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RESUMO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢co com acometimento de
sitios anatdbmicos do trato aerodigestivo superior representa o sexto tipo mais
comum de cancer no mundo. Algumas plantas vém sendo utilizadas no
tratamento do cancer e uma delas tem despertado interesse cientifico, a Piper
cubeba. Com relacdo a importancia da atividade antitumoral das lignanas
extraidas da Piper cubeba, incluindo seus elementos quimicos, foi proposto o
presente trabalho que teve como objetivo geral avaliar o potencial efeito
citotoxico e genotdxico de lignanas nas células sobre a morfologia, proliferacéo
e migracao celular, citotoxicidade, genotoxicidade, apoptose e necrose celular,
e expressdo génica, observando como o fitoterapico age e como essas
alteracdes participam do processo tumorigénico. Para isso foram utilizadas
duas linhagens de células tumorigénicas e uma de células normais, apdés o
tratamento com as lignanas cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina, extrato
total, hinoguinina e metilcubebina, todas extraidas das sementes de Piper
cubeba em trés concentra¢des (10 pug/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL), por 4, 24,
48 e 72 horas. A observacdo da morfologia foi realizada em microscopio
invertido, o indice de proliferacdo pela curva de crescimento, a viabilidade
celular foi determinada pelo método colorimétrico, MTS (CCso), migracao
celular pelo método de transwell, genotoxicidade pelo ensaio cometa, avaliacao
da apoptose por citbmetro de fluxo e expressao génica pela técnica de PCR
guantitativo. A estatistica foi realizada por analise de variancia para
comparacdes multiplas (ANOVA), seguido do ajuste de Bonferroni, pelo
software GraphPad Prism 5.0. Os resultados evidenciaram que as diferentes
lignanas nao alteram a morfologia celular, mas diminuem a proliferacdo e
migracdo das células, apresentam pouca citotoxicidade, e efeitos genotoxicos,
provavelmente por inducdo de apoptose tardia e necrose celular, e ainda
alteram a expresséo de genes envolvidos com o processo inflamatério. Dessa
maneira, as lignanas da Piper cubeba atuam diretamente nas células

tumorigénicas, seja pelas vias apoptoticas e/ou inflamatérias e abrem novas



possibilidades de estudos futuros para terapias associadas no cancer de

cabega e pescoco.

Palavras-chave: cancer, potencial antitumorigénico, fitoterapico, processo

inflamatorio.



ABSTRACT

Head and neck Squamous cell carcinoma with involvement of anatomical
sites of the upper aerodigestive tract represents the sixth most common type of
cancer in the world. Some plants have been used in the treatment of cancer
and one of them has aroused scientific interest, Piper cubeba. Regarding the
importance of the antitumor activity of the lignans extracted from Piper cubeba,
including its chemical elements, the present work was proposed whose general
objective was to evaluate the potential cytotoxic and genotoxic effects of lignans
in cells on cell morphology, proliferation and migration, cytotoxicity, genotoxicity,
apoptosis and cell necrosis and gene expression, observing how the
phytotherapic acts and how these alterations participate in the tumorigenic
process. After the treatment with the lignans cubebin, dihydrocubebin,
ethylcubebin, total extract, hinokinin and metilcubebin, all of them were
extracted from Piper cubeba seeds at three concentrations (10, 50 and
100ug/ml) for 4, 24, 48 and 72 hours. The morphology was determined by
inverted microscopy, proliferation index by growth curve, cell viability was
determined by the colorimetric method, MTS (ICsp), cell migration by transwell
method, genotoxicity by comet assay, flow cytometric apoptosis evaluation and
gene expression by quantitative PCR technique. Statistical analysis was
performed by analysis of variance for multiple comparisons (ANOVA), followed
by Bonferroni adjustment by GraphPad Prism 5.0 software. The results showed
that the different lignans do not alter the cellular morphology, but decrease cell
proliferation and migration, have little cytotoxicity, and genotoxic effects,
probably due to the induction of late apoptosis and cellular necrosis, and also
alter the expression of genes involved with inflammatory process. Thus, Piper
cubeba lignans act directly on tumorigenic cells, either through apoptotic and/or
inflammatory pathways and open up new possibilities for future studies for

associated therapies in head and neck cancer.



Key words: cancer, antitumorigenic potential, phytotherapeutic, inflammatory

process.
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1. INTRODUCAO

O cancer de cabeca e pescoco envolve todos os tumores malignos do
trato aerodigestivo superior, que comeca na borda vermelha dos labios e se
estende até o inicio do esbfago. Aproximadamente 90% das neoplasias
malignas de cabeca e pescoco sdo carcinomas de células escamosas,
engquanto apenas 5% sdo adenocarcinomas (GOTZ et al., 2018). Esse tipo de
cancer € a denominacéo genérica para o conjunto de tumores da cavidade oral,
faringe e laringe, cuja incidéncia eleva-se a cerca de 680 mil casos e a
mortalidade a 500 mil por ano no mundo. Esses numeros expressam a
relevancia da doenca para a saude publica. No Brasil, as estimativas do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) para 2018 assinalaram, para a cavidade
bucal, cerca de 14.700 casos novos por ano, 11.200 em homens e 3.500 em
mulheres (KFOURI et al., 2018).

Tumores que ocorrem nas regidées anatbmicas da cabeca e pescoco sao
0 sexto tipo mais comum de cancer no mundo (BASHEER et al., 2018). O
desenvolvimento desse tipo de céncer resulta da interagdo de fatores
ambientais e heranca genética, tratando-se, portanto, de uma doenca
multifatorial. Tabagismo e alcoolismo sdo importantes fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca (GALBIATTI; PADOVANI-JUNIOR, 2013).

Nas ultimas décadas, uma taxa de incidéncia decrescente,
particularmente para os canceres da cavidade oral, hipofaringe e laringe, tem
sido observada como efeito do consumo reduzido de tabaco nos paises
industrializados. No entanto, em contraste, houve um rapido aumento na taxa
de incidéncia de tumores orofaringeos, particularmente aqueles das amigdalas
e base da lingua, que foram associados ao virus do papiloma humano (HPV)
(GOTZ et al., 2018).

Com relacdo aos aspectos clinicos, o cancer de cabeca e pescoco
usualmente se apresenta como um conjunto de sinais e sintomas que incluem
lesdo de cavidade oral, aumento de volume da regido cervical, dificuldade de
ingestdo de alimentos, rouquiddo, sangramento e dor em alguns casos. A
incidéncia deste tipo de tumor aumenta com a idade, a semelhanca do que

ocorre com as demais neoplasias. Acomete individuos com idade superior a
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40 anos, sendo que a maioria dos casos é identificada em individuos com
idade superior a 50 anos (SANTIAGO, 2015).

Em se tratando do tratamento para este tipo de cancer, cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia e terapia biolégica sé&o
considerados intervengfes padrdes apds o diagnostico do cancer, podendo
causar efeitos tardios e irreversiveis para os pacientes. Como consequéncia,
pode ocorrer danos fisicos como a perda de fun¢des vitais na degluticéo, fala e
sentidos de sabor e cheiro, que podem vir acompanhados pela deterioracéo
social e emocional (ROSSETTO, 2018). Assim o tratamento de escolha
depende de mudltiplos fatores, como grau do tumor, estagio e localizagdo,
envolvimento nodal e caracteristicas do paciente (VEEN; NUYTS, 2017).

Além desses mecanismos de intervencgdes ja conhecidos para o
tratamento do cancer, algumas plantas se destacam na medicina popular e
uma delas tem despertado o interesse dos cientistas, a Piper cubeba,
conhecida popularmente como pimenta de Java, € uma planta usada
extensivamente na medicina tradicional na Indonésia (RESENDE et al., 2012).
Os compostos bioativos da Piper cubeba tém sido de grande valor na
descoberta de novos agentes terapéuticos para tratar doencas associadas a
problemas inflamatorios, distdrbios renais gonorréia, sifilis, dor abdominal,
enterite e asma (GODOY DE LIMA; BARROS; DA SILVA LAURENTIZ, 2018).

