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RESUMO

Klingbeil MFG. Ag&o do Viscum album em cultivo celular de carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Séo Paulo, Faculdade de
Odontologia, 2010. 161 f.

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, hoje considerada mundialmente
uma das neoplasias mais frequentes desta regido, tornou-se um problema de saude
publica, necessitando urgente de medidas a serem tomadas, a fim de melhorar a
gualidade de vida dos pacientes acometidos, consequentemente aumentando a
sobrevida, avaliada em cinco anos. O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco
€ uma doenca complexa, e inclui varios fatores etioldgicos, além de alteracdes
moleculares, capazes de desencadear e dar continuidade a alguns eventos. No
geral os carcinomas orais sdo tratados primeiramente com cirurgia excisional ou
radioterapia individualmente, ou em combinacdo para os estagios mais avancados.
As preparacdes dos extratos fermentados de Viscum album (VA), uma planta
semiparasita da familia das Lorantaceas, vém sendo utilizada, principalmente em
paises da Europa, com resultados promissores no ambito das terapias coadjuvantes,
especialmente a medicina antroposéfica. Em conjunto com as terapias
convencionais, tem demonstrado uma melhora na qualidade de vida dos pacientes
portadores de neoplasias malignas. Estudos “in vitro”, realizados em células
cancerigenas, tém demonstrado que varios tipos de VA podem apresentar
citotoxicidade em células de carcinoma, sendo capazes de ativar a cascata
apoptotica ou levando as células a necrose. Este estudo teve por objetivo verificar a
acao de trés tipos de extratos de VA (Iscador Qu Spezial, Iscador P e Iscador M), em
linhagens celulares de carcinoma epidermoide de lingua (SCC9 e SCC25). Para isso
foi verificada a acao citotdéxica do farmaco Iscador Qu Spezial, por meio do teste de
viabilidade celular, para a obtencdo da ICso. Em seguida foram realizados com os
trés farmacos: o teste de Tunel, para verificacdo de apoptose, Anexina V
FITC/lodeto de Propideo, com auxilio de citdbmetro de fluxo, para a verificacdo
guantitativa do indice de apoptose provocado pelos farmacos. Em seguida foi
verificado o comportamento de cinco genes (Aktl, Akt2, Akt3, PTEN e Ciclina D1)
por meio de analises feitas por gRT-PCR, e de seus produtos (pAkt, PTEN e Ciclina



D1) pelas técnicas de Imunofluorescéncia e Western-Blot. Os farmacos, na
concentracdo de 0,3 mg/mL (ICsp) apresentaram resultados positivos na inducdo de
apoptose nas ceélulas analisadas, e mostraram diferentes niveis de expressao para
0s genes analisados. Nos ensaios por Imunofluorescéncia, as proteinas exibiram
diferentes localizagbes e comportamentos nos compartimentos celulares analisados.
As analises quantitativas dessas proteinas, analisadas por Western-Blotting,
mostraram diferentes niveis de expressdo. Por meio deste estudo foi possivel
concluir que os farmacos Iscador Qu Spezial e Iscador M, possuem maior potencial
citotoxico nas células das linhagens SCC9 e SCC25, quando comparados aos
controles e ao farmaco Iscador P. As células da linhagem SCC9 exibiram um perfil
mais resistente a acdo dos farmacos analisados do que as células da linhagem
SCC25.

Palavras-chave: Carcinoma Epidermoide, Carcinogénese, Viscum album, Iscador,
Terapia Complementar, Medicina Integrativa, Medicina Antroposéfica, Akt, PTEN,
Ciclina D1.



ABSTRACT

Klingbeil MFG. Viscum album effect in head and neck squamous cell carcinoma cell
culture [thesis]. S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia,
2010. 161 f.

Head and neck squamous cell carcinoma, one of the most common malignancies
worldwide in this area, became a public health problem that requires urgent attitudes
to be taken in order to improve the quality of life of the affected patients, increasing
survival that today valued at five years. Head and neck squamous cell carcinoma is a
complex disease which includes several etiologic factors and different molecular
changes that may trigger and get on with some events. In general, oral carcinomas
are treated primarily with surgical excision or radiotherapy alone or in combination for
cases in more advanced stages. Preparations of fermented extracts from fermented
Viscum album (VA), a plant from the Loranthaceae family have been used, mainly in
European countries, with promising results as adjuvant therapies, especially in the
Anthroposophy Medicine. In combination with conventional therapies, VA has lead to
improvement in quality of life of patients with cancer. ‘in vitro” studies have
demonstrated that various types of VA may have cytotoxicity in carcinoma cells being
able to activate the apoptotic cascade or leading cells to necrosis. The present study
aimed to verify the effect of three types of VA extracts (Iscador Qu Spezial, Iscador P
and Iscador M) in squamous cell carcinoma of the tongue (SCC9 and SCC25). The
cytotoxic action of Iscador Qu Spezial was verified by cell viability test obtaining the
ICso. The three drugs were tested as follow: Tunnel to evaluate apoptosis, Annexin V
and FITC/propidium iodide were evaluated by flow cytometry to quantify the
apoptosis rate induced by the drugs. Then we verified the expression levels of five
genes (Aktl, Akt2, Akt3, PTEN and Cyclin D1) by gRT-PCR and their products (pAkt,
PTEN and Cyclin D1) by immunofluorescence and Western blot. The concentration
of 0.3 mg/mL (ICsg) of the drugs presented positive results in the induction of
apoptosis and showed different expression levels for the genes analyzed.
Immunofluorescence assays evidenced that the proteins exhibited different locations

and behaviors in the cellular compartments analyzed. Quantitative analysis of these



proteins by Western-Blot, evidenced that they presented different levels of
expression. Through this study, it was concluded that Iscador Qu Spezial drugs and
Iscador M have higher cytotoxic potential on SCC9 and SCC25 cell lines when
compared to controls and the drug Iscador P. It could also be concluded that the
SCC9 cell line was more resistant to the action of the drugs examined.

Keywords: Squamous cell carcinoma, Carcinogenesis, Viscum album, Iscador,
Complementary Therapy, Integrative Medicine, Anthroposophy Medicine, Akt, PTEN,
Cyclin D1.



LISTA DE ABREVIATURAS, SINONIMOS E SINAIS

Areca Noz de areca, semente da palmeira areca
(Areca catechu), que cresce em grande parte do Pacifico
tropical, Asia e partes do leste da Africa

a Alfa

AKT (Sinbnimo de PKB) serine/threonine protein kinase,
Proteina quinase serina/treonina

APS Ammonium persulfato / Persulfato de amdnia

ATCC American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)

Betel Folha de uma trepadeira pertencente a familia da

Piperaceae, que inclui a pimenta, oriunda do Sul e
Sudeste da Asia (India, Bangladesh e Sri Lanka)

Bidi Uma forma de uso do tabaco, onde este € prensado em
folhas secas’de tendu ou temburmi, sendo bastante
utilizada na Asia sul oriental

B Beta

BSA Bovine Serum Albumine / Albumina Sérica Bovina

CdKs Quinase dependente de ciclinas

Ckis Inibidor de quinase dependente de ciclina

DA Daltons

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EGF Epidermal Growth Factor/ Fator de crescimento epidérmico

ERK Extracellular signal-regulated kinase/ Quinase reguladora
de sinais extracelulares

', Gama

GSK3 Quinase de sintese de glicogénio

ICso “60% of Inibition concentration”. Concentragdo de 50% de Inibicdo

IKB Inibidor de Kappa B

mA (milliAmpere) Miliamperagem

NF-kB Fator nuclear de kappa B

mL Mililitro

mM milimolar
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PAKT

PBS

PCR

Pg
pH

Pl

PI3K

PIP 2
PIP 3
PTEN
PVDV
Raf/MEK

Rb
Rpm
Sample Buffer

SDS
Ser
SFB
STAT

Tampao de transferéncia:

TEMED
Thr
TNFa

Vv

w

UM

ML

nandémetro

serine/threonine  protein  kinase Proteina quinase
serina/treonina fosforilada

Phosfate Buffered Saline, calcium and magnesiun
free/Solucao tampao fosfato salina, livres de célcio e magnésio

“Polimerase Chain reaction” Reagao de polimerase em cadeia
Pico gramas

Cologaritimo de concentracdo hidrogenibnica de uma
solucao (potencial hidrogenibnico)

lodeto de Propideo
Fosfatidilinositol 3- quinase
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
Fosfatase homoéloga a tensina
Fluoreto de Polivinilideno

(mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated
kinase) Proteina ativadora mitogénica/quinase reguladora
de sinal extracelular.

retinoblastoma
Rotacdes por minuto

(Tampdo de amostra): 3% de dodecil sulfato de sédio
(SDS), 150 mM tris pH 6,8, 15% de mercaptoetanol, 30%
de glicerol e 0,01% de azul de bromofenol

Sodium Dodecyl Sulfate / Dodecil sulfato de sédio
Serina
Soro Fetal Bovino

Signal Transducer and activation of transcription extracellular
signal - egulated Kinases. Sinal de tradugéo e ativagéo
extracelular de quinase regulada de sinal

(48 mM Tris-Base; 39 mM Gilicina, 20% Metanol; pH 8,3)
Tetrametiletilenodiamino

Treonina

Fator de Necrose Tumoral alfa

Voltagem

Wattagem

Micromolar

Microlitro
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1 INTRODUGCAO

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, sendo hoje considerada
mundialmente a sexta neoplasia mais frequiente, continua tendo como consequéncia
altos indices de morbidade e de mortalidade. Desta forma, ao longo dos anos, a
comunidade cientifica tem se mobilizado na busca constante de novas formas de
tratamento e alternativas terapéuticas. A disponibilidade dos tratamentos disponivel,
apesar dos beneficios terapéuticos alcancados, mostrou ndo ter contribuido
significantemente nos Ultimos anos, pois os indices de mortalidade continuam
elevados. Infelizmente, podemos afirmar que dos pacientes diagnosticados
anualmente com carcinoma oral, 50% irdo morrer nos proximos cinco anos. Além
das limitacbes causadas pelo tratamento cirdrgico, os tratamentos combinados de
radio e quimioterapia, além de ndo alcancarem o sucesso esperado, relatam alto
indice de toxicidade e desconforto para o paciente, diminuindo de maneira drastica
sua qualidade de vida.

De conhecida etiologia, fazendo parte dos fatores extrinsecos temos: a
utilizacdo do tabaco, o abuso do consumo de alcool, a infeccdo pelo Papiloma Virus
Humano (HPV) e a radiacao ultravioleta. Entretanto, ndo podemos esquecer que as
alteracbes genéticas, como fatores ndo extrinsecos, exercem papel fundamental
para o desenvolvimento e a progressao do carcinoma epidermoide.

Para a ocorréncia desses eventos e dessas alteragcdes torna-se
indispensavel a participagcdo de dois tipos de genes: 0s oncogenes e 0S genes
supressores de tumor. Os oncogenes ativados dao inicio a proliferagdo celular,
entretanto a inativacdo dos genes supressores de tumor é suficiente para o
descontrole do ciclo celular.

Como papel fundamental dentro do capitulo das neoplasias de cabeca e
pescoco, podemos citar a familia do oncogene Akt (Aktl, Akt2 e Akt3). A ativacdo de
Akt se da pelo complexo formado por um heterodimero presente na camada interna
da membrana plasmatica PI3K/Akt, uma das vias “alvo” mais frequentes, capaz de
modular numerosos processos intracelulares, como diferenciagcdo, sobrevivéncia,
apoptose, proliferacdo, progressdo do ciclo celular, metabolismo de glicose e

traducao de proteinas.
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PTEN “Phosphatase Tensin Homolog”, um gene supressor tumoral, &
capaz de bloquear o ciclo celular na fase G1, suprimindo a formacao e a progressao
tumoral. Seu papel de supressor tumoral foi comprovado apos ter sido demonstrada
sua capacidade em antagonizar os efeitos da ativagdo do complexo PI3K/Akt.

Akt é capaz de inativar a GSK-3, uma proteina capaz de modular eventos
gue mantém a célula inativa, ao mesmo tempo em que atua indiretamente sobre a
Ciclina D1, um oncogene indispensavel para a progressao do ciclo celular.

A ciclina D1, também conhecida como um oncogene, quando ativada,
atua diretamente no ciclo celular, pois este é diretamente dependente da sua
expressao. A sua amplificacdo e superexpressdo sdo eventos presentes e descritos
em varios tipos de tumores humanos, incluindo o carcinoma de cabeca e pescoco.

As ciclinas formam complexos com as quinases dependentes de ciclina
(ciclina/CdKs), as quais séo indispensaveis para que ocorra a transicdo das fases
especificas do ciclo celular.

No ambito das terapias complementares, empregada tradicionalmente
pela medicina antroposofica para o tratamento das neoplasias malignas, podemos
citar o Viscum album (VA), como sendo uma planta semiparasita, habitante do norte
da Europa ao noroeste da Africa, o sudoeste e o centro da Asia e 0 Jap&o. O extrato
total da planta tem sido utilizado na Europa, por aproximadamente nove décadas,
para o tratamento complementar dos tumores malignos. Suas preparacdes Sao
frequentemente utilizadas em conjunto com as terapias convencionais como:
qguimioterapia e/ou radioterapia. Atualmente 1/3 dos pacientes oncolégicos na
Alemanha utilizam VA de forma injetdvel como tratamento complementar. Estudos
“in vitro” demonstraram que varios tipos de VA podem ser téxicos para uma
variedade de células de carcinoma, sendo capazes de ativar a cascata apoptotica ou
leva-las a necrose. Como principais componentes identificados em seus compostos,
temos: as lectinas, as viscotoxinas e os polissacarideos. Essas substancias agem de
modo combinado, revelando um efeito antitumoral e imunoestimulante.

Desta forma, esse trabalho teve como objetivo a verificacdo do efeito
inibidor e apoptotico de trés tipos de Viscum album (Iscador Qu, Iscador P e Iscador
M) em duas linhagens celulares de carcinoma de lingua e a verificagdo de seu efeito
na participacdo das vias de sinalizacdo Akt/PTEN/Ciclina D1 em termos de

localizacdo, expressao génica e analise de suas proteinas.



21

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE

2.1.1 Epidemiologia

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco se tornou mundialmente a
sexta neoplasia mais freqiiente"*** Sua incidéncia continua bastante elevada®
constituindo uma grande causa de morbidade e de mortalidade. Desta maneira, a
mesma se tornou um problema de saude publica, necessitando urgente de medidas
e atitudes a serem tomadas™?.

Sob uma perspectiva epidemioldgica e clinicopatolégica, o cancer oral
pode ser dividido em trés categorias topogréficas: carcinoma da cavidade oral
propriamente dito, carcinoma do vermelhdo do labio e carcinoma da orofaringe. O
carcinoma intraoral, que corresponde a 50% dos carcinomas epidermoides®’, é mais
comum em homens do que em mulheres®®. Alguns estudos americanos, anteriores a
2002, apontaram uma proporcéo de 2:1 respectivamente®®.

Embora esses sitios sejam anatomicamente diferentes, os tumores
malignos da cavidade oral e orofaringe sdo na maior parte homogéneos, no que diz
respeito a epidemiologia descritiva, apresentacao clinica e os principais fatores de
risco associados & sua causa'®.

Jerjes e colaboradores, em um trabalho realizado em 2010, avaliaram 115
pacientes e em ordem decrescente, relataram que as primeiras localizagbes de
desenvolvimento identificadas do carcinoma epidermoide da cavidade oral, foram
principalmente a lingua, totalizando 46,9%, seguido do assoalho bucal com 20,9%,
regido alveolar com 10,4% e mucosa bucal com 9,6%*"".

Nesse mesmo trabalho, do total dos pacientes analisados, 65 eram
homens e 50 mulheres, com uma média de idade de 61,7 anos no momento do
diagnéstico™.

As informagcBes e dados disponiveis mostram que o carcinoma oral

apresenta desigualdades consideraveis, tanto na incidéncia, quanto na
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sobrevivéncia. A investigacdo epidemiolégica nesta area torna-se dificultada pela
variedade de subsitios anatdémicos, resultando numa diversidade de informacao™,
além de uma acentuada variacdo geografica na incidéncia desta neoplasia®.

Focando na incidéncia do carcinoma oral, podemos relatar que
anualmente s&o registrados 400.000 novos casos” e desses, em torno de um tergo
acontece em paises em desenvolvimento'®. Nos paises situados no subcontinente
da india, o carcinoma oral além de representar um terco da incidéncia mundial da
doenca, chega a ser a neoplasia mais comum entre os homens daquela regiao,
equivalendo até a 40% de todas as neoplasias malignas™®.

As taxas também se mostram elevadas em locais como: Melanésia,
outras ilhas do Pacifico, partes do Sudeste e Asia’®, Taiwan e algumas provincias da
China continental, onde o habito de mascar areca e/ou betel s&o bastante comuns*
15, 16.

O Programa Nacional de Controle do Cancer do Sri Lanka de 2009
apontou que a incidéncia dos carcinomas da cavidade oral e orofaringe neste pais
foram de 14,1 e 3,8 para cada 100.000 habitantes, para homens e mulheres
respectivamente’.

Contudo, existem alguns bolsdes de alta incidéncia em paises ocidentais
industrializados, por exemplo, a regido de Bas-Rhin, na Franca, onde se relata um
dos maiores indices do mundo™®.

Nos Estados Unidos, aproximadamente 30.000 casos de carcinoma
epidermoide da cavidade oral s&o diagnosticados anualmente, ou seja, um em cada
10.000 adultos, representando 3% de todas as neoplasias malignas, o que resulta
numa estimativa de 7.320 mortes neste pais™.

No Reino Unido essa proporcao é de 1,3 para cada 10.000 adultos, o que
representa também um fndice de 3% de todas as neoplasias® %

Entretanto na Suécia, a incidéncia ficou relativamente estavel nos ultimos
40 anos*, onde esta freqiiéncia é de 1,4% de todas as neoplasias®.

Desde os anos 70, no Reino Unido, tem ocorrido um aumento alarmante
na quantidade de pacientes jovens diagnosticados com esse tipo de tumor® °. Os
fatores de risco nesses pacientes parecem ser os mesmos>, tendo como principal
evidéncia a associacdo com o aumento do consumo de alcool®*.

De uma forma geral, para aqueles individuos que utilizam tabaco ou

abusam do consumo de alcool, as duas drogas licitas de maior consumo mundial, o
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risco de se diagnosticar uma neoplasia na cavidade oral pode aumentar para cinco
em cada 10.000 adultos®® %*.

Mesmo assim, a sobrevida entre os pacientes jovens ainda € mais
favoravel do que em pacientes com idade mais avancada®.

No Brasil, fontes do Instituto Nacional de Cancer — INCA/MS, apontaram
gue o numero de novos casos de carcinoma epidermoide, tendo como localizac&o
primaria a cavidade oral, para o ano de 2010, foram de 10.330 em homens e 3.790
em mulheres, totalizando 14.120%°. Estes dados, distribuidos entre os estados
brasileiros, estdo mostrados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Estimativa nacional, para o ano de 2010, do nimero e das porcentagens de novos casos
de céncer da cavidade oral, dividida pelos estados brasileiros®®

Estados Carcinoma %
cavidade oral

Acre 20 0,0027
Alagoas 130 0,0042
Amapa 20 0,0030
Amazonas 80 0,0023
Bahia 790 0,0056
Ceara 500 0,0059
Distrito Federal 150 0,0058
Espirito Santo 340 0,0097
Goias 350 0,0058
Maranhao 90 0,0014
Mato Grosso 150 0,0050
Mato Grosso do Sul 150 0,0061
Minas Gerais 1.180 0,0060
Para 190 0,0025
Paraiba 240 0,0064
Parana 1.010 0,0097
Pernambuco 580 0,0066
Piauf 110 0,0035
Rio de Janeiro 1.950 0,0122
Rio Grande do Norte 210 0,0066
Rio Grande do Sul 1.050 0,0098
Rondonia 50 0,0032
Roraima 20 0,0044
Santa Catarina 450 0,0072
Sao Paulo 4,120 0,0099
Sergipe 160 0,0077
Tocantins 30 0,0022
Total 14.120 0,0074

*numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10
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Infelizmente o carcinoma de cabeca e pescoco s6 € diagnosticado
guando os sintomas se fazem presentes, sendo que nesses casos,
aproximadamente 2/3 desses pacientes apresentam estagios avancados da doenca
no momento do diagndstico, mesmo apesar do facil acesso a cavidade oral para
exames regulares®” %%, A remocao de fatores de risco ap6s o diagnéstico da doenca,
além de melhorar o progndstico, pode reduzir o risco de recorréncias de um segundo
tumor, no caso de pacientes com tumores orais preexistentes®.

O carcinoma oral continua tendo um prognéstico pobre, com uma
estimativa média de cinco anos de sobrevida de 56%*. Apesar dos avancos nas
terapias adjuvantes, esses indices nos ultimos 20 anos ndo apresentaram mudancas
significativas®'.

A grosso modo, dos pacientes diagnosticados anualmente com carcinoma
oral, 50% irdo morrer nos préximos cinco anos®® ** *?, Esses indices podem ter uma
variacdo de 40 a 50%, inclusive em paises desenvolvidos® 3 34,

A etiologia e mecanismos da carcinogénese bucal contam com varios
fatores extrinsecos, tais como: o uso do tabaco, o abuso do consumo de alcool, e 0

35
|

hébito de mascar betel®, principalmente se ainda associados a radiacdo ultravioleta,

quando a localizac&o se der em labios®® .

Ainda como fator extrinseco, temos a infeccdo pelo Papiloma Virus
Humano (HPV), o qual esta associado a varios tipos de lesdes epiteliais, das quais a
maioria sdo hiperplasias benignas, entretanto um subgrupo desse virus esta
associado a lesGes que sado propensas a transformacdes carcinogénicas. Entre os
tipos de virus considerados de alto risco temos as cepas do HPV: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45 e 52% %,

Contudo, quando esses fatores deixam de ser extrinsecos, a etiologia e
0S mecanismos existentes acabam fazendo parte de um processo multifatorial que
acontece durante um periodo de tempo, podendo ser traduzido em anos. O

conhecimento desses processos tem se tornado cada vez mais consistente®.
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2.1.2 Fatores Genéticos & Histéria familiar

Quando uma historia familiar preexistente de carcinoma oral se faz
presente, a susceptibilidade hereditaria pode se tornar um fator a ser considerado.
Esse risco torna-se ainda maior, principalmente, quando o grau de parentesco for
primario. A histéria familiar parece estar mais associada ao aumento do risco no
inicio precoce das lesdes. Muito provavelmente isso se deve também aos diferentes
habitos nocivos presentes nos membros de uma mesma familia*’.

A maioria dos casos de neoplasias orais e de mortes é devida tanto a
predisposicao individual, ligadas a caracteristicas genéticas, quanto a exposi¢cao a
agentes cancerigenos causada por comportamentos do estilo de vida familiar.
Especificamente, 20-30% dos casos em geral, sdo atribuidos ao uso do tabaco e bidi

42,43, 44 7.19% dos casos sdo atribuidos ao consumo abusivo de alcool etilico*® #°,

46,47 & ainda 3%

10-15% dos casos séo atribuidos a deficiéncia de micronutrientes
dos casos séo atribuidos a infeccdo pelo papilomavirus humano, geralmente (mas
ndo exclusivamente) associado ao comportamento sexual*®. Além disso, a
exposi¢do a dois ou mais desses fatores tem um efeito sinergético no aumento do
risco dessa neoplasia®® *% ..

O carcinoma epidermoide demonstra marcada heterogenicidade, desta
forma, tumores que apresentam o mesmo padrao e grau histopatolégico podem ter
estérias e evolucdo clinica diferentes® °2. O impacto de numerosas alteracées
genéticas sublinha o desenvolvimento e a progresséo do carcinoma epidermoide. Os
mesmos surgem de um acumulo de leses moleculares em dois tipos de genes: 0s
genes supressores de tumor, 0s quais, quando inativados, promovem o
desenvolvimento do tumor, e 0S oncogenes, que ao contrario dos genes
supressores, quando ativados, promovem o desenvolvimento do mesmo. Muitos dos
oncogenes ativados déo inicio a proliferacdo celular, mas a inativacdo dos genes
supressores de tumor é que é responsavel pela perda de controle do ciclo celular®.

Esses genes estdo diretamente envolvidos com 0 mecanismo de
regulacéo do ciclo celular, incluindo a parada do ciclo celular e apoptose. Uma vez
gue o gene supressor de tumor € inativado, a célula perde o controle do ciclo celular,

predispondo-a ao crescimento e divisées celulares descontrolados, contribuindo
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dessa forma para o fenétipo de malignidade. Os genes supressores de tumor séo
inativados por mecanismos como: pontos de mutacdes e/ou delecao nos dois alelos
do mesmo gene®. A ativacdo dos genes supressores se da com a codificacdo de
proteinas que regulam negativamente os oncogenes>*, ao contrario dos oncogenes
gue podem ser ativados pela mutacdo de somente uma das duas coOpias de um
Gnico gene>3.

Hanahan e Weinberg, em 2000, descreveram seis caracteristicas
essenciais das células cancerigenas que as distinguem e diferem muito bem das
suas homologas normais. Essas células sédo autosuficientes em termos de
sinalizacdo de crescimento, se mostram insensiveis aos sinais de controle de
crescimento, apresentam evasao da morte celular programada (apoptose),
imortalidade ou potencial replicativo ilimitado, capacidade de promover a
angiogénese e invasao tecidual e metastase.

Existem duas teorias que explicam a habilidade que essas células
possuem para iniciar um tumor, uma delas é chamada de modelo de evolucéo clonal
(modelo estocastico)®® e a outra chamada de modelo de célula tronco cancerigena®’.
O modelo da evolucdo clonal sustenta a teoria que as células cancerigenas séo
geneticamente instaveis promovendo uma heterogenicidade dentro dos tumores com
respeito aos seus genomas e seus potenciais tumorigénicos®® *®. Em adic&o a isso
uma certa pressdo seletiva dentro do tumor exercida pelo ambiente do préprio
hospedeiro, pode enriquecer as células com maior potencial tumorigénico®® *®. Em
contraste, o modelo das células tronco cancerigenas sustenta a capacidade que
essas células possuem de se autorenovar e dar inicio a tumores dominados

59, 60, as

exclusivamente por uma subpopulacdo dessas células iniciadoras de tumor
guais sdo responsaveis pela progressao, metastase e recidiva do tumor apés o
tratamento®.

