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RESUMO

O cancer de cérvice uterina € uma das principais neoplasias ginecolégicas em todo o mundo,
apresentando altas taxas de mortalidade. O seu tratamento inclui cirurgia, terapia por irradiacéo
e quimioterapia, entretanto, estes métodos sdo altamente invasivos, podendo causar lesdes
estéticas irrecuperaveis, com um significativo comprometimento funcional. Em func¢éo disso,
tratamentos fitoterapicos contra o cancer tém despertado interesse cientifico, e a Piper cubeba,
utilizada no tratamento de diversas doengas e tumores em geral tém sido alvo de estudos devido
as suas propriedades bioldgicas. Assim, o objetivo do trabalho foi investigar os efeitos das
lignanas da Piper cubeba, aléem do extrato total das suas sementes em linhagens celulares tendo
como controle positivo a podofilotoxina, observando seus efeitos e comparando o processo
tumorigénico de cérvice uterina com células normais. As células tumorigénicas (SiHa e Hel a)
e normais (HaCaT), tratadas com as lignanas, foram avaliadas nos ensaios de proliferacdo e
citotoxicidade em tempos de 4, 24, 48 e 72 horas e concentracdes de 10, 50 e 100 pg/ml, que
permitiu a escolha de melhor tempo (24 horas) e concentracdo (100 pg/ml) para prosseguir com
0s ensaios de migracao celular, genotoxicidade, apoptose e necrose celular e PCR quantitativa
em tempo real. Observamos que as lignanas, com destaque especial para etilcubebina,
hinoquinina e o extrato total da Piper cubeba atuaram sobre as linhagens HaCaT, HeLa e SiHa,
influenciando positivamente no tratamento das linhagens de cancer de colo de Utero sem afetar
de forma agressiva as células normais. Sendo que, ndo alteraram a morfologia celular,
diminuiram a proliferacdo, a migracéo e viabilidade, mostraram efeito genotoxico, induziram
as células a morte por apoptose e interferem na cascata de genes relacionados a processos
inflamatérios, diminuindo significativamente a expressdo dos genes PTGEP3, PTGEP4,
MMP2 e MMP9, e aumentando a expressdo dos genes TIMP1 e TIMP2, indicando que as
lignanas modulam a regulacdo desses genes. Mais estudos com a Piper cubeba séo
indispensaveis, dada sua imensa gama de propriedades biolégicas, que sdo alvos potenciais para

desenvolvimento de novos farmacos e terapias alternativas para o cancer.

Palavras-chave: lignanas; cultura de células; proliferacéo celular; ensaio MTS; ensaio cometa;

apoptose



ABSTRACT

Cancer of the uterine cervix is one of the leading gynecological neoplasms worldwide, with
high mortality rates. Its treatment includes surgery, irradiation therapy and chemotherapy,
however, these methods are highly invasive and can cause irrecoverable esthetic lesions with
significant functional impairment. In function of this, herbal treatments against cancer have
aroused scientific interest, and Piper cubeba, used in the treatment of various diseases and
tumors in general have been studied because of their biological properties. The objective of
this work was to investigate the effects of Piper cubeba lignans, in addition to the total extract
of their seeds in cell lines with positive control of podophyllotoxin, observing its effects and
comparing the tumorigenic process of uterine cervix with normal cells. Tumorigenic (SiHa and
HelLa) and normal (HaCaT) cells, treated with the lignans were evaluated in the proliferation
and cytotoxicity assays at times of 4, 24, 48 and 72 hours and concentrations of 10, 50 and 100
ug/ml, which allowed the choice of better time (24 hours) and concentration (/00 ug / ml) to
proceed with the cell migration, genotoxicity, apoptosis and cell necrosis and real-time
guantitative PCR assays. We observed that lignans, with special emphasis on ethylcubebine,
hinokinin which proved to be the most bioactive; and Piper cubeba total extract, acting on the
HaCaT, HelLa and SiHa lines, positively influencing the treatment of cervical cancer cell lines
without aggressively affecting normal cells. They did not alter cell morphology, decreased
proliferation, migration and viability, showed genotoxic effect, induced the cells to apoptosis
death and interfered in the cascade of genes related to inflammatory processes, significantly
decreasing the expression of PTGEP3, PTGEP4, MMP2 and MMP9, and increasing the
expression of the TIMP1 and TIMP2 genes, indicating that lignans modulate the regulation of
these genes. Further studies with Piper cubeba are indispensable because of their immense
range of biological properties that are potential targets for the development of new drugs and

alternative therapies for cancer.

Keywords: lignans; cell culture; cell proliferation; MTS assay; comet assay, apoptosis
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O céancer é um problema de saude global, e 21% e 9% das mortes em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente, estdo relacionadas ao cancer. Segundo
a International Agency for Research on Cancer (IARC), a estimativa para 2018 foi de 18,1
milhdes de novos casos, com 9,6 milhdes de mortes por cancer mundialmente (GLOBOCAN,
2018). A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) prevé aproximadamente 27 milhdes de novos
casos de cancer e 17,5 milhGes de mortes por cancer anualmente até 2050 (HUSSAIN et al.
2016).

O céancer de cérvice uterina é uma das principais neoplasias ginecoldgicas em todo o
mundo, uma doenca do colo do Utero que esta associada ao papilomavirus humano (HPV) e/ou
a infecgdo com agentes bacterianos, tais como Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae
(JEMAL etal., 2011; ADEYUFE & SALES, 2012). Em escala global, o cancer do colo do utero
é a quarta neoplasia maligna mais frequente em mulheres e estd em sétimo lugar dentre todos
0s tipos de cancer, resultando em uma estimativa de 530.000 novos casos por ano, com 270.000
mortes (SMALL et al., 2017). No Brasil, dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA)
apontaram para 16.370 novos casos de cancer cervical para 2018.

A incidéncia e a mortalidade por cancer do colo do Utero podem ser efetivamente
reduzidas por programas de rastreamento de base populacional de qualidade assegurada
(ARBYN et al. 2010; PONTI et al., 2017), mas apesar de varios esfor¢os na introducédo desses
programas, os paises em desenvolvimento ndo conseguem reduzir os efeitos do cancer cervical
devido a inimeros problemas relacionados com o0s aspectos culturais, a falta de recursos
humanos e de infraestrutura, a falta de compromisso politico e investimentos econémicos
limitados (TING et al., 2015).

O céncer cervical é o Unico entre as neoplasias ginecoldgicas que apresenta um fator de
risco bem caracterizado, 0 HPV (RAMEZ & KRISHNANSU, 2015). O HPV apresenta tipos
de alto e baixo risco. Desses, 14 sdo considerados de alto risco (16, 18, 33, 45, 31, 58, 52, 35,
59, 56, 51, 68, 39, 66), e estudos verificaram que infec¢bes pelo HPV16, 18 ou 45 sdo mais
propensos a evoluirem para carcinoma de células escamosas de cérvice uterina do que 0s outros
tipos, dos quais, os HPV16 e 18 sdo responsaveis por 70-80% dos casos de cancer de colo de
Utero em todo o0 mundo (CLIFFORD et al., 2003; DAS et al., 2015; ROBADI et al., 2018).

Embora possa ser prevenida, a prevaléncia de HPV na popula¢do mundial torna-se um
perigo de saude atual. A infeccdo pelo HPV pode sofrer regressdo naturalmente, porém a
persisténcia dos tipos de alto risco pode levar ao desenvolvimento de Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC) e cancer de colo uterino (GRAVITT & WINER, 2017).
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Programas de rastreio bem-sucedidos reduziram a incidéncia de carcinoma de células
escamosas de colo de Gtero (o tipo histoldégico mais frequente desse tipo de cancer), mas ndo
de adenocarcinoma cervical, menos frequente, cuja incidéncia esta em constante crescimento.
Esta ainda é uma questdo preocupante a ser resolvida porque o adenocarcinoma de colo do Utero
tem um comportamento bioldgico mais agressivo em comparagdo ao carcinoma de células
escamosas, com pior progndstico e diminuindo as taxas de sobrevivéncia mais rapido. Uma
parte destas diferencas € atribuida aos padr6es moleculares distintos, mas este assunto ndo é
totalmente compreendido (WRIGHT et al., 2013).

A descoberta da associacdo etioldgica entre HPV e cancer cervical no século passado
direcionou a renovacdo de varios métodos de rastreio do cancer de colo uterino, entdo a
mortalidade por esse tipo de céncer foi significativamente reduzida em alguns paises
desenvolvidos. Apdés o inicio de um método de rastreio eficiente, chamado exame de
Papanicolau, além do monitoramento e o tratamento de lesdes precursoras, houve uma reducéo
na incidéncia e mortalidade (SHAO-MING & YOU-LIN, 2015; GUIDO, 2017).

A introducéo de vacinas em adolescentes, meninas entre 9 e 14 anos e meninos de 11
a 14 anos, também contribuiu efetivamente para prevencdo de infeccdo pelo HPV, e tem sido
uma ferramenta promissora para reduzir a mortalidade e a iniquidade que é relacionada ao
cancer induzido pelo virus, mas o impacto da prevencdo primaria € um investimento a longo
prazo e 0s custos sdo ainda um desafio sobre a possibilidade de ser efetivamente implementado
em regides carentes (McCOMARC et al., 2014; WALKER et al., 2017). No Brasil, em 2014, o
Ministério da Saude e sua Secretaria Nacional de Vigilancia e Saude (SNVS-MS)
implementaram uma politica publica de prevencdo do HPV por meio da vacina quadrivalente
recombinante Gardasil®, do Laboratorio Merck Sharp & Dohme, seguindo um movimento
internacional de imunizacdo visando prevenir o cancer de colo de Utero. A vacina foi
apresentada como uma ampliacdo de direitos, uma vez que passou a ser oferecida gratuitamente
pelo Sistema Unico de Satde (SUS), sendo que até 2014 so estava disponivel em laboratdrios
privados, com alto custo (R$300 por dose) (QUEVEDO et al., 2016). Por ser um programa
implementado recentemente no Brasil, ainda ndo ha na literatura dados sobre os impactos da
vacinacao.

Apesar da infec¢do pelo HPV ser o principal fator de risco relacionado a esta doenca,
ha outros fatores que contribuem para o desenvolvimento do carcinoma de colo de Utero, entre
eles a idade; multiplos parceiros sexuais, que tem sido relacionado com co-infec¢fes; uso
prolongado de contraceptivos hormonais; além do alto nimero de partos normais e tabaco, que

sdo fatores de risco para o desenvolvimento desse tipo de cancer (SOTO-DE-LEON et al., 2011;
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CROSBIE et al, 2013; ROURA et al, 2016). Aproximadamente 35% das mulheres
diagnosticadas com carcinoma cervical tem a doenca recorrente, com 90% desses achados nos
trés anos apo6s o tratamento inicial (PECTASIDES et al., 2008). Assim, terapias alvo e
estratégias de quimio e radioterapias sdo essenciais para a reducdo da mortalidade por esta
malignidade.