Também tem sido relatado o efeito inibidor sobre a hepatite C na protease
do virus da hepatite C (JANUARIO et al., 2002) e significativas atividades anti-
inflamatérias, antialérgicas e analgésicas do extrato metandlico da Piper
cubeba em ratos machos por edema de pata, orelha e artrite, constatando
claramente as atividades antialérgicas e anti-inflamatoérias (CHOI; HWANG,
2003).

As espécies do género Piper compreendem um grande numero de
plantas medicinais e economicamente importantes que sao amplamente
utilizadas em sistemas tradicionais de medicina (RAJALEKSHMI et al., 2016).
Apresentam ainda uma alta importancia comercial e econbmica por serem
pimentas usadas, mundialmente, como temperos picantes. O interesse pela
guimica desse género evoluiu bastante ao longo dos anos devido ao grande
namero de espécies estudadas e compostos isolados com importante valor

farmacoldgico. Algumas espécies deste género tém sido bem investigadas do
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ponto de vista fitoquimico e farmacolégico. Tais espécies séo fontes de dleos
essenciais bioativos e de grande interesse para as industrias farmacéuticas
(SILVA, 2008).

As propriedades biologicas da Piper cubeba estdo diretamente
relacionadas a presenca de lignanas como a cubebina, hinoquinina,
dihidrocubebina entre outras (ELFAHMI et al., 2007). As lignanas sao
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e geralmente estdo
associados a defesa da planta contra a acdo de patdgenos, ocorrem em varias
espécies de plantas sendo frequentes no género Piper (LAURENTIZ, 2015).
Varias lignanas exercem efeitos anticancerigenos, antioxidantes,
antimicrobianos,  anti-inflamatérios, = imunossupressores,  antivirais e
hepatoprotetores (NIWA et al., 2016).

As lignanas tém efeitos similares ao estrogénio in vitro, e sua acao €&
parcialmente atribuida a sua capacidade em se ligar a receptores especificos
do estrogénio (SUGAHARA; YAMAUCHI; NISHIMOTO, 2008). Segundo o
estudo realizado por Stark & Madar (2002), a lignana preveniu, de forma
enddgena, a oxidacdo de bases pirimidinas e purinas, reduzindo o dano
oxidativo do DNA, um evento que aumenta a tumorigénese. A acao
antioxidante dos fitoestrégenos também contribui para sua eficiéncia como
agente anticancerigeno (CORDEIRO; FERNANDES; BARBOSA, 2009).

Essas lignanas também s&o conhecidas por sua diversidade estrutural e
por inUmeras propriedades biologicas, sendo um dos membros mais
importantes dessas lignanas a podofilotoxina, que apesar de ser de outra
espécie (Podophyllum), apresenta comprovada atividade anticancer (entretanto
alta toxicidade) e seus derivados etoposideo e tenoposideo sdo usados
clinicamente no controle de alguns tipos de cancer (CANEL et al., 2000).

A atividade citotoxica indica o grau de morte celular induzida que um
extrato, resina ou substancia oferece a um determinado tipo de célula. Assim,
0s ensaios de citotoxicidade s&o uma ferramenta guia para o descobrimento de
novos farmacos que podem ser usadas em tratamentos contra 0 cancer.
Embora nem todos o0s compostos citotoOxicos apresentem aplicacao
anticancerigena na terapéutica, todos os anticancerigenos mostram elevada
citotoxicidade. Dentre as varias classes, destacam-se as lignanas

ariltetralinicas, em especial, a podofilotoxina, devido ao seu efeito
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anticancerigeno comprovado. A podofilotoxina mostra-se um agente tanto com
atividade citotoxica quanto anticancerigena e ja foi utilizada por muito tempo
para tratar condilomas venéreos (MEDRADO et al., 2014).

Embora a cubebina seja o composto mais abundante em P. cubeba
existem poucos estudos relatados sobre seus derivados sintéticos e sua
bioatividade, o trabalho de Silva e colaboradores (2008) relataram suas
atividades anti-inflamatdrias e analgésicas, mas ndo houve mais relatos na
area de modificacdo quimica da cubebina e de seus derivados que
explorassem em detalhes a sua atividade anticancerigena (RAJALEKSHMI et
al., 2016).

Poucos relatos na literatura relacionam vias genéticas com a acao
especifica da P. cubeba, mas sabemos que genes relacionados com vias
inflamatorias e/ou tumorigénicas podem ser modulados pela acéo das lignanas
(Cunha et al., 2016; Niwa et al., 2016). Dentre esses genes destacamos a ciclo-
oxigenase 2 (COX-2), enzima responsavel pela conversdo do &cido
araquidénico em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano, fundamentais
no processo de inflamacgéao tecidual. A sintese da COX-2, usualmente diminuta,
sob estimulo de citocinas; fatores de crescimento celular e oncogenes tém sua
expressdo aumentada, se relacionando com a angiogénese, invasdo e
metastase tumoral. O aumento da COX-2 é observado em varios tipos de
cancer, como por exemplo, nos céanceres de pancreas, pulmdo, mama,
estbmago, colon, préstata e de cabeca e pescoco. Por via do AMPc, a COX-2
promove a migracao e a disseminacdo destas células através do mecanismo
de angiogénese, e além disso, aumenta a sintese do Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (VEGF), fundamental para esse processo de angiogénese
(BONHIN et al., 2014).

A COX-2 sintetiza a prostaglandina E2 (PGE2), que pode ativar
receptores acoplados a proteina G, tais como EP1, EP2, EP3 e EP4 e regula a
expressdo, secrecdo e ativacdo de varias metaloproteinases em diferentes
tipos celulares, como mostra a via génica relacionando diferentes genes com
funcdes inflamatodrias (Figura 1). Alguns dados da literatura sugerem que a
expressdo de EP3 possui papel prognostico no cancer (ABRAHAO et al.,
2010).
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Figura 1. Representacao da via inflamatéria do gene COX-2.
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As proteinas que naturalmente inibem a atividade de metaloproteinases
de matriz (MMPs) sdo as codificadas pelos inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs). A protedlise descontrolada das MMPs promove
degradacdo da matriz extracelular, invasao de células tumorais e aumento do
risco de metastase de células cancerigenas (BOURBOULIA et al., 2013). As
MMPs sdo enzimas proteoliticas dependentes de zinco que degradam a
maioria dos componentes da matriz extracelular incluindo colageno, elastina e
fibronectina. A degradacao da matriz de colageno é importante para a invasao
de tecidos subjacentes e metastases. Varias MMPs possuem expressao
elevada em cancer de cabeca e pescoco incluindo MMP-2, MMP-8, MMP-9 e
MMP-13. MMP-2 e MMP-9 desempenham um papel importante na
carcinogénese de cabeca e pescoco por degradar o colageno tipo IV, o
principal componente da membrana basal. Alguns estudos mostram uma
correlagao significante entre a expressdo de MMP-9 e baixa sobrevida em
pacientes com cancer de cabeca e pescoco (SANTIAGO, 2015).

A maioria desses fatores € produzida pelas células tumorais e

inflamatorias, promovendo a comunicagdo paracrina e autécrina no
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microambiente tumoral, podendo influenciar todos o0s estdgios do
desenvolvimento tumoral, incluindo a iniciacdo, promocdo, progressao e
metastase (AGGARWAL et al, 2009; GRIVENNIKOV; KARIN, 2011;
NEURATH; FINOTTO, 2011), por essa razdo decidimos estudar essa cascata
génica especifica.

Diante desta reviséo bibliografica, foi elaborado o presente trabalho com o
intuito de contribuir para o esclarecimento da acdo das lignanas (cubebina,
dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina, metilcubebina e
podofilotoxina), avaliando o potencial efeito citotdxico, genotdxico desses
compostos extraidas da Piper cubeba e a influéncia dessas na expressao

génica.
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2. OBJETIVOS

Em funcdo da importancia da atividade antitumoral das lignanas extraidas
da Piper cubeba, incluindo seus elementos quimicos, foi proposto o presente
trabalho que teve como objetivo geral investigar in vitro o efeito das lignanas
nas células de cancer de cabeca e pescog¢o e normais.