Em adicdo, tumores com alto indice de crescimento demonstraram um
aumento no recrutamento de células tronco de origem mensequimal para o estroma

do tumor® e também para estimular a angiogénese® %,
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2.1.3 Tratamento

Os carcinomas orais sdo tratados primeiramente com cirurgia excisional
ou radioterapia somente, ou em combinac&o para os estagios mais avancados®®
A terapia adjuvante complementar, como a quimioterapia, é ocasionalmente

30, 64, 65

utilizada para controlar a doenca locoregional ou a distancia , OuU ainda, como

paliativo de quadros recorrentes ou refratarios aos tratamentos® .

Apesar dos beneficios terapéuticos alcancados com o0s tratamentos
combinados de radio e quimioterapia, 0s relatos de toxicidade associados continuam
elevados® .

As mucosites, assim como a disfuncao das glandulas salivares, traduzidas
pela hipofuncdo, como consequéncia da radioterapia, sdo as causas mais
freqiientemente observadas das complicacées do tratamento deste cancer®® ®°. Fora
isso, esse tipo de tratamento afeta ndo s6 a saude oral, podendo provocar caries,

doenca periodontal, candidiase e disfagia® "

, mas também a saude geral, ou ainda
pode causar implicacdes nos tratamentos subseqiientes®. A disfagia, causada tanto
pelo tumor quanto pela alteragdo anatomica local devida a ressec¢cdo do mesmo,
possui um grande impacto na qualidade de vida do paciente®® . Os cistos e fistulas
salivares, como consequéncias posoperatorias, podem interferir também na
cicatrizacao®. A qualidade de vida do sobrevivente de um carcinoma oral permanece
pobre apds o término do tratamento?®, embora alguns efeitos causados durante e/ou
ap0s o tratamento com quimioterapia, como neutropenia e nausea, ja estejam
relativamente bem controlados™. No caso da prevaléncia das mucosites,
considerada entre todas as consequéncias negativas, uma das mais debilitantes,
existe uma variagdo entre os pacientes, dependendo do protocolo de tratamento
utilizado para cada caso’?. Alguns tipos de tratamento s&o considerados de alto risco
para o seu surgimento. Esse tipo de tratamento inclui radioterapia associada a altas
doses de quimioterapia, 0 que eleva potencialmente o indice do aparecimento das
mucosites severas em até 50%’2. Vale ainda ser lembrado que extensas areas do
NOSSO COrpo, que sao recobertas por mucosa, estdo igualmente envolvidas nas
manifestacbes das mucosites, podendo na regido intestinal, se manifestar com

sintomas de dores abdominais, diarréias, anasarcas ou edemas generalizados’® "*.
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2.2 AKT

75, 76’ & uma

Akt, identificada como um oncogene ha mais de duas décadas
serina/treonina quinase de 60 kDa, também conhecida como PKB (proteina quinase
B). Estudos demonstraram que a ativacao de Akt é frequentemente relatada em um
grande nimero de tumores malignos sélidos e hematolégicos’® ’*. Akt, além de ser
alvo, estad localizada, dentro da via de sinalizagdo, em posi¢do inferior a
fosfatidilinositol 3 quinase (PI13K). Varios estudos sugeriram que a via de sinalizacao
PI3K/Akt € uma das vias “alvo” mais frequentes em todas as neoplasias malignas
humanas, incluindo o tumor maligno de cabeca e pescoco’” ", Akt, quando ativada,
€ capaz de modular numerosos processos intracelulares, incluindo: diferenciagéo,
sobrevivéncia, apoptose, proliferagdo normal e aberrante, progressdo do ciclo
celular, metabolismo de glicose e traducdo de proteinas, por meio de outras
proteinas localizadas na porcéo inferior da via de sinalizacdo’® ®. Os substratos
caracterizados da Akt incluem proteinas antiapoptoticas, como as Foxo, BAD e IKK-
h; reguladoras do ciclo celular, como p27kipl, p21cipl, MDM2 e Mytl e GSK-3, que
sdo envolvidas numa variedade de processos intracelulares’.

Recentemente, utilizando varios sistemas de cultivo celular, foi
demonstrado que a Akt pode exercer distintas fungcdes em tumores de origens
diferentes, como: mesenquimais, epiteliais, hematopoiéticos ou linfaticos. Isto se
deve ao fato dos mecanismos transcricionais e postranscricionais’® &.

Sua ativacdo € um processo de varias etapas, envolvendo desde
translocacdo de membrana até fosforilacdo’. Akt é estimulada por mdltiplas
moléculas de superficie celular pela ativacdo da PI3K e consequentemente a
PDK1"® %,

A ativacdo da PI3K, um heterodimero composto por subunidades
reguladoras e cataliticas®, que atua como uma quinase que fosforila lipideos
(fosfoinositideo) presentes na camada interna da membrana plasmatica, recruta
proteinas para este local, resultando em moléculas que ativam receptores tirosino-
quinase, tais como: EGFR (receptor de fator de crescimento epitelial), pequenas
GTPases relacionadas com Ras e Rac, receptores de citocinas, como as

interleucinas 2, 3, 4, 5, e 8, insulina, fator de crescimento do tipo insulina, ou
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83, 84 8 Egssa e outras

receptores de sinais como proteina G hererodiméricas
interacdes podem ser visualizadas na Figura 2.1.

Esta ativagcdo acontece apds a ligacdo do seu dominio SH2 da
subunidade regulatéria p85, a especificos residuos fosfo-tirosinos do receptor
tirosino-quinase da membrana plasmética ativado. Esta ligacdo permite o
recrutamento da sua subunidade catalitica p110 para a membrana plasmatica, com
conseqtiente ativacao®® ®.

O dominio homdlogo de pleckstrina das quinases de Akt tem afinidade
com as J3’fosfoinositideos fosforilados 3,4,5-trifosfato (PI1-3,4,5-P3) e PI-3,4,-P2
produzidas por PI3K, quando ativada. PIP3 por sua vez recruta as proteinas
guinases Akt e PDK1 para a membrana plasmatica, onde consequentemente a Akt

308/309

sera fosforilada para a sua ativacdo, nas regides da quinase Thr e somente

47304714 na cauda terminal carboxil,

para a sua maxima atividade, na serina Ser
transformando-a em sua forma ativa (pAkt), uma molécula chave, capaz de regular
iniumeras moléculas-alvo responsaveis pelas funcdes celulares descritas
anteriormente, como proliferacéo, sobrevivéncia celular, entre outras’® 8% 84 887,

Outro exemplo da interacdo de Akt na proliferacéo celular € a sua atuacao
indireta sobre a proteina da Ciclina D1 no ciclo celular, por meio da inativacdo da
GSK-3%8. A GSK-3 é uma proteina constitutivamente ativa em células que n&o estdo
sendo estimuladas, responsavel por fosforilar as proteinas c-myc e Ciclina D1,
mantendo-as em um estado inativo. A GSK-3 pode ser fosforilada por muitas
guinases, incluindo a proteina quinase C (PKC), p90, p70 e a Akt. Quando
fosforilada, a Akt inativa a GSK-3. Desta forma, pode-se afirmar que a via de
sinalizacdo PI3K/Akt € um complexo ativador da Ciclina D1, fator importante na
progressao do ciclo celular®®.

A via de sinalizacdo PI3K/Akt, descrita até 0 momento, esta representada

na Figura 2.1



30

Cytoki BCR ___
- okine 7y
A
xReceplor cois 9 ﬂ>,
19 ; A areR
nj‘g ’lu"-’l‘ mig = )

LIre e,
(Jaki | S %) <« (Bcap
dakiiz2) (3 |

i = G .
t2c an
o g & G g1
@@&@\\/ .
mTOR)

& PIPst—— (PTEN) (PP2A) BHLPP (€TMP)

Mernbeana

BOKD 5D ..v.o

(Tpi2) » NFB

b
¢ Path
: athwa 3

g (KK " |2
.? o
= Cardiovascular
3 > Homeostasis
%

Synaplic

Hacruitmant Racruitmant
[— ard Activaticn and Acavation
;'ﬁ;l."o } asCr :-“. v o
T——ﬁ/\"\\ ‘ -\ @Aj}b » Signaling
Raptob (PRAS4D ————— o

Inhibits *—/ ir
Apop(osas<_ XIAP s

i
i

Neuroprotection

@ \Ag regation
Neurogsgonomhon

W®;§>‘

AN

@ Glucose
\ Transport

Glycegen
Synthesis

Y
£ [5
\
Jéj
o3
$38
ST *®
83"
Nw'osc‘em‘e

Glycolysis

Cytosolic
Saquestration

CyclinD1

A

Cell Cycle

Proliteration

Figura 2.1 - Representacdo esquematica da via de sinalizagcéo PI3K/Akt®®

Varios estudos relataram que a localizagcdo celular da Akt parece
depender do contexto e da linhagem celular. Acredita-se que a localizacdo nuclear
da Akt ativada ocorre apds um estimulo capaz de transporta-la do citoplasma para o
ndcleo. Foi demonstrado ainda que a Akt fosforilada, além de presente, pode
também ser ativada no ntcleo®.

Em mamiferos trés isoformas do Akt sdo descritas: Akt1 (PKBa), Akt2
(PKBB) e Akt3 (PKBy), localizadas nos cromossomos 14932, 19q13 e 1q44,
respectivamente® % As trés isoformas de Akt sdo estruturalmente homélogas, ou
seja, possuem caracteristicas estruturais comuns, com trés regides funcionais
distintas, um amino terminal NH2 homélogo ao dominio da pleckstrina, um dominio

catalitico no centro da estrutura, e um terminal hidrofébico COOH%" %3 %4,



31

As mesmas dividem mecanismos similares de ativacdo, embora os locais
de expressdo nos tecidos sejam diferentes. Aktl e Akt2 sdo expressas por
ubiquitinizacdo, enquanto que a Akt3 é expressa de forma restrita®.

Estudos em modelos animais contribuiram para o entendimento de que a
sinalizacao aberrante de Akt exerce papel importante na transformacéo maligna “in
vivo”, tanto em sua expressdo, como em cooperacdo com outras alteracdes

95, 96

genéticas , além de ser ainda capaz de influenciar a relacéo do estroma do tumor

com o aumento da angiogénese®” %,

Modelos animais especiais foram criados para investigacoes da interacao
dessas trés isoformas de Akt. Varios grupos de pesquisadores desenvolveram ratos
com auséncia (“knockout”) dos genes Akt1, Akt2 e Akt3, e observaram que esses
ratos além de serem viaveis, apresentavam fenétipos que variavam de médio a
severo, dependendo do gene alvo. Esses fenoétipos manifestaram retardo no
crescimento global, as vezes com nanismo, além de envolverem os seguintes sitios:
pele, ossos, sistema cardiovascular, sistema nervoso e timo. Outros casos evoluiram
para diabetes e oObito fetal no 11° ou 12° dias, dentre os 21 dias de gestacdo de
ratos, além de morte poucos dias apds o nascimento® 1% 101,

Alguns estudos reportaram um aumento de atividade da quinase Aktl em

tumores primarios de préstata, mama, e ovario'®

, enquanto que os resultados de
estudos “in vivo” demonstraram que a ablacdo de Aktl, por si s6, ndo tem um grande
impacto fenotipico, porém existe um aumento espontaneo de apoptose no adulto®.
Estudos em tumores de mama, ovario, pancreas, colon e cabeca e pescoco,

mostraram amplificacdo ou mutacées de Akt2'03 104 105 106

, enquanto que outros
trabalhos demonstraram que a falta dessa isoforma, além de desenvolver uma
resisténcia a insulina e um fendtipo de diabetes, ndo foi compensada pelas
isoformas Aktl e Akt3®" 1% A expressdo de Akt3 foi restritamente detectada em
alguns tecidos, como cérebro, coracdo e rim, e em linhagens celulares de tumores

de mama, do tipo ndo dependente de horménio, e préstata’®” 1%,
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2.3 PTEN

O gene PTEN “Phosphatase Tensin Homolog” (fosfatase homdloga a

109, 110, 111, 112

tensina) , localizado no cromossomo 10923, identificado como um

supressor tumoral em 1997199 110 111112 " ge ancontra frequentemente alterado por

vérios tipos de mutacdo em varios tipos de tumores**°

além de estar subregulado em
carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco’™®. PTEN é composto por nove
exons que codificam a proteina formada por 403 aminoacidos, no lado ativo da
proteina tirosino fosfatase, que é homdloga as proteinas do citoesqueleto tensina e
auxilina™®. A tensina é uma proteina ligada a actina, localizada no complexo de
adesdo focal''*.

PTEN é um lipideo, ao mesmo tempo uma proteina fosfatase, que pode
desfosforilar substratos protéicos nos residuos de treonina, serina e tirosina'”.
Existem dois dominios principais de PTEN, uma sequéncia N-terminal associada ao
dominio fosfatase e o dominio C2 associado & cadeia C-terminal'**. Essa atividade é

essencial para que PTEN, pela remogéo da PIp3® 17 118

119

, que acredita-se ser seu

K116, 117, 118, 190, 120,

principal substrato™~, antagoniza o estimulo provocado pela PI3

121.122 '3 aumento da concentracdo de PIP3, quando provocado pela inatividade de

119, 123

PTEN, leva a hiperativagdo de Akt . Isso ficou comprovado em linhagens de

células neoplasicas, onde os niveis de PTEN e Akt fosforilados sao inversamente

correlacionados!!® 123 124,

E na fase G1 que PTEN bloqueia o ciclo celular, desta forma, suprimindo
a formacao e progressao tumoral*®.
O papel de PTEN como um supressor tumoral ficou comprovado, apés ter

demonstrado ser capaz de antagonizar atividades conhecidas provocadas pela

119, 121

PI3K/Akt, tais como: proliferacdo celular, sobrevivéncia motilidade celular e

invasdo tumoral*®® '*, progress&o do ciclo celular, sintese, traducado e fosforilagdo

de protel’naleZ, 124, 126, 127

Varias modificacdes fenotipicas em células com deficiéncia de PTEN

foram constatadas apés estudos “in vitro”, tais como: aumento de proliferacdo™?® *2°,

0 131,132

reducdo de apoptose™® e aumento da migracéo Em contraste, a super

expressdo de PTEN selvagem (que ndo sofreu mutacdo) em células cancerigenas
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foi capaz de induzir a apoptose e bloquear a progressao do ciclo celular, além da
formac&o de col6nias e migracdo celular'3! 133 134 135,136

Portanto o papel de PTEN na supressao tumoral tem sido na maior parte
das vezes, atribuido & sua atividade na sequéncia N-terminal da fosfatase lipidica®*’.
Entretanto mais de 40% das muta¢gbes de PTEN tumorigénico ocorrem no dominio

|l38

C-terminal™°, mostrando que essa regido tem um papel significante na supressao

tumoral. O dominio C-terminal que contém ambos os dominios C2, esta envolvido na

139 e no recrutamento de PTEN para as membranas fosfolipidicas*°

estabilidade
além de comprovar que esta regido € necessaria para que haja a interacdo de PTEN
com o centrdmero™**. Shen e colaboradores afirmam que neste caso, a atividade
fosfatase de PTEN se torna dispensavel**!. PTEN possui ainda uma regi&o de cauda

142 'mas também com a

gue pode estar relacionada ndo s6 com a estabilidade
interacdo protefna/proteina®®. As anélises da sua estrutura revelaram que PTEN
possui um dominio do tipo “B-sheet” (folha de B) sugerindo uma base para a sua
interacdo com DNA e outras protefnas™**.

As mutacdes de PTEN estdo associadas a 80% dos casos de Sindrome
de Cowden e 60% dos casos da sindrome de Bannayan-Riley—Ruvalcaba'.
Ambas as sindromes demonstram susceptibilidade para o surgimento do cancer.
Essas mutacdes se localizam na maioria das vezes na regido da sequéncia N-
terminal, onde se localiza a unidade catalitica da fosfatase*°.

Puc e colaboradores desenvolveram um trabalho pioneiro para a
verificacéo da deficiéncia e instabilidade genética de PTEN'Y.

Células tronco embrionarias desprovidas de PTEN demonstraram exibir
defeitos nos pontos de checagem e reparo do DNA em resposta a radiacao
ionizante, o que resultou num acumulo de cromossomos sem reparos, com lacunas
e quebras da fita dupla. Outros estudos sobre os mecanismos sugeriram gue 0S
defeitos observados nos pontos de checagem G2 provavelmente foram resultados
de comprometimento funcional de uma proteina de checagem importante, a CHK1,
devido a falta de PTEN. A deficiéncia de PTEN eleva diretamente a atividade de Akt
gue desencadeia a fosforilagdo da CHK1. A CHK1 fosforilada sofre ubiquitinizacéo e
nao consegue entrar no nucleo. O sequestro da CHK1 no citoplasma prejudica sua
funcdo normal em iniciar o reparo do DNA neste ponto. Em adicdo ao defeito do
ponto de checagem G2, a inativacdo da CHK1 em células com deficiéncia de PTEN

pode levar ao acimulo de fitas duplas quebradas'®’. Essas demonstracées
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observadas “in vitro” foram igualmente demonstradas “in vivo”. Ao examinar a
localizacdo da CHK1 num grande painel de carcinomas de mama, foi observado um
aumento do nivel citoplasmatico de CHK1 nas células tumorais com baixa expressao
de PTEN e elevada fosforilacdo de Akt'*'.

Esses estudos sugeriram que a deficiéncia de PTEN pode iniciar um
processo de sinalizacdo oncogénica por causar disfuncdo de importantes proteinas
de pontos de checagem'. Como mostrado na Figura 2.2, PTEN nuclear pode
utilizar dois novos mecanismos para manter a integridade cromossomica. Primeiro:
PTEN interage com o centrdbmero e mantém a sua estabilidade. Acredita-se que para
isso PTEN utilize seu dominio C2, pois, como ja citado anteriormente, PTEN
necessita desse dominio para sua interacdo com o centromero'*'. Também ja foi
observado em outros trabalhos que, mutacdo de PTEN sem o dominio C2 perde a
capacidade de interacdo com os centrdomeros*'. Segundo: PTEN pode ser
necessario para o reparo de DNA, pois a sua perda resulta numa alta frequéncia de
guebras de fitas duplas, assim como, ainda pode afetar essa quebra pela regulacao
de Rad51, um componente chave no reparo por recombinacdo homologa da quebra
de fita dupla. Desta maneira, a localizagdo nuclear de PTEN foi portanto
justificada’*® '*°. Da mesma forma que foi possivel comprovar ainda a associacéo
fisica de PTEN com um componente integral do centrdmero dentro do nucleo, e que
a ruptura, neste caso, causa a quebra do centrdbmero com aberracbes
cromossémicas massivas'*'. Esses novos achados revelaram a nova funcédo do
PTEN em ser um guardido do genoma®°. O citoplasma foi considerado o primeiro
sitio de PTEN para elucidar sua funcéo de supressor tumoral, a qual foi demonstrada
pela habilidade no bloqueio da sinalizagéo da quinase PI13K*" 2, Entretanto, outros
estudos comprovaram que a distribuicdo de PTEN pode variar nos diferentes tipos
de tecido. No caso de estar localizado em sua maioria no compartimento nuclear,
temos o PTEN enddgeno de neurbnios, gliomas, células de tiredide, de pancreas e
pele!®3 194 155,136,157 " Alqns trabalhos sugerem ainda que as malignidades possam
estar associadas a translocacdo de PTEN do n(cleo para o citoplasma®®® 1> ¢,

A funcdo de PTEN no ndcleo até agora se mostrou consistente, com um
papel alternativo no controle da estabilidade genética e envolvimento da fungéo da
cromatina. Em adicdo, altos niveis de expressdo nuclear foram recentemente

145, 1
1 5, 158

associados com a parada do ciclo celular na fase GO/G , indicando também

um papel nuclear de PTEN na inibicdo da proliferacdo celular. Desta forma,
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multiplos aspectos da funcdo antioncogénica de PTEN como, regulacdo de

crescimento e migracdo, foram independentes da sua atividade fosfatase®® '

161,162, 163, 164

e - "
PTEN Citoplasmatico

Citoplasma \T/f —_—
Nuclear PTEN } Estabilidade
centromero

Reparo de

Figura 2.2 - Modelo de PTEN como guardiao do genoma. PTEN mantém a estabilidade genémica por
meio de multiplos mecanismos. No citoplasma, PTEN antagoniza a atividade de PI3K
pela desfosforilacdo de PIP3 prevenindo a ativacdo de Akt, ao mesmo tempo impedindo
a fosforilacdo do ponto de checagem Chkl pelo Akt ativado, liberando sua entrada no
nacleo e consequentemente o reparo do DNA. PTEN pode se movimentar
reciprocamente do citoplasma para o ndcleo e vice versa, por meio de mecanismo
dependente de ubiquitinizagdo. NEDD-4 (oncogene que degrada PTEN por
ubiquitinizacdo) promove a entrada de PTEN para o ndcleo por um mecanismo de
monoubiquitinizagdo. No nicleo PTEN se associa fisicamente com os centromeros por
meio de CENP-C (um componente integral do cinetécoro) e mantém a integridade do
cromossomo. PTEN ainda age na cromatina para coordenar com a E2F-1 (fator de
transcri¢cdo) a regulacdo da transcricdo de Rad51 (componente de regula%éo homologa
de reparo de DNA), assim resultando no reparo da dupla fita de DNA®®, (modificada
pela autora)
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2.4 CICLINA D1

A Ciclina D1 é um protooncogene, localizado no 11q13'%® " %8 ym
protooncogene se torna um oncogene, quando a proteina, resultado de seu produto,
torna-se insensivel aos processos de regulacdo normais de controle da divisdo
celular. A ativacdo de um protooncogene ocorre por meio de mutacdes pontuais,
translocacdes cromossdmicas ou amplificacdo do gene'®®. A nivel celular, um
oncogene exerce um fenétipo dominante sobre seu protooncogene, pois somente
uma coépia de um oncogene é suficientemente necessaria para dar inicio a uma
neoplasia. Entretanto, no caso de um gene supressor de tumor é necessario que a
mutacdo ocorra em ambas as copias desse gene para que uma neoplasia se inicie
%9 A Ciclina humana D1, também conhecida como PRAD1 ou CCND1, foi
primeiramente isolada de adenoma de paratiredide como um gene rearranjado por
translocac&o para o hormdnio paratireoideano™. Dois outros tipos de Ciclinas D (D2
e D3) foram igualmente clonadas e as mesmas estéo distribuidas de acordo com o
tipo celular. No caso da Ciclina D1, esta se encontra amplamente presente em
células epiteliais e fibroblastos™*.

Esses genes, pertencentes as ciclinas descritas, codificam proteinas de
peso molecular de 30-45 kDa'"?.

O ciclo celular é diretamente dependente da expressao das ciclinas, que é
regulada por eventos como transcricdo e postranscricdo, e tradugdo e
postraducdo’’>.

O gene da ciclina se encontra frequentemente amplificado e/ou super
expresso em varios tipos de tumores humanos, incluindo o carcinoma epidermoide

166, 167, 168

de cabeca e pescoco , esdfago, carcinoma de mama, linfoma de células do

manto, além de outros locais'’*. A sua superexpressdo acelera a fase G1, além de

126, 175, 176, 177 o o imentar a

reduzir a dependéncia das células a fatores mitogénicos
quimiosensibilidade em cultura celular'’®. Os varios mecanismos que sublinham a
superexpresséao da Ciclina D1 em cancer incluem amplificagdo génica, translocacao
cromossomal e estimulo mitogénico do gene de transcrigao®’® 8% 181,

O aumento da expressdo da Ciclina D1 esta correlacionado com o
aumento da atividade do oncogene NF-kB e a manutencdo da expressdo dos

também oncogenes Bcl-2 e Bcl-xL'®?. A anulacdo da expressdo da Ciclina D1,
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proporcionada pela estratégia do mecanismo de antisense, provocou a apoptose em
células humanas de cancer de pulmdo e de varias linhagens de carcinoma
epidermoidel&%, 184, 185, 186

Estudos comprovaram uma correlacdo direta entre a sua amplificacéo

187, 188

e/ou expressao e um pior progndstico, assim como , COM um comportamento

mais agressivo do tumor, associado & invasdo e metastase®®” 18 190 191
Quantitativamente, a superexpressao da ciclina D1 foi verificada em 25-70% dos

2 e em uma grande porcentagem de lesdes premalignas®,

tumores de boca®®
corroborando, com todos os estudos que concluiram que a sua amplificacdo e
conseguentemente a super expressao da sua proteina exercem papel fundamental
na tumorigénese, além da progressao do carcinoma epidermoide de cabeca e
pescoco’®

Eventos como: proliferacdo, diferenciacdo, senescéncia e apoptose,
intimamente relacionados a comportamentos biolégicos anormais das células
cancerigenas, estdo baseados nas aberracdes do ciclo celular. Como exemplo
dessas aberracdes temos o escape das dependéncias mitogénicas, ou resisténcia
aos antimitogénicos, tolerancia aos danos do DNA, resisténcia a apoptose e a
progressdo das células com atividade oncogénica, além da inativagdo dos genes
supressores de tumor por meio dos multiplos pontos de checagem, resultando no
aumento da instabilidade genémica. Tudo isso afeta e/ou sédo afetados pelas
proteinas regulatérias do ciclo celular*™.

Os complexos formados pelos membros das familias das ciclinas junto
com as quinases dependentes de ciclina (ciclina/CdKs) sdo indispensaveis para que
ocorra a transicdo das fases especificas do ciclo celular'”® formando o nucleo de
regulacéo do ciclo celular'™. Ao contrario das ciclinas, o nivel constante das CdKs
ndo sdo marcadamente modulados durante a divisdo celular'®®. A atividade das
CdKs € regulada por fosforilagdo e desfosforilagdo na subunidade catalitica e
também pela associacdo com as ciclinas*®. A complementacao ciclina/Cdk se ativa
cataliticamente e cada um desse complexo fosforila pontos alvos especificos de
proteinas que regulam a progressao do ciclo celular™®.