A classificacdo do cancer cervical é realizada pela aparéncia das células, no qual ha duas
formas principais, carcinoma de células escamosas e adenocarcinoma (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016). O primeiro é derivado do epitélio estratificado ndo queratinizado,
caracteristico da mucosa normal do colo do Utero, e é o tipo histolégico mais comum. Esse
tumor se origina de células da parte externa do Gtero em contato com a vagina (ectocervix). O
adenocarcinoma se desenvolve a partir das células glandulares produtoras de muco e cresce
mais lentamente, esse tumor se origina de células da parte interna do colo do Utero (endocervix).
Vaérias alteracGes genéticas e epigenéticas ocorrem durante a tumorigénese cervical. Entre estas,
destacamos a metilacdo da regido promotora de genes supressores de tumor que favorecem o
seu silenciamento e resultam na carcinogénese de cérvice (ZHANG et al., 2011). Zhang e
colaboradores (2012) verificaram que a diminuicdo da expressdo do gene inibidor da via do
fator tecidual -2 (TFPI1-2) desempenha papel significante na apoptose de células tumorais e na
angiogénese em pacientes com cancer cervical, podendo ter uma funcéo inibitdria durante seu
desenvolvimento. Pelas analises imunoistoquimicas, eles observaram a presenca deste fator
apenas no citoplasma das lesbes cervicais e sua expressdo diminuida, conforme o aumento da
progressao tumoral, podendo ser considerado um gene supressor de tumor.

O horménio estrogeno também € um dos fatores relacionados com este tipo de cancer,
pois o colo uterino é altamente sensivel a este horménio e, durante o ciclo menstrual, as células
epiteliais cervicais proliferam e se diferenciam a medida que os niveis desse hormdnio
aumentam, resultando em epitélio hiperplasico sem mudancas patoldgicas. No entanto, uma
continua estimulacdo hormonal pode levar a neoplasia, pois ha evidéncias de que o Receptor
de Estrégeno Alfa (ER1) é necessario para o desenvolvimento e manutencdo tumoral em
associacdo a infeccdo pelo HPV de alto risco (CHUNG et al., 2010; RAMACHANDRAN,
2017).

Tendo em vista os maleficios causados pelo cancer de colo de Utero, o seu tratamento
inclui, cirurgia, terapia por irradiacdo e quimioterapia. A cirurgia € o método mais antigo
utilizado como tratamento do cancer, o qual consiste em remover o tumor da paciente. No
entanto é um método altamente invasivo, podendo causar lesdes irrecuperaveis. Para melhorar

os resultados da cirurgia e para superar as limitaces que esse metodo possui, foram propostas
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algumas estratégias, como a radioterapia e a quimioterapia. A radioterapia é frequentemente
usada quando os pacientes sdo diagnosticados em estagios avangados ou sob condicdes
irressecaveis. A quimioterapia é geralmente usada concomitantemente com radiacdo e
inevitavelmente considerada como uma modalidade de terapia adjuvante (HACKER &
VERMORKEN, 2015). Atualmente, o tratamento para lesbes pré-malignas inclui técnicas de
crioterapia, termocoagulacdo, procedimentos cirlrgicos, como conizacgao e histerectomia, e o
cancer de colo uterino é tratado com cirurgia seguido de quimioterapia e radioterapia, ou ambos
(BASU et al., 2018).

Embora o cancer cervical precoce possa ser tratado com cirurgia ou radiagdo, o cancer
cervical metastatico é incuravel e sdo necessarias novas abordagens terapéuticas (UYAR &
RADER, 2014). Entre essas abordagens e drogas ja conhecidas no tratamento do cancer,
algumas plantas se destacam na medicina popular, e a relevincia de medicamentos
complementares e alternativos também estdo sendo investigados. Por exemplo, alguns
medicamentos fitoterapicos tém sido relatados para induzir efetivamente a apoptose de celulas
cancerigenas do colo do Utero e para ter potencial para o tratamento do cancer (ZHOU et al.
2009; GAO et al., 2011).

Um grupo de plantas que tem despertado grande interesse na comunidade cientifica € a
familia das Piperaceae que é composta por quatro géneros principais e quase 4000 espécies,
esse grupo é reconhecido em varios sistemas de medicina por suas numerosas propriedades
medicinais, como o sistema Ayurvédico indiano de medicina e medicina folclorica da América
Latina, (BAGATELA et al. 2013; LEMOS et al. 2013; DE QUEIROZ et al. 2014; SARWAR
et al. 2015). Aqui destacamos a Piper cubeba, conhecida popularmente como pimenta de Java,
uma planta usada extensivamente na medicina tradicional na Indonésia. Os frutos sdo utilizados
para o tratamento de gonorreia, sifilis, dores abdominais, diarreia, enterite e asma
(SATROAMIDJOJO, 1997; PERAZZO et al., 2013).

As propriedades fitoterapicas da P. cubeba estdo diretamente relacionadas a presenca
de lignanas, que sdo metabolitos secundarios da planta, sendo um dos membros mais
importantes dessa classe a podofilotoxina — extraida de Podophyllum spp. - que apresenta
comprovada atividade anticancer (entretanto alta toxicidade) e os derivados etoposideo e
tenoposideo que sdo usados clinicamente no controle de alguns tipos de cancer (CANEL et al.,
2000). Assim como a podofilotoxina, outras lignanas como as da P. cubeba vem despertando
interesse de muitos grupos de pesquisa no estudo das propriedades quimicas e biolégicas desses
compostos. Esses estudos tém proporcionado a descoberta de varias atividades bioldgicas ndo

relacionadas ao uso tradicional da P. cubeba, como atividade tripanocida, shistomicida,
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vasodilatadora entre outras (SILVA et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2011; PEREIRA et
al., 2015).

As lignanas utilizadas no trabalho estdo representadas na Figura 1 por suas estruturas
quimicas, sao conhecidas por suas propriedades bioldgicas (ZHANG et al., 2014). Existem oito
subclasses de lignanas, incluindo dibenzilbutano, dibenzilbutirolactol, dibenzilbutirolactona,
furano, furofurano, ariltetralina, arilnaftaleno e dibenzociclooctadieno (MARCOTULLIO etal.,
2014; PISSURNO & LAURENTIZ, 2017; LIMA et al., 2017).

Lignanas como a cubebina, hinoquinina, iateina e isoiateina que sdo comumente
encontradas nas plantas do género Piper, também aparecem como as principais lignanas no
fruto seco da P. cubeba (ELFAHMI et al., 2007). Das lignanas de P. cubeba (Figura 2A) varias
classes podem ser isoladas de raizes, rizomas, caules, folhas, sementes (Figura 2B) e frutos
(ELFAHMI et al., 2007; PEREIRA et al., 2016).

Figura 1 - Estruturas quimicas das lignanas utilizadas no trabalho
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Fonte: Elaborado pela autora

As atividades bioldgicas de varias lignanas tém sido estudadas mais profundamente
assim como o 6leo essencial da P. cubeba, que acumula os grupos de compostos em quantidades
relativamente altas. Vinte e quatro lignanas foram relatados até agora na P. cubeba (PRABHU
et al. 1985; BADHEKA et al 1986; BADHEKA et al. 1987; CUNHA et al. 2012).

A P. cubeba tem sido utilizada na medicina Unani (medicina que abrange terapias

com medicagdo a base de ervas, partes de animais ou minerais, e terapias sem medicacdo,
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manuais e espirituais) como um agente protetor e curativo em vérias doencas renais (AHMAD
et al., 2012). Extratos e lignanas da P. cubeba tem vérias atividades bioldgicas, incluindo anti-
inflamatoria (PERAZZO et al., 2013; REZENDE et al., 2016), anti-alérgica do tipo IV (CHOI
& HWANG, 2003), anti-leishmanidsica (BODIWALA et al., 2007), genotoxica JUNQUEIRA
et al., 2007), antimicrobiana (MOTHANA et al., 2016) anti-proliferativa (YAM et al., 2008),
antioxidantes (DE REZENDE et al., 2013) e anti-virus da hepatite C (JANUARIO et al., 2002).

Em estudos com linhagens celulares de cancer de mama, Cunha e colaboradores (2016),
observaram que a lignana hinoquinina extraida da P. cubeba contribui como um agente
antiproliferativo nessas células. Enquanto em células de adenocarcinoma de colon tratadas com
a lignana cubebina, Niwa e colaboradores (2016) verificaram a diminuigcdo da viabilidade das

células apos condicBes especificas de tratamento.

Figura 2 - A. Gravura da planta Piper cubeba. B. Sementes da Piper cubeba

Fonte: Koler (1887); Rezende et al. (2016).

Barbosa e colaboradores (2014) testaram o potencial antigenotoxico e anticarcinogénico
da lignana hinoquinina em lesGes pré neoplasicas em colon de rato. De acordo com os autores,
a hinoquinina foi capaz de reduzir o dano ao DNA induzido pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH)
e inibiu adicionalmente a formacéo de lesbes pré-neoplasicas.

A atividade antitumoral da cubebina, isolada a partir de sementes secas de P. cubeba e
dos seus derivados semisintéticos, foi testada in vitro em seis diferentes linhagens celulares
tumorais humanas, entre elas a de carcinoma cervical humano. De acordo com os resultados,
que foram expressos como ICsp, a hinoquinina e compostos contendo grupo amida e anel
lactona foram aqueles que tinham maior atividade nas células testadas (RAJALEKSHMI et al.,
2016).
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Nahak e Sahu relataram que o extrato etandlico bruto da P. cubeba tem uma atividade
antioxidante mais elevada do que o extrato de outra espécie de Piper, a P. nigrum, que pode ser
devido a um composto de polifenol, pois a P. cubeba tem um contetdo fendlico que é mais
elevado do que P. nigrum (NAHAK; SAHU, 2011). A hinoquinina foi examinada como um
agente antitumoral em um promotor de citomegalovirus humano (HCMV) de expressdo de
antigeno precoce imediato (IE) no adenocarcinoma células de pulmdo humano (A549)
(PUSZTAI et al., 2010).

Apesar dos diversos estudos com as lignanas ainda sdo poucos os relatos na literatura
sobre a citotoxicidade e genotoxicidade dessas lignanas em células tumorais. Um estudo sobre
a citotoxicidade da cubebina mostrou que esse composto é capaz de diminuir o crescimento de
células de cancer de prostata e que essa redugéo ocorre por diferentes mecanismos (JIANYING
et al., 2008). Em outro estudo, Graidist e colaboradores (2015) também observaram a atividade
citotoxica do extrato da P. cubeba em linhagens de cancer de mama, verificando que uma fracéo
do fitoterapico inibiu o crescimento celular e induziu apoptose.