Os seus objetivos especificos compreenderam avaliar o potencial efeito
citotoxico e genotoxico de lignanas nas células neoplasicas sobre a morfologia,
proliferacdo e migracao celular, citotoxicidade, genotoxicidade, apoptose e
necrose celular e expressdo génica dos genes (COX-2, EP3, EP4, MMP2,
MMP9, TIMP1 e TIMP2), observando como o fitoterapico age e como essas

alteracdes podem patrticipar do processo tumorigénico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens tumorigénicas e uma linhagem de células
normais. As linhagens tumorigénicas sao carcinoma epidermoide de laringe
(Hep-2) e de lingua (SCC-25), ambas do banco de linhagem de células
Americano (ATCC), que foram cedidas gentiimente pela Profa. Dra. Eloiza
Helena Tajara da Silva, Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto/FAMERP, SP. As células normais sdo ceélulas primérias derivadas de
fibroblastos orais humanos normais (F5), foram cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo

Coletta, da Faculdade de Odontologia da Unicamp, Piracicaba, SP.

3.2 Lignanas da Piper cubeba

As lignanas avaliadas foram cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina,
extrato total, hinoquinina e metilcubebina, todas extraidas das sementes de
Piper cubeba, em projetos anteriores coordenados pela Profa. Dra. Rosangela
da Silva Laurentiz, Departamento de Fisico-Quimica da FEIS/UNESP.

Além disso, adicionamos ao projeto uma lignana sintética, como controle
positivo, a podofilotoxina que apresenta atividade citotdxica conhecida contra
véarias linhagens de células cancerigenas (ZI et al., 2018). Todas as lignanas
foram diluidas em 1mL de veiculo (50% de Dimetilsulfoxide - DMSO e 50% de
agua ultrapura), entdo para todos os experimentos foi utilizada uma amostra
controle com o diluente (veiculo - DMSO), no volume maximo utilizado para a
concentragéo de 100pg/mL.

Na cultura in vitro foi utilizada a faixa de concentracdo de 10, 50 e 100
ug/mL das lignanas (determinadas por estudos prévios) nas células Hep-2,
SCC-25 e fibroblastos.

3.3 Procedimento de preparacao do extrato e separacao das lignanas

As sementes da Piper cubeba foram importadas da india com recursos de

projetos anteriores ja finalizados. As sementes secas foram trituradas num
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moinho de facas até um pdé fino com o qual foi feito o extrato etandlico. O
extrato foi preparado a partir de 1Kg de p6 das sementes em 5L de etanol, a
mistura foi mantida em repouso com ocasional agitacdo por 1 semana. Apés
esse periodo a mistura foi filtrada e o solvente removido a pressao reduzida em
rotaevaporador. O extrato obtido foi submetido & cromatografia em coluna de
silica gel (varias colunas) usando gradientes com polaridade crescente desde
hexano puro, misturas de hexano e diclorometano, até diclorometano puro. As
fracbes recolhidas foram submetidas a analises de RMN e HPLC para a
confirmacéo da estrutura e determinacdo da pureza. Na cultura in vitro foi
utilizada a faixa de concentracdo de 10, 50 e 100pg/mL das lignanas
(determinada por estudos prévios) nas linhagens celulares Hep-2, SCC-25 e
F5.

3.4 Cultivo e andlise da morfologia celular

A linhagem celular Hep-2 foi semeada em meio completo MEM-Earle
medium (Cultilab), suplementado com 10% de soro bovino (Cultilab), 1%
antibiotico/antimicético (Invitrogen), 1% L-glutamina (200 uM) (Sigma Aldrich),
1% de aminoacidos ndo essenciais 10mM (Sigma Aldrich) e 1% de piruvato de
sédio 100 mM (Sigma Aldrich). Para a linhagem SCC-25 foi utilizado o meio
DMEM-HAM-F12 (Cultilab), j& a linhagem F5 foi cultivada com o meio completo
DMEM high glicose (Cultilab), ambas suplementadas igualmente a linhagem
Hep-2. Essas células foram mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de CO; por 24
horas, até se fixarem no substrato. Apds 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 microscépio invertido e,
quando a densidade celular se mostrou alta, o material foi submetido a
tripsinizacao e subdividido em duas réplicas.

Para os procedimentos abaixo descritos (indice de proliferacéo celular,
citotoxicidade e viabilidade) foram realizados oito experimentos, com cada um
dos trés tipos celulares, um experimento controle (tratamento com DMSO) e
sete com diferentes tratamentos (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina,
extrato total, hinoquinina, metilcubebina e podofilotoxina), em trés diferentes

concentracbes (10, 50 e 100ug/mL) a serem tratados por 4, 24, 48 e 72h.
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Entdo, foi escolhido o tempo e a concentracdo, com maior diferenca
significativa, de acordo com os testes estatisticos de cada experimento, para
prosseguir os ensaios de migracao celular, genotoxicidade, citometria de fluxo
e de expressao génica. Ou seja, ap0s essa determinacdo, as células foram
processadas, em maior numero, para 0s ensaios especificos de migracdo
transwell, cometa, citometria de fluxo e PCR quantitativo. As diferentes

condicBes experimentais sdo apresentadas na Figura 2.

Figura 2: Esquema representativo do trabalho.

| Etapa 1: Concentracies de 10,50 e 100ug/mLnostemposde 4, 24, 48 e 72 horas

Células: Hep-2 Ensaios de Controle +7
E Proliferaco tratamentos
SCC-25 Celular e (l )
ignanas
F5 Citotoxicidade J

| Etapa 2: Escolha da concentragdo e tempo com diferenca estatistica significante

Hep-2 & SCC-25
(tempo de 72
horas e Ensaio de Migracdo
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100ug/mL}) Genotoxicidade tratamentos

i i lignanas

F5 (tempo de 24 S::t:l:én;etna de Fluxo (lig )

horas e
concentragdo de

100ug/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor

3.5 indice de proliferacéo celular

Para a andlise do indice de proliferacdo foi realizada uma curva de
crescimento para cada concentracdo a ser testada, em triplicatas (3
experimentos independentes), com contagem de células cultivadas em placas
de cultura de 6 pocos, semeadas na concentracdo de 5x10* em 2mL de meio
de cultura com 10% de soro fetal bovino e mantidas a 37°C em camara umida
e atmosfera com 5% de CO,, por 24 horas, até se fixarem no substrato. Apos

esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio sem soro (meio 0%), a
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fim de deixar todas as células na mesma etapa celular. Apos 24 horas foi
trocado o0 meio de cultura, substituido de acordo com os experimentos referidos
acima. Nesse dia zero do experimento, o0 meio sem soro foi substituido pelo
meio completo e adicionado o extrato das lignanas nas concentracdes
desejadas.

Apébs 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 apoés 24, 48 e 72 horas do experimento,
o qual foi realizado em duplicatas. O contador de células Countess Il utiliza
laminas especificas e o0 corante vital Tripan blue, no qual ele distingue as
células viaveis das células mortas, gerando assim trés contagens para cada
tempo, uma de células totais, outra de células viaveis e outra de células
mortas, no proéprio visor.

Apoés esse ensaio de proliferacdo celular foi aplicado o teste estatistico
Andlise de variancia a um critério, no qual o tempo e a concentracdo foram
avaliados para sabermos qual dara uma maior diferenca estatistica significativa

em relacdo ao crescimento celular, onde p < 0,5 foi considerado significativo.
3.6 Ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular

O ensaio de citotoxicidade foi realizado por meio da aplicagdo do
reagente MTS- CellTiter 96 AQ AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(PROMEGA, USA). A avaliacdo com MTS, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4sulfofenil)-2H-tetrazolio, € um método colorimétrico que
analisa quantitativamente a viabilidade celular/citotoxicidade.