As ciclinas do tipo G1 incluem as ciclinas C, D e E, e as mesmas
exercem um papel importante na sinalizacéo do ciclo celular'®® **° ! A fase G1 do

ciclo celular é a fase que regula o inicio da sintese do DNA, além de ser o0 momento
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de deciséo que as células tém para se manter no ciclo e proliferar, ou abandonar o
ciclo celular para se manter quiescentes, se diferenciar ou ainda morrer'®,

A ciclina C interage com a CdK8 e a ciclina D, interage com a CdK 4 e 6,
as quais s&o necessarias para a fase de transicdo G0/G1/S*"® 189192193 A ciclina E
se liga a CdK2 e mediam a entrada da fase S. Outras ciclinas ainda fazem parte dos
eventos reguladores do ciclo celular, como o complexo A/CdK2 que regula a
passagem da célula para a fase S. Mais tarde, em conjunto com a cdc2 (um
regulador central de mitose) também induz a fase G2 (Figura 2.3). A Ciclina B e cdc2
engatam eventos moleculares também associados & mitose*”>.

A ciclina D1 representa uma ligacdo entre o estimulo mitogénico,
localizado em posicdo superior dentro de sua via de sinalizacdo, e a regulacao da
funcdo do gene supressor de tumor pRb*% 1%,

A fosforilagdo do pRb resulta na liberacdo do fator de transcricdo E2F
(Figura 2.3) e da ativacdo subsequente de genes necessarios para a sintese de
DNA, que leva as células & fase S0 167168, 195,196,197

As proteinas relacionadas a pRB, pl07, pl30 sao substratos
fisiologicamente importantes para os complexos da Ciclina D/CdK4/6 e apesar de
outros substratos existirem, como os fatores de transcricdo myb-like ou mib*®, a
fosforilagdo da pRB pelo complexo Ciclina D/CdK4/6 ocorre tardiamente durante a
fase G1 e revoga sua funcdo inibidora de crescimento®®® 1,

Ainda como inibidores das CdKs 4/6 temos a familia da INK4 que inclui os

INK4b INK4d 172, 195, 199, 200, 201, 202
5 , p1 , p1 0 .

Muitos tumores humanos abrigam a delecao ou mutacdo do gene pl

6INK4a 8|NK4C

genes supressores de pl , € p2

6200,
embora nos carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco a metilacao € reportada
como o principal mecanismo da inativacdo do p16°®. Essa inativacdo age
potencializando a unidade oncogénica da Ciclina D1, desregulada nos tumores de
cabeca e pescoco®®” 8 Na maioria das células de tumores primarios de carcinoma
de boca, a super expressao da ciclina D1 parece independente da inativacdo da
p16/|NK4195 199, 200.

A fosforilacdo do complexo Ciclina/CdK é ativada pela quinase CdK
(CAK), enquanto que o complexo ciclina/CdK é negativamente regulado por uma
quantidade de inibidores de CdK (Ckis)*®. Ckis pertencem a duas grandes familias,
INK4 e Cip/Kip, baseado em suas propriedades estruturais e funcionais. A familia

Cip/Kip inclui p21, p27 e p57 e € um amino terminal homdélogo que contém regifes
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de ciclina e CdK contiguas unidas?* 20% 20¢: 207 208 ‘anquanto que os membros das
familias Cip/Kip especificamente inibem a atividade da CdK2 pela ligacdo de ambos

aos complexos de ciclina E/CdK2 e ciclinaA/CdK2%%° .

Fatores de crescimento

\\: 027 Rb-|E2F

CDKNZH CiclinaD CiclinakE
, CdK4/6 Cdk2 %
G1 T / 7S
,;'7" CiclinaD
CdK4/6 p21
pa3

Figura 2.3 - Representacdo esquemética do envolvimento das ciclinas e das qumases
dependente de ciclinas (CdK) em algumas fases do ciclo celular®®
(Modificada pela autora)
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2.5 VISCUM ALBUM (VA)

Na resolucdo RE n° 1027, de 9 de julho de 2001, foi concedida pela
Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) a liberacdo e comercializacdo do
Viscum album, em todo o territério nacional.

‘O Diretor da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe confere a Portaria 724, do Diretor Presidente,
de 10 de outubro de 2000, e tendo em vista o inciso IV do art. 50 e 0 § 3° do art. 111
do Regimento Interno aprovado pela Portaria n.° 593, republicada no D.O.U. de 22
de dezembro de 2000, considerando o art. 12 da Lei n.° 6.360, de 23 de setembro de
1976, resolve:

Art.1° conceder o Registro de Produto Similar, Medicamento Homeopatico
Novo, Nova Concentracdo, Nova Apresentacdo Comercial, Novo Acondicionamento,
Alteracdo de Registro por Modificagdo de Adjuvante, Cancelamento Total de
Registro do Produto a Pedido, Retificacdo de Publicacdo de Registro, Inclusdo de
Marca - Resolugao 510/99, de produtos farmacéuticos”'°.

O Viscum album Linnaeus é uma planta semiparasita da familia
Lorantaceas, que habita do norte da Europa ao noroeste da Africa, o sudoeste e o

centro da Asia e o Japdo®'’.

E comum nos depararmos com a nomenclatura
“‘Mistletoe”, muitas vezes utilizada para designar essa subespécie.

O Viscum album utilizado no tratamento das neoplasias é constituido pelo
extrato da planta total, o que implica numa composi¢cdo de grande complexidade
quimica®.

Suas preparacfes sado frequentemente utilizadas em conjunto com as
terapias convencionais como: quimioterapia e/ou radioterapia®*. A utilizacdo de seu
extrato no tratamento posoperatorio, em combinagcdo com a terapia convencional,
tem demonstrado uma melhora na qualidade de vida e intervalos livres de recidiva
em pacientes com cancer de mama®** 2 Além disso, alguns pacientes sdo
capazes de suportar melhor a agressividade das sessbes de quimioterapia quando
recebem, ao mesmo tempo, suporte complementar com a utilizacdo do extrato de
VA214.

Estudos “in vitro” realizados em linhagens celulares e culturas primarias

de células cancerigenas tém demonstrado que varios tipos de VA podem exercer
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efeitos citotoxicos em uma variedade de células de carcinoma, desta maneira, sendo
capazes de ativar a cascata apoptética ou levando essas células & necrose?™ 216217,
Até o momento nenhum estudo “in vitro” foi direcionado para estabelecer esse
potencial de citotoxicidade em células de carcinoma epidermoide de cabeca e
pescogo.

Outras propriedades atribuidas a esses extratos foram as suas
propriedades imunomodeladora e antiangiogénica®*®.

Em estudos desenvolvidos por Elluru e colaboradores, ficou demonstrada
a acdo de VA em reduzir a densidade vascular do tumor em até 66%. Esse resultado
foi atribuido a formulagdo do VA derivado do carvalho, VA Qu Spezial. Os autores
relataram ainda que esse potencial esta relacionado ao indice de apoptose das
células endoteliais provocada pelo efeito citotoxico da quantidade de lectina contida
nessa formulagéo®*’.

As preparacfes originarias de arbustos que crescem em diferentes
arvores hospedeiras possuem quantidades diferentes de principios ativos e
composicdes distintas, as quais resultam em efeitos citotoxicos de varias
magnitudes®'®. Além disso alguns trabalhos demonstraram que esses preparados
sdo capazes de influenciar de forma diferente o perfil de expressdo génica de
células de carcinoma de mama®®. E muito provavel que o efeito citotéxico das VA
seja parcialmente provocado pela lectina do tipo I, conhecida como Mistletoe Lectina
I, representada por ML-I (ML é a abreviacdo do termo em inglés, mistletoe lectin).
Um recombinante dessa proteina tem mostrado ser um potente agente que € capaz
de reduzir a proliferacdo celular e induzir a apoptose numa concentragdo de 0,1-1
ng/mL*?% #2! Entretanto a toxicidade “in vitro” do VA nem sempre esta relacionada a
guantidade de lectina sugerindo, desta forma, que outros componentes podem
igualmente exercer um papel de toxicidade?** #*°.

Os polissacarideos do VA possuem interacdo com ML-I, demonstrada por
sua capacidade de ligacdo com essas proteinas®*. Isto indica que ao se tentar isolar
apenas um principio ativo no VA, como na maioria dos fitomedicamentos, muito
provavelmente as interagbes vitais com outros compostos poderdo se perder,
mesmo que ainda ndo sejam completamente conhecidas®*' 2%,

O VA esté disponivel em varias formulagcdes e preparos diferentes, sendo
gue essas diferencas podem ser atribuidas, por exemplo, a variacdo das espécies

hospedeiras e/ou aos processos de manufatura destes compostos, podendo desta
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maneira, definir quimicamente o principal componente da mistura®> '°. Devido a
heterogeneidade desta composicdo, certamente ir4 provocar respostas particulares
para cada tipo de célula tumoral®*® #*®. Os principais componentes, de importancia
terapéutica, ja identificados nesses compostos sdo: lectinas, viscotoxinas,
polissacarideos®*!, aminoacidos* e lipideos®**. Essas substancias, agindo de modo
combinado, tém efeito antitumoral e imunoestimulante®*.

As viscotoxinas, que durante o verdo atingem a concentracdo maxima®%,
estdo concentradas na periferia do arbusto do VA, principalmente nas folhas e em
menores quantidades no caule, sendo a isoforma Al mais abundante nas
sementes®?*, enquanto que as lectinas estdo concentradas na regido mais central da

planta (caule e rizéide), com atividade méaxima no inverno®*.
2.5.1 Viscotoxinas

As viscotoxinas encontradas no Viscum da Europa, subespécies Viscum
album, sdo polipeptideos de baixo peso molecular (aproximadamente 5 kDa?°),
altamente bésicos, ricos em cisteinas®?*, contendo 46 aminoacidos, compartilhados
numa sequéncia de alto grau de similaridade, contendo trés pontes dissulfeto®’.
Com base na sequéncia homologa, as viscotoxinas pertencem a duas familias das
tioninas, a e B, as quais incluem varias proteinas de origem vegetal®*®. A principal
caracteristica confirmada e relatada de quase todas as tioninas € o seu efeito
citotoxico em varios sistemas biolégicos, com suas propriedades: fungicida e
bactericida, além de sua acdo téxica em insetos®*®. Essas moléculas de peptideos
antimicrobianos catibnicos comprovaram alta toxicidade contra as células
tumorais®*. A explicacdo para essas propriedades antitumorais esta na presenca da
carga positiva da superficie, e sugere a possibilidade de lados de interagdes com
moléculas que trazem potenciais de superficie negativos, como as membranas
fosfolipidicas?*>. O padréo de unidade estrutural do tipo dissulfeto parece ser o
responsavel por estabilizar um tipo de estrutura comum presente em varias
proteinas pequenas, capazes de interagir com a membrana plasmatica®?°. Acredita-
se que o padrdo de distribuicdo dos residuos de cisteinas, todos envolvidos nas
pontes dissulfeto, é responsavel por essa interacéo®?°. Desta forma, a toxicidade da
tionina € exercida por meio da desestabilizacdo e consequente ruptura da

membrana plasmatica, embora esse tipo de mecanismo ndo esteja totalmente
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elucidado. Foi ainda proposto que a tionina induz a formacédo de canais de ions na
membrana plasmatica, causando a dissipacdo da concentracdo de gradientes de
fons®®. Outra possivel teoria sobre sua acdo citotoxica é que essa ruptura da
membrana seja provocada por meio da interacdo eletrostatica da tionina com a
carga negativa dos fosfolipideos®*°.

Algumas isoformas das viscotoxinas foram caracterizadas, tais como: Al,

A2, A3, B, 1-PS*! e UP-S?*’ que parece ser um produto transformado da 1-PS*%*

227.

Estudos sugerem que a isoforma A3 é uma das trés viscotoxinas mais
abundantes no extrato do VA. A mesma, devido a sua pronunciada caracteristica
hidrofébica, juntamente com as isoformas A2 e B, interage fortemente com as
biomembranas, ao mesmo tempo em que possui uma grande afinidade pela
fosfatidilserina fosfolipidica acida (FFA) da membrana plasmatica®®’, se ligando
paralelamente a superficie da mesma e modificando sua organizacéo
supramolecular. O resultado de sua citotoxicidade € obtido por meio de um efeito de
enrijecimento®*. As células tumorais expressam sete a oito vezes mais FFA do que
células ndo-tumorais, o que explica a especificidade de sua acao citotoxica?®. Assim
como as células que estdo entrando em apoptose, geralmente possuem uma
proporcao significante de FFA no folheto externo da membrana. Isso € uma rara
ocorréncia em células eucaridticas onde a assimetria lipidica € ativamente mantida e

a FFA ocorre somente no folheto interior da membrana?*.
2.5.2 Lectinas

As lectinas, toxinas heterodiméricas, sao glicoproteinas termolabeis,
sensiveis a variacdo do pH. Descrevem-se trés isoformas de lectinas européias
presentes no VA, Mistletoe Lectin (ML): ML-I (viscumin), ML-Il e ML-II?*®. As lectinas
possuem duas cadeias, A e B, que se diferem em termos de peso molecular, quando
comparadas. Assim para a ML-I temos 29 e 34 kDa, para a ML-Il, 27 e 32 kDa, e
para ML-1l, 25 e 30 kDa, respectivamente®>,

A mais estudada e mais freqliiente é a ML-I, uma glicoproteina inativadora
de ribossomo tipo 2, (ribosomeinactivating protein, RIPIl ). A cadeia A, que é a parte

cataliticamente ativa, tem uma atividade N-glicosidase, por conta de sua propriedade
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inativadora de ribossomo, desta maneira aprisionando a sintese protéica no interior
da célula®®.

A cadeia B possui uma propriedade de ligacéo especifica da toxina com o
receptor, na superficie da célula neoplésica. Apos essa ligacao, ocorre a endocitose

da subunidade A para o citossol**’

, a qual é levada a rede transgolgi e desta ao
reticulo endoplasmatico, onde sofre translocacdo®®. Depois da internalizacdo da
cadeia A, acontece a inativacdo da subunidade ribossomal 60S e a depurinacao de
um Unico residuo de adenosina dentro do 28S rRNA**°. Essa ligacdo é especifica
para galactose, além de carboidratos ou glicoconjugados contendo D-galactose®®®. A
grande poténcia dessas toxinas é evidenciada pelo fato de que poucas moléculas no
citossol s&o suficientes para matar a célula tumoral®®. A cadeia B se ligando a

superficie celular causa aglutinagcdo “in vitro” %

, @0 mesmo tempo em que facilita a
internalizagdo da toxina, razdo da alta citotoxicidade da RIPIl em comparacdo a
cadeia RIPI**2. Essas cadeias estdo unidas por uma ligacdo dissulfeto, como os
outros membros desta mesma familia, incluindo-se a ricina e abrina, caracterizadas
no grupo das toxinas vegetais, as quais exercem suas propriedades citotoxicas pela
inibicdo da sintese protéica®®® #*” 2% %% Essas subunidades quando analisadas
individualmente parecem nao possuir propriedades citotoxicas®*.

A ML-I possui efeito citostatico em cultura de células tumorais, induz
apoptose, aumenta a secrecdo de citocinas proinflamatérias®®, tais como:
interleucina 1 e 6, TNF-a (Tumor Necrose Factor), fator estimulante de macréfago e

241, 242, 243 astimula a proliferacéo e a atividade das células natural killer

granuldcito
(NK)**° além de aumentar a proliferacdo de células progenitoras hematolégicas e a
atividade fagocitaria®**. Assim, a lectina do VA estimula a imunovigilancia mediada
pelo NK de acdo antitumoral e antiviral, além de induzir, por meio das citocinas
secretadas, um padrdao imunolégico tipo TH1, extremamente interessante na
condicao do cancer de padrao TH2%*. Algumas investigagfes supdem que a ML-I é
0 componente mais ativo dos extratos, sob o ponto de vista desta habilidade

245, 246

imunomodeladora e alguns pesquisadores acreditam ainda, que a atividade

antitumoral das lectinas é preferencialmente devido a habilidade imunomodeladora

mais do que a citotoxicicidade®*’.

Experimentos apontaram que a administragdo de ML-I proporcionou um

8

aumento de B-endorfina no plasma sanguineo®*®, um oligopeptideo que diminui a

resposta de dor no sistema nervoso central®*.
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Porém, a contribuicdo das lectinas ML-Il e ML-Ill e outros compostos
como as viscotoxinas, ndo deveria ser ignorada. A ML-II possui afinidade especifica
para B-galactosideo, N-acetil-galactosamina e polissacarideos, induz seletivamente
a morte celular por apoptose em células tumorais e ndo em linfécitos normais®°. A
ML-IIl possui afinidade para a N-acetilgalactosamina, sendo a mais citotéxica ““in

»251 em torno de 10 vezes mais em comparagio com a ML-17>?,

vitro

Ribereau-Gayon e colaboradores, em 1997, demonstraram uma inibicao
do crescimento das células Molt 4 (leucemia). Isso ocorreu com baixa concentracdo
de lectina (pg/mL), enquanto as células eram cultivadas em meio de cultura sem
adicdo de soro. O primeiro evento observado foi a perfuracdo da membrana
plasmatica e a protrusdo dos elementos do interior celular®®.

Num estudo realizado por Bantel e colaboradores em 1999, foi observado
gue células de linhagens de leucemia T e B, tratadas com ML-I desencadearam
morte celular por apoptose. Para esse estudo foi utilizado um peptideo inibidor da
cascada de apoptose, o qual foi quase completamente capaz de prevenir o efeito da
ML-I. Esses autores demonstram ainda, que ML-1 & capaz de potencializar o efeito
de drogas quimioterapicas®?>.

A distincdo na citotoxicicidade encontrada entre as toxinas da ML pode
ser devido as diferencas da especificidade de seus carboidratos assim como as

particularidades no transporte intracelular das subunidades enzimaticas®*® 2°,
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3 PROPOSICAO

Verificacdo da acao “in vitro” de trés extratos fermentados padronizados de Viscum
album em duas linhagens celulares de carcinoma epidermoide de lingua, de forma

controlada e comparativa.

Determinacdo da dose dos farmacos a ser utilizada, por meio de testes com o

farmaco Iscador Qu Spezial, definindo a ICsg.

Comparar a acdo dos trés extratos de Viscum album quanto a inibicdo da
proliferacdo e morte celular, buscando elucidar o mecanismo de acdo, seja por

apoptose ou por necrose.

Esclarecer o mecanismo de acdo quanto a inibicdo da proliferacéo celular, avaliando
a via de sinalizacao PI3K/Akt/PTEN e Ciclina D1, buscando verificar a expressao dos

genes envolvidos e sua traducgdo protéica, de forma qualitativa e quantitativa.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esse projeto obteve a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, em 9 de junho de 2009,
sob o n° 122/2008 (ANEXO A).

4.1 MATERIAIS

Os experimentos foram realizados utilizando células de linhagem de
carcinoma epidermoide de lingua: SCC9 (ATCC, N° de catdlogo CRL-1629),
proveniente de paciente do sexo masculino, 25 anos de idade e SCC 25 (ATCC, N°
de catdlogo CRL-1628) proveniente de paciente do sexo masculino, 70 anos de
idade.

Foram utilizados trés tipos diferentes de extratos aquosos fermentados
injetaveis, da planta Viscum album, derivados de diferentes arvores hospedeiras:
Carvalho, Pinheiro e Macieira. Cada extrato difere em suas concentracdes dos
principios ativos atuantes, o0s quais estdo descritos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Nome comercial, procedéncia e quantidades de lectinas e viscotoxinas dos tipos de
Viscum album utilizados

Nome comercial e Arvore Quantidade Quantidade
concentracdo de  hospedeira  de Lectina de Viscotoxina
extrato por ampola

VA Spezial Iscador Qu 5mg Carvalho 375 ng/mL 15 pg/mL
Iscador P 10mg Pinheiro 10 ng/mL 5 pg/mL
Iscador M 5mg Macieira 250 ng/mL 10 pg/mL

Esses farmacos sédo desenvolvidos e provenientes dos laboratorios do
Instituto Hiscia (Suica), e sdo comercializados pela Industria Farmacéutica Weleda.
Os extratos sdo acondicionados em ampolas de vidro contendo 1 mL de volume total
de conteudo injetavel estéril. O principio ativo é o extrato vegetal fresco fermentado,
o qual é diluido em solucéo fisiologica. O nome comercial dessas ampolas contendo

Viscum album é “Iscador’, desta maneira, todas as vezes que, no decorrer do
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trabalho, nos referirmos aos farmacos, esta nomenclatura sera utilizada. A
formulacdo Qu provém da Suica, portanto € o Iscador Qu Spezial. Spezial é a
denominacédo que se refere a padronizacdo da quantificagcdo dos dois principios
ativos, lectinas e viscotoxinas, nas ampolas, diferente do Iscador ndo Spezial. Vale
acrescentar ainda, que as apresentacdes e denominacgdes utilizadas pela ANVISA
no Brasil sdo: D1 para 20 mg, D2 para 10 mg, D2 50% para 5 mg, D3 para 1 mg, D4
para 0,1 mg, e D5 para 0,01 mg.

4.2 METODOS

4.2.1 Cultivo celular

As células de carcinoma estavam acondicionadas em tubos especiais e
meio préprio para congelamento, em tambor de Nitrogénio liquido, em temperatura
de -180°C. Os experimentos tiveram inicio com o descongelamento e cultivo dessas
células, objetivando a propagacéo para obtencédo de quantidades necessarias para o
desenvolvimento dos experimentos. As células (SCC9 e SCC25) foram cultivadas
com meio de cultura, constituido por: DMEM (meio de Eagle modificado por
Dulbecco) (Sigma, cat. D6429) e meio de Ham F12 (Gibco, cat. 11765) (na
propor¢cédo de 1:1), contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco cat. 12.657-029),
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), gentamicina (50 pg/mL),
anfotericina B (2.5 png/mL) e glutamina (4 mM) (Gibco BRL: 21.051-040), em garrafas
proprias para cultivo celular.

Essas células foram incubadas a 37°C em incubadora umida com 5% de
CO, até atingirem a subconfluéncia, ou seja, até preencherem 70% a 80% da area
total da garrafa de cultura. Apds atingirem a sub-confluéncia eram realizados os
repiques, consequentemente a amplificacdo dessas células, para posterior utilizacdo

das mesmas nos experimentos®>*.
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4.2.2 Tripsinizacao das células

Quando as células atingiram a subconfluéncia, procedeu-se a
tripsinizacdo. Primeiramente todo o meio de cultivo foi retirado com o auxilio de uma
pipeta e reservado. Em seguida as células, aderidas a garrafa, foram lavadas com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7.5, e a mesma, em seguida,
aspirada. Na garrafa foi colocada solucdo de tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 10 a
15 minutos, sendo a mesma neutralizada, em seguida, com o0 meio de cultivo
anteriormente reservado. Essa operacdo faz com que a funcdo enzimatica da
tripsina seja neutralizada pelo soro fetal bovino, contido no meio de cultivo. Em
seguida, todo o conteldo da garrafa (células, tripsina/EDTA e meio de cultivo) foi
retirado com o auxilio de uma pipeta e colocado em um tubo préprio para centrifuga,
para em seguida ser centrifugado a 1500 rpm, durante 5 minutos. Ap6s a
contrifugacéo, todo o meio de cultura (sobrenadante) foi aspirado, deixando no fundo
do tubo o precipitado celular. Essas células foram ressuspendidas em um novo meio
de cultivo, descrito anteriormente, contadas em camara hemocitométrica sob
microscopio de luz invertida, e novamente semeadas (6 x 10° células/cm?), em
garrafas préprias para cultura de células. Essas células foram mantidas em cultura,
em atmosfera Umida a 37°C com 5% de CO,, com troca de meio de acordo com a
necessidade metabdlica, para novamente serem utilizadas quando atingirem a
subconfluéncia®*.

Todo o procedimento foi realizado em cabine de fluxo laminar do tipo

vertical.

4.2.3 Teste de viabilidade celular

As células foram semeadas em placas contendo 96 pocos, cada poco
com 0,335 cm? de &rea. Em cada poco foram semeadas 3x10° células (em torno de
9x10° células/cm?) com o meio de cultura original descrito anteriormente, utilizado

para o cultivo dessas células. Os testes foram realizados em triplicata, sendo que
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nos pocos, contendo os controles, foram feitas dez repeticbes. Apos 24 horas, todo
0 meio, contido nos pocos, foi aspirado e um novo meio de cultura, desta vez,
acrescido com o respectivo farmaco, nas diferentes concentracdes, foi adicionado.
Como controle dos experimentos, foi utilizado 100% de meio de cultura. Um segundo
tipo de controle, denominado de “Branco” foi utilizado. O Branco nada mais é do que
10% de solucao fisioldgica, do volume total de meio de cultura utilizado. A solucéo
fisiologica € o veiculo utilizado para a diluicdo do farmaco e a obtencdo da solucéo
aguosa, desta maneira, todas as diluicdes utilizadas para os experimentos, foram
complementadas com solucéo fisioldgica para totalizar 10% do volume final de meio
de cultivo. O farmaco utilizado para esse experimento foi o Iscador Qu Spezial. As
diferentes diluicbes, as quais resultaram nas concentracdes utilizadas para esse

teste, estdo apresentadas na Tabela 4.2:

Tabela 4.2 - Diluigdes do farmaco utilizado, Iscador Qu Spezial, e as concentracées
correspondentes as diluicdes

Diluicdes Quantidade de Iscador Qu por mL
de meio de cultura
1/38 0,13 mg/mL
1/35 0,14 mg/mL
1/33 0,15 mg/mL
1/30 0,16 mg/mL
1/28 0,17 mg/mL
1/25 0,2 mg/mL
1/23 0,21 mg/mL
1/20 0,25 mg/mL
118 0,27 mg/mL
17 0,29 mg/mL
115 0,33 mg/mL
114 0,35 mg/mL
1/10 0,5 mg/mL

Apbs 24 horas foi realizado o primeiro teste de viabilidade celular com o
MTS Kit Cell Titer96 (Promega, Madson, Wisconsin, USA). Em cada poco da placa
de 96 pocos contendo as células, todo o0 meio de cultura foi removido e adicionado
100 pL de meio de cultura novo e 10 pL de da solugcdo de MTS: Cell Titer96.