Ainda ndo existem relatos na literatura que relacionam vias genéticas com a acéo
especifica da P. cubeba, mas sabemos que genes relacionados com vias inflamatérias e/ou
tumorigénicas podem ser modulados pela acdo das lignanas. Dentre esses genes destacamos a
ciclo-oxigenase 2 (COX2), enzima responsavel pela conversdo do acido aracdénico em
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano, fundamentais no processo de inflamacéo
tecidual. A sintese de COX2, 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 COX2 é observado em varios tipos de
cancer, como por exemplo, nos canceres de pancreas, pulmdo, mama, estbmago, célon, prostata
e de cabeca e pescoco. Os niveis aumentados de COX2 durante o desenvolvimento e a
progressao de tumores estdo relacionados com a ativacdo de oncogenes; atividades aumentadas
dos fatores de crescimento celular; e das citocinas. Por via do AMPc, a COX2 promove a
migracdo e a disseminacao destas células através do mecanismo de angiogénese, e além disso,
aumenta a sintese de VEGF (Fator de Crescimento Vascular Endotelial), fundamental para o
processo de angiogénese (BONHIN et al., 2014).

A COX2 sintetiza a PGE2, que pode ativar receptores acoplados a proteina G, tais como
PTGEP1, PTGEP2, PTGEP3 e PTGEP4 e regula a expressao, secrecdo e ativacdo de varias
metaloproteinases em diferentes tipos celulares. Alguns dados da literatura sugerem que a

expressdo de PTGEP3 possui papel prognéstico no cancer (ABRAHAO et al., 2010).
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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, invasdo de
células tumorais e aumento do risco de metéstase de celulas cancerigenas (BOURBOULIA et
al., 2013). As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas proteoliticas dependentes de zinco que
degradam a maioria dos componentes da matriz extracelular incluindo colageno, elastina e
fibronectina. A degradacdo da matriz de coldgeno € importante para a invasdo de tecidos
subjacentes e metastases. Varias MMPs possuem expressdo elevada em cancer de cabeca e
pescoco incluindo MMP-2, MMP-8, MMP-9 e MMP-13. Inclusive, MMP-2 e MMP-9
desempenham um papel importante na carcinogénese de cabeca e pescoco por degradar o
colageno tipo 1V, o principal componente da membrana basal. Alguns estudos mostram uma
correlacdo significante entre a expressao de MMP-9 e baixa sobrevida em pacientes com cancer
(YOSHIZAKI et al., 2001; MOILANEN et al., 2002; CANEVARI & ROGATTO, 2004;
SANTIAGO, 2015).

Diante dessas consideracdes, investigamos in vitro, a acdo de 5 lignanas -(cubebina,
dihidrocubebina, etilcubebina, hinoquinina e metilcubebina), aléem do extrato total da P. cubeba
e o controle positivo (podofilotoxina) - sobre as células tumorais SiHa e HeL a, e sobre as células
normais HaCaT, avaliando a morfologia, a proliferacdo, a migragéo celular e a citotoxicidade,
bem como a genotoxicidade, a apoptose e a necrose celular, além da avaliacédo de expressdo dos
genes de uma via relacionada com processos inflamatorios (COX2, PTGEP3, PTGEP4, MMP2
e MMP9, TIMP1 e TIMP2) de modo a determinar como as lignanas atuam na expressao desses
genes e como essas alteracbes podem participar do processo tumorigénico, buscando assim

possiveis biomarcadores moleculares em carcinoma de colo de Utero.
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Em funcdo da importancia da atividade antitumoral das lignanas extraidas da Piper
cubeba, incluindo suas propriedades quimicas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
0 potencial efeito citotoxico e genotdxico de lignanas nas células neoplasicas sobre a
morfologia, a proliferacdo e a migracédo celular, a citotoxicidade, a genotoxicidade, a apoptose
e a necrose celular e a expressao génica, observando como possivelmente o fitoterapico age, e,
ocorrendo alteracdes, como estas podem participar do processo tumorigénico. Além de observar
como o fitoterapico age em células de queratindcitos normais, a fim de comparar todos os

efeitos das lignanas em células tumorigénicas e ndo tumorigénicas.



3. MATERIAL E METODOS



MATERIAL E METODOS - 30

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laborat6rio de Imunomorfologia,
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE-
UNESP, em colaboragdo com a Profa. Dra. Sonia Maria Oliani, e no Laboratorio de Marcadores
Moleculares e Bioinforméatica Médica, Departamento de Biologia Molecular — FAMERP-
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto em colaboragdo com a Profa. Dra. Eloiza

Helena Tajara da Silva.
3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens tumorigénicas e uma linhagem de células normais. As
linhagens tumorigénicas sdo uma de carcinoma de células escamosas de cérvice uterina (SiHa)
e uma de adenocarcinoma de cérvice uterina (HeLa), ambas do banco americano de linhagens
celulares (ATCC), que foram cedidas gentilmente pela Profa. Dra. Eloiza Helena Tajara da
Silva, Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto/FAMERP, SP. A linhagem de células
normais de queratinocitos da pele humana (HaCaT), foi cedida gentilmente pela Profa. Dra.
Andréia Machado Leopoldino da USP/Ribeirdo Preto, SP.

Essas duas linhagens celulares tumorigénicas foram escolhidas por apresentarem
morfologias diferentes, enquanto a SiHa apresenta células isoladas e fusiformes, a HelLa
apresenta células mais alongadas, com prolongamentos citoplasmaticos, nucleos grandes e
centralizados, as células ficam bem aderidas umas as outras, formando um arranjo tipico de
mucosa. Além disso, essas duas linhagens celulares apresentam-se infectadas por HPVs
diferentes e genes também se expressando diferentemente. A linhagem celular HeLa é infectada

pelo HPV18, enquanto a linhagem SiHa ¢ infectada pelo HPV16.

3.2 Lignanas da Piper cubeba, preparacdo do extrato e separacao das lignanas

As lignanas avaliadas foram, cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina hinoquinina e
metilcubebina, todas extraidas das sementes de Piper cubeba além do extrato total etandlico, e
foram comparadas com uma outra lignana, podofilotoxina (extraida de Podophyllum spp.),
utilizada como controle positivo, pois apresenta comprovada atividade anticancer (entretanto
alta toxicidade). Todas as lignanas foram diluidas em 1mL de veiculo (50% de Dimetilsulfoxide
- DMSO e 50% de &gua ultrapura), entdo para todos os experimentos foi utilizada uma amostra
controle com o diluente (veiculo - DMSQO), na metade do volume maximo utilizado para a
concentracdo de 100ug/mL. Todas as lignanas foram cedidas gentilmente pela Profa. Dra.

Rosangela da Silva Laurentiz, Departamento de Fisico-Quimica da FEIS/UNESP.
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As sementes da Piper cubeba foram importadas da India com recursos de projetos
anteriores ja finalizados. As sementes secas foram trituradas num moinho de facas até um pé
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 agitagdo por 1
semana. Apods esse periodo a mistura foi filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida em
rotaevaporador. O extrato obtido foi submetido a 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 fragfes recolhidas foram submetidas a analises
RMN (de 1H e 13C) e HPLC para a confirmacao da estrutura e determinagdo da pureza, sendo
esta superior a 98%. Na cultura in vitro foram utilizadas as faixas de concentragdo 10, 50 e
100pg/mL das lignanas nas linhagens celulares HaCaT, HelLa e SiHa.

3.3 Cultivo e analise da morfologia celular

As linhagens celulares HelLa e SiHa foram cultivadas em meio completo (MEM
suplementado com 10% de soro bovino, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1% piruvato de
sodio, 1% de antibidtico/antimicético, 1% de L-glutamina), enquanto a linhagem celular HaCat
foi semeada em DMEM, igualmente suplementado como descrito acima. As células foram
cultivadas em garrafas de cultura de 75¢m?, mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por 24
horas, até se fixarem na superficie da garrafa. Apos esse periodo, o meio foi trocado a cada dois
ou trés dias, ou até as células tornarem-se confluentes. O crescimento e a morfologia celular
foram avaliados diariamente em microscépio invertido de contraste de fase Olympus CKX41 e,
quando a densidade celular atingiu confluéncia de 80 a 90%, o material foi submetido a
tripsinizacdo e subdividido em duas réplicas.

As diferentes condicBes experimentais sdo apresentadas no Fluxograma 1.

3.4 Ensaio de proliferacéo celular

Foram realizados 8 tratamentos com as 3 linhagens celulares, um controle com DMSO
(veiculo), 7 com os diferentes compostos (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina,
hinoquinina, metilcubebina e extrato total) e o controle positivo (podofilotoxina), em trés
diferentes concentragdes (10, 50 e 100pg/mL), para os quatro diferentes tempos, 4, 24, 48 ¢ 72
horas.

Para analise do indice de proliferacéo celular, nas 3 diferentes linhagens, foram realizadas
as contagens de células cultivadas em placas de cultura de 24 pocos, semeadas na concentragao

de 5x10* em 400uL de meio com 10% de soro fetal bovino e mantidas a 37°C em cAmara Umida
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e atmosfera com 5% de CO., por 24 horas, até se fixarem na placa de cultura. Apés esse periodo,
0 meio de cultura foi substituido por meio de cultura sem soro (meio 0%), a fim de deixar todas
as células na mesma etapa celular. Apds 24 horas foi trocado o meio de cultura pelo meio
completo e adicionados os tratamentos (lignanas). As células receberam as concentracdes de
10, 50 e 100pg/mL das lignanas para quatro diferentes tempos de contagem celular (4, 24, 48 ¢
72 horas).

Fluxograma 1 — Sequéncia experimental do trabalho

Cultivo das linhagens
HaCaT. HeLa. SiHa

Controle/DMSO Tratadas com as liananas

Andlise de
morfologia, proliferacdo e
citotoxicidade (MTS)

4,24, 48 e 72 horas
Concentracgdes de 10, 50 e

100ua/mi
Escolha da condicdo com # estatistica
(24 horas/[100]ug/ml)
Controle/DMSO Tratadas com as lignanas
Migracao

Genotoxicidade/Cometa

Apoptose e necrose
celular/Citometria de fluxo

Expressdo génica/ RT- gPCR

Anélise de dados

Fonte: Elaborado pela autora

As células, tratadas ou ndo com as lignanas em todos os periodos experimentais, foram
tripsinizadas, coradas com azul de tripan e contadas em camara de Neubauer (hemocitémetro),
em microscépio invertido de contraste de fase Olympus CKX41, considerou-se apenas as células
viaveis nas contagens. Esse experimento foi realizado em quadriplicata e foi executado no

Laboratorio de Imunomorfologia do Ibilce/UNESP.
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Esse ensaio foi realizado para determinar o periodo experimental, com a diferenca
estatistica mais expressiva, entre 0s grupos tratados ou ndo com as lignanas nas diferentes
concentracdes e tempos, para realizacdo dos experimentos posteriores. A figura 3 mostra o
desenho experimental do ensaio de proliferacéo.

