis vezes, portanto, com a utilizagdo da
nanopiperina espera-se aumentar a biodisponibilidade e aperfeicoar o estudo da mesma (REN.

et al. 2019).
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Figura 3: Método de obten¢do de nanoparticulas por nanoprecipitagdo

Fase organica
(polimero + piperina)

[ —

Solucao aquosa Rotaevaporcao Nanoparticulas
(4gua + surfactante)

A fase organica composta pelo polimero de PLGA e a piperina ¢ depositada em uma solugdo aquosa contendo 4gua e
surfactante, a mistura passa por rotaevaporagao e o polimero hidrofilico incorpora a molécula de piperina hidrofobica. Fonte:

ELABORADO PELO AUTOR: 2025

Portanto, considerando os efeitos benéficos e sinérgicos dos medicamentos anti-
inflamatorios que regulam negativamente a via PTGS2 no tratamento de diversos tipos de
cancer, bem como as limitagdes decorrentes da toxicidade dos quimioterdpicos e dos anti-
inflamatérios convencionais, além da baixa biodisponibilidade dos fitoterapicos, as
nanoparticulas carregadas com piperina (nanopiperina) surgem como um candidato promissor
para a terapia do cancer de cabeca e pescoco tratado usualmente com cisplatina. A razao disso
se justifica frente a capacidade potencial da nanopiperina de aprimorar o tratamento
convencional, regulando a via da PTGS2, oferecendo um perfil de seguranca mais favoravel,
mesmo em doses elevadas e durante periodos prolongados de exposi¢ao e poder melhorar
significativamente a sua biodisponibilidade devido a nanotecnologia.

A proposta deste estudo ¢ superar as principais barreiras que impedem a utilizagdo
eficaz de medicamentos, que atuam na via PTGS2, no tratamento do cancer. Espera-se que a
nanopiperina preserve a acao antitumoral e anti-inflamatdria da piperina isolada, interferindo
na capacidade proliferativa e migratoria de células cancerigenas e que este efeito surja em doses
menores do farmaco podendo desempenhar um papel significativo na pesquisa e abrir portas

para terapias mais eficazes e seguras no tratamento do cancer de cabeca e pescoco.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados com células escamosas de cancer de cabeca e pescogo tratadas com
a nanopiperina permitem concluir que:

1. A nanopiperina apresentou efeito antiproliferativo e citotoxico em células HEp-2 e
CAL-27, de forma tempo e dose dependente, tanto isoladamente quanto em combinagdo com
cisplatina. Estes resultados indicam atividade antitumoral in vitro

2. A diminuicdo na progressao tumoral ¢ evidenciada pelas alteragdes morfologicas,
diminui¢do da proliferagao e viabilidade celular.

3. A nanopiperina reduziu a migrac¢do celular e a expressdo de MMP-2 em ensaios in
vitro, sugerindo potencial para interferir em processos relacionados a invasao celular.

4. Os efeitos com nanopiperina sozinha sio similares em ambas as linhagens, no entanto
quando tratado em conjunto com cisplatina, a linhagem CAL-27 mostra maiores niveis
apoptdticos e maior citotoxicidade do que a linhagem HEp-2.

5. A nanopiperina isolada reduziu a expressao dos genes PTGS2 e PTGER4, sugerindo
tendéncia a efeito anti-inflamatorio. Este efeito ndo foi observado na presenca de cisplatina,
possivelmente devido a indu¢do compensatoria destes genes pelo farmaco. Ressalta-se que a
andlise foi limitada a expressdo de mRNA, ndo sendo avaliadas proteinas ou atividade
enzimatica, o que limita a interpretacdo funcional do efeito anti-inflamatorio.

Em conjunto, essas conclusdes mostram a eficiéncia da nanopiperina como um
potencial tratamento antitumoral, com agdes antiproliferativas e antimigratérias, demostrando

ser um potencial agente para tratamento complementar do cancer de cabega e pescogo.
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