Tomando-se o cuidado de proteger o maximo possivel da luz, durante todo o
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procedimento. Esse é um teste de citotoxicidade, o qual se fundamenta no
procedimento originalmente desenvolvido por Borefreund & Puerner®® para triagem
de agentes citotoxicos sobre monocamada celular. O método é baseado na
avaliacdo quantitativa de células vivas, ap0s a exposicdo ao agente toxico, pela
incubacdo com o corante supravital do composto tetrazdlio (MTS). O MTS é
biorreduzido pelas células, baseado na conversao celular do sal tetrazolium incolor,
em formazam azul, pelas enzimas desidrogenase presentes em células
metabolicamente ativas. Isso resulta em um produto que é sollivel no meio de
cultura, propiciando assim uma analise espectrofotométrica do corante
incorporado®®. Desta maneira, 0 meio torna-se intensamente azulado, quanto maior
a quantidade de células viaveis presentes naquele poco. As células com a solucéo
foram incubadas por duas horas, a 37°C. Ao término da reacdo procedeu-se a leitura
num leitor de ELISA (EXL 800BIO-Tek instruments Inc.) com um comprimento de
onda de 490 nm, para a deteccdo do grau de absorbancia. O mesmo procedimento

foi repetido apds 48 e 72 horas.

4.2.3.1 Metodologia Estatistica

Para a aplicac@o dos testes estatisticos o nivel de significancia adotado foi de 5%
(0,05), ou seja, quando o valor de significancia calculada (p) for menor do que 5%
(0,05), observa-se uma diferenca ou uma relacao dita “estatisticamente significante”
(salientada em negrito), e quando o valor de significancia calculada (p) for igual ou
maior do que 5% (0,05), observa-se uma diferenca ou relacéo dita “estatisticamente
nao-significante”.

Foi feita uma comparagdo entre o controle e as concentragdes do farmaco utilizadas.
Para isso foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com o intuito de verificar possiveis
diferencas, para as variaveis de interesse, entre o controle e cada concentragéo®’.
O programa utilizado para a obtencdo dos resultados nestes testes foi o SPSS

(Statistical Package for Social Sciences), em sua verséo 17.0.
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4.2.4 Analises das células apoptoéticas pelo método Tunel

Apos prévia tripsinizacdo e contagem, as células foram cultivadas, sobre
laminulas de vidro, de formato redondo, com 15 mm de didmetro e 0,13-0,17 mm de
espessura. Essas laminulas foram previamente esterilizadas e colocadas em pocos,
com 3,8 cm? de area, em placas préprias para cultivo celular, contendo doze
unidades. Foram semeadas 1,3x10° (em torno de 3,4x10%cm?) de células por poco.

No primeiro dia de experimento, as células foram semeadas com o meio
de cultura original e condigbes descritas anteriormente.

Apbs 24 horas, todo este meio de cultivo foi aspirado e um novo meio,
acrescido com os respectivos farmacos (Iscador Qu, Iscador P e Iscador M) na
concentracdo de 0,3 mg/mL de meio de cultura, previamente determinada, foi
colocado e as placas incubadas sob as condi¢des descritas. Este experimento foi
realizado em duplicata, com o0s respectivos: controle e branco. Tanto o branco,
guantos 0s poc¢os contendo os farmacos, possuiam 10% do volume total de solugéo
fisiologica e solucgdo fisiolégica mais principio ativo, respectivamente.

A fixacao foi feita com solucdo de paraformaldeido a 4% (diluido em PBS,
solucdo tampdao), por 25 minutos a 4°C, ap6s uma primeira lavagem com PBS.

Apés a fixacao, foram feitas duas lavagens de 5 minutos cada, com PBS,
em temperatura ambiente.

As laminulas foram permeabilizadas com solugéo de Triton X 100 a 2%,
diluida em PBS, por 5 minutos, em temperatura ambiente.

Apls a permeabilizacdo, foram realizadas mais duas lavagens por 5
minutos cada, com PBS em temperatura ambiente. Apds as lavagens, as laminulas
foram incubadas com a solugdo Equilibration Buffer, contida no kit DeadEnd
Fluorometric Tunel System — Promega, por 5 a 10 minutos.

Apés essa incubacao, depois da remocdo completa de toda a solucao, foi
realizada nova incubacédo com solucéo rTdT incubation buffer, em camara umida, ao
abrigo de luz, por 20 minutos a 37°C e por mais 40 minutos em temperatura

ambiente.
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Para cada laminula, foram utilizados 18 uL de rTdT Incubation Buffer,
composto por: 16 uL de Equilibration buffer (88%), 1,8 uL de Nucleotid Mix (9,91%) e
0,36 ul de rTdT Enzime (1,98%).

Decorrido o tempo de incubacdo e apds a remocao de todo excesso da
solucdo anterior, foi dado inicio a ultima incubacao, feita agora com a solugéo 20 X
SSC (solucdo tampao feita com citrato de sédio e cloreto de sédio, NaCl), diluida em
1:10 de agua deionizada, portanto obtida uma solucao final de 2 X SSC, por 15
minutos, em temperatura ambiente e protegida de luz. Apds esse periodo, as
laminulas foram novamente lavadas com PBS, durante 5 minutos por trés vezes.
Apés essas lavagens, as laminulas foram montadas com, cerca de 18uL de meio de
montagem VectaShield com DAPI (Vector Laboratories, Ind. Burlingame, CA 94010),
sobre laminas de vidro, limpas previamente com alccol absoluto e fixadas com a
utilizacdo de esmalte incolor.

Em seguida as laminulas foram Vvisualizadas e analisadas
gualitativamente em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axiophot Il, Carl Zeiss,
Oberkdchen, Alemanha) e as respectivas imagens capturadas.

Todo o procedimento foi novamente repetido apés 48 horas de incubacéo
com os respectivos farmacos analisados.

Este sistema detecta o DNA fragmentado das células apoptoticas por
meio da incorporagdo catalitica da fluoresceina-12-dUTP a extremidade final 3’-OH
do DNA, utilizando a enzima recombinante Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
(rTdT). A fluoresceina-12-dUTP, ligada ao DNA, pode ser visualizada diretamente
pelo microscopio de imunofluorescéncia. A analise ao microscopio exibiu coloracéo
verde fluorescente as células apoptoticas e em azul fluorescente, por meio da
utilizacdo do DAPI contido na solugéo de Vectahield, os nucleos de todas as células

fixadas nas laminulas, tanto as apoptéticas, como as células viaveis.

4.2.5 Analise quantitativa de apoptose por Anexina V FITC e lodeto de Propideo

A apoptose foi analisada quantitativamente pelos reagentes FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit | (cat. 556547, BD), utilizado de acordo com os
procedimentos do fabricante.
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Foram semeadas 1,3x10° células em garrafas proprias para cultivo
celular, com 25 cm? de area (5,2 x 10%/cm? com o meio de cultura original descrito
anteriormente. Os experimentos foram realizados sob as mesmas condi¢cdes que 0s
experimentos anteriores, nas mesmas concentracdes e tempos. Desta maneira,
apos 24 horas de cultivo inicial, todo o meio de cultivo foi removido € um novo meio
foi adicionado, como os respectivos farmacos, nas concentracdes predeterminadas,
mais o controle e o branco. Apés 24 e 48 horas respectivamente, as células foram
tripsinizadas e colocadas em tubos préprios para centrifuga. As amostras foram
centrifugadas a 1.500 rpm, durante 10 minutos, e todo o sobrenadante aspirado. Em
seguida o precipitado celular foi retirado do tubo com o auxilio de uma pipeta e
colocado em placas de 96 pocos, com fundo arredondado. Foi adicionado 100 pL de
solugéo tampéo, previamente diluido com agua deionizada, conforme instrugdes do
fabricante. As células foram centrifugadas, mais uma vez, agora por 5 minutos a
1.500 rpm, a solucao aspirada e em seguida essas células foram ressuspendidas na
propria placa, com o auxilio de um vortex, como o objetivo de solta-las.

Essas células foram entdo ressuspendidas em 50 pL da solucdo tampéo,
acrescida com 5 pL da solucdo de anexina, mais 5 pL da solugdo de iodeto de
propideo. Depois de homogeneiza-las, essas células foram incubadas por 15
minutos, a temperatura ambiente em local protegido de luz. Apdés o tempo de
incubacdo, as amostras foram ressuspendidas em 400 pL de solucdo tampaéo,
totalizando 500 pL de volume final.

Foi entdo realizada a leitura das amostras, dentro de 1 (uma) hora, apés o
tempo de incubacdo, num equipamento BD FACSAria, utilizando o programa
FACSDIVA, versao - 6.1.3.

4.2.5.1 Metodologia Estatistica

Para a aplicacdo dos testes estatisticos foi adotado o nivel de
significancia de 5% (0,05), ou seja, quando o valor da significancia calculada (p) for
menor do que 5% (0,05), observamos uma diferenca ou uma relacdo dita

“estatisticamente significante”, e quando o valor da significancia calculada (p) for
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igual ou maior do que 5% (0,05), observamos uma diferenca ou relacdo dita
“estatisticamente nao-significante”.

Primeiramente foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis para verificar
diferencas entre os farmacos analisados, quando comparados concomitantemente.

Apés ser detectado algum valor de significancia estatistica, foi aplicado o
Teste de Mann-Whitney, ajustado pela Correcdo de Bonferroni, para a
complementacéo das analises, comparando-se os farmacos par a par®’.

O programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua
versao 17.0, foi utilizado para a obtengao dos resultados.

4.2.6 PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

4.2.6.1 Obtencédo do RNA

Para a realizacdo das reacdes de RT-PCR (reagcdo em cadeia da
polimerase quantitativa precedida de transcricdo reversa), foi feita a extracdo do
RNA total das células pelo método do fenol-cloroformio (TRIzol®, Invitrogen
Carlsbad, CA, USA), utilizando o reagente TRIzol, seguindo protocolo recomendado
pelo fabricante.

As células, 1,2x10° (em torno de 15x10°/cm?), foram semeadas em placas
com 78 cm? de area. Ap6s 24 horas foi dado inicio aos experimentos, utilizando os
mesmos procedimentos para as analises anteriores, ou seja, a incubacdo com 0s
respectivos farmacos, controle e branco, nas concentragdes prédeterminadas (0,3
mg/mL).

Apbs 24 horas de incubacéo, procedeu-se a extracdo do RNA, inciando-
se com a retirada de todo o meio de cultivo, seguida de duas a trés lavagens com
PBS gelado. As placas de cultivo, contendo as células, foram entdo colocadas sobre
placas congeladas em capela de exaustdo. Foi adicionado 1 (um) mL de solucéo de
TRIzol® em cada placa e ap6s 5 a 10 minutos, com auxilio de raspadores proprios,
foi realizada a colheita do material e o mesmo foi transefrido para tubos de

polipropileno, de 1,5 mL de volume, livres de RNase e Dnase (Dnase e Rnase free).
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Em seguida as amostras foram mantidas em gelo até a centifrugacéo, a 12.000 rpm
por 10 minutos, a 4°C.

O sobrenadante das amostras foi tranferido para um novo tubo de 1,5 mL,
onde foram adicionados 200 uL de cloroférmio. Os tubos foram, delicadamente,
agitados por inversdo, durante 1 (um) minuto e deixados a temperatura ambiente por
5 minutos, para dar inicio a separacdo das fases. Em seguida, as amostras foram
novamente centrifugadas, a 12.000 rpm por 15 minutos, a 4°C.

A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para tubos estéreis de 2,0
mL, onde foram adicionados 500 pl de isopropanol (volume/volume) e agitado por
inversdo, durante 1(um) minuto. Especial cuidado foi tomado ao transferir o
sobrenadante com a pipeta, pois na interface se encontravam as proteinas alifaticas,
representadas por um halo branco, as quais nao deveriam ser retiradas.

As amostras foram, mais uma vez, centrifugadas a 14.000 rpm por 30
minutos, a 4°C. O sobrenadante dos tubos, onde os precipitados ou “pellets”
estavam fixados no fundo, foi descartado, emborcando-os e 0os mesmos foram
lavados com 1 (um) mL de etanol gelado a 70% (preparado com agua DEPc, dimetil
pirocarbonato), de trés a cinco vezes, tomando-se o cuidado de a cada lavagem,
centrifuga-los por 2 minutos a 14.000 rpm, a 4°C. Em seguida os precipitados foram
secos, em banho seco, a 42°C, por 1 ou 2 minutos e ressuspendidos em 10 ul de
agua DEPc, e mais uma vez, deixados em banho seco por 10 minutos, desta vez a
55°C, para melhor solubilizacao.

As amostras foram acondicionadas em freezer, a temperatura de -80°C.

A pureza do RNA extraido foi verificada por meio de leitura em
espectofotdmetro NanoDrop™ cuja raz&o Aseorso Variou entre 1,3 a 1,9. A qualidade
do RNA, avaliada pela sua integridade, foi feita por meio de gel de agarose a 1% de
tampdo TAE (Tampao Tris-Acetato-EDTA), sendo considerada 6tima quando as
bandas riboss6micas 28S e 18S apresentaram-se nitidas e intensas, numa razao
aproximada de 2:1, respectivamente.

Em seguida, procedeu-se a etapa de tratamento com DNase | (Invitrogen)
para as amostras de RNA com qualidade considerada satisfatoria ou boa.

Em todas as etapas, a utilizacdo das pipetas automaticas e ponteiras

estéreis, livres de RNase e Dnase se fez presente.
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4.2.6.2 Transcricao reversa

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por meio de uma reacao de
transcricdo reversa pela MultiScribe™ transcriptase reversa, a partir de
oligonucleotideos randémicos (High Capacity cDNA Archive kit, Applied Biosystems,
Foster City CA), para o volume final de reacdo de 20uL, utilizando-se 1ug de RNA
total. A mistura, com todos 0s reagentes necessarios para a reacao, foi preparada e
0s tubos com as amostras foram colocados em termociclador (Mastercycler,
Eppendorf), sendo submetidos a 25°C por 10 minutos, seguidos de um periodo de

ciclagem de 120 minutos a 37°C e mais 5 minutos a 85°C.

4.2.6.3 Reacédo de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Com a finalidade de determinar a diferenca da expressdo génica de
maneira mais precisa, foram realizados estudos de expressao por meio de gRT-
PCR. Desta maneira, a amplificacdo dos transcritos dos genes AKT1, AKT2 e AKTS3,
PTEN e CICLINA D1 foi avaliada por gqRT-PCR, gerando dados quantitativos. O
gene de expressao constitutiva GAPDH foi utilizado para controle de normalizagao
de massa. Todos os oligonucleotideos iniciadores utilizados, foram desenhados a
partir da sequéncia de mRNA do gene em questao, contidos no endereco eletrénico
www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide. Os mesmos foram desenhados utilizando o
programa Gene Tool 2.0 (Bio Tools Incorporated, Alberta, Canada), de maneira que
0s primers estivessem em éxons diferentes, apresentando uma temperatura de
associacao entre 59 e 62°C e gerando produtos de tamanhos idealmente entre 80 e
200 pares de base, com concentracdo de G/C entre 40-60%, e a presenca de no
maximo dois nucleotideos C e/ou G nas ultimas cinco bases da extremidade 3’. As
sequéncias dos iniciadores para 0s genes especificos e para o gene constitutivo,
para analise de PCR em tempo real, estdo apresentadas na Tabela 4.3. Os produtos

de transcricdo serviram de molde para a amplificacdo por gPCR.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
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Tabela 4.3 - Sequéncia dos iniciadores para o0s genes especificos e para os genes
constiutivos utilizados nas reacdes de gPCR

Gene NUmero de Iniciadores 5’ 3’ Tamanho do
acesso Senso Antisenso produto
AKT1 NM 001014431.1 TTTTTGAGCTCATCCTCATGG ACACGATACCGGCAAAGAAG 168 PB
AKT?2 NM 001626.3 TGCCCTTCTACAACCAGGAC  AACCTGTGCTCCATGACCTC 181 PB
AKT3 NM 005465.3 GAGGACCAGATGATGCAAAAG TGAGGTTTAAAAGGAGGTACAAGC 103 PB
185 PB
PTEN NM 000314.4 AGTGGCACTGTTGTTTCACAAG GTGTGGGTCCTGAATTGGAG

CICLINA D1 NM 53056.2 CGTGGCCTCTAAGATGAAGG  CTGGCATTTTGGAGAGGAAG 128 PB
GAPDH NM 002046 GCATCCTGGGCTACACTGA CCACCACCCTGTTGCTGTA 162 PB

PB = pares de base

As reac0Oes foram realizadas em um volume final de 10 uL, contendo 5 uL
de SYBR® Green Master Mix® (Applied Biosystems), 0,3 uL de cada
oligonucleotideo (senso e antisenso), na concentragao de 10 pmol/uL, 1 uL de cDNA
da amostra a ser testada e 3,4 uL de agua deionizada estéril, em aparelho Rotor
Gene RG-300 (Corbet Research).

O processo de ciclagem térmica constitui em desnaturacéo inicial a 95°C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos constituidos por desnaturacdo a 95°C por 15
segundos e associacdo (anelamento) e extensdo a 60°C por 1 (um) minuto. Apés o
término do ultimo ciclo, as amostras foram submetidas a etapa adicional para a
obtencdo da curva de dissociacdo com intuito de analisar a especificidade através
da cinética de dissociacdo dos produtos amplificados. Para esta etapa, aumentou-se
a temperatura de forma linear e a fluorescéncia emitida de cada produto Unico
amplificado foi graficamente representada na auséncia de qualquer curva de
dissociacdo bimodal ou sinal anormal de amplificagcdo. Todas as amostras
experimentais foram amplificadas em duplicata técnica e para cada par de
iniciadores a reacdo de gPCR apresentou um controle de contaminacdo, onde o
cDNA da amostra foi substituido por agua deionizada estéril.

A analise dos dados foi realizada por meio da quantificacdo relativa da
expressao génica, em relacdo as amostras calibradoras, definida como as células do

grupo controle®®,
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A normalizacédo foi feita por meio da média de amostras do Controle em
relacdo as amostras tratadas: Branco, Iscador Qu, Iscador P e Iscador M.

Para atingir a melhor eficiéncia da reacdo para cada gene estudado,
foram testadas diferentes concentracfes finais dos oligonucleotideos, a saber: 2,5
pmol/uL, 5 pmol/uL e 10 pmol/uL. A eficiéncia da reagao foi calculada pela equacéo
E=10¢5P®) em que "E" ¢é a eficacia e “slope” é a inclinacio da reta de melhor ajuste
determinada por diluicdes seriadas de cDNA e o seu respectivo Ct (cycle threshold,

numero de ciclos requeridos para a amplificacdo de sinais) de amplificagédo.

4.2.6.4 Metodologia Estatistica

Para as analises estatisticas foi feito primeiramente um estudo do efeito
do tempo, tipo de célula e medicamento para as variaveis dos genes, pela aplicacéao
da Andlise de Variancia Multivariada. Este tipo de analise teve o intuito de verificar
do grau dos efeitos que todas as situacfes analisadas com relacdo ao controle,
provocaram sobre os genes analisados. Como nos testes anteriores, o nivel de
significancia adotado foi de 5% (0,05).

Como houve efeitos de interacdo estatisticamente significantes em todos
0s niveis abordados, foi feito um estudo do impacto de cada variavel (farmaco,
tempo e tipo de célula) na expressdo desses genes. Verificou-se inicialmente se o
impacto do tratamento com farmacos na expressdo de cada um dos genes era
significativo . Para isso foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis. Quando foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes, foi aplicado o Teste de Mann-
Whitney, ajustado pela Correcdo de Bonferroni, na tentativa de identificar quais o0s
farmacos se diferenciam entre si, guando comparados em pares. Além disso foi feito
um estudo comparando o efeito do farmacos sobre a expressdo dos genes com
relacdo ao tempo.

Para esse estudo foi aplicado o Teste de Mann-Whitney, com a finalidade
de observar se os efeitos provocados pelos farmacos obtiveram valores de
significancia estatistica®™’.

O programa utilizado, para a obtencdo dos resultados, foi SPSS

(Statistical Package for Social Sciences), em sua verséo 17.0.
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4.2.7 Imunofluorescéncia

Para essa andlise, todo o procedimento teve inicio idéntico ao
procedimento para as analises das células apoptoticas pelo método de Tunel, até o
momento da primeira lavagem, ou seja, apos 24 horas, as laminulas de vidro foram
lavadas trés vezes com PBS gelado (dentro do proprio poco) e fixadas, com
metanol, durante 6 minutos a -20°C. Em seguida, essas laminulas foram lavadas
mais trés vezes com PBS novamente, tomando-se o cuidado de, na primeira
lavagem colocar o PBS dentro do poco, contendo ainda o metanol.

Em seguida foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos, feito com
solucdo de PBS e BSA (albumina sérica bovina) a 1%. Nesta etapa é importante
manter a superficie da laminula, onde as células estdo aderidas, imersa na solucgéo.
Esse periodo de incubacédo foi realizado durante 30 minutos em camara Umida a
4°C. Apos a incubacédo, essas laminulas foram novamente lavadas em PBS, mais
seis vezes.

Para a realizacdo desse experimento, foram selecionados trés anticorpos
de proteinas diretamente relacionadas com a via de sinalizacdo da carcinogénese,
as quais sao frequentemente super expressas nas neoplasias malignas, sendo elas:
pAkt, PTEN e Ciclina D1.

Entdo, a incubacdo com o anticorpo primario, foi realizada durante 90
minutos, em camara Umida, a 4°C. O anticorpo primario foi diluido em PBS e BSA a
1%. Assim como durante a etapa de bloqueio, a solucéo deve permanecer, durante
todo o tempo, em contato com a superficie da laminula.

O anticorpos utilizados estéo descritos na Tabela 4.4 :

Tabela 4.4 - Anticorpos, dilui¢cdes, fabricantes, hospedeiro e nimero de catélogos utilizados

Anticorpo Diluicdo Empresa Hospedeiro Catélogo
pAkt 1:50 Santa Cruz Coelho Sc 7985
PTEN 1:50 Santa Cruz Rato Sc 7974

Ciclina D1 1:100 Santa Cruz Rato Sc 8396

Apés a incubacdo com o anticorpo primario, antes da incubacdo com o

anticorpo secundario, as laminulas foram novamente lavadas, seis vezes, com PBS.
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O anticorpo secundario, conjugado com fluoresceina (Novocastra
Laboratories Ltda — UK) foi incubado numa concentracdo de 1:50, respectivamente
anti-rato, para a Ciclina D1 e Pten e anti-coelho para pAkt, durante 45 minutos, em
camara umida e escura, a 4°C.

Finalizado o tempo de incubacdo, as laminulas foram novamente lavadas
em PBS, seis vezes, para em seguida serem montadas com, cerca de 18uL de meio
de montagem VectaShield com DAPI (Vector Laboratories, Ind. Burlingame, CA
94010), sobre laminas de vidro, limpas previamente com alcool absoluto e fixadas
com a utilizacdo de esmalte incolor.

Em seguida as laminulas foram Vvisualizadas e analisadas
gualitativamente em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axiophot Il, Carl Zeiss,
Oberkdchen, Alemanha) e as respectivas imagens capturadas.

Todo o procedimento foi novamente repetido ap6s 48 horas de incubacgéo

com os respectivos farmacos analisados.

4.2.8 Western Blotting

4.2.8.1 Extracao protéica

As células foram semeadas em placas com 78 cm?® de area, numa
quantidade de 1,2x10° (em torno de 15x10%cm?).

Apbés 24 horas foi dado inicio aos experimentos, utilizando os mesmos
procedimentos para as analises anteriores, ou seja, a incubagdo com 0s respectivos
controle, branco e farmacos, nas respectivas concentracdes utilizadas para o0s
experimentos anteriores (0,3mg/mL) .

Apbs 24 horas de incubagcdo com os farmacos, foi realizada a colheita das
proteinas, tendo inicio com a retirada de todo o meio de cultivo, seguida de duas a
trés lavagens com PBS gelado. As placas de cultivo, contendo as células, foram
entdo colocadas sobre placas congeladas. Foram adicionados 1 mL de solucdo de
RIPA" (10 mol/L Tris HCI pH 7,5; 1% de desoxicolato de sédio; 1% Triton X-100; 150
mM NacCl; 0,1% SDS, 2 ug/ml aprotinina, 2 pg/ml pepstatina, 1LMm PMSF), acrescida
de 10 pL/mL de um conjunto de inibidores de protease (Chemicon, Sigma, St. Louis,
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MO) por um periodo de 20 minutos. Apds esse periodo, as placas foram raspadas
com raspadores apropriados para essa finalidade, e as células foram coletadas com
0 auxilio de ponteiras de 1000 pL acopladas as pipetas automaticas.

Todo o conteldo lisado foi colocado em pequenos tubos cénicos, proprios
para centrifuga (1 a 2 mL) e centrifugado em rotacdo maxima (15.000 rpm) durante
30 minutos, a 4°C. Apdés a centrifugacdo, todo o sobrenadante foi retirado

cuidadosamente, com o auxilio de uma pipeta e conservado -80 °C.

4.2.8.2 Quantificacdo proteica

As proteinas dos lisados foram quantificadas, por meio do método do
acido biocinconinico (BCA Protein Assay Reagent Kit — Pierce Chemical CO,
Rockford, IL, USA), seguindo as instrucbes do fabricante. Esse método tem por
principio a reacdo de peptideos das amostras com o cobre (Cu?") resultando na
reducdo do mesmo, formando um complexo de peptideos com o cétion cuproso
(Cu™). Por sua vez, o acido biocinconinico reage com o cétion cuproso, formando o
complexo BCA-Cu®, produzindo uma cor purpura que € lida no espectofotdmetro
(Elisa-ELX 800 Bio-Tek Instruments, Inc.), no comprimento de onda de 562 nm.
Assim, quanto maior a intensidade da cor purpura, mais absorcdo de luz ocorre,
significando maior quantidade de proteina.

Apés a quantificacdo, as amostras foram analisadas por reacdo de
Western-Blot.