Os experimentos foram feitos para as trés células (Hep-2, SCC-25 e F5)
em triplicatas, utilizando placas de 96 pogos (5x10° células/poco) seguindo os
tratamentos com as lignanas e controle nas concentracbes desejadas, nos
tempos de 4, 24, 48 e 72 horas de incubacédo. Para o ensaio foi adicionado 20ul
de reagente MTS (de acordo com o protocolo do fabricante). A leitura foi
realizada apds os tempos mencionados de incubacédo do reagente (na estufa a
37°C, CO;, a 5%, umidificada) em leitor de placas no comprimento de onda de

492nm (Thermo Plate, Tp-Reader Basic).
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Apds esse ensaio de citotoxicidade foi aplicado o teste estatistico para a
analise da viabilidade celular versus concentracdo, bem como o calculo do
CCsp (Concentragdo Citotoxica que matou 50% das células), os valores de
absorbancia obtidos no tratamento com os compostos (A), foram normalizados
para os valores obtidos com o solvente (B) para obtencédo da porcentagem de
viabilidade celular (C) através da equacdo: C = A/B x 100 para todas as
concentracdes estudadas, no qual o tempo e o numero de células viaveis foram
avaliados para sabermos qual a maior diferenca estatistica significativa em

relacdo a viabilidade celular.

3.7 Ensaio de migracao celular transwell

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos (5x10%) em meio MEM
para a linhagem Hep-2, meio DMEM-HAM-F12 para a linhagem SCC-25 e
DMEM high glicose para o fibroblasto, todas por 24 horas, com 10% SFB para
todas as células, depois foi retirado o meio e adicionado meio sem soro por
mais 24h. Passado esse tempo foi retirado o meio e adicionado novamente o
meio completo (10% SFB), sendo que essas células em seguida receberam os
diferentes tratamentos (7 lignanas e controle) e entdo foram incubadas nos
devidos tempos de 72 horas para as linhagens Hep-2 e SCC-25 e 24 horas
para o fibroblasto, na concentracdo de 100ug/mL. Apds, as células foram
tripsinizadas e colocadas na quantidade de 3x10* sobre os insertos, do tipo
Transwell (CorningCostar, New York, USA), utilizando filtros com poros de
8um, em placas de 24 pocos. Na porcéo superior da camara foi adicionado
150uL de meio sem SFB e na inferior 500uL de meio completo (10% SFB). A
placa foi incubada por 24 horas, em estufa de CO,, a 37°C.

Seguidamente o periodo de incubacédo, os pogos foram lavados com PBS
gelado e os insertos limpos interiormente com cotonetes na por¢cao superior da
camara. A fixacdo das células, na porcdo inferior, foi realizada com
paraformaldeido a 4% em PBS, por 30 minutos, e coradas com solucdo de
Cristal Violeta por mais 30 minutos. Em seguida, os insertos foram fotografados

em cinco campos aleatérios.
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3.8 Ensaio cometa

O ensaio cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética
devido a suas patrticularidades e vantagens quando comparado a outros testes
para a detec¢do de substancias genotdxicas (GONTIJO; TICE, 2003).

As células Hep-2, SCC-25 e F5 foram cultivadas em placas de 12 pogos
na concentracdo de 3x10* de acordo com os tempos de 72 horas para as
linhagens Hep-2 e SCC-25 e 24 horas para F5, com os devidos grupos controle
e tratados com as lignanas na concentracao de 100ug/mL. Essas células foram
entdo tripsinizadas, e o contetdo da placa de cultura foi retirado e colocado em
um tubo falcon de 15ml. As células foram centrifugadas e o “pellet” formado foi
misturado a agarose de baixo ponto de fusdo/Low Melting Temperature
agarose (LMP) e colocado sobre laminas de extremidades foscas que
continham uma mistura de PBS (Phosphate Buffer Solution) e agarose de
ponto de fusdo normal/Normal Melting agarose (NMP) para que ficasse uma
fina pelicula do composto sobre a lamina. Apés esse procedimento, a etapa de
lise foi aplicada para que tivesse a quebra das membranas das células, sendo
gue as laminas foram mergulhadas em uma cuba de vidro com a solucao de
lise pH10 (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, Lauril 35mM), a 4°C durante
60 minutos.

Na sequéncia, foi realizada a eletroforese com duracéo de vinte minutos,
em cuba horizontal a 25V e 300mA, para que o material genético pudesse se
deslocar, possibilitando a formacdo da cauda do cometa. Antes de iniciar a
eletroforese as laminas ficaram na solucdo tampado de eletroforese pH13
(EDTA 200mM, NaOH 10N) por cerca de trinta minutos. Logo apos foi feito o
processo de neutralizacdo das laminas, com 5mL de solugéo de neutralizacao
pH 7,5 (Tris 0,4M), deixando agir por cinco minutos, e repetindo esse processo
trés vezes.

Em seguida as laminas passaram pelo processo de fixacdo, com a
utilizacado de alcool etilico 100% por dez minutos. Depois as laminas foram
posicionadas em uma superficie para a secagem em temperatura ambiente, e
entdo foram acondicionadas em caixas plasticas e guardadas em geladeira.
Desde o inicio do procedimento até o final de todas as etapas as amostras

foram mantidas com a auséncia de luz e calor, para evitar possiveis danos ao
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DNA, assim as etapas foram devidamente realizadas em sala escura e
ambiente controlado a 18°C. As laminas depois de fixadas foram coradas com
uma solucdo de Gel Red 10000x, NaCl 1M e agua destilada, e analisadas em
microscopio de fluorescéncia em aumento de 400x. Foram analisadas 100
células por grupo experimental.

Os nucleos celulares foram classificados em uma classe de dano que é
determinada de acordo com a intensidade e tamanho da cauda do cometa
(KOBAYASHI, 1995), como mostra a figura 3, sendo: 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 o diametro do
nacleo; Classe 3 — comprimento da cauda maior que o dobro do diametro do
nacleo. O indice total de danos (ID total) foi calculado pela formula 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).

Figura 3: Fotomicrografia de fluorescéncia dos nucleos corados com
GelRed nas células Hep-2, apés tratamento com cubebina (concentracédo de
100pg/mL por 72 horas), evidenciando os diferentes tipos de danos avaliados

pelo ensaio Cometa. Aumento de 400X, escala de 40um.

Dano 0 Dano 1

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.9 Citometria de fluxo

Para a andlise do citbmetro as células Hep-2, SCC-25 e F5 foram
cultivadas em garrafas de cultura pequenas na concentracédo de 4x10°, sendo
uma garrafa para cada condicdo controle e tratadas com as lignanas. No
devido tempo de tratamento de cada célula essas garrafas com as foram
lavadas com 2 mL de PBS, e entdo desagregadas com 1,5 de tripsina, e esse
conteudo celular de cada garrafa foi transferido para tubo falcon identificado
(15 mL). Logo apds essas células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 3
minutos para obtencéo do pellet, e entédo lavadas trés vezes com PBS gelado.

Em seguida essas células foram contadas para se saber a quantidade de
célula por falcon, para que entdo se chegasse a contagem de 1x10° do qual é
realizado o citdbmetro. Depois de contadas as células foram centrifugadas
novamente para a adicdo do buffer 1x. Dessa solugéo foi transferido 100ul de
cada amostra para um eppendorf de 1,5 mL devidamente identificado. Entéo foi
adicionado 5 pl de FITC Anexina V e 5 ul de Pl (BD pharmigen, San Diego,
USA) e feito uma homogeneizacéo e incubacao no escuro por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds foi adicionado 400 ul de tampéo de ligagdo 1x e
entdo foi realizada a leitura no aparelho citbmetro (Guava Easy Cyte,
MILLIPORE) para a investigacdo da expressdo das moléculas relacionadas

com apoptose e necrose apés o tratamento com as lignanas.

3.10 Andlise de PCR quantitativo em tempo real
3.10.1 Selecéo de genes de interesse

Os genes estudados nesse projeto (COX-2, EP3, EP4, MMP2, MMP9,
TIMP1 e TIMP2) foram previamente selecionados a partir dos marcadores
potenciais identificados por estudos anteriores (Cunha et al., 2012), utilizando
bibliotecas SAGE. As vias metabdlicas desses marcadores potenciais foram
avaliadas e alguns genes relacionados a elas também foram escolhidos. No
projeto de mestrado de Cunha e colaboradores (2012) esses genes foram

apontados como bons marcadores moleculares nessa via de inflamacgéo. Os
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primers foram disponibilizados pela Profa. Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva,
do laboratério de Marcadores Moleculares e Bioinformatica Médica- da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, SP.