Figura 3 - Modelo de uma placa utilizada no ensaio de proliferacédo
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Fonte: Elaborado pela autora. Placa contendo 5x10* células, sem (controle) e com tratamento com
as lignanas no tempo de 4 horas nas concentracfes de 10, 50 e 100ug/ml, este experimento foi
repetido para as 3 linhagens estudadas, executado nos 4 diferentes tempos experimentais (4, 24, 48
e 72 horas).

7

3.5 Ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular (MTS)

O ensaio de citotoxicidade é um método colorimétrico para determinar a quantidade
de células vidveis, no qual aplica-se o MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). A solucdo é biorreduzida pelas
células em um produto colorido de formazan que é soltvel em meio de cultura. Esta conversao
é presumivelmente realizada por NADPH ou NADH produzido por enzimas desidrogenases em
células metabolicamente ativas (BERRIDGE & TAN; 1993). A coloracdo do formazan tem tom
azulado e é captada no comprimento de onda de 490nm em espectrofotdmetro, a intensidade da
coloracdo é diretamente proporcional a viabilidade celular.

Foram realizados 8 tratamentos com as 3 linhagens celulares, um controle com DMSO
(veiculo), 7 com os diferentes compostos (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina,

hinoquinina, metilcubebina e extrato total) e o controle positivo (podofilotoxina) em trés



MATERIAL E METODOS - 34

diferentes concentracgdes (10, 50 e 100ug/mL), para os quatro diferentes tempos, 4, 24, 48 ¢ 72
horas.

As células foram plagueadas em placas de 96 pogos na concentracdo de 5x10%em 100pL
de meio completo 10% e mantidas a 37°C em cAmara Umida e atmosfera com 5% de CO., por
24 horas, até se fixarem na placa de cultura. Apos esse periodo, o meio foi substituido por meio
sem soro (0%), a fim de deixar todas as células na mesma etapa celular. Apds 24 horas, foi
trocado novamente o meio de cultura por meio completo e adicionados os tratamentos. As
células, tratadas ou ndo com as lignanas em todos os periodos experimentais, receberam
diretamente ao meio 20uL da solugdo de MTS, seguido de incubacdo em estufa por 4 horas
para reacdo do MTS. As placas foram lidas em leitor de placas de 96 po¢os em comprimento
de onda de 490nm (como indica o protocolo CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay — Promega). Foi utilizada uma equacéo para obtencdo da porcentagem da
viabilidade celular, bem como o célculo do I1Cso (Concentracao Inibitéria para 50% das células),
os valores de absorbancia obtidos no tratamento com os compostos (A), foram normalizados
para os valores obtidos com o controle (B) para obtencao da porcentagem de viabilidade celular
(C) pela equacéo: C = A/B x 100.

3.6 Ensaio de migracao celular

Foram realizados 8 tratamentos com as 3 linhagens celulares, um controle com DMSO
(veiculo), 7 com os diferentes compostos (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina,
hinoquinina, metilcubebina e extrato total) e o controle positivo (podofilotoxina), na
concentragdo de 100ug/mL ¢ tempo de 24 horas. Concentragdo e tempo pré-selecionados apds
analises dos ensaios de proliferacdo e MTS, que mostraram melhores resultados nessas
condicdes.

As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos na concentragdo de 5x10* em 400uL
de meio completo e mantidas a 37°C em camara Umida e atmosfera com 5% de CO., por 24
horas, até se fixarem na placa de cultura. Apds esse periodo, o meio foi substituido por meio
sem soro, a fim de deixar todas as células na mesma etapa celular. Apds 24 horas, foi trocado
novamente o meio de cultura por meio completo e adicionados 0s tratamentos, esse
procedimento foi realizado para obter a quantidade necessaria de células para fazer o
experimento de migracdo transwell. Apds 24 horas (tempo pré-estabelecido) de acdo das
lignanas, novas placas de 24 pocgos receberam 500uL de meio completo e insertos transwell
com membrana de poros para permitir a passagem das células, foram colocados dentro destes

novos pogos contendo apenas 0 meio de cultura. As placas contendo as células controle e
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tratadas foram tripsinizadas e retirado de cada condigio a concentragdo de 3x10*de células que
foram transferidas para o inserto transwell juntamente com 150uL meio sem soro. Desta forma
fazendo com que as células pudessem migrar para a parte inferior externa do inserto, a qual
estava em contato com o meio completo. Apos, as células foram incubadas em estufa por 24
horas para que ocorresse a migracao.

Na etapa de fixacdo das células que migraram, os meios contidos nas placas e insertos
foram retirados, os insertos foram lavados com PBS e seus interiores limpos com haste de
algodao para remover células que ndo migraram. Nos espacos vagos da placa de cultura foram
adicionados 500uL de paraformaldeido, os insertos foram entdo movidos para 0S pocos
contendo paraformaldeido e a placa foi incubada por 30 minutos para que as células se fixassem.

Apo6s 30 minutos, os insertos foram movidos para pocos contendo 300uL de cristal
violeta, e incubados por 30 minutos para coloragdo. Posteriormente foram lavados com PBS
para remover o0 excesso do cristal violeta, e deixados para secar em posicao invertida no fluxo
laminar. Secos, os insertos foram colocados sobre laminas, analisados e fotografados em 5
diferentes campos, em microscépio invertido de contraste de fase Olympus CKX41 com camera
acoplada em aumento de 100x, a analise quantitativa de células que migraram foi feita a partir
das fotos. O experimento foi realizado em triplicata e executado no Laboratorio de

Imunomorfologia do Ibilce/UNESP. A figura 4 mostra o esquema de um po¢o com inserto

transwell.
Figura 4 — Insertos do ensaio de migracao
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Fonte: Chan et al. (2009) (modificado)

3.7 Ensaio de genotoxicidade (Cometa)

O ensaio cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido as suas
particularidades e vantagens quando comparado a outros testes para a deteccao de substancias
genotoxicas (GONTIJO & TICE, 2003). E eficiente para quantificacdo das lesbes e para

detectar os efeitos do reparo no DNA em células de mamiferos. As membranas das células séo
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lisadas e os nlcleos sdo submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forca
proporcionando a migragdo dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do
nlcleo. Apds a eletroforese, as células que apresentam um nacleo redondo sdo identificadas
como normais, sem danos detectaveis no DNA e as células lesadas sdo identificadas
visualmente por uma espécie de cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de
DNA. Sendo assim, o tamanho da cauda proporcional a dimensao do dano que foi causado no
material genético da célula (SILVA, 2007).

Foram realizados 8 tratamentos com as 3 linhagens celulares, um controle com DMSO
(veiculo), 7 com os diferentes compostos (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina,
hinoquinina, metilcubebina e extrato total) e o controle positivo (podofilotoxina) na
concentracdo de 100pg/ml e tempo de 24 horas.

As células foram plaqueadas em placas de cultura de 12 pogos em uma concentracao
de 3x10* em 1mL de meio completo 10% e foram mantidas em cdmara imida e atmosfera com
5% de CO», por 24 horas, até se fixarem na placa de cultura. Apés as 24h o meio completo 10%
foi substituido por meio sem soro a fim de deixar todas as células na mesma etapa celular, e
foram incubadas. No dia seguinte, foi retirado o meio de cultura das placas e adicionado meio
completo 10% juntamente com as lignanas. Apos a acéo das lignanas (24 horas) o contetudo dos
pocos foram tripsinizados e levados a centrifuga em tubos falcon de 15mL por 5 minutos a 1500
rpm, a fim de formar um “pellet” de células no fundo dos tubos. O sobrenadante dos tubos foi
desprezado, o “pellet” foi diluido em agarose de baixo ponto de fusdo/Low Melting
Temperature agarose (LMP) e disposto em laminas preparadas previamente com agarose de
ponto de fusdo normal/Normal Melting agarose (NMP) para que ficasse com uma fina pelicula
sobre a lamina. Apds a disposicdo das células diluidas sobre as laminas, foram colocadas
laminulas e o material foi levado a geladeira por 30 minutos para solidificar a agarose Low
Melting.

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

Apos lisadas as membranas, as ldminas foram colocadas em cuba de eletroforese com
tampao de corrida pH 13 (NaOH 10N, EDTA 200mM), as laminas permaneceram na cuba por
30 minutos antes de se iniciar a eletroforese. Transcorrido este tempo, Seguiu-se uma
eletroforese de 20 minutos a 25V e 300mA.
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Efetuada a corrida de eletroforese, as laminas foram lavadas por 3 vezes com a solugao
de neutralizacdo (Tris 0,4M) com pH 7,5. Com as laminas neutralizadas e secas seguiu-se a
etapa de fixagcdo, onde as laminas foram novamente acondicionadas em cubas de vidro
preenchidas com etanol absoluto, ficando nesta condicdo por 10 minutos. Transcorrido este
tempo, as laminas foram expostas para secagem.

Na etapa de coloracéo, cada lamina recebeu 100uL da solucéo de coloragéo (GelRed®,
NaCl 1M e H20 destilada) e apds 5 minutos foram analisadas em microscopio de fluorescéncia.

Em cada lamina foram contados dois grupos de 50 ndcleos (100 ndcleos por lamina),
analisando os seus danos. Os nlcleos celulares foram classificados em uma classe de dano que
é determinada de acordo com a intensidade e tamanho da cauda do cometa.

Classe 0 — sem dano aparente;

Classe 1 — cauda curta, menor que o didmetro 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 nucleo,
(KOBAYASHI, 1995).

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).

Todas as etapas do ensaio cometa foram realizadas no Laboratorio de Imunomorfologia
do IBILCE/UNESP, em ambientes sem a incidéncia de luz direta e com temperaturas baixas,

para evitar danos adicionais ao DNA.
3.8 Avaliacéo de Apoptose

As células das 3 linhagens utilizadas no trabalho foram cultivadas em garrafas de cultura
de 25cm?, sendo uma garrafa para cada tratamento e uma garrafa extra contendo o controle
positivo para calibrar o citdmetro, totalizando 9 garrafas para cada linhagem.