4.2.8.3 SDS-Page

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, na presenca de
dodecil sulfato de sodio (SDS).
Dois tipos de gel foram confeccionados: um gel de separacdo e acima

deste, um gel de empilhamento, ambos descritos na Tabela 4.5. No gel de
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empilhamento foi colocado um pequeno dispositivo, que tem por objetivo formar

canaletas onde, posteriormente, as amostras foram colocadas.

Tabela 4.5 - Composicao dos Géis de bis-acrilamida a 10% (20 mL)

Gel de Gel de
separacao empilhamento

10% 5%
Agua deionizada 16,1mL 12mL

Acrilamida/bisacrilamida 13,3mL 2,66mL

Tampao de separacéo 10mL -

Tampdao de empilhamento 4x - 5mL
SDS 10% 0,4mL 0,2mL
Persulfato de aménia 0,4mL 0,2mL
Temed 26,6mL 10uL

Para a reacéo de eletroforese em gel, foram utilizados 10 ug de proteina
de cada amostra analisada. Os experimentos foram realizados em triplicata. A
guantidade de proteina, correspondente aos 10 pg, foi homogeneizada, juntamente
com 6 pL de “tampao de amostra” (Sample Buffer), em pequenos tubos para
centrifuga. Essas amostras foram fervidas, durante 5 minutos, para a denaturacéo
das proteinas.

Em seguida, as amostras (proteina mais “tampao de amostra”) foram
aplicadas em cada canaleta, as quais foram empilhadas no gel de empilhamento e
posteriormente separadas no gel de separacéo. A eletroforese se deu a 120 Volts,
100 mA e 30 Watt durante 3 (trés) horas. O padréo de peso molecular (variagéo 10-
250 kD) utilizado foi: Kaleidoscope (BioRad, Hercules, Califérnia, USA).

Apbs a corrida das proteinas no gel, foi feito a transferéncia das mesmas
para uma membrana de PVDF (Hybond-P, Amersham CO, Arlington Heights, IL,
USA). Essa transferéncia foi realizada por eletrotransferéncia umida em aparelho
especial (Hoefer, mini VE, Amersham CO, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK),
com utilizacdo do tampéo de transferéncia, como recomendado pelo fabricante,
utilizando uma voltagem de 100 V, 70 mA, 30 W por 3 (trés) horas®**.

Finalizada a transferéncia, a membrana foi submetida ao bloqueio dos
sitios inespecificos, feita com 1% de BSA diluido em TBST para o anticorpo anti
pAkt, por este ser fosforilado e 5% de leite em pd desnatado diluido em TBST para

os anticorpos anti PTEN e anti ciclina D1, durante 1 (uma) hora sob agitacao branda,
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em temperatura ambiente. Apds o bloqueio, foi realizada a incubacéo dos anticorpos
primarios, descritos na Tabela 4.6, diluidos nas mesmas solu¢des utilizadas para o

blogueio. Essa incubacéo foi feita sob agitacdo branda a 4°C, por 18 horas.

Tabela 4.6 - Anticorpos, dilui¢bes, fabricantes, hospedeiro e nimero de catalogos

utilizados
Anticorpo Diluicao Empresa Hospedeir: Catélogo
pAkt 1:700 Santa Cruz Coelho sc 7985
PTEN 1:100 Abcam Coelho ab 23694
Ciclina D1 1:75 Santa Cruz Rato sc 8396
B- Actina 1:7000 Sigma Rato AC-15

Apbés o0 periodo de incubacdo, para a remocdo do anticorpo nao
absorvido, foram realizadas vérias lavagens com TBST, sob agitacdo branda em
temperatura ambiente. Para os anticorpos Ciclina D1 e PTEN, as lavagens foram
rapidas com quantidade abundante de TBST (solucdo tampé&o: Tris-HCI, NaCl e
Tween), em torno de trés lavagens sob agitacdo branda. Para o anticorpo pAkt, por
este ser um anticorpo fosforilado, € comum obter marcacdes inespecificas,
provocando “fundo”, portanto foram realizadas em torno de cinco lavagens, sob
agitacdo branda de 5 minutos cada lavagem, em temperatura ambiente. Os
anticorpos secundarios: anti coelho e anti rato respectivamente, diluido nas mesmas
solucbes de bloqueio (1:3000), foram entdo incubados por 1 (uma) hora, sob
agitacdo branda em temperatura ambiente. Apos essa Ultima etapa de incubacéo,
procedeu-se as lavagens, feitas com TBST, sob agitacdo branda, por 5 minutos
cada, em temperatura ambiente.

A revelacdo foi realizada por deteccéao colorimétrica, com o auxilio do kit
Opti-4CN (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, USA), segundo instru¢des do fabricante, ou
seja: uma parte do diluente concentrado Opti-4CN, foi adicionada a nove partes de
agua deionizada. Utilizou-se cerca de 0,25 mL do total da solucao, para cada cm? de
membrana. As membranas foram incubadas no substrato por até 30 (trinta) minutos,
em ambiente protegido de luz e em seguida lavadas em agua deionizada por cerca

de quinze minutos. Apés esses procedimentos as membranas estavam prontas para
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a documentacdo. Esta reacdo produziu uma coloracdo enegrecida nas bandas
positivas para o anticorpo primario de interesse.

Como controle foi utilizado anticorpo gerado em camundongo: B-actina.
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5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR

O teste de viabilidade celular definiu a quantidade do farmaco a ser
utilizada, para a inibicdo do crescimento e morte de 50% das células (ICso). O
farmaco demonstrou ser tempo dependente, pois houve uma correlacdo entre dose
e tempo avaliados. O Iscador Qu Spezial foi utilizado em varias concentracdes, com
trés intervalos de tempo, nas duas linhagens celulares SCC9 e SCC25. Em todos os
experimentos que foi utilizado a formulacéo Qu, a formulacao foi a Qu Spezial.

Para o controle foram feitas dez repeticbes e as demais amostras foram
testadas em triplicata.

Os resultados foram obtidos primeiramente em valores de absorbancia,
gerados pela leitura da densidade Otica, detectada pelo comprimento de onda de
490 nm (4.2.3).

Os valores de absorbancia que cada concentracédo testada gerou, foram
revertidos em porcentagem, calculando a média gerada pela triplicata, dividida pela
média das amostras controle, multiplicada por 100. Desta maneira foi obtida a

porcentagem das células viaveis.

Viabilidade celular % = DO células tratadas x 100 (DO = densidade ética)
DO Células controle

A aplicacdo do Teste de Mann-Whitney foi utilizada com o objetivo de
verificar possiveis diferencas entre o controle e cada concentracao testada.

Baseado nesses resultados foi determinada a ICs, estabelecida em 0,3
mg/mL para ambas as linhagens celulares, com um p valor de 0,011, portanto,
estatisticamente significante. Os valores estatisticamente significantes estao
destacados em negrito.

Nas Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 encontram-se 0s valores das porcentagens de
células viaveis da linhagem SCC9 apés a utilizacdo do Iscador Qu Spezial e nas
Tabelas 5.4, 5.5 e 5.6 esses mesmos valores referentes a linhagem SCC25. Esses
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resultados, com ajuste de curva sigmoidal, estdo representados nos graficos 5.1, 5.2
e 5.3 para a linhagem SCC9 e 5.4, 5.5 e 5.6 para a linhagem SCC25.

Tabela 5.1 - Resultados em porcentagem, obtidos com as quantidades de células viaveis
(SCC9) apds 24 horas de incubagdo com o farmaco Iscador Qu, nas

respectivas concentra¢fes utilizadas

Linhagem Concentragéo ... Desvio- . . ., . Percentil . Percentil S|gn|f|canC|~a
Média . Minimo Méximo Mediana (p) em relagéo
celular mg/mL padrao 25 75
ao Controle
Controle 10 100,00 14,55 8335 133,09 90,72 96,60 107,30
Branco 3 9341 449 90,26 9855 90,84 9141 9498 0,499
0,13 3 10285 520 97,40 107,76 100,39 103,38 105,57 0,446
0,14 3 9939 669 925 10592 96,13 99,70 102,81 0,866
0,15 3 10185 496 96,25 10569 99,94 103,62 104,66 0,554
0,16 3 103,16 257 100,39 10546 102,01 103,62 104,54 0,446
0,17 3 10300 930 9233 109,37 99,82 107,30 108,34 0,554
SCC9 24h 0,20 3 102,77 094 10223 103,85 102,23 102,23 103,04 0,498
0,21 3 9840 494 9510 104,08 9556 96,02 100,05 0,866
0,25 3 96,40 104 9533 9740 9591 9648 96,94 0,933
0,27 3 8704 083 8612 87,73 86,70 87,27 87,50 0,128
0,29 3 8412 7,01 76,21 8957 8140 8658 88,08 0,063
0,30 3 8658 317 8312 8934 8520 87,27 88,31 0,063
0,33 3 7683 402 7345 8128 7460 7575 78,52 0,011
0,50 3 7422 013 7414 7437 7414 7414 7426 0,011
120,00% - y = 15,494x3 - 12,787x2 + 2,084x + 0,955
R*=0;904
TT-.-T
100,00%
80,00%
“
g
S 60,00% -
>
3
S 40,00% -
3
20,00% -
0,00% T T T T T 1
000 010 0,20 030 040 050 0,60
SCC9 (concentragbes (mg/mL) - 24h)

Grafico 5.1 — Representacgédo gréafica das porcentagens das células viaveis (Tabela 5.1), com ajuste

de curva sigmoidal



Tabela 5.2 — Resultados em porcentagem, obtidos com as quantidades de células viaveis
(SCC9) apbs 48 horas de incubacdo com o farmaco Iscador Qu, nhas
respectivas concentracfes utilizadas
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. x , . . Significancia
Linhagem Concentragéo Media Desvlo- Minimo  Maximo Percentil Mediana Percentil () em relagao
celular mg/mL padrao 25 75
ao Controle
Controle 10 100,00 13,72 8224 12204 86,11 9920 107,33
Branco 3 7878 381 7449 8177 7728 80,07 8092 0,011
0,13 3 9277 1866 72,17 108,56 8487 97,57 103,07 0,612
0,14 3 80,07 548 7387 8425 7798 82,08 8317 0,018
0,15 3 8792 1162 7620 9943 8216 88,12 93,78 0,237
0,16 3 8270 999 7,71 9122 7845 8518 88,20 0,063
0,17 3 84,10 1495 6923 9912 7659 8394 9153 0,128
SCC9 48h 0,20 3 7671 12,72 6861 91,37 6939 70,6 80,77 0,043
0,21 3 7578 903 6536 8115 73,10 80,84 81,00 0,011
0,25 3 7387 918 6752 8440 6861 6969 77,05 0,018
0,27 3 7733 183 7620 7945 7628 7635 77,90 0,011
0,29 3 5616 6,18 49,09 6055 5397 58,85 59,70 0,011
0,30 3 5916 256 5622 6086 5831 6040 60,63 0,011
0,33 3 5539 184 5328 5668 54,75 56,22 56,45 0,011
0,50 3 5374 178 5204 5560 52,82 5359 54,60 0,011
120,00% - y =15,590x3 - 11,477x% + 1,118x + 0,894
100,00%
80,00%
“
g
S 60,00%
>
3
3 40,00% -
3
20,00% -
0,00% T T
000 0,10 0,20 030 040 050 0,60
SCC9 (concentragbes (mg/mL) - 48h)

Grafico 5.2 — Representacgédo gréfica das porcentagens das células vidveis (Tabela 5.2), com ajuste
de curva sigmoidal



Tabela 5.3 - Resultados em porcentagem, obtidos com as quantidades de células viaveis
(SCC9) apbs 72 horas de incubacdo com o farmaco Iscador Qu, nas
respectivas concentracdes utilizadas

entil Significancia
(p) em relagéo
ao Controle

Linhagem Concentragdo Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Perc
celular mg/mL padrao 25 75

Controle 10 100,00 7,34 90,72 11149 9426 99,19 104,12

Branco 3 9956 429 9470 102,80 9794 101,18 101,99 0,866
0,13 3 8743 287 8542 90,72 8579 86,16 8844 0,014
0,14 3 8326 643 7658 8940 80,19 8380 86,60 0,011
0,15 3 9092 1003 7938 9750 8763 9588 96,69 0,237
0,16 3 7432 481 69,81 7938 7180 73,78 76,58 0,011
0,17 3 938 744 8851 10236 8962 90,72 96,54 0,204

SCC9 72h 0,20 3 8169 1003 7364 9293 76,07 7850 85,72 0,028
0,21 3 865 634 8041 9308 8343 8645 89,77 0,028
0,25 3 6568 089 6480 6657 6524 6568 66,13 0,011
0,27 3 585 791 50,07 6554 52,50 54,93 60,24 0,011
0,29 3 4423 114 4330 4551 4360 4389 4470 0,011
0,30 3 4462 3,09 4109 4683 4352 4595 46,39 0,011
0,33 3 3819 114 3726 3947 3756 3785 38,66 0,011
0,50 3 47,72 237 4580 50,37 46,39 4698 48,68 0,011

120,00% y = 29,7283 - 20,5842 + 1,838x + 0,978
l R2=0,901
100,00% <
80,00%
2
\% 60,00%
>
$ 4000%
I
20,00% -
0,00% T T T T T )
000 010 0,20 0,30 040 050 0,60
SCC9 (concentragdes (mg/mL) - 72h)

Gréfico 5.3 — Representacéo grafica das porcentagens das células viaveis (Tabela 5.3), com ajuste
de curva sigmoidal



Tabela 5.4 — Resultados em porcentagem, obtidos com as quantidades de células viaveis
(SCC25) apds 24 horas de incubagdo com o farmaco Iscador Qu, nas
respectivas concentragdes utilizadas

Linhagem Concentragdo , .. Desvio- . . . . Percentil . Percentil S|gn|f|can0|?
Média . Minimo Mé&ximo Mediana (p) em relagéo

celular mg/mL padréo 25
ao Controle

Controle 10 100,00 571 9317 11366 97,78 98,55 102,99

97,67 391 9334 100,94 96,03 98,72 99,83 0,866
91,74 384 8736 9453 9035 9334 9394 0,028
9314 976 8565 104,18 87,62 8958 96,88 0,310
92,03 047 91,72 9257 91,76 9180 92,19 0,011
0,16 8873 199 8651 9035 8792 8933 8984 0,011
0,17 9448 283 9180 9744 9300 9419 9582 0,043

Branco 3
3
3
3
3
3

SCC25 24h 0,20 3 9166 225 89,07 9317 90,91 92,74 92,96 0,014
3
3
3
3
3
3
3

0,13
0,14
0,15

0,21 9507 981 87,79 10623 8950 9120 98,72 0,310
0,25 88,13 333 8557 9189 8625 8693 8941 0,011
0,27 8588 11,12 7575 97,78 7994 8412 90,95 0,034
0,29 8335 637 7600 8736 81,34 8668 87,02 0,011
0,30 8412 355 80,70 87,79 8228 8386 8583 0,011
0,33 78,37 1022 69,09 8933 7289 7669 83,01 0,011
0,50 7697 637 7165 8403 7344 7523 79,63 0,011

120,00% - y =3,530%3 - 2,553x2 - 0,046x + 0,985
R?=0,871
100,00% ex T
| ; T
T 4gly
80,00% - \'\I‘EN
9 1
g I
R
S 60,00% -
7))
3
>
S8 40,00% -
20,00% -
0,00% T T T T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60
SCC25 (concentragbes (mg/mL) - 24h)

Gréfico 5.4 — Representacéo gréafica das porcentagens das células viaveis (Tabela 5.4), com ajuste
de curva sigmoidal



Tabela 5.5 — Resultados em porcentagem, obtidos com as quantidades de células viaveis
(SCC25) ap6s 48 horas de incubacdo com o farmaco Iscador Qu, nas

respectivas concentracdes utilizadas

71

Linhagem Concentragdo , . Desvio- . . .. Percentil . Percentil Slgn|f|can0|?
Média . Minimo Méaximo Mediana (p) em relagéo
celular mg/mL padrao 25
ao Controle
Controle 10 100,00 9,79 8427 11325 9355 101,31 108,61
Branco 3 8658 2024 6366 101,99 7887 94,08 98,04 0,237
0,13 3 7743 130 7598 7849 7690 77,81 78,15 0,011
0,14 3 7613 1081 6564 8724 70,58 7552 81,38 0,028
0,15 3 8579 750 7788 9279 8230 86,71 89,75 0,063
0,16 3 6442 516 5856 6830 6248 6640 67,35 0,011
0,17 3 7568 369 7195 7933 7385 7575 7754 0,011
SCC2548h 0,20 3 6584 683 5796 6997 6378 6959 69,78 0,011
0,21 3 7507 1,02 7393 7591 7465 7537 7564 0,011
0,25 3 5795 320 5438 6054 56,66 58,94 59,74 0,011
0,27 3 4558 535 3955 49,74 4351 4746 48,60 0,011
0,29 3 49,06 453 4389 5233 4743 50,96 51,65 0,011
0,30 3 4472 115 4366 4594 4412 4457 4526 0,011
0,33 3 4452 712 36,36 4944 42,06 47,76 48,60 0,011
0,50 3 2692 218 2441 2829 2624 28,07 28,18 0,011
120,00% - y =10,948x3 - 7,675x2 - 0,235x + 0,936
R2=0,916
100,00%
80,00%
“
% 60,00%
>
3
S 40,00%
8
20,00% -
0,00% T T T T T 1
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Gréfico 5.5 — Representacéo grafica das porcentagens das células viaveis (Tabela 5.5), com ajuste
de curva sigmoidal



Tabela 5.6 — Resultados em porcentagem, obtidos com as quantidades de células viaveis
(SCC25) ap6s 72 horas de incubagdo com o farmaco Iscador Qu, nas
respectivas concentragdes utilizadas

Linhagem Concentragdo , .. Desvio- . . . . Percentil . Percentil S|gn|f|can0|?
Média . Minimo Méximo Mediana (p) em relagéo

celular mg/mL padrao 25 75
ao Controle

Controle 10 100,00 10,76 76,50 109,75 98,47 103,24 107,74

98,02 597 9162 10344 9532 99,01 101,23 0,398
5519 2313 2855 70,19 4769 66,83 68,51 0,011
71,04 1254 5991 8463 6425 6858 76,61 0,018
58,43 12,36 4950 7254 51,38 5326 6290 0,011
0,16 60,03 9,02 5199 6979 5515 5830 64,05 0,011
0,17 6587 8,02 5662 70,80 6341 70,19 70,50 0,011

Branco 3
3
3
3
3
3

SCC2572h 0,20 3 5080 929 4400 61,39 4551 47,02 54,21 0,011
3
3
3
3
3
3
3

0,13
0,14
0,15

0,21 70,80 16,53 60,52 8987 6126 6200 7594 0,028
0,25 36,41 1242 2284 4722 31,00 3916 43119 0,011
0,27 2810 149 2720 2982 2724 2727 28,55 0,011
0,29 3356 722 2714 4138 2966 3217 36,78 0,011
0,30 2624 122 2485 2714 2579 26,73 26,94 0,011
0,33 2483 074 2405 2552 2449 2492 2522 0,011
0,50 177 192 1552 19,08 17,03 18,54 18,81 0,011

120,00% y =9,328%? - 4,109 - 1,914x + 0,990

100,00%

80,00%

60,00%

Células vidveis

40,00%

20,00%

0,00% T T T T T 1
0,00 010 020 030 040 050 0,60

SCC25 (concentragées (mg/mL) - 72h)

Grafico 5.6 — Representacgédo gréafica das porcentagens das células viaveis (Tabela 5.6), com ajuste
de curva sigmoidal
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A determinacdo da ICsy nos possibilitou sua utilizacdo para ambas as
linhagens celulares, em todos os experimentos realizados. As células pertencentes a
linhagem SCC9 se mostraram mais resistentes, quando comparadas as ceélulas
pertencentes a linhagem SCC25.

Frente aos resultados, a concentracao estabelecida para os trés tipos de
Iscador (Qu, M e P) foi de 0,3 mg/mL de meio de cultivo. A quantidade de farmaco
utilizada das ampolas de Iscador P, foi a metade da quantidade utilizada das
ampolas do Iscador Qu e M, devido a concentracdo do extrato por ampola, neste
farmaco, ser o dobro (Tabela 4.1).

O teste de viabilidade celular foi realizado utilizando somente o Iscador
Qu, por essa ser a formulacdo que contém as maiores quantidades de lectinas e
viscotoxinas (Tabela 4.1). Sendo todos os experimentos comparativos, a mesma
concentracéo foi utilizada para todos os farmacos.

5.2 ANALISES DAS CELULAS APOPTOTICAS PELO METODO TUNEL

As células das linhagens SCC9 e SCC25, apds o término da reagdo com
o kit: DeadEnd Fluoremetric Tunel System (Promega) (4.2.4) foram visualizadas em
microscopio de fluorescéncia e as respectivas imagens capturadas. A acao dos trés
farmacos (Iscador Qu, Iscador P e Iscador M), Controle e Branco foi avaliada apés
24 e 48 horas respectivamente. As imagens resultantes deste experimento estédo
mostradas na Figura 5.1 para as células da linhagem SCC9 e na Figura 5.2 para as
células da linhagem SCC25.

As células apoptoticas estdo identificadas pela coloracdo verde
fluorescente, como resultado da incorporagéo catalitica do reagente da fluoresceina-
12-dUTP a extremidade 3’-OH do DNA fragmentado no interior do ndcleo da célula,
em decorréncia do efeito provocado pelos respectivos farmacos. Ao mesmo tempo é
possivel a visualizacdo dos nucleos das células viaveis, por meio da utilizacdo do

DAPI, reagente contido no meio de montagem.



Figura 5.1 - Fotomicrografias das células da linhagem SCC9, apds deteccdo de
apoptose pelo método Tunel. A e B - Controle e Branco, apos 24 horas de
incubacédo. C - Iscador Qu apos 24 horas de incubacao. D - Iscador P apés
24 horas de incubacao. E - Iscador M ap6s 24 horas de incubacao. F e G -
Controle e Branco apds 48 horas de incubagdo. H - Iscador Qu apés 48
horas de incubacéo. | - Iscador P apds 48 horas de incubacao. J - Iscador
M apos 48 horas de incubacéo. (x400)
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Figura 5.2 - Fotomicrografias das células da linhagem SCC25, apds deteccdo de
apoptose pelo método Tunel. A e B - Controle e Branco, apds 24 horas de
incubacéo. C - Iscador Qu ap0s 24 horas de incubacéo. D - Iscador P apds
24 horas de incubacdo. E - Iscador M ap6s 24 horas de incubacgéo. F e G -
Controle e Branco apds 48 horas de incubacdo. H - Iscador Qu apés 48
horas de incubacéo. | - Iscador P ap0s 48 horas de incubacéo. J - Iscador
M apds 48 horas de incubacdo. (x400)
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Apés as primeiras 24 horas de incubacdo, ao analisarmos 0s campos
contendo as células de ambas as linhagens, visualmente ndo se detecta diferencas
entre os mesmos (Figura 5.1 A, B, C, D e E e Figura 5.2 A, B, C, D e E). Porém,
apos 48 horas de incubacao, € possivel observar algumas diferencas nos campos
contendo os farmacos Iscador Qu e Iscador M, (Figura 5.1 H e J e Figura 5.2 H e J).
A quantidade de células totais, visualizadas pelos nucleos corados com DAPI,
nesses campos € menor, principalmente no campo contendo as células da linhagem
SCC25 (Figura 5.2 H e J). Esse efeito é ainda mais acentuado na presenca do
Iscador Qu (Figura 5.2 H). A quantidade de células apoptoéticas em todos os campos
€ bastante semelhante, entretanto, quando avaliamos e comparamos a relacdo entre
a quantidade total de células e a quantidade de células apoptoticas, esses
resultados ganham outra dimenséo. Ao observarmos os campos contendo o farmaco
Iscador P (Figura 5.1 | e 5.2 I) e compararmos com o Controle e Branco (Figura 5.1
FeGeb2Fe G), notamos um aumento no volume dos nucleos. Os testes
utiizando a metodologia do Tunel nos forneceram resultados qualitativos,
confirmando a presenca de células apoptoéticas e ainda foi capaz de comprovar o
efeito tempo dependente dos farmacos analisados.

5.3 ANALISE QUANTITATIVA DE APOPTOSE POR ANEXINA V FITC E IODETO
DE PROPIDEO

As andlises realizadas com os reagentes Anexina e lodeto de Prépideo
tiveram por objetivo verificar quantitativamente as células que estavam viaveis,
apoptoticas, em estagio avancado de apoptose (apoptose tardia) e em necrose,
apos o tempo de incubacgdo de 24 e 48 horas com os farmacos Iscador Qu, P e M,
comparando com 0s mesmos valores obtidos com as células dos nossos Controle e
Branco (4.2.5).

A anexina se liga a fosfatidilserina, que € um componente interno da
membrana plasmatica, o qual se externaliza imediatamente apdés o0 evento
apoptoético, como uma primeira forma de sinalizacdo de morte celular programada.
Na célula em necrose no momento que a membrana plasmética se torna permeével,

o iodeto de propideo, penetra na célula indo se ligar ao DNA fragmentado. Apos as
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analises desses resultados, obtivemos os valores, em porcentagem, apresentados
nas Tabelas 5.7 a 5.16, e representados nos Graficos 5.7 a 5.12.

Foi feita a comparacéo entre os dois tempos (24 e 48 horas) de incubacéo
com os: Controle, Branco, Iscador Qu, P e M. Para isso foi aplicado o Teste de
Mann-Whitney, com o objetivo de verificar possiveis diferencas entre esses dois
momentos analisados. Para a aplicacdo dos testes estatisticos, foi adotado o nivel
de significancia de 5% (0,05) (4.2.5).

Nas tabelas de numeros 5.7 a 5.11 estdo apresentados os resultados
obtidos com as células da linhagem SCC9, ap6s 24 e 48 horas de incubacdo com o
Controle, Branco Iscador Qu, P e M. Os valores com significancia estatistica estao
salientados em negrito.