3.10.2 PCR quantitativo em tempo real

As reacoes foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), no Laboratério de Biomarcadores e
Bioinformatica Médica, na Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto,
FAMERP, SP. Todas as reacdes foram preparadas em triplicata, incluindo o
controle endégeno, o GAPDH, considerado como melhor gene normalizador
para controle endoégeno. Em seguida as reacdes foram processadas em
volume final de 20uL contendo 100 a 500ng de cDNA, SYBR® Green PCR
Master Mix e 100nM de cada primer, segundo protocolo da Applied
Biosystems.

O fator de normalizacdo utilizado foi a média geométrica do gene
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), utilizado como controle
interno (controle endogeno). Finalmente, os valores de expressao génica
obtidos nas andlises foram quantificados tendo como base a amostra controle,
escolhida como calibrador de todas as amostras. Em seguida, foi utilizado o

método de Pfaffl, 2001 para os calculos de analise comparativa.

3.11 Analises estatisticas

Os dados de todos os experimentos foram analisados utilizando o
software Prisma®GraphPad versdo 5.00. Os resultados foram apresentados
como média * erro padrdo da média (SEM) e a andlise estatistica foi realizada
por andlise de variancia para comparacées mdultiplas (ANOVA), seguido do
ajuste de Bonferroni. Os valores de P inferiores a 0.05 foram considerados para

indicar resultados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 A morfologia das células ndo sofrem modificacbes

Inicialmente as analises da morfologia celular das células estudadas
(Hep-2, SCC-25 e Fibroblasto oral) foram realizadas em microscopia de
contraste de fase diariamente.

O aspecto morfolégico da linhagem celular Hep-2 (Figura 4A) mostrou-se
irregular, com nucleo arredondado central e citoplasma escasso, sem
alteracdes apods os tratamentos com as lignanas extraidas da Piper cubeba.

A morfologia das células SCC-25 (Figura 4B) é definida por células
pequenas e padrdo de crescimento em grumos, pois dependem de adesao
celular para o crescimento. As células tratadas com as lignanas ndo sofreram
mudanc¢as em sua morfologia, quando comparadas ao grupo controle.

Ao microscépio Optico, os fibroblastos (Figura 4C) apresentam-se
fusiformes, com prolongamentos citoplasmaticos e sem modificacfes

morfoldgicas apds todos os tratamentos com as lignanas.

4.2 Lignanas da Piper cubeba diminuem a proliferacdo celular nas
linhagens Hep-2, SCC-25 e fibroblasto oral (F5)

O ensaio de proliferagdo por meio da curva de crescimento foi realizado
para as trés linhagens estudadas, no qual comparamos as células tratadas ou
ndo com as lignanas extraidas da Piper cubeba nas concentra¢cfes de 10, 50 e
100 pg/mL nos diferentes tempos de 4, 24, 48 e 72 horas.

Na linhagem de carcinoma epidermoide de laringe Hep-2 (Figura 5A), foi
observado o efeito de inibicAo do crescimento celular pela influéncia das
lignanas, referentes aos tratamentos em relagcao ao controle. As concentracdes
de 50 e 100 pg/mL das lignanas, reduziram o crescimento das células
tumorigénicas para 0s sete compostos analisados (cubebina, hinoquinina,
dihidrocubebina, etilcubebina, metilcubebina, podofilotoxina e extrato total) nos
tempos de 24, 48 e 72 horas. Por meio deste ensaio podemos observar
diferencas estatisticas entre os grupos tratados em relagdo ao grupo controle

no tempo de 72 horas e na concentracado de 100 pg/mL, sendo os resultados
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considerados significantes quando p<0,05.

Para a linhagem de carcinoma epidermoide de lingua SCC-25, podemos
constatar que os tratamentos com as lignanas (cubebina, metilcubebina,
dihidrocubebina, hinoquinina e podofilotoxina) apresentaram diminuicdo do
crescimento celular na concentracdo de 100 pg/mL, em relagdo ao controle.
Com relacdo a lignana etilcubebina, as concentracbes estudadas néo
apresentaram diferancas estatisticas para com o controle sem tratamento. Ja
para o extrato total foi verificado que as concentracdes de 10 e 100 pg/mL
tiveram reducd@o do crescimento das células no tempo de 48 horas. Pode-se
concluir, a partir da analise de proliferacéo celular e da analise estatistica, que
o tempo de 72 horas foi o mais significante estatisticamente, considerando
p<0,05 (Figura 5B).

Nos fibroblastos orais normais (F5), as diferencas estatisticas entre os
tratamentos com as lignanas (cubebina, metilcubebina, etilcubebina,
dihidrocubebina, hinoquinina, extrato total e podofilotoxina) em relacdo ao
controle ocorreram na concentracdo de 100 pg/mL nos tempos de 24 e 48

horas, considerando resultados significantes quando p<0,05 (Figura 5C).

4.3 As lignanas da Piper cubeba apresentam pouca citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade celular foi realizado para as trés linhagens
estudadas (Hep-2, SCC-25 e F5) nos tempos de 4, 24, 48 e 72 horas, nas
concentracdes de 10, 50 e 100ug/mL.

Para a linhagem de cancer de laringe Hep-2, as células quando tratadas
com as lignanas cubebina, metilcubebina, etilcubebina, dihidrocubebina, extrato
total e podofilotoxina apresentaram uma maior viabilidade, em relagéo ao grupo
controle estatisticamente nas concentragdes de 10, 50 e 100 pg/mL, sendo
mais prevalente nos tempos de 4 e 72 horas (Figura 6A). J& as células tratadas
com a lignana hinoquinina mostraram, no tempo de 48 horas e na
concentracdo de 100 pg/mL, menor viabilidade celular, quando comparada ao
controle, por meio das analises estatisticas.

Na linhagem de carcinoma epidermoide de lingua SCC-25, observamos
gue as lignanas cubebina, dihidrocubebina, extrato total e podofilotoxina

reduziram a viabilidade celular, principalmente nas concentracdes de 10 e 50
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pug/mL, apés 72 horas. Para a lignana etilcubebina foi verificado que nenhuma
concentragéo estudada modificou a citotoxicidade, em relagdo ao controle, nos
tempos analisados. Também podemos observar que na concentracdo de 10
pug/mL, as células tratadas com as lignanas metilcubebina e hinoquinina, no
tempo de 48 horas, apresentaram maior viabilidade que o controle (Figura 6B).

Para a linhagem derivada de fibroblasto oral (F5), de uma maneira geral,
as células tratadas com as lignanas apresentaram uma menor viabilidade
celular em relacdo ao controle. Por exemplo, foi observado que a viabilidade
celular foi menor, em relacdo ao controle, quando tratada com a cubebina no
tempo de 48 horas, nas concentracdes de 10 e 50 pg/mL, sendo que na
concentracdo de 10 pg/mL a lignana se mostrou citotoxica, devido ao seu CCsg
ser menor que 50%. Os fibroblastos quando tratados com metilcubebina,
dihidrocubebina e hinoquinina tiveram uma diminuicdo da viabilidade celular,
em relacdo ao controle, no tempo de 48 e 72 horas, porém sem ser citotéxico,
pois 0 CCso foi superior a 50%. Para a lignana etilcubebina nenhuma
concentracdo verificada modificou a citotoxicidade, em relagdo ao controle. As
células quando tratadas com o composto extrato total mostraram que nos
tempos de 4 e 24 a concentracdo de 50 pg/mL teve maior efeito sobre a
citotoxicidade, pois as células apresentaram menos viabilidade quando
comparado ao controle. Por meio do teste estatistico podemos observar que as
células tratadas com a lignana podofilotoxina na concentragdo de 10 pg/mL
apresentaram menor viabilidade que o controle no tempo de 4 horas (Figura
6C).

4.4 Lignanas da Piper cubeba diminuem a migracdo das células Hep-2,
SCC-25 e fibroblasto oral (F5)

O ensaio de migracdo foi realizado com as trés linhagens na
concentracédo de 100ug/mL, tratadas por 72 horas (linhagens Hep-2 e SCC-25)
ou 24 horas (fibroblastos).