As células foram dispostas nas garrafas de cultura em 2mL de meio completo e mantidas
em camara umida, atmosfera com 5% de COg, por 24 horas, ate se fixarem nas superficies.
Apos as 24h o meio completo foi substituido por meio sem soro a fim de deixar todas as células
na mesma etapa celular, e foram incubadas novamente. Ap6s 24 horas, 0 meio de cultura foi
substituido por 2mL de meio completo e foram adicionadas as lignanas numa concentragdo de
100ug/ml, cada garrafa recebeu cada uma das lignanas (cubebina, dihidrocubebina,

etilcubebina, hinoquinina, metilcubebina e extrato total), além da garrafa controle que recebeu
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apenas DMSO e uma segunda garrafa que recebeu podofilotoxina (controle positivo) para
calibrar o citometro.

Passado o tempo do tratamento (24 horas), o contetdo das garrafas foi tripsinizado e
centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos em tubos falcon de 15mL, para obtenc¢éo do “pellet”
de células, esse “pellet” foi lavado 3 vezes com PBS, e ap6s as lavagens foi homogeneizado
em novo PBS. As células de cada tubo foram contadas, e destas, uma concentragdo de 1x10°
células/mL foram diluidas no buffer 1x do kit “PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I” (BD
pharmigen, San Diego, USA). Desta solucéo foram transferidos 100uL para um tubo de 1,5mL,
em seguida foram adicionados 5pL de PE Annexin V e 5uL de 7-AAD (BD Pharmigen, San
Diego, USA). Apds homogeneizada, a solucdo foi incubada a temperatura ambiente por 15
minutos, no escuro. Para a leitura foram adicionados 400uL de buffer 1X e posteriormente
adquiridos 10.000 eventos de cada amostra no citdmetro (Guava Easy Cyte, MILLIPORE). Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Imunomorfologia do IBILCE/UNESP.

3.9 Selecéo dos genes de interesse

Os genes estudados foram previamente selecionados, por bioinformatica, a partir dos
marcadores potenciais em ambiente tumoral identificados por estudos anteriores
(RODRIGUES-LISONI et al., 2010; LEE et al., 2011), utilizando bibliotecas SAGE. As vias
metabolicas desses marcadores potenciais foram avaliadas e alguns genes relacionados a elas
também foram escolhidos. A selecdo dos genes seguiu um parametro: envolvimento potencial
em processos de inflamacdo e invasdo tumoral.

Os iniciadores especificos para cada transcrito foram desenhados com a ferramenta

Primer3, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores para os genes de interesse

Oligonucleotideo Sequéncia

PTGEP3 anti-sense 5’ TCTCCGTGTGTGTCTTGCAG 3’
PTGEPS3 sense 5 AGCTTATGGGGATCATGTGC 3’
PTGEP4 anti-sense 5’ CCAAACTTGGCTGATATAACTGG 3’
PTGEP4 sense 5" CGAGATCCAGATGGTCATCTTAC 3’
MMP2 anti-sense 5’ CCGTCAAAGGGGTATCCATC 3’
MMP2 sense 5" AAGTCTGGAGCGATGTGACC 3’
MMP9 anti-sense 5" ATTTCGACTCTCCACGCATC 3’
MMP9 sense 5 TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC 3’
COX2 anti-sense 5" AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG 3
COX2 sense 5 ATTCCCTTCCTTCGAAATGC 3’
TIMP1 anti-sense 5 TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG 3’
TIMP1 sense 5 ACTGTTGGCTGTGAGGAATG 3’
TIMP2 anti-sense 5 CTATATCCTTCTCAGGCCCTTTG 3’
TIMP2 sense 5" AGAAGGAAGTGGACTCTGGAAAC 3

Fonte: Moreira (2015) (modificado)
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3.10 Analise e avaliacao de expressdo génica

As reacgdes foram realizadas para as condigdes escolhidas anteriormente (tempo de 24h
e concentragéo de [100pg/mL]) em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), no Laboratério de Biomarcadores e Bioinformatica Médica, na Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto, FAMERP, SP. Todas as reacfes foram preparadas em
triplicata, incluindo o controle endégeno GAPDH, e processadas em volume final de 20uL
contendo 100ng de cDNA, SYBR® Green PCR Master Mix e 100nM de cada primer, seguindo
protocolo da Applied Biosystems.

As condi¢des de termociclagem compreenderam uma incubacdo de 2 min a 50°C,
seguida por desnaturacdo inicial de 10 min a 95°C. Em seguida, 0 programa continuou com 40
ciclos de 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C, para anelamento de primers e extensdo das cadeias, e 35
seg a 65°C, para coleta do sinal. A curva de dissociacdo foi gerada apds amplificacdo e
compreendeu um passo de 15 seg a 95°C seguido de 1 mina 60°C. A quantificacao foi realizada
comparando-se 0s valores de expressdo obtidos das curvas padrées, as quais foram desenhadas
pela diluicdo seriada a partir de um pool de amostras de cDNA. O fator de normalizacéo
utilizado foi a média geométrica do gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), utilizado como controle interno (controle enddgeno). Os valores de expressdo
génica obtidos nas analises foram quantificados tendo como base a amostra controle, escolhida
como calibrador de todas as amostras.

A andlise dos resultados da PCR quantitativa em tempo real foi a partir dos valores do
Ct (Cycle threshold) de cada amostra, sendo que foram calculadas as médias das triplicatas.
Posteriormente, foi calculado o ACt a partir da subtracdo da média obtida para a sequéncia de
interesse por aquela do controle interno. Para o célculo do A-ACt, foi escolhida a amostra
controle como calibrador, sendo atribuido a0 mesmo o valor de zero como resultado da
subtracao com seu proprio ACt. Nas demais amostras (tratadas com as lignanas), o resultado do
A-ACt foi calculado a partir das diferengas dos valores de ACt de cada um deles em relagdo ao
calibrador. Em seguida, foi calculado o 24 (PFAFFL, 2001). Finalmente, para uma melhor
representacdo grafica, os resultados foram apresentados em uma escala logaritmica de base 2
(Log2). Foi considerado aumento ou reducdo significativa de expressdo quando o valor de
expressdo foi duas vezes maior ou menor, respectivamente, em relagdo a amostra controle ou

guando esteve acima ou abaixo de 1 quando apresentado na forma de Log2.
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3.11 Analises estatisticas

Para os ensaios de proliferagdo, citotoxicidade/viabilidade e migragdo celular foi
utilizada a Analise de Variancia (ANOVA), seguido do post-test de comparacGes multiplas
Bonferroni. Para o ensaio Cometa, primeiro foi calculado o indice Total de Danos (ID), por
meio da formula: 1D total = 0. (n Classe 0) + 1.(n Classe 1) + 2.(n Classe 2) + 3.(n Classe 3) e
posteriormente foi realizada ANOV A seguida por teste de Bonferroni. O intervalo de confianca
estabelecido foi de 95% e quando p<0,05, o resultado foi considerado significativo
estatisticamente, utilizando o software GraphPad PRISM 5.0. Para a andlise de expressao

génica foi feito o célculo do A-ACt.



4. RESULTADOS
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4.1 Morfologia celular

Inicialmente, as células HaCaT, HelLa e SiHa, foram cultivadas e observadas na
microscopia de contraste de fase. A linhagem HaCaT (Fig. 5 A e B) apresenta células de
aspecto arredondado e nucleo de posicdo central, a linhagem HeLa (Fig. 5 C e D) apresenta
células mais alongadas, com prolongamentos citoplasmaticos, ntcleo grande e centralizado,
as células ficam bem aderidas umas as outras, formando um aspecto aglomerado, ja a
linhagem SiHa (Fig. 5 E e F) apresenta células isoladas e fusiformes. Ndo houve alteracdo
morfoldgica, entre as células controle e as células tratadas com as lignanas em nenhuma das
condicdes para as 3 linhagens. A figura 5 mostra as células sem tratamento e tratadas com

cubebina na concentracdo de 100ug/mL por 24h.

Figura 5 — Analise da morfologia das linhagens celulares pré e pos tratamento

Fonte: Elaborado pela autora Celulas controle sem tratamento HaCaT [A], HeLa [C] e SlHa [E] Células
tratadas com cubebina, na concentracdo de 100ug/mL por 24 horas, HaCaT [B], HeLa [D] e SiHa [F].
Aumento de 100x, escala de 100um.
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4.2 Indice de proliferagéo celular

Comparamos a proliferagcdo das células HaCaT, HelLa e SiHa tratadas e ndo com as
lignanas nos diferentes tempos (4, 24, 48 e 72 horas) e nas diferentes concentragdes (10, 50 e
100pg/mL). Foi realizada uma andlise quantitativa para cada condi¢do experimental, somando
a mesma anélise feita com os resultados de citotoxicidade, obtivemos um ranking de melhores
condicdes experimentais. Considerou-se como melhores condi¢cfes, os tempos e concentracoes
que apareciam mais vezes como significativos estatisticamente quando considerado a atividade
antiproliferativa e citotoxica para as células tumorigénicas. Esta analise trouxe como melhores
condicdes experimentais o tempo de 24 horas e concentragao de 100ug/mL, e em segundo lugar
o tempo de 48 horas e concentragdo de 100pug/mL. Sendo assim, os experimentos posteriores
foram realizados nestas condicBGes experimentais (24h/[100ug/mL]). A figura 6 mostra 0s
gréficos obtidos a partir da analise estatistica das contagens de proliferacdo celular, onde é
possivel observar alta atividade antiproliferativa especificamente da lignana Etilcubebina sobre
as 2 linhagens tumorigénicas, bem como para o Extrato total da Piper cubeba sobre a linhagem
SiHa, e Hinoquinina sobre a linhagem HelL.a. Como ja era esperado por ser utilizada como um
controle positivo, a lignana Podofilotoxina apresentou alta atividade antiproliferativa nas
linhagens tumorigénicas.

Interessantemente a linhagem normal (HaCaT) ndo foi severamente afetada por

nenhuma das lignanas.
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Figura 6 — Ensaios de proliferacéo celular com as 7 diferentes lignanas nas diferentes
condicdes experimentais nas 3 linhagens celulares: HaCaT, SiHa e HeLa
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Fonte: Elaborado pela autora. * = p<0,05, diferenca significativa do tratamento em relacéo ao controle.
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4.3 Citotoxicidade e viabilidade celular (MTS)

A equacdo utilizada para este teste, mostra porcentagem de células vidveis tratadas com os
compostos em relacdo as células viaveis existentes no controle. Na figura 7, os gréaficos
representam a viabilidade celular bem como o 1Csg, que representa a viabilidade celular inferior
a 50%, quando esse nivel é atingido considera-se que composto estudado é citotoxico. Foi
observado que as lignanas ndo foram tdxicas em nenhuma das concentragdes e tempos testados
para as células normais (HaCaT), mas tal efeito foi encontrado nas linhagens tumorigénicas
(HeLa e SiHa).