Tabela 5.7 — Valores em porcentagens obtidos ap6s incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
posterior analise feita em citdmetro de fluxo, das células da linhagem SCC9, ap6s 24 e
48 horas de incubac¢do com o Controle

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padrao 25 75 (p)
Células 24H 3 9153 224 8910 93,50 90,55 92,00 92,75 0.049
viaveis 48H 3 7757 235 7570 8020 7625 7680 7850 ’
Células 24H 3 3,90 1,90 1,80 5,50 3,10 4,40 4,95 0.049
Apoptéticas 48H 3 1393 116 1270 1500 1340 1410 14,55 ’
Cels Apop, 24H 3 2,63 0,38 2,20 2,90 2,50 2,80 2,85 0.049
Tardia 48H 3 727 1,27 6,30 8,70 6,55 6,80 7,75 ’
24H 3 1,93 0,55 1,40 2,50 1,65 1,90 2,20
Necrose 0,275
48H 3 1,30 0,44 0,80 1,60 1,15 1,50 1,55
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Tabela 5.8 — Valores em porcentagem obtidos apés incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
posterior analise feita em citdmetro de fluxo, das células da linhagem SCC9 apés 24
e 48 horas de incuba¢é@o com o Branco

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padréo 25 75 (p)
Células 24H 3 9230 030 9200 9260 9215 9230 9245 0.049
vidveis 484 3 7827 241 7550 7990 7745 7940 7965 ’
Células 24H 3 283 0,06 2,80 2,90 2,80 2,80 2,85 0.046
Apoptoticas 48H 3 1147 176 1040 13,50 10,45 10,50 12,00 ’
CelsApop, 24H 3 293 0,51 2,50 3,50 2,65 2,80 3,15 0.049
Tardia 48H 3 960 0,46 9,10 10,00 9,40 9,70 9,85 ’
24H 3 193 0,21 1,70 2,10 1,85 2,00 2,05
Necrose 0,049
48H 3 063 0,32 0,40 1,00 0,45 0,50 0,75

Tabela 5.9 — Valores em porcentagem obtidos apds incubac¢@o com Anexina/lodeto de Propideo e
posterior analise feita em citdmetro de fluxo, das células da linhagem SCC9 apds 24
e 48 horas de incubacdo com o Iscador Qu

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padréo 25 75 (p)
Células 24H 3 8190 110 8080 83,00 8135 8190 8245 0.049
viaveis 48H 3 5727 100 56,50 5840 56,70 56,90 57,65 ’
Células 24H 3 12,77 0,71 12,00 13,40 12,45 12,90 13,15 0.049
Apoptoticas 48H 3 2050 1,15 19,60 21,80 1985 20,10 20,95 ’
CelsApop, 24H 3 350 0,61 3,10 4,20 3,15 3,20 3,70 0.049
Tardia 484 3 2097 090 2040 22,00 2045 20,50 21,25 ’
24H 3 1,83 0,80 1,00 2,60 1,45 1,90 2,25
Necrose 0,275
48H 3 127 0,42 0,80 1,60 1,10 1,40 1,50
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Tabela 5.10 — Valores em porcentagem obtidos ap6s incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
posterior analise feita em citdbmetro de fluxo, das células da linhagem SCC9 apéds 24
e 48 horas de incubac¢do com o Iscador P

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padréo 25 75 (p)
Células 24H 3 9053 081 8960 91,10 9025 90,90 91,00 0.049
viaveis 48H 3 8030 089 7930 81,00 7995 8060 80,80 ’
Células 24H 3 480 0,20 4,60 5,00 4,70 4,80 4,90 0.049
Apoptoticas  48H 3 9,30 3,08 700 12,80 7,55 8,10 10,45 ’
CelsApop, 24H 3 270 0,17 2,60 2,90 2,60 2,60 2,75 0.046
Tardia 484 3 8,07 3,42 420 10,70 6,75 9,30 10,00 ’
24H 3 197 0,90 1,40 3,00 1,45 1,50 2,25
Necrose 0,275
48H 3 253 0,68 2,00 3,30 2,15 2,30 2,80

Tabela 5.11 — Valores em porcentagem obtidos apds incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
posterior analise feita em citdbmetro de fluxo, das células da linhagem SCC9 apoés 24
e 48 horas de incubacé@o com o Iscador M

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padréo 25 75 (p)
Células 24H 3 8777 221 8570 90,0 8660 8750 88,80 0.049
viaveis 48H 3 6027 718 5480 6840 5620 5760 63,00 ’
Células 24H 3 820 0,53 7,60 8,60 8,00 8,40 8,50 0.049
Apoptoticas 48H 3 1763 567 11,40 22,50 15,20 19,00 20,75 ’
CelsApop, 24H 3 263 1,29 1,20 3,70 2,10 3,00 3,35 0.049
Tardia 484 3 1913 404 16,70 23,80 16,80 16,90 20,35 ’
24H 3 140 0,52 1,10 2,00 1,10 1,10 1,55
Necrose 0,046
48H 3 297 0,49 2,40 3,30 2,80 3,20 3,25

Os conteudos das Tabelas 5.7 a 5.11 estéo representados graficamente.
O Grafico 5.10 corresponde aos resultados obtidos com as células da linhagem
SCC9 ap6s 24 horas de incubacdo com os controles e os farmacos, e o Grafico 5.11
representa a mesma linhagem, nas mesmas condi¢cdes, apés 48 horas de
incubacdo. A representacdo € referente a porcentagem da quantidade das células
viaveis, apoptoéticas, em apoptose tardia e necrose.
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Gréafico 5.10 - Representacdo grafica da porcentagem de células viaveis, em apoptose, em
apoptose tardia e necrose, da linhagem SCC9, apds 24 horas de incubacdo com
0s controles e os farmacos analisados
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Gréfico 5.11 - Representacdo grafica da porcentagem das células viaveis, em apoptose, em
apoptose tardia e necrose, da linhagem SCC9, ap6s 48 horas de incubagédo com

0s controles e os farmacos analisados
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Nas tabelas de numeros 5.12 a 5.16 estdo apresentados os resultados
obtidos com as células da linhagem SCC25, apds 24 e 48 horas de incubacdo com o
Controle, Branco, Iscador Qu, P e M. Os valores com significancia estatistica estado

salientados em negrito.

Tabela 5.12 — Resultados obtidos apés incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
andlises feitas em citdbmetro de fluxo, das células da linhagem SCC 25 ap0s
24 e 48 horas de incubacdo com o Controle

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padrao 25 75 (p)
Células 24H 3 9380 1,82 9270 9590 92,75 92,80 94,35 0658
viaveis 48H 3 9300 111 9200 9420 92,40 92,80 93,50 '
Células 24H 3 1,83 0,76 1,30 2,70 1,40 1,50 2,10 0.049
Apoptoticas  48H 3 373 0,65 3,10 4,40 3,40 3,70 4,05 ’
Cels Apop, 24H 3 203 0,64 1,30 2,50 1,80 2,30 2,40 0.827
Tardia 48H 3 2,00 0,82 1,10 2,70 1,65 2,20 2,45 '
24H 3 233 1,95 0,10 3,70 1,65 3,20 3,45
Necrose 0,513
48H 3 1,30 0,95 0,30 2,20 0,85 1,40 1,80

Tabela 5.13 — Resultados obtidos apds incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
analises feitas em citbmetro de fluxo, das células da linhagem SCC 25 apés
24 e 48 horas de incubac¢do com o Branco

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Maximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padrao 25 75 (p)
Células 24H 3 9527 131 9380 9630 9475 9570 96,00 0127
viaveis 48H 3 9340 135 92,30 9490 9265 93,00 9395 ’
Células 24H 3 207 070 140 2,80 1,70 2,00 2,40 0,077
Apoptéticas 484 3 307 038 280 350 2,85 2,90 3,20 ’
CelsApop, 24H 3 157 021 140 180 1,45 1,50 1,65 0513
Tardia 48H 3 217 085 120 280 1,85 2,50 2,65 ’
24H 3 107 116 000 230 0,45 0,90 1,60
Necrose 0,827
484 3 137 085 040 2,00 1,05 1,70 1,85
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Tabela 5.14 — Resultados obtidos ap0s incubagdo com Anexina/lodeto de Propideo e
analises feitas em citdmetro de fluxo, das células da linhagem SCC25 apés
24 e 48 horas de incubagdo com o Iscador Qu

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padrao 25 75 (p)
Células 24H 3 8610 137 8460 8730 8550 8640 86,85 0,049
viaveis 48H 3 4847 059 47,80 4890 4825 48,70 48,80 ’
Células 24H 3 727 055 670 7,80 7,00 7,30 7,55 0,049
Apoptéticas 484 3 3900 135 37,70 4040 3830 3890 39,65 ’
CelsApop, 24H 3 587 150 500 760 5,00 5,00 6,30 0,046
Tardia 48H 3 1137 101 1020 1200 1105 1190 11,95 ’
24H 3 080 020 060 1,00 0,70 0,80 0,90
Necrose 0,513
484 3 117 059 050 1,60 0,95 1,40 1,50

Tabela 5.15 — Resultados obtidos ap6s incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
andlises feitas em citdmetro de fluxo, das células da linhagem SCC25 ap0s
24 e 48 horas de incubac¢do com o Iscador P

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padréo 25 75 (p)
Células 24H 3 9330 020 9310 9350 9320 9330 93,40 0.049
viaveis 48H 3 8940 244 8660 9110 8855 90,50 90,80 ’
Células 24H 3 267 2,11 1,40 5,10 1,45 1,50 3,30 0497
Apoptoticas 48H 3 5,00 1,65 3,10 6,10 4,45 5,80 5,95 '
CelsApop, 24H 3 250 1,01 1,60 3,60 1,95 2,30 2,95 0127
Tardia 48H 3 430 1,28 3,20 5,70 3,60 4,00 4,85 ’
24H 3 1,53 1,32 0,10 2,70 0,95 1,80 2,25
Necrose 0,817
48H 3 127 0,92 0,20 1,80 1,00 1,80 1,80
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Tabela 5.16 — Resultados obtidos apds incubacdo com Anexina/lodeto de Propideo e
analises feitas em citdmetro de fluxo, das células da linhagem SCC25 apés
24 e 48 horas de incubacédo com o Iscador M

Tempo n  Média Desvlo- Minimo  Méximo Percentil Mediana Percentil ~ Significancia
padrao 25 75 (p)
Células 24H 3 8870 240 8630 9110 87550 88,70 89,90 0,049
viaveis 48H 3 4380 630 3750 50,10 4065 43,80 46,95 ’
Células 24H 3 500 135 350 6,10 4,45 5,40 5,75 0,049
Apoptéticas 484 3 3130 835 2510 40,80 2655 28,00 34,40 ’
CelsApop, 24H 3 520 078 470 6,10 4,75 4,80 5,45 0,049
Tardia 48H 3 2310 913 1440 3260 1835 2230 2745 ’
24H 3 110 046 060 150 0,90 1,20 1,35
Necrose 0,275
484 3 180 075 100 250 1,45 1,90 2,20

Os conteudos das Tabelas 5.12 a 5.16 estéo representados graficamente.
O Grafico 5.12 corresponde aos resultados obtidos com as células da linhagem
SCC25 apéds de 24 horas de incubacdo com os controles e os farmacos, e o Gréfico
5.13 representa a mesma linhagem, nas mesmas condi¢cfes, apos 48 horas de
incubacado. A representacdo é referente a porcentagem da quantidade de células
viaveis, apoptoéticas, em apoptose tardia e necrose.



100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -

50,00% -
40,00% - M Células Apoptose

M Células viaveis

30,00% - i Cels Apop, Tardia
20,00% - H Necrose

10,00% -
0,00% -

¢ O P L
o O O O )
(Jo.sé Q%@ & ° &

Gréfico 5.12 - Representagdo grafica da porcentagem das células viaveis, em
apoptose, em apoptose tardia e necrose, da linhagem SCC25, apos
24 horas de incubacdo com os controles e os farmacos analisados
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Gréfico 5.13 - Representagdo grafica da porcentagem das células viaveis, em
apoptose, em apoptose tardia e necrose, da linhagem SCC25, apés
48 horas de incubag&o com os controles e os farmacos analisados
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5.4 ANALISES DA EXPRESSAO DOS GENES AKT1, AKT2, AKT3, PTEN E
CICLINA D1

A expressao dos genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e CICLINA D1, foi
avaliada por meio de qRT-PCR nas linhagens SCC9 e SCC25 tratadas com o0s
farmacos Iscador Qu, Iscador P e Iscador M, além do Controle e Branco apos 24 e
48 horas de incubacdo Todas as amostras mostraram amplificacdo para o gene
constitutivo GAPDH, utilizado como controle endégeno nas analises. Todas as
amostras analisadas apresentaram apenas um pico especifico de dissocia¢ao (pico
anico).

As amostras Controle de cada grupo experimental foram utilizadas como
amostras calibradoras (controle normalizador) para todas as analises efetuadas.

As Tabelas 5.17 a 5.20 apresentam os valores (em Log2) da expressao
relativa para os genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e CICLINA D1 nos dois tempos
estudados. Esses resultados sdo também apresentados nos Graficos 5.14 a 5.17. A
expressao relativa foi calculada em funcdo da expressdo desses genes apos

incubacdo com o controle.

Tabela 5.17 - Expresséo relativa para os genes: AKT1, AKT2, AKT3, PTEN E CICLINA D1 nas
células da linhagem SCC9, ap0s 24 horas de incubagao com o Branco e os
farmacos: Iscador Qu, Pe M

SCC9 24 Branco Iscador Qu Iscador P Iscador M
horas DP DP DP DP
AKT 1 -2,19 -285 0,47 -1,41 -1,63 0,15 -0,92 -1,18 0,18 1,02 0,39 0,45
AKT 2 -1,25 -2,55 0,92 -1,89 -1,18 0,50 -1,12 -1,78 0,47 -2,22 -1,53 0,49
AKT 3 -0,94 -448 250 -1,82 -1,89 0,05 -6,55 -2,71 2,71 -3,89 -8,12 2,99
PTEN -0,98 -2,83 1,31 -0,43 -1,47 0,74 -505-241 1,86 -3,15 -5,20 1,45

CICLINAD1 | -1,37 -0,74 0,44 -1,80 -1,57 0,26 -3,70 -2,62 0,77 -0,71 -2,91 1,56

Tabela 5.18 - Expresséo relativa para os genes: AKT1, AKT2, AKT3, PTEN E CICLINA D1, nas
células da linhagem SCC9, apGs 48 horas de incubacdo com o Branco e 0s
farmacos: Iscador Qu, Pe M

SCC9 48 Branco Iscador Qu Iscador P Iscador M
horas DP DP DP DP
AKT 1 0,94 1,17 0,16 -0,56 -1,20 0,45 -0,02 -0,20 0,12 2,49 1,77 0,51
AKT 2 0,73 2,37 1,16 -0,28 -0,07 0,15 -1,05 -0,95 0,07 1,75 1,14 0,42
AKT 3 0,27 -1,01 0,91 1,94 2,00 0,04 209 048 1,14 1,44 1,74 0,21
PTEN -0,83 -0,24 041 098 068 0,21 044 -0,37 058 1,72 1,20 0,37

CICLINAD1 | -0,52 -0,62 0,07 1,07 0,09 0,70 0,12 0,39 0,19 1,90 2,18 0,19
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Gréfico 5.14 — Expressao relativa dos genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e CICLINA
D1, em células da linhagem SCC9 ap0ds 24 horas de incubacao
com farmacos e controles
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Gréfico 5.15 — Expressao relativa dos genes AKT1, AKT, AKT3, PTEN e CICLINA
D1, em células da linhagem SCC9 ap0s 48 horas de incubacéo com
farmacos e controles



Tabela 5.19 - Expresséao relativa para os genes: AKT1, AKT2, AKT3, PTEN E CICLINA D1, nas
células da linhagem SCC25, apos 24 horas de incubagdo com o Branco e os
farmacos: Iscador Qu, Pe M

SCC25 24 Branco Iscador Qu Iscador P Iscador M
horas DP DP DP DP

AKT 1 049 042 005 119 130 0,08 0,16 098 058 1,69 240 0,51
AKT 2 1,76 068 076 057 242 031 057 065 005 278 219 042
AKT 3 245 250 004 030 283 1,79 -288 1,32 297 0,32 -1,63 1,38
PTEN 1,83 1,73 007 155 234 056 -192 151 242 0,93 -0,73 1,18
CICLINAD1 | 146 224 055 135 2,70 09 -098 152 1,77 2,39 1,02 0,97

Tabela 5.20 - Expresséao relativa para os genes: AKT1, AKT2, AKT3, PTEN E CICLINA D1, nas
células da linhagem SCC9, apés 48 horas de incubacdo com o Branco e os
farmacos: Iscador Qu, Pe M

SCC25 48 Branco Iscador Qu Iscador P Iscador M
horas DP DP DP DP
AKT 1 0,50 -0,71 0,86 1,27 095 0,23 -257 -0,70 1,32 -2,25 -1,79 0,32
AKT 2 -1,62-1,51 0,08 -0,31 0,03 0,24 -363 -150 1,51 -1,60 -3,30 1,21
AKT 3 -2,39 1,30 261 393 437 031 -230 1,29 254 0,53 0,66 0,09
PTEN -164 059 158 292 0,31 185 -1,07 -0,57 0,35 -0,02 0,51 0,37

CICLINAD1 | -0,29 0,08 0,26 1,14 0,08 0,75 -1,70 -1,03 0,47 0,52 0,20 0,22
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Grafico 5.16 — Expressao relativa dos genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN E CICLINA D1
em células da linhagem SCC25 ap6s 24 horas de incubagdo com
farmacos e controles



88

Controle
@@ Branco
@8 Isc. Qu
1 Isc. P
@l Isc. M

SCC25 48hrs

AKT1 AKT2 AKT3 PTEN  CICLINA D1

Expresséao relativa (Log2)

'IA 1 1 1 1
O 0o o A N O N MO
1 1 1 1 1 1 1 1 ]

Grafico 5.17 — Expresséo relativa dos genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e CICLINA D1,
em células da linhagem SCC25 apds 48 horas de incubacdo com
farmacos e controles

Para a analise de significancia estatistica dos dados acima,
primeiramente aplicou-se a Analise de Variancia Multivariada (APENDICE A ) para a
avaliacdo do efeito tempo, tipo de célula e farmacos sobre a expressao dos genes
estudados. Foi encontrada interagao estatisticamente significativa em todos os
niveis abordados. Partiu-se entdo para o estudo do impacto de cada variavel
(farmaco, tempo e tipo de célula) na expressao desses genes.

Inicialmente foi verificado se o impacto do tratamento com farmacos, na
expressao de cada um dos genes, era significativo . Para isso foi aplicado o Teste
de Kruskal-Wallis. Nas Tabelas de 5.21 a 5.26 estdo apresentados os resultados em
funcdo da linhagem e do tempo de tratamento. Na ultima coluna esta descrito o valor

de significancia “p” das comparacdes analisadas. Os valores de p=0.05 estdo

destacados em negrito.
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Tabela 5.21 — Comparac¢éo entre os farmacos nas células da linhagem SCC9 apés 24 horas

Genes FArmaco N Média Desvlo- Minimo Maximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (9]

BRANCO 0,180 0,093 0409 0322 0119 0,63 0,285
0519 0469 0109 1116 0128 0426 1,004
0874 0815 0,283 2,071 0325 0570 1,726
1,774 0908 1184 3125 1,219 1,393 2,709
0301 01160 0,52 0500 0162 0275 0,465
0,389 0238 0219 0,740 0230 0298 0,638
0514 0252 0,209 0,746 0,259 0,551 0,733
0291 0126 0192 0476 0205 0249 0421
029 0313 0,035 069% 0,041 0224 0,620

4
4
4
4
4
4
4
4
4
AKT3 lscQu 4 0279 0047 0235 0339 0238 0270 0,328 0134
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

Isc.Qu

AKT1 0,022

Isc.P
Isc.M
BRANCO

Isc.Qu

AKT2 0,473

Isc.P
Isc.M
BRANCO

Isc.P 0,138 0230 0010 0482 0010 0,030 0373

Isc.M 003 0049 0,003 0107 0,004 0023 0,091
BRANCO 035 0303 0400 078 0125 0,266 0,673

Isc.Qu 0553 0223 0305 0,746 0334 0580 0,744
0125 01133 0016 0316 0,026 0,084 0,265
0,089 0107 0,021 0248 0,025 0,043 0,199
0505 0161 0284 0669 0346 0534 0,636
0328 01124 0219 0480 0223 0,307 0455
0,173 0,183 0,037 0437 0,043 0,09 0,367
0381 0286 0,088 0,701 0116 0,368 0,660

PTEN

0,042
Isc.P

Isc.M

BRANCO
CICLINA Isc.Qu
D1 Isc.P
Isc.M

0,136

Como foram encontradas diferengas estatisticamente significantes, foi
aplicado o Teste de Mann-Whitney, ajustado pela Correcdo de Bonferroni, na
tentativa de identificar quais os farmacos se diferenciam entre si, quando
comparados em pares.

Como pode ser observado na Tabela 5.22 houve diferenca de valores
estatisticamente significantes para o gene AKT1 quando comparados Branco com
Iscador P, Branco com Iscador M e Iscador Qu com Iscador M, e para o gene PTEN

guando comparados Iscador Qu com Iscador P e Iscador Qu com Iscador M.



90

Tabela 5.22 Valores de p, ha comparacdo dos pares de farmacos nas
células da linhagem SCC9, ap0s 24 horas de incubacao, onde
foram demonstrados valores de significancia estatistica (<
0,005) para 0 gene em questao

Pares dos Farmacos

Genes BRANCO BRANCO BRANCO IscQu Isc. Qu Isc. P
X X X X X X

Isc.Qu Isc. P Isc.M Isc. P Isc.M Isc.M

AKT1 0,248 0,043 0,021 0,386 0,021 0,149

PTEN 0,386 0,149 0,083 0,043 0,021 0,564

(alfa de Bonferroni = 0,008512)

Tabela 5.23 — Comparacao entre os farmacos nas células da linhagem SCC9 ap0s 48 horas

Genes FArmaco N Média Desvlo- Minimo Méximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (p)
BRANCO 4 2293 1129 1,260 3,550 1,300 2,180 3,397
Isc.Qu 4 0594 0328 0408 1,084 0411 0442 0,928
AKT1 0,005
Isc.P 4 0941 0187 0682 1107 0,746 0,988 1,090
Isc.M 4 4726 2192 2,809 7,883 3123 4,105 6,949
BRANCO 4 3820 2198 0,648 5690 1,550 4,470 5439
Isc.Qu 4 0900 0164 0661 1,031 0,731 0,954 1,015
AKT2 0,045
Isc.P 4 0582 0369 0249 1070 0,274 0,504 0,967
Isc.M 4 2798 0,703 1,971 3554 2103 2,833 3457
BRANCO 4 0921 0688 0432 193 0466 0659 1,639
Isc.Qu 4 4534 2647 1918 7,681 2146 4269 7,187
AKT3 0,082
Isc.P 4 295 2174 1,267 6,008 1,335 2,271 5,256
Isc.M 4 3490 2293 1658 6,78 1810 2,758 5,901
BRANCO 4 0863 0560 0221 1423 0310 0,903 1,375
Isc.Qu 4 1841 0569 1,290 2576 1,346 1,748 2,428
PTEN 0,063
Isc.P 4 1143 0677 0,680 2149 0,726 0,871 1,831
Isc.M 4 3229 1,808 1,067 4,947 1,408 3452 4828
BRANCO 4 0678 0,110 0,582 0,831 0,591 0,650 0,794
CICLINA Isc.Qu 4 1597 0614 0889 2,156 0,987 1,671 2,133 0.006
D1 Isc.P 4 1285 0542 0,759 1,867 0,792 1,257 1,806 ’
Isc.M 4 4446 1948 2586 6,721 2,711 4238 6,388
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Como foram encontradas diferencas estatisticamente significantes, foi
aplicado o Teste de Mann-Whitney, ajustado pela Correcdo de Bonferroni, na
tentativa de identificar quais os farmacos se diferenciam entre si, quando

comparados em pares.

Tabela 5.24 Valores de p, na comparagdo dos pares de farmacos nas
células da linhagem SCC9 apés 48 horas de incubagédo, onde
foram demonstrados valores de significancia estatistica (<
0,005) para 0 gene em questao

Pares de Farmacos

Genes BRANCO BRANCO BRANCO IscQu Isc. Qu Isc. P

X X X X X X

Isc.Qu Isc.P Isc. M Isc.P Isc.M Isc. M

AKT1 0,021 0,021 0,083 0,149 0,021 0,021
AKT2 0,248 0,083 0,248 0,248 0,021 0,021
CICLINA 0,021 0,043 0,021 0,386 0,021 0,021

(alfa de Bonferroni = 0,008512)

Como pode ser observado na Tabela 5.24 houve diferenca de valores
estatisticamente significantes para o gene AKT1 quando comparados Branco com
Iscador Qu, Branco com lIscador P, Iscador Qu com Iscador M e Iscador P com
Iscador M. Para o0 gene AKT2 quando comparados Iscador Qu com Iscador M e
Iscador P com Iscador M. E para o gene CICLINA D1 quando comparados Branco
com Iscador Qu, Branco com Iscador P, Branco com Iscador M, Iscador Qu com

Iscador M e Iscador P com Iscador M.