Na linhagem Hep-2 os tratamentos com as lignanas (cubebina,
dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina e podofilotoxina)
diminuiram a migracdo dessas células em relacdo ao controle. As andlises

estatisticas mostraram que o tratamento com essas lignanas diminuem a taxa
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de migracdo, e ainda apresenta diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle. Somente o composto metilcubebina n&o apresenta diferenga
estatistica significativa, mas quando comparado ao controle podemos observar
uma menor migracao celular (Figura 7A).

Para a linhagem celular SCC-25, ocorreu uma diminui¢do significativa da
migracdo das células apdés o tratamento com as lignanas dihidrocubebina,
etilcubebina, metilcubebina e podofilotoxina, em relacdo ao controle, com base
no teste estatistico. Podemos também observar que as lignanas cubebina,
extrato total e hinoquinina reduziram a taxa de migracdo celular, porém néo
apresentaram diferenca significativa em relagéo ao controle (Figura 7B).

Nos fibroblastos, foi observado que apenas a lignana etilcubebina exerceu
um efeito migratério menor quando comparado ao controle, apresentando uma
diferenca estatistica significativa. As lignanas extrato total e hinoquinina
diminuiram a taxa de migracdo, porém nao apresentaram diferenca
significativa, em relacédo ao controle. Ja as lignanas cubebina, dihidrocubebina,
metilcubebina e podofilotoxina, apresentaram maior quantidade de células
migradas do que o controle, podendo ser inferido que essas lignanas tém baixo
efeito de agcédo sobre a migracéo celular na linhagem normal do fibroblasto oral
(Figura 7C).

4.5 Danos ao material genético das células Hep-2, SCC-25 e F5 podem ser

causados pela acéo das lignanas da Piper cubeba.

Por meio do ensaio cometa foi possivel analisar o indice de danos
ocasionados no material genético, gerados pelo efeito genotéxico das lignanas
extraidas da Piper cubeba nas linhagens celulares. O tempo de incubacdo das
lignanas foi de 72 horas para as linhagens Hep-2 e SCC-25 e 24 horas para 0s
fibroblastos, na concentracdo de 100ug/mL.

Para a linhagem de carcinoma de laringe Hep-2, podemos observar que
as lignanas cubebina e podofilotoxina apresentaram maiores indices
significativos de danos em seus nucleos do que as células controle. Ja as
demais lignanas dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina e
metilcubebina mantiveram seus danos semelhantes, quando comparadas ao

controle (Figura 8A).
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Em relagcdo a linhagem SCC-25, foi avaliado que todas as lignanas
(cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina,
metilcubebina e podofilotoxina) causaram danos significativos aos nucleos das
células tratadas, em relacéo ao controle (Figura 8B).

Ja nos fibroblastos, apenas as lignanas cubebina e metilcubebina
geraram mais lesdes ao DNA, estatisticamente, do que nas células controle. O
indice de danos das células tratadas com os demais lignanas analisadas
(dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina e podofilotoxina)

mostraram-se equivalentes aos danos das células controle (Figura 8C).

4.6 Lignhanas da Piper cubeba podem levar as células Hep-2, SCC-25 e F5

ao processo de apoptose tardia e necrose.

Os experimentos foram realizados ap6s 72 horas de incubacdo para as
linhagens Hep-2 e SCC-25 e 24 horas para os fibroblastos com os tratamentos
propostos com as lignanas extraidas da Piper cubeba, na concentracdo de
100pg/mL.

No experimento para a linhagem Hep-2 (Figura 9A), podemos observar
qgue o grafico representando as células viaveis e em apoptose inicial apresenta
uma quantidade de células semelhantes tanto para o controle como para
praticamente todos o0s tratamentos com as lignanas, exceto para
dihidrocubebina e hinoquinina. Quanto as células em apoptose tardia, quando
tratadas com algumas lignanas (metilcubebina, podofilotoxina, extrato total e
hinoquinina) se apresentam em maior porcentagem, em relacao ao controle. Ja
as células em necrose, notamos uma maior quantidade no grupo controle,
guando comparadas aos grupos tratados com as lignanas.

Na linhagem SCC-25 (Figura 9B), o grafico que retrata as células viaveis
mostra que essas, quando tratadas com as lignanas metilcubebina,
dihidrocubebina, extrato total e hinoquinina, tiveram um menor namero em
relacdo ao controle, ja para as lignanas podofilotoxina e cubebina praticamente
mantiveram a mesma quantidade de células viaveis, estando somente maior
nessa porcentagem de células a lignana etilcubebina.

Com relacdo a apoptose inicial podemos observar que as lignanas

etilcubebina e cubebina aumentaram o numero de células em relacdo ao
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controle e as demais lignanas estudadas. Para o grafico de apoptose tardia, as
lignanas dihidrocubebina, extrato total e cubebina também aumentaram a
porcentagem de células quando comparadas ao controle, podendo ser
observado o mesmo critério para as lignanas etilcubebina, metilcubebina,
podofilotoxina e hinoquinina para o grafico de necrose.

Para os fibroblastos (Figura 9C), foi verificado tanto no histograma como
no grafico, que as células viaveis estdo em maior nimero apenas guando
tratadas com podofilotoxina e cubebina, em relacdo ao controle e as demais
lignanas. Para a apoptose inicial, as lignanas metilcubebina, extrato total e
hinoquinina diminuiram a quantidade de células em relagéo as demais lignanas
e ao proprio controle.

Com relacdo a apoptose tardia, podemos observar que tanto o controle
como os grupos tratados com as lignanas estdao semelhantes em relagéo ao
ndamero de células. J4 para o grafico de necrose, as lignanas podofilotoxina,
extrato total, hinoquinina e cubebina aumentaram o niumero de células, quando

comparados ao controle.

4.7 Lignanas da Piper cubeba alteram a expresséao génica

Os genes analisados (COX-2, EP3, EP4, MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2)
estdo envolvidos em vias relacionadas a inflamacao e processos de invasao
tumoral. A linhagem celular Hep-2 (Figura 10), quando tratada com as
diferentes lignanas, mostrou uma expressao aumentada dos genes EP3, EP4 e
MMP9 e diminuida dos genes COX-2, MMP2, TIMP1 e TIMP2, em comparacao
ao grupo controle, sem tratamento. Mas, a expressao dos genes EP3, MMP2 e
TIMP1 nessas células, quando tratadas com hinoquinina, se mostraram
diferencialmente expressos em relacédo as demais lignanas estudadas.

A linhagem celular SCC-25 (Figura 11), quando tratada com as diferentes
lignanas, mostrou uma expressdo aumentada dos genes COX-2 e MMP9 e
diminuida dos genes EP3, EP4, MMP2, TIMP1 e TIMP2, em compara¢do com
0 grupo controle, sem tratamento. Mas, a expressdo do gene MMP9 nessas
células, quando tratadas com hinoquinina, também foi evidenciada como
diferencialmente expressos em relagdo as demais lignanas estudadas. O

mesmo efeito pode ser visto para os genes TIMP1 e TIMP2, quando tratadas
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com a etilcubebina. Com relacdo ao gene TIMP2, nao foi realizado o estudo da
sua expressdo nessas células SCC-25, tratadas com as lignanas cubebina e
dihidrocubebina.

Os fibroblastos orais normais (Figura 12), quando tratados com as
diferentes lignanas, mostraram uma expressdo aumentada dos genes COX-2,
EP3, MMP2 e MMP9 e diminuida dos genes EP4, TIMP1 e TIMP2, em
comparagcdo com O grupo controle, sem tratamento. Mas, a expressdo dos
genes COX-2, EP3, MMP2 nessas células, quando tratadas com
podofilotoxina, se mostraram diferencialmente expressos em relacdo as demais
lignanas estudadas. O mesmo efeito pode ser visto para os genes EP3 e EP4,

guando tratadas com a etilcubebina.
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Legendas:

Figura 4. Analise da morfologia das células Hep-2 (A), SCC-25 (B) e
Fibroblasto (C). Controle (lado esquerdo) e tratadas com a lignana cubebina

(lado direito) na concentracao de 10ug/mL por 24 horas. Escala de 40pum.