Na linhagem HelLa, as lignanas Metilcubebina e Podofilotoxina mostraram efeito de
aumento significativo na viabilidade celular, embora grande parte dos tratamentos tenham
diminuido significativamente estes niveis em relagdo ao controle. Além da diminuicdo
significativa das células viaveis ainda e possivel observar a alta taxa de citotoxicidade das
lignanas para esta linhagem, representadas pelo ICso. Para a linhagem SiHa obtivemos que os
tratamentos mais efetivos foram com a Cubebina, Dihidrocubebina, Extrato total e
Podofilotoxina, que mostraram diminuicédo significativa principalmente no tempo de 48 horas,
ainda é possivel observar o efeito citotoxico indicados pelo I1Cso, as demais lignanas, parecem

ndo causar efeitos sobre a viabilidade dessa linhagem.
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Figura 7 — Viabilidade e citotoxicidade das 3 linhagens celulares (HaCaT, HeLa e SiHa) nas
diferentes condicGes experimentais com os tratamentos das 7 diferentes lignanas
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Fonte: Elaborado pela autora. * = p<0,05 diferenca significativa do tratamento em relagéo ao controle.
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4.4 Migracao celular

A invasao de células tumorais em tecidos normais ocorre pela migracdo celular através da
barreira endotelial. Utilizamos o ensaio de migracdo para observar se esse evento continua
ocorrendo apds a administracdo das lignanas da Piper cubeba no tempo de 24 horas e
concentracdo de 100ug/ml (condicbes escolhidas pelos ensaios de proliferagéo e
citotoxicidade). Observamos, que apds o tratamento com as lignanas, as células normais
(HaCaT) e a linhagem tumoral HelLa apresentaram diminuigdo significativa na capacidade
migratéria apenas quando submetidas as ligananas Cubebina e Podofilotoxina, as demais
lignanas ndo afetaram a migracgdo celular. Na linhagem SiHa, observamos a diminui¢do da
migracdo sob o tratamento do Extrato total da Piper cubeba e da Podofilotoxina, quando
comparadas ao controle.

A figura 8 mostra as células que migraram pela membrana do inserto utilizado no

experimento e a imagem 9 mostra os graficos das analises estatisticas para este ensaio.

Figura 8 — Células transmigradas sem e com tratamento de lignana

Fonte: Elaborado pela autora Células SiHa controle (A) e tratadas com podofilotoxina, apds ensaio de migracéo e
coradas com cristal violeta. Aumento de 100x, escala 100um.
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Figura 9 — Valores do ensaio de migracgdo celular das 3 linhagens tratadas com as 7 diferentes
lignanas na [100]pg/ml e no tempo de 24 horas
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Fonte: Elaborado pela autora. * = p<0,05, diferenca significativa do tratamento em relacdo ao controle.
4.5 Genotoxicidade (Cometa)

Utilizamos a técnica do ensaio cometa para verificar se ocorrem danos ao material
genético das células das 3 linhagens (HaCaT, HelLa e SiHa), apds os tratamentos com as
lignanas da Piper cubeba no tempo de 24 horas e concentracdo de 100ug/ml. Observamos que
as 3 linhagens sofreram danos significativos no DNA, apds os tratamentos quando comparamos
com os controles. A linhagem tumorigénica HelLa, sofreu altos indices de danos, sob todos os
tratametos, a linhagem SiHa sofreu danos significativos apenas quando tratadas com as lignanas
Cubebina, Extrato total e Podofilotoxina, as demais lignanas ndo apresentaram atividade
genotoxica significativa para essa linhagem. Na linhagem normal (HaCaT) também podemos
observar danos ao DNA, apds tratamento com Cubebina, Etilcubebina, Extrato total e

Podofilotoxina. Os danos foram calculados a partir da analise da cauda do cometa (Figura 10),
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o0 tamanho da cauda é diretamente proporcional & intensidade do dano causado no interior do

nucleo da célula.

Figura 10 — Classes de danos do cometa

Fonte: Elaborado pela autora. Nucleos celulares representando as 4 classes de danos consideradas para o ensaio
do Cometa, fotografados em microscopio de fluorescéncia. Linhagem celular HeLa. Aumento 400x.

Os graficos da figura 11 mostram estatisticamente os danos causados ao DNA das

linhagens estudadas.
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Figura 11 — Indice de dano obtido pelo ensaio de genotoxicidade para as 3 linhagens
tratadas com as 7 lignanas no tempo de 24 horas e na [100]pg/ml
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Fonte: Elaborado pela autora. * = p<0,05 diferenca significativa do tratamento em relagéo ao controle.
4.6 Avaliacéo de apoptose

Os dot plots representativos na Figura 12 mostram os resultados obtidos apds incubagéo
com PE (fitocoeritrina) anexina V e 7-AAD (7-Amino-Actinomicina), em cada grupo de
células. A porcdo Q4 dos dot plots representa o nimero de células viaveis, ou seja, nao
apresentam nenhuma marcac¢do, enquanto a por¢ao Q3 mostra o nimero de células em apoptose
inicial. Quando as células sdo incubadas com indutores de apoptose, externalizam o fosfolipideo
fosfatidilserina na membrana plasmatica, que é marcada pela anexina V. A anexina V é uma
proteina que tem alta afinidade com a fosfatidilserina, e pela conjugacdo dessa com um um
fluorocromo ficoeritrina (PE) é possivel quantificar o indice de apoptose por citometria de

fluxo. A porcdo Q1 dos dot plots representa o n° de células em necrose. Neste caso, 0s indutores
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de necrose causam o rompimento na membrana plasmatica e extravasamento do conteldo
citoplasmético. Assim, a incubacdo das células com 7-AAD, que possui alta afinidade para
estruturas intracelulares, como o DNA, a marcacao pode ser detectada pelo citdmetro de fluxo.
Como o 7-AAD apresenta fluorescéncia, conseguimos verificar a quantidade de células em
necrose. A por¢cdo Q2 dos dot plots representa 0 nimero de células em apoptose tardia,
demonstrando a expressdo de fosfatidilserina na superficie, quando ocorre ruptura da
membrana. Assim, hd marcacdo pela anexina V e coloracdo com o 7-AAD, ou seja, dupla

marcacao.
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Figura 12 — Dot Plots obtidos da citometria de fluxo
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Fonte: Elaborado pela autora. Viabilidade (Q4), apoptose inicial (Q3), apoptose tardia (Q2) e necrose (Q1).(a; i;
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A partir da anélise dos gréficos da Figura 13, podemos observar que as lignanas
causaram um efeito de apoptose tardia significativo em relacéo as células viaveis, tanto para
HaCaT quanto para HeLa. Quando comparadas a apoptose inicial, a apoptose tardia, também
se sobressai, desta forma, indicando que, para essas duas linhagens, a morte celular esta
ocorrendo mais por apoptose tardia, do que por apoptose inicial.

Enguanto na linhagem SiHa, os resultados de morte por apoptose inicial, apoptose tardia
Ou necrose ndo se mostraram significativos quando comparados aos mesmos tratamentos das
células viaveis. Em ambas as linhagens tumorigénicas observamos claramente o efeito do
extrato total, mostrando uma acao tardia na morte celular, representado também nos dot plots

(figura 12m e 12u) com bastante discrepancia em relagdo aos demais tratamentos.
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Figura 13 — Efeito do tratamento com as lignanas sobre a viabilidade, apoptose, apoptose

tardia e necrose de HaCaT, HelLa e SiHa
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4.7 Analise e avaliacao da expressdo génica

Previamente a PCR quantitativa em tempo real, validamos a integridade dos RNAs e
cDNAs obtidos das diferentes amostras. Os resultados obtidos foram expressos em valores de
Ct, os quais refletem o numero de ciclos de amplificagdo necessarios para que o sinal
fluorescente emitido atinja o limiar de detecgé&o.

Os genes de interesse (COX2, PTGEP3, PTGEP4, MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2)
estdo envolvidos em cascatas relacionadas com inflamag&o e processos de invaséo tumoral e
foram representados na figura 14.

Na linhagem celular normal (HaCaT) houve efeito de diminui¢cdo proeminente da
expressdo dos genes estudados apds o tratamento com as lignanas, exceto apos o tratamento
com a lignana etilcubebina, que causou efeito de superexpressdao de COX2, TIMP1 e TIMP2,
assim como a cubebina aumentou a expressao dos genes TIMPs e podofiloxina de TIMP1.

Para a linhagem tumoral HelLa, observamos que 0s genes dessa cascata inflamatéria
também foram modulados de forma a exibirem expressdo reduzida, apds tratamento com as
lignanas. Com excecdo do gene COX2, que houve um aumento de expressdo apos tratamento
com hinoquinina e podofilotoxina, esta ultima também influenciou o0 aumento da expressao dos
genes TIMPs, tal como o extrato total sobre esses genes.

Na linhagem celular SiHa, o gene COX2 encontra-se com sua expressdo aumentada
apos tratamento com a etilcubebina, hinoquinina e podofilotoxina. A hinoquinina também
causou o0 aumento na expressdo dos receptores de prostaglandinas (PTGEP3 e PTGEP4),
enquanto as demais lignanas causaram a diminuicao da expressdo desses genes. Com relacéo a
expressdo dos genes TIMPS, as lignanas nao influenciaram significativamente, exceto pela

cubebina que aumentou a expressao de TIMP1.
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Figura 14 — Expresséo dos genes apés tratamento com as 7 lignanas nas 3 linhagens
celulares (HaCaT, HelLa e SiHa)
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Os medicamentos fitoterapicos tém sido alvo de estudos para induzir efetivamente a
apoptose de células cancerigenas do colo do Utero e para ter potencial para o tratamento do
cancer (GAO et al., 2011; ZHOU et al. 2009). As lignanas, compostos secundarios de algumas
espécies de plantas tém demonstrado efeitos positivos em diversos tipos de cancer, e a
investigagao sobre esses compostos naturais se torna cada vez mais necesséria.