Tabela 5.25 — Comparac¢éo entre os farmacos nas células da linhagem SCC25 apds 24 horas
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Genes FArmaco N Média Desvlo- Minimo Maximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (9]
BRANCO 4 1581 0959 0,69 2,843 0,772 1,393 2,579
Isc.Qu 4 2531 1065 1526 3970 1,639 2,315 3,640
AKT1 0,069
Isc.P 4 1411 0666 0,763 2,141 0,807 1,371 2,057
Isc.M 4 4654 2494 2000 7,839 @ 2,393 4,388 7,180
BRANCO 4 2633 1,398 1,053 4458 1,404 2,511 3,984
Isc.Qu 4 3522 2314 0957 6,055 1,292 3,537 5,735
AKT2 0,089
Isc.P 4 1546 0286 1272 1,928 1,303 1,492 1,843
Isc.M 4 6,287 3459 3,035 10,890 3,362 5,612 9,887
BRANCO 4 1991 2018 0,094 4,030 0,178 1,921 3,875
Isc.Qu 4 4487 4463 1,082 10,698 1,163 3,083 9,214
AKT3 0,331
Isc.P 4 1344 1362 0,063 2,720 0,120 1,297 2,616
Isc.M 4 0,799 0587 02310 1,529 0,317 0,679 1,402
BRANCO 4 3487 0667 2,707 4,05 @ 2819 3,593 4,049
Isc.Qu 4 419 1,797 1919 6,292 2456 4,287 5,846
PTEN 0,089
Isc.P 4 1677 1,888 0,207 4,263 0,240 1,118 3,672
Isc.M 4 1554 1605 0,363 3,923 0,505 0,966 3,192
BRANCO 4 4232 2223 1291 5998 1,901 4,820 5,976
CICLINA Isc.Qu 4 4650 2,755 2480 8,373 2,523 3,872 7,553 0343
D1 Isc.P 4 1,720 1,356 0,323 2,987 0,441 1,785 2,933 ’
Isc.M 4 3826 2433 1431 7159 1,792 3,357 6,329




Tabela 5.26 — Comparac¢éo entre os farmacos nas células da linhagem SCC25 apds 48 horas
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Genes FArmaco N Média Desvlo- Minimo Maximo Percentil Median Percentil Significancia
padrio 25 a 75 (p)
BRANCO 4 1,132 0880 0454 2425 0545 0824 2026
Isc.Qu 4 2173 0,298 1,802 2,453 1,868 2,218 2433
AKT1 0,018
Isc.P 4 0406 0312 0,65 0,826 0,166 0,317 0,735
Isc.M 4 0303 0220 0126 0595 0,130 0246 0,534
BRANCO 4 0349 0098 0230 0461 0253 0352 0441
Isc.Qu 4 0973 0378 0516 1,299 0,589 1,038 1,291
AKT2 0,036
Isc.P 4 023 0201 0,073 0,507 0,077 0,171 0,443
Isc.M 4 0249 0208 0051 0543 0,08 0201 0457
BRANCO 4 1515 1861 0114 4159 0,165 0,893 3,486
Isc.Qu 4 19,056 8592 10,984 30,341 11,738 17,449 27,980
AKT3 0,033
Isc.P 4 1325 1304 0193 2624 0198 1242 2535
Isc.M 4 1842 1311 0696 3645 0792 1513 3221
BRANCO 4 090 0,779 0,200 1,963 0,279 0,839 1,762
Isc.Qu 4 5000 3461 0,343 8,084 1,373 5788 7,840
PTEN 0,287
Isc.P 4 0591 0,189 0349 0803 0403 0,605 0,764
Isc.M 4 1273 0502 0631 1774 0758 1,344 1718
BRANCO 4 1014 0477 0546 1587 0586 0962 149
CICLINA Isc.Qu 4 1642 0676 0946 2,331 1,007 1,646 2,273 0.035
D1 Isc.P 4 0438 0223 0173 0680 0217 0450 0,647 ’
Isc.M 4 1304 0223 1062 1602 1,111 1276 1525
Como foram encontradas diferencas estatisticamente significantes, foi
aplicado o Teste de Mann-Whitney, ajustado pela Correcdo de Bonferroni, na

tentativa de identificar quais os farmacos se diferenciam entre si, quando

comparados em pares.

Como pode ser observado na Tabela 5.27 houve diferenca de valores

estatisticamente significantes para o gene AKT1 quando comparados Branco com

Iscador M, Iscador Qu com Iscador P, Iscador Qu com Iscador M e Iscador P com

Iscador M. Para o gene AKT2 quando comparados Branco com Iscador Qu, Iscador

Qu com Iscador P e Iscador Qu com Iscador M. Para o gene AKT3 quando

comparados Branco com Iscador Qu, Iscador Qu com Iscador P e Iscador Qu com

Iscador M. E para o gene CICLINA D1 quando comparados Iscador Qu com Iscador

P e Iscador P com Iscador M.



Tabela 5.27 — Valores de p, na comparacao dos pares de farmacos nas
células da linhagem SCC25 apds 48 horas de incubacéo,
onde foram demonstrados valores de significancia estatistica

(< 0,005) para o gene em questéo

Par de Medicamentos

Genes BRANCO BRANCO BRANCO Isc.Qu Isc Qu Isc.P
X X X X X X
Isc.Qu Isc.P Isc.M Isc.P Isc.M Isc.M
AKT1 0,149 0,149 0,043 0,021 0,021 0,386
AKT2 0,021 0,386 0,248 0,021 0,043 > 0,999
AKT3 0,021 > 0,999 0,564 0,021 0,021 0,564
CICLINA 0,248 0,083 0,248 0,021 0,773 0,021

(alfa de Bonferroni = 0,008512)
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Para a comparacao do efeito “farmacos” sobre a expressao dos genes

nos dois tempos aplicou-se o Teste de Mann-Whitney. Nas Tabelas de 5.28 a 5.35
estdo apresentados os resultados do efeito farmaco com relacdo ao tempo de
incubacdo (24 e 48 horas) sobre os cinco genes analisados (AKT1, AKT2, AKT3,

PTEN e CICLINA D1). Na ultima coluna esta descrito o valor de significancia das

comparacdes analisadas.
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Tabela 5.28 - Comparacdo do efeito do Branco sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e
CICLINA D1, nas células da linhagem SCC9
Genes Tempo N Média Desvlo- Minimo Maximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (9]
24h 4 0189 009 00109 0322 0119 0,163 0,285
AKT1 0,021
48h 4 2293 1129 1,260 3,550 1,300 21180 3,397
24h 4 0301 0160 0,152 0500 0,962 0,275 0,465
AKT2 0,021
48h 4 3820 2198 0,648 5,690 1,550 4,470 5439
24h 4 029% 0313 0,035 069 0,041 0,224 0,620
AKT3 0,083
48h 4 0921 068 0432 193 0466 0659 1,639
24h 4 035% 0303 0100 0,786 0,125 0266 0,673
PTEN 0,149
48h 4 0863 0560 00221 1423 0310 0,903 1,375
CICLINA 24h 4 0505 0,161 0,284 0669 0346 0534 0,636 0.083
D1 48h 4 0678 0,110 0582 0,831 0,591 0650 0,794 ’

Tabela 5.29 - Comparacao do efeito do farmaco Iscador Qu sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3,

PTEN e CICLINA D1, nas células da linhagem SCC9

Genes Tempo N Média Deszo- Minimo Méximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (p)
24h 4 0519 0469 0109 1116 0,128 0426 1,004
AKT1 0,773
48h 4 0594 0328 0408 1,084 0411 0442 0,928
24h 4 0389 0238 0219 0740 0230 0,298 0,638
AKT2 0,043
48h 4 0900 0164 0661 1,031 0,731 0,954 1,015
24h 4 0279 0047 0235 0339 0238 0270 0,328
AKT3 0,021
48h 4 4534 2647 1918 7,681 2146 4269 7,187
24h 4 0553 0223 0305 0746 0334 0580 0,744
PTEN 0,021
48h 4 1841 0569 1,290 2,576 1,346 1,748 2,428
CICLINA 24h 4 0328 0124 0219 0480 0223 0307 0455 0.021
D1 48h 4 1597 0614 0889 2,156 0,987 1,671 2,133 ’




96

Tabela 5.30 - Comparacéo do efeito do farmaco Iscador P sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3,
PTEN e CICLINA D1, nas células da linhagem SCC9

Genes Tempo n Média Desvlo- Minimo Maximo Percentil Mediana Percentil Significancia
padrio 25 75 (p)

24h 4 0874 0815 0283 2,071 0,325 0,570 1,726

AKT1 0,386
48h 4 0941 0187 0682 1,107 0,746 0,988 1,090
24h 4 0514 0252 0209 0,746 0,259 0,551 0,733

AKT2 >0,999
48h 4 0582 0369 0249 1,070 0,274 0,504 0,967
24h 4 0138 023 0010 0482 0,010 0,030 0,373

AKT3 0,021
48h 4 2954 2174 1267 6,008 1,335 2,271 5,256
24h 4 0125 0133 0016 0316 0,026 0,084 0,265

PTEN 0,021
48h 4 1143 0677 0680 2149 0,726 0,871 1,831

CICLINA  24h 4 0173 0,183 0,037 0437 0,043 0,109 0,367 0.021

D1 48h 4 1285 0542 0759 1,867 0,792 1,257 1,806 ’

Tabela 5.31 - Comparacdo do efeito do farmaco Iscador M sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3,
PTEN e CICLINA D1, nas células da linhagem SCC9

Genes Tempo N Média Desvlo- Minimo Méximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (p)
24h 4 1,774 0908 1,184 3125 1,219 1,393 2,709
AKT1 0,043
48h 4 4726 2192 2809 7,883 3123 4,105 6,949
24h 4 0291 0126 0192 0476 0,205 0,249 0421
AKT2 0,021
48h 4 2798 0,703 1,971 3554 2103 2,833 3457
24h 4 0039 0049 0,003 0107 0,004 0023 0,091
AKT3 0,021
48h 4 3490 2293 1658 6,78 1810 2,758 5,901
24h 4 008 0107 0,021 0248 0,025 0,043 0,199
PTEN 0,021
48h 4 3229 1,808 1,067 4,947 1408 3452 4,828
CICLINA 24h 4 0381 028 0,08 0,701 0,116 0,368 0,660 0.021
D1 48h 4 4446 1,948 2586 6,721 2,711 4238 6,388 ’
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Tabela 5.32 - Comparacdo do efeito do Branco sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e

CICLINA D1, nas células da linhagem SCC25

Genes Tempo N Média Desvlo- Minimo Maximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (9]

24h 4 1581 0959 0,69 2,843 0,772 1,393 2,579

AKT1 0,386
48h 4 1132 0880 0454 2425 0545 0824 2,026
24h 4 2633 1,398 1,053 4,458 1,404 2,511 3,984

AKT2 0,021
48h 4 0349 0,098 0,230 0,461 0,253 0,352 0,441
24h 4 1991 2018 0,094 4,030 0,178 1,921 3,875

AKT3 >0,999
48h 4 1515 1,861 0,114 4159 0,165 0,893 3,486
24h 4 3487 0667 2,707 4,05 @ 2819 3,593 4,049

PTEN 0,021
48h 4 090 0,779 0,200 1,963 0,279 0,839 1,762

CICLINA 24h 4 4232 2223 1,291 5998 1,901 4,820 5,976 0.043

D1 48h 4 1014 0477 0546 1,587 0,586 0,962 1,494 ’

Tabela 5.33 - Comparacao do efeito do farmaco Iscador Qu sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3,

PTEN e CICLINA D1, nas células da linhagem SCC25

Genes Tempo N Média Desvlo- Minimo Méximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (9]
24h 4 2531 1065 1526 3970 1,639 2,315 3,640
AKT1 0,773
48h 4 2173 0,298 1,802 2453 1,868 2218 2433
24h 4 3522 2314 0957 6,055 1292 3,537 5735
AKT2 0,083
48h 4 0973 0378 0516 1299 0,589 1,038 1,291
24h 4 4487 4463 1,082 10,698 1,163 3,083 9,214
AKT3 0,021
48h 4 19,056 8,592 10,984 30,341 11,738 17,449 27,980
24h 4 4196 1,797 1,919 6292 2456 4,287 5846
PTEN 0,564
48h 4 5000 3461 0343 8,084 1373 5788 7,840
CICLINA 24h 4 4650 2,755 2480 8373 2523 3872 7,553 0.021
D1 48h 4 1642 0,676 0946 2,331 1,007 1,646 2,273 '
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Tabela 5.34 - Comparacéo do efeito do fArmaco Iscador P sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3,
PTEN e CICLINA D1, nas células da linhagem SCC25

Genes Tempo N Média Deswﬂo- Minimo Méximo Percentil Median Percentil Significancia
padrio 25 a 75 (p)
24h 4 4654 2494 2000 7839 2393 4388 7,180
AKT1 0,021
48h 4 0303 022 0126 0595 0130 0246 0,534
24h 4 6287 3459 3,035 10890 3362 5612 9,887
AKT2 0,021
48h 4 0249 0208 0051 0543 008 0201 0457
24h 4 0799 0587 0310 1529 0317 0679 1402
AKT3 0,149
48h 4 1842 1311 0696 3645 0,792 1513 3,221
24h 4 1554 1605 0363 3923 0505 0966 3,192
PTEN 0,564
48h 4 1273 0502 0631 1774 0758 1344 1,718
CICLINA 24h 4 3826 2433 1431 7159 1,792 3357 6,329 0.043
D1 48h 4 1304 0223 1062 1602 1,111 1276 1,525 ’

Tabela 5.35 - Comparac¢éo do efeito do farmaco Iscador M sobre os Genes AKT1, AKT2, AKT3,
PTEN e CICLINA D1, nas células da linhagem SCC25

Genes Tempo N Média Desvlo- Minimo Méximo Percentil Median Percentil Significancia
padrao 25 a 75 (9]

24h 4 1411 0666 0,763 2,141 0,807 1,371 2,057

AKT1 0,043
48h 4 0406 0312 0,65 0826 0,166 0,317 0,735
24h 4 1546 0,286 1,272 1928 1,303 1492 1,843

AKT2 0,021
48h 4 0230 0201 0,073 0507 0077 0,171 0,443
24h 4 1344 1362 0,063 2,720 0,120 1,297 2,616

AKT3 0,773
48h 4 1325 1304 0,193 2624 0,198 1,242 2535
24h 4 1677 1,888 0,207 4263 0,240 1,118 3,672

PTEN >0,999
48h 4 0591 0189 0349 0803 0403 0605 0,764

CICLINA 24h 4 1,720 1,356 0,323 2,987 0,441 1,785 2,933 0449

D1 48h 4 0438 0223 0173 0680 0,217 0450 0,647 ’

Nas andlises apresentadas acima se observou que o tempo de exposi¢cao

apresentou impacto significativo na expressdo dos genes estudados, mas esse

resultado nao foi uniforme, variando em funcéo da linhagem estudada, do farmaco e

do gene.
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5.5 IMUNOFLUORESCENCIA

As células de ambas as linhagens (SCC9 e SCC25), foram analisadas
pelo método de imunofluorescéncia apos incubacdo com os anticorpos: pAkt, PTEN
e Ciclina D1 (4.2.7). Antes dos testes com 0s anticorpos mencionados, essas células
foram incubadas com o Controle, Branco e os trés farmacos analisados (Iscador Qu,
P e M), durante 24 e 48 horas, respectivamente. Os resultados estdo apresentados
nas Figuras: 5.3, 5.5 e 5.7 para a linhagem SCC9 e 5.4, 5.6 e 5.8 para a linhagem
SCC25.

A marcacado para o anticorpo pAkt, nas células da linhagem SCC9, apos
24 horas de incubacdo com os controles e os farmacos analisados (Figura 5.3),
exibe localizacdo nuclear. Nas células do Controle e Branco (Figura 5.3 A, B), a
marcagcdo se mostrou mais dispersa e uniforme por todo o nucleo e discretamente
pelo citoplasma. A marcacdo permanece nuclear para as células incubadas com o
Iscador Qu (Figura 5.3 C), onde quase ndo se observa qualquer marcacao
citoplasmatica. Nas células incubadas com o Iscador P e M (Figura 5.3 D, E) a
marcacao se da exclusivamente no nucleo. Apds 48 horas as células do Controle e
Branco (Figura 5.3 F, G), a marcagcdo anteriormente nuclear e dispersa pelo
citoplasma, agora se mostra quase que exclusivamente no nucleo, enquanto que as
células incubadas com o Iscador Qu (Figura 5.3 H) exibem marcacdo nuclear
igualmente de forma dispersa. Entretanto as células incubadas com os farmacos
Iscador P e M (Figura 5.3 I, J), além da marcag¢do nuclear, as mesmas exibem
marcacdao citoplasmatica dispersa, sendo discretamente mais acentuada nas células
incubadas com o Iscador P (Figura 5.3 1).

Nas células da linhagem SCC25 a marcacdo com o anticorpo pAkt, apés
24 horas de incubacdo, se mostrou nuclear para as células do Controle e Branco
(Figura 5.4 A, B). As células incubadas com o Iscador Qu (Figura 5.4 C), além dos
ndcleos marcados de forma homogénea e bem definidos, exibem uma marcacéo em
formato de rede, envolvendo-os. Essa marcacédo, agora com menor intensidade,
pode ser evidenciada nas células incubadas com o Iscador P e M (Figura 5.4 D, E).
Apo6s 48 horas de incubagdo, a marcagdo se revelou exclusivamente nuclear, para
as células contidas no Controle e Branco (Figura 5.4 F, G). Para as células
incubadas com o farmaco Iscador Qu (Figura 5.4 H), foi possivel observar o0 mesmo

formato de rede na marcacao nuclear. Esse mesmo padrdao de marcacgao, desta vez
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menos intenso, se repete nas células incubadas com o Iscador P e M (Figura 5.4 1,
J), sendo que nas células incubadas com o Iscador M (Figura 5.4 J), essa marcacao
nuclear exibe aspecto aglutinado. Em ambos 0os campos observa-se ainda o padrao
de rede, visualizado anteriormente.

Em muitos campos de ambas as linhagens, a marcagéo nuclear se mostra
ora de forma mais dispersa e homogénea, ora de aspecto aglutinado.

A marcacao para o anticorpo PTEN nas células da linhagem SCC9, apés
24 horas de incubacdo com os controles (Controle e Branco) estd localizada no
ndcleo e citoplasma (Figura 5.5 A, B), enquanto que nos campos contendo as
células incubadas com os trés farmacos a localizacéo, também nuclear, exibe uma
intensidade discretamente superior, quando comparada a localizacao citoplasmatica
(Figura 5.5 C, D, E). Apo6s 48 horas de incubacao as células de ambos os controles
(Figura 5.5 F, G), exibem exclusdo da marcagéo nuclear de PTEN, restando apenas
a marcacao citoplasmatica para essas células. Entretanto, as células incubadas com
os farmacos Iscador Qu e M, continuam a exibir intensa marcac¢do da localizacéo
nuclear de PTEN, além de positividade citoplasmética, ainda mais evidenciada nas
células do campo do Iscador M (Figura 5.5 H, J). Nas células incubadas com o
Iscador P, quando comparadas com as células incubadas com os farmacos
anteriormente mencionados, além da localizac&o citoplasméatica, a marcacao nuclear
agora, exibe um padréo de intensidade bem menor (Figura 5.5 1).

Nas células da linhagem SCC25/24 horas (Figura 5.6), a marcacdo de
PTEN revelou o mesmo padrao de marcagéo (localizagéo, aspecto e intensidade),
exibidos nas células da linhagem SCC9 sob as mesmas condicfes (Figura 5.6 A, B,
C, D, E). Apos 48 horas de incubacdo, a marcacdo de PTEN apresentou pouca
alteracao dos padrbes ap0s 24 horas, ou seja, a localizagdo nuclear exibe 0 mesmo
aspecto observado anteriormente e a marcagao citoplasmatica adquiriu um aspecto
ligeiramente mais acentuado nos campos contendo os farmacos (Figura 5.6 F, G, H,
l, J).
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Figura 5.3: Fotomicrografia das células da linhagem SCC9, ap6s imuno
marcacédo com pAkt. A e B - Controle e Branco, ap0s 24 horas de
incubacao. C - Iscador Qu apo6s 24 horas de incubacédo. D -
Iscador P apods 24 horas de incubacdo. E - Iscador M apés 24
horas de incubacdo. F e G - Controle e Branco apés 48 horas de
incubacao. H - Iscador Qu apés 48 horas de incubacéo. | - Iscador
P apds 48 horas de incubacdo. J - Iscador M apds 48 horas de
incubacao. (x400)
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M 48 hora

Figura 5.4 - Fotomicrografia das ceélulas da linhagem SCC25, apds imuno
marcacao com pAkt. A e B - Controle e Branco, apds 24 horas de
incubacdo. C - Iscador Qu apés 24 horas de incubacgédo. D -
Iscador P apds 24 horas de incubacgéo. E - Iscador M apés 24
horas de incubacédo. F e G - Controle e Branco ap0s 48 horas de
incubacdo. H - Iscador Qu ap6s 48 horas de incubacgéo. | -
Iscador P ap6s 48 horas de incubacdo. J - Iscador M apé6s 48
horas de incubacao. (x400)
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CC9 Controle 48 horas

Figura 5.5 - Fotomicrografia das células da linhagem SCC9, apdés imuno
marcagcdo com PTEN. A e B - Controle e Branco, ap0s 24 horas
de incubagdo. C - Iscador Qu apos 24 horas de incubagé&o. D -
Iscador P apds 24 horas de incubacdo. E - Iscador M ap6s 24
horas de incubacédo. F e G - Controle e Branco apés 48 horas de
incubacdo. H - Iscador Qu apods 48 horas de incubacgédo. | -
Iscador P apds 48 horas de incubacg&o. J - Iscador M ap6s 48
horas de incubacéo. (x400)
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Figura 5.6 - Fotomicrografia das ceélulas da linhagem SCC25, apds imuno
marcagdo com PTEN. A e B - Controle e Branco, apds 24 horas
de incubacdo. C - Iscador Qu apds 24 horas de incubacédo. D -
Iscador P apds 24 horas de incubacgéo. E - Iscador M apés 24
horas de incubacgédo. F e G - Controle e Branco ap0ds 48 horas de
incubacdo. H - Iscador Qu ap6s 48 horas de incubacgéo. | -
Iscador P apés 48 horas de incubacgéo. J - Iscador M apés 48
horas de incubacao. (x400)
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A marcacdo para a Ciclina D1 nas células da linhagem SCC9, apés 24
horas de incubacdo (Figura 5.7 A, B, C, D, E), esta localizada no nucleo e nao
apresentou diferenca entre o Controle, Branco e Iscador Qu (Figura 5.7 A, B, C)
onde essa marcagdo se mostra uniformemente difusa. Entretanto, foi possivel
observar que nas células incubadas com o Iscador P e o Iscador M (Figura 5.7 D, E)
essa marcacdo além de nuclear, se mostra de forma mais aglutinada. Apos 48
horas, os ndcleos dessas células, incubadas com o Controle, Branco e Iscador Qu
(Figura 5.7 F, G, H) ndo apresentaram diferencas no aspecto, onde é possivel
visualizar nitidamente o contorno nuclear, principalmente nas células incubadas com
o Iscador Qu (Figura 5.7 H). Nas células incubadas com o Iscador P e o Iscador M
(Figura 5.7 1, J), além da marcacdo nuclear, ainda de aspecto aglutinado, nota-se
também uma marcacdao citoplasmatica.

Nas células da linhagem SCC25, ap6s 24 horas de incubagdo com o
Controle, Branco e os respectivos farmacos (Figura 5.8 A, B, C, D, E), a marcacao
com a Ciclina D1 nao exibiu diferenca de aspecto. Em todos os campos observa-se
um aspecto de aglutinagao.

ApGs 48 horas de incubacgdo, foi possivel observar uma dispersao desta
marcacado nuclear, adquirindo uma distribuicdo mais difusa. Entretanto nas células
contendo o Iscador Qu, é um pouco mais evidente o predominio do aspecto
aglutinado de marcacéo, observado em todas as células apos 24 horas (Figura 5.8
H), quando comparado com 0s outros campos. Em todos os campos agora, além da
positividade nuclear, observa-se também a positividade citoplasmética da Ciclina D1
(Figura5.8 F, G, H, 1, J).

Nota-se que em todos os testes de imunofluorescéncia realizados, apos
48 horas de incubacdo com os farmacos testados, a quantidade de células contidas
nos campos do Iscador Qu (Figura 5.3 H, 5.4 H, 5.5 H, 5.6 H, 5.7 H, 5.8 H) e mais
discretamente nos campos do Iscador M (Figura 5.3 J,5.4J,5.5J,5.6 J,5.7 J, 5.8
J) € menor quando comparada com os demais campos. Essa observacdo é feita

para as células de ambas as linhagens.
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\ 48 hora

Figura 5.7 - Fotomicrografia das células da linhagem SCC9, apés imuno
marcacdo com Ciclina D1. A e B - Controle e Branco, apds 24
horas de incubacao. C - Iscador Qu apés 24 horas de incubacao.
D - Iscador P ap6s 24 horas de incubacéo. E - Iscador M apés 24
horas de incubacdo. F e G - Controle e Branco apds 48 horas de
incubacdo. H - Iscador Qu ap6s 48 horas de incubacdo. | -
Iscador P apés 48 horas de incubacgéo. J - Iscador M apés 48
horas de incubacéo. (x 400)
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ISCC25 Isc M 24 horas ERsccC25 Isc M 48 horas

Figura 5.8 - Fotomicrografia das células da linhagem SCC25, apds imuno
marcacdo com Ciclina D1. A e B - Controle e Branco, apds 24
horas de incubacao. C - Iscador Qu apés 24 horas de incubacao.
D - Iscador P apds 24 horas de incubacéo. E - Iscador M apds 24
horas de incubagédo. F e G - Controle e Branco apos 48 horas de
incubacdo. H - Iscador Qu ap6s 48 horas de incubacgdo. | -
Iscador P apés 48 horas de incubacgdo. J - Iscador M apés 48
horas de incubacéo. (x400)
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5.6 WESTERN BLOTTING

As andlises quantitativas das proteinas estudadas: pAkt, PTEN e Ciclina
D1 nas células das linhagens SCC9 e SCC25, apds 24 e 48 horas de incubagéo
com o Controle, Branco, Iscador Qu, Iscador P e Iscador M, foram analisadas pela
técnica de Western Blott (4.2.7), onde foram revelados diferentes niveis de
expressdo dessas proteinas. Na Figura 5.9 podem ser observadas as bandas
formadas pelas proteinas expressas nas células da linhagem SCC9. Os niveis de
expressdo da proteina pAkt nas primeiras 24 horas ndo mostram diferencas
marcantes. Ao observarmos atentamente podemos notar uma discreta diminuicao
em seus niveis, nas células incubadas com os farmacos Iscador Qu e Iscador M.
Entretanto, ao observarmos esses niveis apos 48 horas notamos uma diminui¢do da
expressao nas células incubadas com os farmacos Iscador Qu e M, sendo essa
diminuicdo mais acentuada no Iscador Qu. Esses niveis aparecem bem mais
expressos nhas células do Controle, Branco e Iscador P.