Figura 5. Curva de crescimento das células Hep-2 (A), SCC-25 (B) e
Fibroblasto (C) tratadas com os compostos extraidos da Piper cubeba em trés

concentracoes (10, 50 e 100pg/mL) por 4, 24, 48 e 72 horas. * com p<0,05.

Figura 6. Efeitos dos tratamentos com as lignanas da Piper cubeba para o
método colorimétrico de viabilidade/citotoxicidade celular (MTS) na linhagem
Hep-2 (A), SCC-25 (B) e Fibroblasto (C). Grafico com eixo X= tempo (horas) e
y= viabilidade (porcentagem). * com p<0,05.

Figura 7. Ensaio de migracdo Transwell das células Hep-2 (A), SCC-25 (B) e
Fibroblasto (C). Foto da migracao celular do grupo de células controle
(superior), tratado com a lignana etilcubebina (mediano) e gréfico
representando a densitometria (inferior). Aumento de 200X, escala de 20um. *

com p<0,05.

Figura 8. indice de danos as células Hep-2 (A), SCC-25 (B) e Fibroblasto (C)
tratadas com as lignanas extraidas da Piper cubeba (cubebina,
dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina, metilcubebina e
podofilotoxina) nos tempos 72 horas para Hep-2 e SCC-25 e 24 horas para F5,

na concentragdo de 100ug/mL. * com p<0,05.

Figura 9. Histogramas (lado esquerdo) obtidos da citometria de fluxo
demonstrando a viabilidade (Q4), apoptose inicial (Q3), apoptose tardia (Q2) e
necrose (Q1) de células Hep-2 (A), SCC-25 (B) e F5 (C), incubadas com meio
controle ou tratadas com as lignanas da Piper cubeba. A viabilidade celular foi
avaliada pela incubagcdo com ANEXINA-V e/ou Pl e a intensidade de
fluorescéncia por citometria de fluxo. Graficos (lado direito) demonstrando os

efeitos dos tratamentos com as lignanas da Piper cubeba sobre a viabilidade,
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apoptose, apoptose tardia e necrose das células Hep-2, SCC-25 e F5.

Figura 10. Analise da expressao dos genes COX2, EP3, EP4, MMP2, MMP9,
TIMP1 e TIMP2, por PCR em tempo real para a linhagem Hep-2. A expresséo
génica foi considerada significante exibindo valores = 1.0 ou < -1.0 versus

controle.

Figura 11. Analise da expressao dos genes COX2, EP3, EP4, MMP2, MMP9,
TIMP1 e TIMP2, por PCR em tempo real para a linhagem SCC-25. A
expressao génica foi considerada significante exibindo valores = 1.0 ou < -1.0

versus controle.

Figura 12. Analise da expressao dos genes COX2, EP3, EP4, MMP2, MMP9,
TIMP1 e TIMP2, por PCR em tempo real para as células fibroblasto. A
expressao génica foi considerada significante exibindo valores =2 1.0 ou < -1.0

versus controle.
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5. DISCUSSAO

O tratamento antineoplasico para pacientes com cancer de cabeca e
pescoco consiste em cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou terapia
combinada. Estes tratamentos sdo realizados de acordo ao estagio e
localizagdo do tumor (QUISPE et al., 2018). Como consequéncia esses
tratamentos sdo muitas vezes invasivos, assim tem-se buscado novas
abordagens terapéuticas para o tratamento do cancer. Uma delas é o estudo
com plantas medicinais, como exemplo, a Piper cubeba, que possui
propriedades biologicas conhecidas como lignanas. No entanto, ha a
necessidade de maior investigacdo sobre atuacao desses compostos bioativos
para o cancer de cabeca e pescoco.

No presente trabalho, avaliando as células de cancer Hep-2 e SCC-25, e
células normais derivadas de fibroblastos orais humanos (F5) foi observado
gue a morfologia dessas células ndo sofreu alteracdo apds os tratamentos com
as lignanas (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina, extrato total, hinoquinina,
metilcubebina e podofilotoxina). Apesar disso, observamos a diminuicdo da
proliferacdo celular apds os tratamentos nas linhagens Hep-2, SCC-25 e F5,
evidenciando o0 envolvimento dessas lignanas nos mecanismos de
antiproliferacéo, assim como, Lima e colaboradores (2018), também verificaram
inibicAo da proliferagdo do crescimento celular pelas lignanas cubebina,
hinoquinina em células Hep-2.

Podemos observar ainda, que no ensaio de proliferacdo celular a lignana
cubebina inibiu o crescimento das células estudadas, nesse aspecto a literatura
mostra que a mesma lignana inibiu a proliferacdo em células de céncer de
prostata humano (LNCaP) por reduzir a sintese de DNA e induzir apoptose,
assim essa lignana possui como atividade biolégica uma acdo antitumoral
(PEREIRA, 2016). Em relacdo a outra lignana estudada, a hinoquinina, foi
observada sua atuacdo em trés linhagens de células de cancer de mama como
um agente antiproliferativo, devido aos efeitos de morte celular por apoptose,
pela regulagdo molecular do ciclo celular e também pelos genes que controlam
o ciclo celular (CCNA2, CCNE1, CCND1, CDKN1A e CCCKN1B) (CUNHA et
al., 2016).
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No experimento de citotoxicidade, pelo ensaio MTS, foi visto que essas
lignanas apresentam pouca citotoxicidade para as células Hep-2, SCC-25 e
fibroblasto, com excesséo para o fibroblasto na concentracdo de 10 pug/mL, na
qual a lignana cubebina se mostrou citotoxica, devido ao seu CCsy Ser menor
que 50%, corroborando assim com o trabalho de Pusztal, Abrantes e Sherly
(2010), no qual a lignana hinoquinina apresentou 50% de inibicdo do
crescimento em células de cancer de pulméo (A549), indicando assim atividade
citotéxica. Podemos também observar os efeitos do extrato da Piper cubeba,
investigado pelo ensaio MTT, com uma maior atividade citotoxica do extrato
metandlico da Piper cubeba em células tumorigénicas e células normais da
mama em relacdo as células de fibroblastos normais (GRAIDIST, MARTLA E
SUKPONDMA, 2015).

Com relacao ao ensaio de migragao celular, foi verificado que as lignanas
promoveram, de uma maneira geral, um efeito antimigratdrio nas linhagens
Hep-2, SCC-25 e F5, assim como no trabalho de Abu e colaboradores (2016),
também estudando uma planta da familia Piperaceae, observaram um
potencial efeito antimigratério da Flavokawain B em linhagens celulares
metastaticas e ndo metastaticas de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB231).
Chikara e colaboradores (2017) também observaram o0 mesmo efeito
antimigratorio, no qual similarmente utilizaram um bioativo derivado de planta, a
enterolactona, na qual ocorreu a diminuicdo da migracao e invasao de células
de céncer de pulméo.

No estudo de genotoxicidade, foi observado que as lignanas da Piper
cubeba realmente causam danos nos nucleos das linhagens Hep-2, SCC-25 e
de fibroblastos; assim como visto em células de camundongo, a lignana
cubebina também produziu efeitos genotdxicos, investigados por ensaios de
micronucleos (MN) sobre células da medula O6ssea e ensaio cometa em
linfécitos de sangue periférico (MAISTRO et al., 2011). Pelo ensaio cometa,
também foi descoberto a genotoxicidade da piperlongumina (alcaloide isolado
da Piper longum) em células de cancer de cabecga e pesco¢o (UMSCC10A),
pois causaram ndo sO danos ao DNA, mas também elevados niveis de
espécies de oxigénio reativo intracelular (HANG et al., 2018).