Nosso estudo mostra resultados entusiasmantes em relacdo a pesquisa com as
lignanas, uma vez que algumas delas apresentaram reducdo na proliferacdo das células
tumorigénicas como é o caso da hinoquinina, uma lignana dibenzilbutirolactona que além de
ser encontrada em sua forma especifica nas sementes de Piper cubeba, pode ser obtida pela
sintese parcial de cubebina, pois difere da cubebina pela presenca de uma porg¢do carbonila no
carbono 9 em vez de um grupo hidroxila, portanto suas caracteristicas estruturais possibilitam
que ela seja sintetizada a partir da cubebina. No nosso estudo, observamos que quando
administrada sobre as células de adenocarcinoma de cérvice (HeLa), a hinoquinina diminuiu
significativamente a proliferacéo e afetou substancialmente a viabilidade celular, enquanto em
linhagem normal (HaCaT), tais efeitos ndo foram observados, nem sobre a proliferacéo,
tampouco para a viabilidade, que pode estar relacionado ao tecido de origem diferente. Estes
dados sdo semelhantes aos apresentados por Cunha e colaboradores (2016), que também
observaram a diminuicdo da viabilidade em células de cancer de mama (MCF-7 e SKBR-3)
apos tratamento com hinoquinina, e ndo observaram o mesmo efeito em células de mama
normais (MCF-10), encontraram também que ap0s o tratamento, a linhagem de células
tumorigénicas MCF-7 entraram em morte por apotose e as células normais ndo. A linhagem
SKBR-3 tumorigénica, ndo foi induzida a morte por apoptose, mas ficou estacionada em fase
G2, mostrando também um efeito citostatico que estd associado a reducdo da sobrevida,
causado por essa lignana. Os autores sugeriram que a hinoquinina possui uma seletividade
celular, que pode estar associada a base genética do tipo de linhagem, que acaba por decidir o
destino celular em resposta ao tratamento. Nesse contexto, a sugestdo de Cunha e colaboradores
(2016), sobre a seletividade celular, nos leva a considerar que o efeito divergente na proliferacao
e citotoxicidade observado na linhagem de carcinoma de células escamosas (SiHa) possa ter
relacdo com suas especificidades genéticas, diferentes da linhagem HeLa.

No ensaio cometa nds ndo observamos efeito genotdxico da lignana hinoquinina nas
celulas normais, apenas na linhagem tumoral HeLa. Esta constatacdo é muito relevante, levando
em consideracdo o trabalho de Barbosa e colaboradores (2014), que observaram em

experimentos in vivo (ratos Wistar) a auséncia de efeitos genotdxicos e carcinogénicos do
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composto hinoquina em concentragéo idéntica ao estudo de Souza e colaboradores (2005) que
comprovaram a atividade tripanocida in vivo, sugerindo assim, 0 uso seguro deste composto.

A cubebina é uma lignana dibenzilbutirolactol, encontrada em algumas espécies de
plantas, entre elas a Piper cubeba. Em diversos estudos, a cubebina foi relatada com
propriedades benéficas, incluindo atividade tripanocida (SOUZA et al., 2005), analgésica, anti-
inflamatoria (Bastos et al., 2001), leishmanicida (BODIWALA et al., 2007) e antiproliferativa
(YAM et al., 2008). A cubebina é de grande interesse para industria farmacéutica, porque além
de exibir promessa terapéutica, a partir dela podem ser extraidos ou produzidos diversos
derivados sintéticos e semissintéticos eficazes, entdo estudos que buscam avaliar possiveis
efeitos nocivos nas células sdo importantes para determinar o perfil de seguranca da cubebina
(NIWA et al., 2016).

Nossos testes com a cubebina mostraram seu efeito sobre a proliferacédo e viabilidade
das duas linhagens tumorigénicas, a proliferacdo celular foi diminuida sob a concentragdo mais
alta (100ug/ml) e observou-se diminuigdes significativas na viabilidade celular mas tambem
efeito citotoxico em HelLa no tempo de 24 horas e em SiHa em 48 horas, corroborando com o
estudo feito por Niwa e colaboradores (2016), que observaram efeito citotoxico em linhagem
de adenocarcinoma de co6lon humano (HT29) apds administracdo de cubebina em alta
concentracdo (280 uM) e tempos de 24 horas ou mais, e portanto, sugeriram que 0 uso da
cubebina pode ser mais seguro quando administrado em doses mais baixas.

A proliferacdo na linhagem normal HaCaT foi diminuida apenas no primeiro tempo de
tratamento (4 horas) com a cubebina, ap0s esse tempo as células parecem ter se recuperado e
continuado sua proliferagdo normal. Observamos que essa lignana também aumentou a
viabilidade destas células nas concentracdes de 10 e 50ug/ml, embora tenhamos observado
efeito genotdxico, pelo ensaio do cometa, assim como para as linhagens HelLa e SiHa. Niwa e
colaboradores (2016) também observaram a genotoxicidade causada por cubebina em linhagem
de adenocarcinoma de c6lon humano.

A migracdo celular € um evento crucial na invasdo de células tumorais e metastaticas.
A invasao das células tumorais em tecido circundante envolve a migracao ativa dessas células
através da barreira endotelial (HURD et al., 2011). Baseado no processo de invasdo tumoral,
verificamos que a cubebina reduziu o processo de migracgéo tanto para a linhagem HelLa, como
para HaCaT, enquanto na linhagem SiHa houve também diminuicdo, porém néo significativa
estatisticamente, em relagdo as celulas controle, sugerindo um possivel potencial

antimetastatico.
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Yam e colaboradores (2008) estudaram in vitro duas diferentes linhagens celulares de
cancer de prostata humano (LNCaP-FGC e PC-3) e avaliaram o potencial efeito
antitumorigénico de um extrato etandlico de Piper cubeba, chamado no estudo de P9605.
Analises de HPLC revelaram que P9605 continha 16,53% de cubebina. Os resultados indicaram
que P9605 inibiu a proliferacdo em células de cancer de préstata humano LNCaP por reduzir a
sintese de DNA e induzir apoptose. O efeito antiproliferativo foi menos pronunciado na
linhagem PC-3. P9605 inibiu de forma significativa a atividade da So-redutase Il, que é
responsavel por converter a testoterona em sua forma ativa e suprimiu a secrecdo de antigeno
especifico da prostata (PSA), importante marcador tumoral, em células LNCaP, agindo,
portanto, por varios mecanismos. Estas constataces corroboram com 0s nossos achados, que
se mostraram variantes frente aos diferentes tratamentos, sugerindo que 0Ss eventos
antiproliferativos, citotoxicos e migratorios, podem ser influenciados por diferentes
mecanismos.

Segundo Suffness & Pezutto (1991), é bastante Util considerar o conhecimento do indice
de seletividade (IS), o qual pode indicar a seletividade de um composto entre uma linhagem
neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em testes clinicos. Assim
como Pereira (2016), que observou citotoxicidade duas vezes maior em células neoplésicas do
que em linhagem normal, nds também observamos que os efeitos de citotoxicidade foram mais
altos nas nossas linhagens tumorigénicas do que na linhagem ndo tumorigénica, evento que
pode também estar relacionado com as origens distintas dos tecidos das linhagens que
utilizamos.

A Dihidrocubebina é uma lignana dibenzilbutanodioica obtida a partir de extrato
etanolico de sementes da Piper cubeba. Poucos estudos utilizaram a dihidrocubebina como alvo
investigativo, porém um dos achados foi um estudo utilizando 9 lignanas, dentre elas a
hinoquinina e dihidrocubebina que foram avaliadas quanto a sua capacidade de inibir a
expressao do antigeno IE do citomegalovirus humano (HCMV) em células de cancer de pulméo
(A549). Os autores observaram que a maioria dos compostos avaliados reduziu a expressao do
antigeno IE do HCMV, No entanto, um aumento significativo dependente da dose de expressdo
do antigeno IE foi encontrado para a dihidrocubebina (PUSZTAI et al., 2010).

Parreira e colaboradores (2018) testaram 6 lignanas sobre vermes adultos de
Schistosoma mansoni, dentre essas lignanas haviam cubebina, hinoquinina e dihidrocubebina.
Todas as lignanas que possuiam um anel lactona, grupo metoxi ou caracteristicas lipofilicas,
tiveram atividade antiparasitaria, enquanto que dihidrocubebina mostrou-se inativa, 0s

pesquisadores relacionaram este efeito a sua baixa lipofilicidade. Laurentiz e colaboradores



DISCUSSAO - 61

(2015), também relacionaram a baixa atividade antimicobacteriana de dihidrocubebina a
presenca da segunda hidroxila em sua estrutura que diminui a lipofilicidade do composto, o que
pode dificultar a penetracdo através da barreira lipidica nas cepas de micobacterias testadas,
contribuindo para a menor atividade apresentada por essa lignana. Entretanto, eles concluiram
que a dihidrocubebina pode ser um bom alvo na busca por novas moléculas bioativas através
da sua modificagéo estrutural, mantendo uma hidroxila livre ligada ao carbono 9 e a introducao
de grupos com fungdes orgéanicas, polaridade e tamanho diferentes.

Esses achados com a dihidrocubebina, corroboram com o nosso estudo, pois também
observamos baixa atividade antiproliferativa para este composto, 0 que poderia ser explicado
pela sua estrutura lipofébica. Entretanto, observamos resultados contraditdrios sobre a atividade
citotoxica nas linhagens tumorais, que mostram indices de citotoxicidade significativos, mas
gue ndo foi encontrado na linhagem normal. N&o encontramos indices alterados de migracéo e
de genotoxicidade, apenas observamos os valores de genotoxicidade aumentados em Hela.
Nossos dados indicam, que de alguma forma as células tumorigénicas sdo afetadas pela lignana
dihidrocubebina, j& que alteram sua viabilidade e apresentam citotoxicidade, mas nao
conseguimos concluir relacionando nossos dados com a literatura disponivel até 0 momento,
fazendo-se necessarios mais estudos com a dihidrocubebina em linhagens tumorigénicas.

A etilcubebina é uma lignana dibenzilbutirolactol derivada da cubebina, isolada pela
primeira vez por Badheka e colaboradores em 1986. Esta lignana diferencia-se da cubebina por
um grupo etil no carbono 9 em vez de uma hidroxila. Ndo encontramos estudos com essa
lignana na literatura, todavia, em nosso estudo ela apresentou caracteristicas importantes para
a pesquisa com linhagens tumorais, ja que se apresentou extremamente antiproliferativa para
as células tumorais, e ndo causou esse efeito na linhagem normal. Além disso, foi citotdxica e
genotoxica para Hela, e ndo foi citotdxica para a linhagem normal, agindo no aumento da
viabilidade celular, embora tenha se mostrado genotOxica, esse fendmeno pode estar
relacionado com a origem tecidual. Nossas observacdes sugerem que a etilcubebina pode ser
um alvo importante de estudos futuros, dado as suas caracteristicas bioldgicas sobre o cancer
in vitro.

A metilcubebina € uma lignana derivada da cubebina que sofreu uma metilacdo em
sua estrutura quimica. Silva e colaboradores (2009) observaram que esse composto apresentou
atividade antimicobacteriana significativa, sobressaindo até a atividade de sua precursora
cubebina. Em outro estudo, utilizando a inducéo de edema em patas de ratos, pesquisadores
administraram a metilcubebina e observaram efeito anti-inflamatério e analgésico significativos

quando comparados ao grupo controle tratado com farmaco néo esteroide. Eles sugeriram que
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a lignana tem o mecanismo de a¢do associado a inibicdo da sintese de prostaglandinas como
observado para a maioria das drogas ndo esteroidais (SOUZA et al., 2004). Estudos utilizando
a metilcubebina em cultura de células sdo escassos e embora tenhamos encontrado um efeito
genotoxico na linhagem tumoral Hela, os demais ensaios ndo a apontaram como um composto
potencial para o tratamento do cancer.