Em relacdo a apoptose, as células tumorigénicas e normais estudadas, de

uma forma geral, mostraram-se em apoptose tardia ou necrose depois dos
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tratamentos com as lignanas. Diferentes compostos presentes nas diferentes
Piperaceae atuam como agentes atitumorigénicos principalmente mediados
pela acdo da apoptose, achados com a Piper longum mostraram induzir a
apoptose celular em multiplas células tumorigénicas, incluindo ovario (Gong et
al., 2014), mama (Yao et al., 2014), prostata (Ginzburg et al., 2014) e linfoma
de Burkett (Han et al., 2013). Chen e colaboradores (2016) observaram
apoptose dependente de caspase, depois do tratamento da piperlongumina,
em carcinoma de células orais e sugeriram a supressdo do crescimento
tumoral pela regulagédo do ciclo celular, inducdo da apoptose, senescéncia e
seu potencial efeito quimioterapico para esse tipo celular.

O extrato etandlico da Piper nigrum mostrou causar uma super producao
de espécies de oxigénio reativo, reducdo do crescimento tumoral, bloqueio do
ciclo celular e inducdo de apoptose em células de carcinoma de Ehrlich de
camundongos (GRINEVICIUS et al., 2016). Da mesma maneira, estudos com a
Piper cubeba também mostraram atividade antitumorigénica da cubebina, em
cinco diferentes linhagens celulares, agindo na apoptose mediada pela via de
morte celular (RAJALEKSHMI et al., 2016).

Para completar nossa investigacdo sobre o efeito das lignanas da Piper
cubeba na resposta inflamatéria nas células Hep-2, SCC-25 e fibroblasto,
verificamos a expressao de sete genes (COX-2, EP3, EP4, MMP2, MMP9,
TIMP1 e TIMP2) relacionados com processos de inflamacdo e de invaséo
tumoral. Nessa analise de expressdo génica, foi observado que o tratamento
com as lignanas alteram a expressdo dos genes analisados em todas as
células estudadas.

Evidenciamos em nosso estudo a reducao da expressao do gene COX-2
para a linhagem celular Hep-2, ja para as células SCC-25 e fibroblasto, as
lignanas atuam aumentando a expressao desse gene. A COX-2 é uma enzima
de expressao induzivel responsavel pela producdo de prostaglandinas em
locais de inflamacé&o, desempenhando um papel na iniciagdo e progressao de
varias doengcas humanas. Embora a COX-2 também tenha demonstrado
contribuir para a resisténcia das ceélulas tumorais a quimioterapia convencional
e a radioterapia, ou seja, prevenindo o dano ao DNA, aumentando a secrecéo
de citocinas e estimulando o crescimento de células-tronco cancerigenas (SHI

et al., 2018). Assim, nossos achados com a linhagem celular Hep-2,

49



corroboram com o estudo de Siddiqui e colaboradores (2018), na qual
verificaram reducdo na expressdo do marcador proé-inflamatéria COX-2, na
presenca de piperina, quando comparada ao controle ndo tratado na linhagem
celular neuronal (Neuro-2a). Ainda a expresséao reduzida do gene COX-2 pode
estar diretamente relacionada com nossos dados de inducdo da apoptose
tardia pela acdo das lignanas, jA que estudos mostram que COX-2 e
prostaglandina E2 (PGE2) modulam a via intrinseca da apoptose, por alterar os
limiares apoptéticos ao envolver varias vias de sinalizacdo diferentes
(GREENHOUGH et al., 2009).

O gene EP3 apresentou baixa expresséo a partir dos tratamentos com as
lignanas, na linhagem SCC-25, diferentemente nas células Hep-2 e fibroblasto,
no qual esse gene se mostrou mais expresso. Essas diferencas de expressao
do gene EP3 para as diferentes células estudadas podem estar relacionadas
parcialmente devido as distintas isoformas desse gene, uma vez que essas
isoformas sinalizam principalmente as proteinas Gi (inibitéria), mas também,
parcialmente, pela cascata de Ca2* fosfolipase ou pelas proteinas Gs
(estimulatoria). Portanto, diferentes efeitos em estudos sobre o gene EP3
podem ser, até certo ponto, devido a diferentes padrbes de expressdo das
isoformas (SEMMLINGER et al., 2018).

Como esperado, o gene EP4 se mostrou com baixa expressdo nas
células SCC-25 e fibroblasto. Ja na linhagem celular Hep-2 a expressédo do
gene foi modulada positivamente. Dessa maneira, a inativagao ou a expressao
negativa do receptor EP4, promove efeitos de reducdo do processo
tumorigénico, podendo ser ocasionado pelo bloqueio da sobrevivéncia das
células tumorais dependentes da PGE2, ou devido a uma reducdo no
suprimento sanguineo necessario para a oxigenacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia das células tumorais (XIN; MAJUMDER; GIRISH, 2012).
Estudos sobre os papéis dos receptores COX-2 e EPs em carcinomas de
cabeca e pescoco revelaram o aumento significante da expressao de COX-2
assim como todos os receptores EPs (MAJUMDER; NANDI; OMAR, 2018).

Com relacdo as metaloproteinases de matriz, encontramos uma menor
expressdo de MMP2 nas linhagens celulares Hep-2 e SCC-25, e uma maior
expressdo nos fibroblastos. Essa expressdo diminuida nas linhagens

tumorigénicas pode estar relacionada com nossos resultados do efeito
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antimigratorio das lignanas estudadas, pois € sabido que diferentes grupos de
enzimas proteoliticas estdo envolvidos na quebra da matriz e o grupo mais
importante na invasao tumoral e metastase € o grupo das MMPs (CURRAN;
MURRAY, 2000). Inclusive pesquisas tem mostrado que o tratamento com
curcumina inibe a invaséo celular em carcinoma oral por meio da redugéao da
expressao da MMP2 e MMP9 (LEE et al., 2015).

Ja para a metaloproteinase MMP9 foi observado um aumento de sua
expressdo em todas as células analisadas. Ao contrario do estudo de Zeng e
Yang (2018), na qual investigaram a acao da piperina, e acharam que a mesma
reduziu significativamente a expressdao de MMP-9 em células de cancer de
prostata DU145. Essas metaloproteinases também foram estudadas por Zhang
e colaboradores (2015), no qual verificaram que a piperina também inibiu a
atividade dessas metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP9) e aumentou
a expressado do inibidor tecidual da metaloproteinase (TIMP1 e TIMP2) em
células de osteossarcoma humano, diferentemente dos nossos resultados,
onde os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) se encontraram
expressos negativamente nas células Hep-2, SCC-25 e fibroblasto. Em outro
estudo foi verificado que a expressao de TIMP1 e TIMP2 inibiu a migracdo e
invasdo de células de cancer de mama por meio da acao anti- tumorigénica e
anti-metastatica de células- tronco mesenquimais (CLARKE; IMHOFF; BAIRD,
2014).

A partir desses dados, podemos concluir que as diferentes lignanas nao
alteram a morfologia celular, mas diminuem a proliferacdo e migracdo das
células, sendo pouco citotdéxicas, mas com efeitos genotoxicos, provavelmente
por inducdo de apoptose tardia e/ou necrose celular e ainda promovem a
modulacdo da expressdo dos genes relacionados com o processo inflamatdério.

Pelas andlises realizadas, verificamos que as lignanas cubebina,
metilcubebina e podofilotoxina apresentaram maior efeito nas células de cancer
de cabeca e pescoc¢o na acao antiproliferativa, antimigratoria e genotoxica. Em
funcdo desses resultados, podemos propor a utilizagcdo dessas lignanas como
uma alternativa terapéutica para o tratamento de tumores de cabeca e

pescoco.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com as linhagens celulares tumorigénicas e
fibroblastos tratadas com as lignanas extraidas da Piper cubeba, em relacdo as
células controle, permitem concluir:

- a morfologia celular ndo sofre modificacdo, mas a proliferacdo e
migracao celular sdo reduzidas;

- ndo sao citotdxicas, porém sao genotoxicas;

- induzem ao processo de apoptose tardia e necrose;

- modulam a expressao de genes envolvidos com o processo inflamatario.

Dessa maneira, as lignanas da Piper cubeba atuam diretamente nas
células tumorigénicas, seja pelas vias apoptoticas e/ou inflamatdrias e abrem
novas possibilidades de estudos futuros para terapias associadas no cancer de

cabeca e pescoco.
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