O extrato total utilizado nesse estudo, trata-se de um extrato bruto etanolico das
sementes da Piper cubeba, e por ser um extrato bruto, pode conter uma gama variada de
compostos, sobretudo lignanas, que podem promover uma acgéo sinergista quando juntas. Nahak
& Sahu (2011) relataram que testes fitoquimicos indicaram a presenca de alcaldides,
glicosideos, taninos e flavonoides no extrato etandlico bruto da Piper cubeba. Eles avaliaram o
potencial efeito antioxidante do extrato, e encontraram grande atividade sequestradora de
radicais livres nos extratos etanolicos de Piper cubeba, relacionando essa atividade a presenca
de constituintes fitoquimicos, especialmente polifendis. Estes dados séo de grande relevancia
para nossa pesquisa, ja que se sabe que o estresse oxidativo agudo bem como estresse oxidativo
crénico tém sido relacionados a um grande nimero de doencas degenerativas, dentre elas o
cancer (VALKO et al., 2006).

Encontramos alta atividade do extrato total sobre as linhagens tumorigénicas,
especialmente sobre a SiHa, onde esta foi afetada de diversas formas, na diminuigéo do indice
de proliferacdo celular, diminuicdo da viabilidade em 48 horas de tratamento, diminuicdo da
migracdo celular e danos no DNA, enquanto os danos causados na linhagem normal foram mais
sutis, ja que sobre estas células, observamos apenas uma diminuicao da proliferacdo celular em
24 horas que tendeu a se normalizar nos tempos seguintes e encontramos efeito genotoxico.
Nossos dados corroboram com o estudo de Graidist e colaboradores (2015), que investigaram
os efeitos do extrato bruto metandlico da Piper cubeba em linhagens de células de cancer de
mama, linhagem normal de mama e fibroblastos normais, e embora tenham observado atividade
citotoxica em células de cancer de mama e células mamarias normais, obtiveram resultados de
menor toxicidade em células normais de fibroblastos, eles verificaram que o efeito citotdxico
inibiu o crescimento celular e parece ter induzido apoptose nas linhagens tumorais.

A podofilotoxina é uma lignana extraida de Podophyllum spp. que 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). Devido a ja conhecida atividade da podofilotoxina, utilizamos este composto como um
controle positivo, e apesar de termos resultados contraditérios nos valores de ciototoxicidade,

com a maioria de seus valores ndo considerados citotéxicos, nos demais ensaios, observamos a
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diminuicdo significativa da proliferacdo celular, danos substanciais no material genético e
diminuicdo na migrag&o celular de todas as linhagens estudadas.

Um estudo recente buscou alternativa para os efeitos secundarios indesejaveis da
podofilotoxina, onde foi desenvolvido um conjugado de podofilotoxina e um polipeptideo
utilizado para o tratamento de cancer de mama resistente a multiplas drogas, comprovaram que
0 conjugado notavelmente aumentou a eficacia antitumoral, com toxicidade minima (KIM et.
al., 2018).

A apoptose esta envolvida em uma variada gama de processos fisioldégicos e
patologicos (ULUKAYA et al., 2011; PEREIRA & AMARANTE-MENDES, 2011). Vérios
estudos buscam encontrar mecanismos que ajudem a célula tumoral a entrar nessa condicao de
morte celular programada com o auxilio de varias técnicas que quantificam esse processo; uma
dessas técnicas é a citometria de fluxo, a qual utilizamos no presente estudo. Nossos resultados
mostraram que dentre as lignanas estudadas, essas causaram morte celular de uma maneira bem
semelhante, ocorrendo principalmente por apoptose tardia.

Na analise de expressdo génica, observamos que tratamento com as lignanas
influenciam na modulacdo da cascata COX2, PTGEP3, PTGEP4, MMP2, MMP9, TIMP1 e
TIMP2 - que esta relacionada com processos de inflamacdo e invasdo tumoral - em todas as
linhagens estudadas.

O gene da ciclooxigenase-2 (COX2) que tem a sua expressao usualmente diminuida
em células normais, sob estimulos de citocinas, fatores de crescimento celular e oncogenes
passa a ter sua expressao aumentada, dessa maneira estudos sobre analise da expressao desse
gene em cancer evidenciam a superexpressao desse, incluindo o cancer colorretal, mama,
prostata, pulmaéo e figado (R1ZZ0, 2011; BONHIN et al. 2014; ZHANG et al., 2017). Em nosso
estudo, observamos que COX2, teve a sua expressao aumentada nas 3 linhagens em relacdo ao
controle apds o tratamento com algumas lignanas. A etilcubebina aumentou a expressao desse
gene na linhagem tumoral SiHa e na linhagem normal HaCaT, ja a hinoquinina e a
podofilotoxina aumentaram a sua expressdo nas duas linhagens tumorais. A COX2 sintetiza a
prostaglandina E2 (PGE2) que pode ativar receptores acoplados a proteina G, tais como
PTGEP1, PTGEP2, PTGEP3 e PTGEP4 e regula a expressdo, secrecdo e ativacdo de varias
metaloproteinases em diferentes tipos celulares (GAN et al., 2016).

Embora ndo tenhamos observado diminuicdo de COX2 apds o tratamento com as
lignanas, vimos que as expressdes dos EPs foram diminuidas substancialmente, indicando que
COX2 néo estava sintetizando PGE2 a ponto de ativar esses receptores. Nossos resultados

positivos em relagdo aos genes PTGEP3 e PTGEP4 sdo importantes do ponto de vista da
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inibicdo da progressao tumoral, j& que a superexpressao desses genes sugerem possivel papel
progndstico no cancer. Abrahao e colaboradores (2010) observaram a superexpressdo de
PTGEP4 em 7 linhagens de cancer de cabeca e pescoco. Outro estudo, utilizando amostras de
tecidos de cancer de colo de Utero de 250 pacientes, mostrou que mais de 77% das amostras
analisadas estavam com superexpressdo citosélica de PTGEP3, ainda nesse estudo 0s autores
sugeriram que o papel prognéstico de PTGEP3 em céncer de cérvice uterina, pode ser
independente de COX e PGE2, corroborando com os nossos resultados (HEIDEGGER et al.,
2017). Mas, é importante levar em consideracao que existem diferentes isoformas do receptor
PTGEP3, muitos detalhes e isoformas sdo descobertos e os dados apresentam varias
discrepancias, especialmente em relagéo aos seus efeitos. Estas diferentes isoformas podem ter
diferentes efeitos e papeis fisiologicos baseados no tecido, nos quais séo expressos (ISRAEL
& REGAN, 2009).

As proteinas que naturalmente inibem a atividade de metaloproteinases de matriz
(MMPs) séo codificadas pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS). A protedlise
descontrolada das MMPs promove degradacdo da matriz extracelular, invasdo de células
tumorais e aumento do risco de metéstase de células cancerigenas (BOURBOULIA et al.,
2013). O extrato total da Piper cubeba e a podofilotoxina, promoveram o aumento da expressao
dos TIMPs estudados na linhagem tumoral HeLa, em consequéncia a esse aumento da expressao
dos inibidores, a MMP2 e MMP9 tiveram a resposta antagbnica de diminuicdo da expressao
sob a condicdo desses mesmos compostos. Para a linhagem tumoral SiHa, o mesmo efeito foi
observado quando esta foi tratada com a cubebina. Na tumorigénese o papel das MMPs é bem
estabelecido, e a degradacdo do colageno tipo IV pode ser considerada papel chave das MMP2
e MMP9, essas metaloproteinases de matriz estdo com a expressdo aumentada em diversos tipos
de cancer, incluindo cancer de ovario, de mama e prostata (LI et al., 2014; ROOMI et al., 2009).
Reforcando os nossos resultados, o estudo de Zeng e Yang (2018), também encontraram uma
diminuicao significativa de expressdo de MMP9 em células de cancer de prostata, em resultado
da acdo da piperina. Em outro estudo investigativo com a piperina foi verificado que a MMP2
e MMP9 tiveram a expressao inibida, com aumento da expressdo de TIMP1 e TIMP2 em células
de osteossarcoma humano (ZHANG et al., 2015), corroborando com 0s nossos resultados com
as linhagens tumorigénicas, tratadas com a podofilotoxina, extrato total e cubebina. As demais
lignanas também promoveram efeito de diminuicdo da expressdo das MMPs nas células
tumorais, porém, ndo encontramos esse padrdo de equilibrio MMPs — TIMPs, igualmente em

nossa linhagem normal HaCaT, que aparece com as MMPs e TIMPs com expressdo diminuida.
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No geral, notamos que a linhagem HelLa foi mais afetada pelas lignanas em
comparacdo a linhagem SiHa, estes resultados podem estar relacionados & seletividade das
lignanas e caracteristicas genéticas da linhagem, porém é muito importante que a HeLa tenha
sido mais afetada, pois esta é proveniente de um tipo de tumor de epitélio glandular com alta
agressividade e de dificil remocéo cirdrgica, tornando o tratamento por métodos alternativos

imprescindivel.



6. CONCLUSAO



CONCLUSAO - 67

Concluimos que as lignanas e o extrato total da Piper cubeba atuam sobre as linhagens
HaCaT, Hela e SiHa, influenciando positivamente no tratamento do cancer de colo de Gtero
sem afetar de forma agressiva as células normais, uma vez que: ndo alteram a morfologia
celular, diminuem a proliferacdo, a migracdo e a viabilidade das células tumorais, possuem
efeito genotoxico e induzem as células a morte por apoptose, além de interferir na cascata de
genes relacionados a processos inflamatorios, diminuindo significativamente a expressdo dos
genes PTGEP3, PTGEP4, MMP2 e MMP9, e, aumentando a expressdo dos genes TIMP1 e
TIMP2, indicando que as lignanas modulam a regulacdo desses genes.

Destas lignanas, a hinoquinina e o extrato total, merecem atencdo especial para ensaios
futuros, mostrando-se promissores nas pesquisas antitumorigénicas. Além disso, destacamos a
etilcubebina que se mostrou extremamente bioativa sobre o cancer de colo de Gtero e ainda é
pouco pesquisada.

Sendo assim, as pesquisas com produtos naturais, especialmente com a Piper cubeba sdo
indispensaveis, dada sua imensa gama de propriedades biolégicas, que séo alvos potenciais para
desenvolvimento de novos farmacos e terapias alternativas para diversas doencas e ndo somente

0 cancer.
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