Ao observarmos agora, os nhiveis de expressdo da proteina pAkt nas
células da linhagem SCC25, notamos que nas primeiras 24 horas os niveis de
expressdo do Controle e Branco estdo discretamente mais acentuados. Ao
observarmos esses mesmos niveis apos 48 horas de incubacéo, podemos notar que
essa expressdo diminuiu nas células incubadas com o Iscador Qu e a diminuig¢&o foi
ainda mais acentua em presenca do Iscador M, enquanto que nas células incubadas
com o Controle e Branco, esses niveis de expressdo se mostram bem mais
acentuados, ao passo que com o Iscador P houve uma discreta diminuicao.

A expressdo da proteina PTEN nas células da linhagem SCC9 apoés 24
horas de incubacdo com os farmacos analisados e ambos os controles, néo
apresentou qualquer diferenca em seus niveis. Esses mesmos resultados foram
constatados apos 48 horas de incubagcao, com excecao das células incubadas com
o farmaco Iscador Qu, onde € possivel observar uma discreta diminuicdo dessa
expressdo. Nas células da linhagem SCC25 os niveis de expressdo da proteina
PTEN se mostraram sem alteragdo, tanto apos 24 horas, quanto apés 48 horas de

incubacéao.



109

Ao analisarmos o0s niveis de expressdo da proteina Ciclina D1 nas
linhagens celulares testadas, verificamos algumas diferencas dessas expressdes em
resposta aos farmacos testados.

Nas células da linhagem SCC9 apods 24 horas de incubagdo com os
farmacos testados, observamos que a banda formada pelo Iscador Qu se encontra
representada por apenas uma leve sombra, quase que imperceptivel, enquanto que
a banda formada pelo Iscador M ndo esta presente (Figura 5.9). Em contrapartida,
apos 48 horas de incubacado, a banda que estava bastante fraca, entretanto ainda
presente, agora se encontra totalmente ausente, e a banda que néo era possivel de
ser observada nas 24 horas anteriores, agora se encontra presente, ainda que
bastante fraca (Figura 5.10). Os niveis de expressdo das bandas formadas pelas
células incubadas com o Controle, Branco e Iscador P, tanto nas 24 horas, quanto
nas 48 horas ndo mostram qualquer tipo de alteracdo de expressdo, quando
comparadas entre si.

Nas células pertencentes a linhagem SCC25 observamos que obtivemos
guase que os mesmos resultados obtidos com as células da linhagem SCC9, ou
seja, ndo se nota qualquer diferenca na expressao das proteinas do Controle,
Branco e Iscador P, tanto apds 24 horas, quanto apds as 48 horas de incubagéo.
Todavia, quando comparamos as expressdes das células incubadas com os
farmacos Iscador Qu e Iscador M, notamos que nas primeiras 24 horas ambas as
bandas se encontram ausentes, e apos 48 horas, observamos uma leve expressao
da banda formada com as células do Iscador Qu, representada por um leve
sombreado.

Abaixo de cada banda formada por cada proteina estudada, temos a
expressao da proteina B-actina, utilizada como controle positivo da reacdo (Figuras
5.9 e 5.10).
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Figura 5.9 - Imagens das bandas formadas pela
expressao das proteinas analisadas pAkt, PTEN
e Ciclina D1 das células SCC9 na presenca do
Controle, Branco e dos farmacos: Iscador Qu, P
e M. A proteina B-actina foi utilizada como
controle positivo da reacao
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Figura 5.10 - Imagens das bandas formadas
pela expressdo das proteinas analisadas pAkt,
PTEN e Ciclina D1 das células SCC25 na
presenca do Controle, Branco e dos farmacos:
Iscador Qu, P e M. A proteina B-actina foi

utilizada como controle positivo da reagéo
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6 DISCUSSAO

Atualmente, o cancer de boca tem sido considerado um problema muito
sério e crescente em grande parte do planeta, mantendo sua incidéncia, ainda,
bastante elevada’. S6 no Brasil, as estimativas de novos casos de carcinoma
epidermoide de cabeca e pesco¢co para o ano de 2010, distribuidos entre os
estados, totalizaram 14.120%°.

Os tumores de boca e de orofaringe agrupados, se tornaram
mundialmente a sexta neoplasia mais comum, além de ser causa de morbidade e de
mortalidade®*.

O céancer de boca é considerado uma doenca letal em até mais dos 50%

4, 29, 30, 32

dos casos diagnosticados anualmente . Isso é amplamente refletido pelo

simples fato de que na maioria dos casos o diagnostico sO é feito quando esses

casos ja se encontram em estados avancados® 2" 28,

®6. 67 & 0s impactos® decorrentes dos diversos tipos de

30, 64, 65

As complicacdes

terapias utilizadas para os tratamentos dos carcinomas orais , continuam

proporcionando resultados insatisfatérios em termos da qualidade de vida®®®’.
Embora alguns desses efeitos negativos ja estejam relativamente controlados
outros, entretanto, permanecem produzindo desde as mais brandas as mais severas
alteracdes®® ®® °. |sso faz com que o sobrevivente de um carcinoma oral permaneca
com uma qualidade de vida pobre, mesmo apés o término do tratamento?®.

Na busca constante de alternativas e novas formas terapéuticas para o
tratamento dessas neoplasias, este trabalho teve por objetivo, avaliar nas células de
duas linhagens preestabelecidas de carcinoma epidermoide de lingua (4.1), o
potencial da acdo do extrato fermentado de Viscum album (VA), provenientes de trés
tipos de arvores hospedeiras (4.1). A utilizacdo do extrato de VA data dos tempos
antigos como Omnia sanans (panacéia) pelos celtas. Hipdcrates, no século IV a.C.,
indicou-o para condi¢cdes clinicas especificas, como epilepsia e hipertenséo
arterial®®®. Embora fosse um medicamento conhecido de longa data, com diversas
indicac6es populares na Europa e na Asia, sua primeira indicacdo para o tratamento
complementar do cancer foi dada em 1917 por Rudolf Steiner (PhD) juntamente com

a médica Dra Wegman, quando 0s primeiros pacientes com carcinoma receberam
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preparados injetaveis do extrato de VA desenvolvidos em Zurique (Suica)?®* 262 263,

A primeira publicacdo sobre o VA foi feita por Kaelin em 1933%4,

Em nosso primeiro experimento, a acdo de VA foi verificada por meio do
teste de viabilidade celular, feito com MTS (5.1), em que foi estabelecido o potencial
inibidor deste farmaco nas células de carcinoma testadas. Na literatura, até o
presente momento, nada havia que confirmasse o seu efeito em células de
carcinoma epidermoide de boca. O VA mostrou ser tempo dependente, podendo ser
constatado pelos valores apresentados nas Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 para as células da
linhagem SCC9 e 5.4, 5,5 e 5.6 para as células da linhagem SCC25, representados
nos graficos 5.1, 5.2 e 5.3 para a linhagem SCC9 e 5.4, 5.5 e 5.6 para a linhagem
SCC25.

Nas primeiras 24 horas, em presenca do farmaco Iscador Qu Spezial, ndo
foi constatado um potencial de inibicdo capaz de atingir 50% das células (Tabelas
5.1 e 5.4 e Graficos 5.1 e 5.4), todavia, apés 48 horas em contato com este farmaco,
0s resultados mostraram que algumas concentracdes foram capazes de inibir 50%
da proliferacdo celular e consequentemente provocar a morte das mesmas “ICsy”
(Tabelas 5.2 e 5.5 e Gréficos 5.2 e 5.5). Quando o tempo foi estendido para 72
horas, os valores dessas concentragdes diminuiram, comprovando a acdo tempo
dependente do Iscador Qu (Tabelas 5.3 e 5.6e Gréficos 5.3 e 5.6). Desta forma
optou-se por escolher a ICso correspondente a 48 horas, pois segundo o protocolo de
utilizacdo desses medicamentos, as ampolas dos extratos de VA costumam ser
aplicadas de forma subcutanea, de duas a trés vezes por semana’®. A
concentracdo escolhida foi de 0,3 mg/mL, pois além de ser um valor estatisticamente
significante (p=0,011), essa concentracao ficou dentro da margem de 50%. O desvio
padréo gerado pela triplicata dos experimentos, comprova que pequenas diferencas
dessa concentracdo néo teria sido suficiente para influenciar o resultado final, tanto
para as células da linhagem SCC9 como para as células da linhagem SCC25.

Para esse teste foi utilizado apenas o VA proveniente do Carvalho,
Iscador Qu Spezial, por ser a formulagcdo que contém a maior concentracdo de
lectinas e viscotoxinas (Tabela 4.1), entre as trés espécies testadas. Como
mencionado no inicio do trabalho, em todos os testes realizados com o Iscador Qu,
foi utilizada a formulacdo Qu Spezial, que significa, com padronizacdo do marcador

biolégico (lectina). As linhagens celulares testadas, SCC9 e SCC25, apresentaram
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comportamento semelhante frente ao medicamento, entretanto, as células da
linhagem SCC9 exibiram um perfil ligeiramente mais resistente ao medicamento,
guando comparadas as células da linhagem SCC25. Essa mesma concentracao foi
utilizada para os outros farmacos testados respectivamente, Iscador P e Iscador M.
Por serem testes comparativos, as concentragOes utilizadas deveriam seguir 0s
mesmos protocolos para todos os farmacos e para ambas as linhagens. No Branco,
como um segundo tipo de controle, foi utilizado apenas o veiculo (solucéo
fisiologica), isento de principio ativo.

Os nossos resultados corroboram com os resultados obtidos em testes de
viabilidade e citotoxicidade realizados com células originarias de meduloblastoma

1?2¢ carcinoma de bexiga®!’, carcinoma ductal e adenocarcinoma de mama®?,

infanti
entre outros?®> 265 267. 288 ' efeito inibidor do Iscador Qu sobre as células tumorais
de carcinoma de lingua estaria muito provavelmente relacionado a acao citotoxica
de seus principais componentes ativos, viscotoxinas e lectinas (Tabela 4.1) 2% 27°.
No teste realizado pelo método Tunel, a apoptose € visualizada pelas
células de coloracdo verde fluorescente, enquanto que as células viaveis se
encontram com seus nucleos azuis, pelo efeito do DAPI, composto utilizado no meio
de montagem. Desta maneira, € possivel observar que apds 24 horas em contato
com os farmacos: Iscador Qu, Iscador P e Iscador M, e os controles (Controle e
Branco), as células ndo apresentaram padrdes marcantes de alteracdo em ambas
as linhagens celulares (Figuras 5.1 e 5.2). Em todos os campos é possivel observar
a presenca de poucas células em apoptose. Devemos nos lembrar que as células de
ambas as linhagens possuem inibicdo de contato, portanto ha presenca de algumas
figuras apoptéticas independe do efeito do farmaco. Ao observarmos essas células
apos 48 horas em contato com o0s respectivos farmacos, notamos pelos nucleos
corados com DAPI, uma variagdo na quantidade de células entre os campos
analisados. A quantidade de células totais em presenca dos farmacos Iscador Qu e
Iscador M € menor (Figura 5.1 H e J e Figura 5.2 H e J), quando comparada com 0s
campos contendo o Controle, Branco e Iscador P, em ambas as linhagens celulares
(Figura 5.1 F, G e | e Figura 5.2 F, G e I). Essa diferenca é ainda mais acentuada
nas células da linhagem SCC25 (Figura 5.2 H e J) o que parece ndo acontecer com
as células da linhagem SCC9 (Figura 5.1 H e J), pois como jA mencionado

anteriormente, essas ceélulas exibem um perfil mais resistente, quando comparadas
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a linhagem SCC25. O efeito que os farmacos exercem sobre cada tipo de célula
pode ser diferente®’®. Ao observarmos atentamente esses dois campos, notamos
gue a quantidade de células presentes no campo 5.2 H ainda € menor do que no
campo 5.2 J. Esses resultados confirmam que o Iscador Qu, quando comparado
com os outros dois farmacos testados Iscador P e Iscador M, muito provavelmente
por possuir a maior quantidade de lectinas e viscotoxinas (Tabela 4.1), demonstrou
possuir o efeito mais citotoxico e consequentemente o maior potencial de destruicéo
das células 221> 216. 217 'E nossijvel visualizar que existem células em apoptose em
todos 0os campos, porém nos campos com menor quantidade de nucleos viaveis,
notamos a mesma quantidade de células em apoptose. Desta forma, ao
compararmos a relacdo entre o total de células viaveis e quantidade de células
apoptoticas, torna-se aceitavel e admissivel que nos campos contendo os farmacos
Iscador Qu e M, houve maior quantidade de células apoptéticas, embora o método
utilizado para a obtencdo desses resultados (Tunel), ndo seja um teste de andlise
guantitativa. Ainda, por meio dessas mesmas analises, observamos uma diferenca
na morfolégica nas células de ambas as linhagens presentes nos campos contendo
o farmaco Iscador P ap6s 48 horas de incubacdo. A quantidade total de células esta
semelhante a quantidade do Controle e Branco, porém essas células possuem um
aumento volumétrico (5.1 G e 5.2 G), indicando um estagio de diferenciacdo mais

avancado®*

, 0 que significa positividade nos resultados. Mais uma vez podemos
observar, com base nesses resultados, que a quantidade de lectinas e viscotoxinas
presentes nesses trés farmacos possui atividades citotoxicas distintas para cada
linhagem celular analisada®** 2*2,

Para a andlise quantitativa de apoptose, foi utilizada a técnica de Anexina
e lodeto de Propideo, onde posteriormente foi realizada a leitura em um citémetro de
fluxo (4.2.5). Os resultados obtidos foram capazes de demonstrar que o Iscador Qu
Spezial e o Iscador M atuaram positivamente sobre as células de carcinoma de
lingua, no que se refere a acdo citotoxica, inibindo a proliferacdo celular e
provocando maior quantidade de apoptose e apoptose tardia dessas células, quando
comparadas ao Controle, Branco e Iscador P. Ao analisarmos ambas as linhagens,
observamos que as células de cada linhagem possuem comportamento e morfologia
distintas. As células da linhagem SCC9 crescem normalmente agrupadas, formando

grumos, aderidas umas as outras, tornando-se bastante dificil separa-las
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completamente, por mais que a tentativa de ressuspensao do botéo celular, formado
por elas no fundo do tubo de centrifuga, seja feita. O mesmo ndo acontece com as
células da linhagem SCC25. A morfologia das mesmas também merece atencao
especial, pois as SCC9 se apresentam mais heterogéneas, de tamanhos diferentes,
engquanto que as SCC25 se mostram com aspecto mais homogéneo. Seria em vao
aguardar o momento de confluéncia das SCC9, pois as mesmas, quando se
proliferam formam grumos, enquanto que 0s espacos entre esses grumos formados,
dificilmente ira ser preenchido. Como as mesmas possuem inibicdo de contato, a
guantidade de mitose diminui e as células comegam a morrer. O meio de cultura
contido na garrafa é rapidamente metabolizado, adquirindo coloragdo amarelada, ao
mesmo tempo em que essas células liberam grande quantidade de “debris”,
tornando o meio com aspecto “sujo”. Essa observacdo € bastante compreensivel,
uma vez que, com a inibicdo de contato e o aumento da quantidade de morte, as
mesmas se soltam e séo ressuspensas no meio de cultura contido na garrafa. Esse
tipo de comportamento quase ndo € observado nas células da linhagem SCC25.
Verificando a morfologia celular, com o auxilio do citdmetro de fluxo utilizado em
nossas analises, foi possivel verificar que as SCC9 possuem um perfil granuloso,
observacgéo nao verificada nas células da linhagem SCC25. Diante desta minuciosa
observacdo, presume-se 0 comportamento diferente entre as células de cada
linhagem, como verificado. Nos resultados dos testes quantitativos de apoptose,
realizados com Anexina/lodeto de Propidio, pode-se verificar que os indices de
apoptose foram mais elevados para as células da linhagem SCC25, como
observado e mencionado, nos testes de viabilidade celular (MTS). Esses resultados
corroboram com os resultados obtidos nos trabalhos de Eggenschwiler®,

Bussing®’® #’3, Urech?’ e Zuzak®*®

e colaboradores. Eggenschwiler ainda cita que
tipos celulares diferentes, provenientes de tumores de mesma natureza, respondem
de maneira diferente a acado dos extratos de VA. As células podem responder de
maneira positiva aos preparados de VA ou ainda podem demonstrar resisténcia a
acdo dos mesmos?'®. A autora (Eggenschwiler), assim como os demais autores
citados acima, ainda conclui em seus trabalhos que a acéo citotoxica de VA néo
depende somente do tipo celular e da concentragdo utilizada, mas também da
composicdo do extrato, o qual pode ser influenciado pela localizacédo geografica, tipo

de arvore hospedeira ou ainda o processo de manufatura dos preparos. Essas
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conclusdes corroboram com os resultados obtidos em nossos experimentos. Os
valores de significancia estatistica obtidos pelas porcentagens das células viaveis,
em apoptose, apoptose tardia ou necrose, obtidas por meio de nossas analises,
apresentaram alguns valores, que foram de p=0,046 a p=0,049 (Tabelas 5.7 a 5.16).
As compara¢des para as andlises estatisticas foram feitas entre os tempos de
incubacdo dessas células (24 e 48 horas). Nas células da linhagem SCC9,
observamos que houve significancia estatistica dos valores em quase todas as
comparacdes, desde o controle até os farmacos. Podemos ainda observar que nao
houve valores de significancia nas células em necrose, com apenas duas excecoes,
gue foram as células incubadas com Branco e Iscador M. Lembrando que a
linhagem SCC9 possui, por si, um padrao diferente, quando comparada as células
da linhagem SCC25. Esses achados, apesar da caracteristica desse perfil celular,

corroboram com os resultados dos trabalhos de Zuzak?®

, onde o autor, ao analisar
células de meduloblastoma, detecta uma porcentagem de células em necrose, além
das células em apoptose. Ao analisarmos as células da linhagem SCC25,
observamos que, apesar dessas células possuirem uma maior sensibilidade a acao
dos farmacos, as mesmas mantiveram um padrdo de resposta mais coerente e
uniforme, além das observacdes feitas em outros tipos de andlises, esse
comportamento foi revelado nos resultados das analises estatisticas. Em nenhuma
condicdo foram observados valores de significancia estatistica para os indices de
necrose. Os resultados demonstraram, mais uma vez, que os farmacos Iscador Qu e
M, exercem maior potencial citotoxico para as células analisadas das linhagens de
carcinoma epidermoide de lingua (SCC9 e SCC25). Uma observacdo a ser
considerada, é que os experimentos “in vitro” podem apresentar variacdes, por parte
do comportamento celular, em decorréncia de uma pequena variagdo de tempo
decorrido entre a preparacdo das amostras até o momento de leitura das analises.
Algumas pequenas variagbes ndo sdo impossiveis de estar sujeitas a acontecer,
mesmo realizando todas as analises em triplicata.

Apés constatar o efeito apoptotico pelos dois métodos reportados
anteriormente, Tunel e Anexina (5.2 e 5.3), passamos a analisar o efeito que o VA
exerceu sobre uma das vias de sinalizagdo mais estudadas e superexpressas no
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco. A via de sinalizacédo de AKT’" "8, a

109, 110, 111, 112
N

gual pode ser bloqueada pela acdo do supressor tumoral PTE e
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consequentemente impedir a ativacdo da Ciclina D1*® *” 28 para isso foram
realizadas andlises quantitativas de expressao dos genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN
e Ciclina D1 por meio de anélises por gRT-PCR (5.4).

O gene GAPDH, eleito como controle endégeno, se mostrou adequado,
exibindo picos Unicos e constantes de amplificacdo. Esse gene é frequentemente
utilizado em estudos moleculares de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco,
como controle enddgeno?’.

Primeiramente nas Tabelas 5.17 e 5.18 estdo contidos os diferentes
valores das expressdes dos genes analisados: AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e Ciclina
D1, para as células da linhagem SCC9 e nas Tabelas 5.19 e 5.20 para as células da
linhagem SCC25. Esses valores resultaram apés 24 e 48 horas, respectivamente,
de incubacdo com o Controle, Branco e os farmacos: Iscador Qu, P e M. Nos
graficos representativos (5.14 a 5.17), esses valores podem ser visualizados, onde
observamos claramente os diferentes niveis de expressdo dos genes analisados,
nas condicdes e tempos avaliados. As duas linhagens exibem comportamentos
distintos, previamente descritos e avaliados pelos experimentos anteriores. Esses
genes, com excecdo do PTEN™® '3 s30 super expressos em células de carcinoma
epidermoide de cabeca e pescoco, além de se mostrarem amplificados e mutados,
como no caso de AKT210% 104,105,106

A Andlise de Variancia Multivariada (APENDICE A) representa 0o passo
inicial para as analises estatisticas posteriores. Quando nao consta qualquer valor
de significancia estatistica nesse tipo de andlise, as andlises estatisticas que seriam
realizadas posteriormente nao terdo significado. Nossos resultados apontaram para
valores de interacdo estatisticamente significantes. Desta forma, prosseguiu-se com
as analises para os cinco genes AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e Ciclina D1,
comparando a acao dos farmacos e os dois tempos de incubagdo com os farmacos
e 0 Branco (24 e 48 horas). A analise foi realizada utilizando o Teste de Mann-
Whitney (5.4).

Como verificado anteriormente, pelos testes de Viabilidade Celular, Tunel
e Anexina, as células foram cultivadas nas mesmas condicbes e as analises
prosseguiram nos dois tempos determinados, 24 e 48 horas. Pelo efeito apoptotico
comprovado até o presente momento, poderiamos verificar, por meio das analises

de gRT-PCR, que possivelmente os farmacos estariam agindo nos genes descritos
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envolvidos na via de sinalizacdo (PI3K/AKT/PTEN/Ciclina D1). Até o momento foi
possivel concluir que as células provenientes de linhagens celulares diferentes,
derivadas do mesmo tipo de tumor, como no caso do carcinoma epidermoide de
lingua, onde a diferenca esta na idade do paciente, se comportam de maneiras
distintas, como observado nos resultados dos experimentos anteriores, em que a
SCC9 demonstrou possuir um perfil mais resistente, quando comparada a SCC25.
Essa observacédo é valida e corrobora com nossos achados, frente as respostas
fornecidas em outros estudos anteriores utilizando extratos de VA#'% 215 216. 217 Fm
nossas analises, foram observados diferentes niveis de amplificacdo para os genes
estudados. Essa variacdo foi visivel em cada uma das linhagens celulares, além da
variacdo exercida entre os tempos de incubacdo com os farmacos. Como ja
apresentado no capitulo dos resultados, os dados mostrados pelas analises
guantitativas de expressédo génica nao estdo em concordancia com os resultados
guantitativos das expressdes das proteinas (Western Blotting 5.6). Isso se deve ao
fato de que possivelmente houve a transcricdo do gene, entretanto, ndo houve a
traducdo. A expressdo do gene nem sempre esta relacionada a ativacdo de seu
produto.

As analises estatisticas realizadas com relacdo ao tempo de tratamento
mostraram resultados de significAncia estatistica quando todos os tratamentos s&o
comparados juntos, com relacdo ao impacto causado nos genes AKT1 (p=0,022) e
PTEN (p=0,042) (Tabela 5.21) nas células da linhagem SCC9 apds 24 horas de
incubacdo com os farmacos e os controles. Sendo assim, apés a comparacdo dos
farmacos e Branco, feita em pares, foi observado valores significantes quando
comparados Branco com Iscador P (p=0,043), Branco com Iscador M (p=0,021) e
Iscador Qu com M (p=0,021), para o gene AKT1, e Iscador Qu com P (p=0,043) e
Iscador Qu com M (p=0,021) para o gene PTEN (Tabela 5.22).

Nas células da linhagem SCC9 apds 48 horas de incubacgdo, apos
comparacdo de todos os tratamentos juntos, houve valores de significancia
estatistica para os genes AKT1 (p=0,005), AKT2 (p=0,045) e Ciclina D1 (p=0,006)
(Tabela 5.23). Apés a comparacdo dos farmacos em pares, os valores de
significancia estatistica foram para o gene AKT1, quando se comparou Branco com
Iscador Qu (p=0,021), Branco com Iscador P (p=0,021), Iscador Qu com M (p=0,021)

e Iscador P com M (p=0,021). Para o0 gene AKT2 esses valores foram de
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significancia estatistica quando foi comparado Iscador Qu com M (p=0,021) e
Iscador P com M (p=0,021), e para o gene Ciclina D1 quando comparados Branco
com Iscador Qu (p=0,021), Branco com Iscador (p=0,043), Branco com Iscador M
(p=0,021), Iscador Qu com P (p=0,021) e Iscador P com M (p=0,021) (Tabela 5.24).
Nenhum valor de significAncia estatistica foi observado nas células da linhagem
SCC25 apods 24 horas de incubacdo (Tabela 5.25), entretanto apds 48 horas de
incubacdo os valores apresentados mostraram significAncia estatistica para os
genes AKT1 (p=0,018), AKT2 (p=0,036), AKT3 (p=0,033) e Ciclina D1 (p=0,035)
(Tabela 5.26). Quando comparados os tratamentos em pares, foi verificado que
valores de significAncia estatistica para o gene AKT1, comparando Branco com
Iscador M (p=0,043), Iscador Qu com P e Iscador Qu com M (p=0, 021). Para o gene
AKT2 Branco com Iscador Qu e Iscador Qu com P (p=0,021) e Iscador Qu com M
(p=0,043). Para o gene AKT3 Branco com Iscador Qu, Iscador Qu com P e Iscador
Qu com M (p=0,021). Finalmente para o gene Ciclina D1 quando comparados
Iscador Qu com P (p=0,021) (Tabela 5.27).

As analises estatisticas, comparando os intervalos de tempo, mostraram
valores de significaAncia estatistica quando as células da linhagem SCC9, incubadas
com o Branco, exibiram valores de amplificagdo génica para AKT1 e AKT2 (p=0,021)
(Tabela 5.28), quando incubadas com Iscador Qu para AKT2 (p=0,043), AKT3,
PTEN e Ciclina D1 (p=0,021) (Tabela 5.29), quando incubadas com Iscador P para
AKT3, PTEN e Ciclina (p=0,021) (Tabela 5.30), e quando incubadas com Iscador M
para AKT1 (p=0,043), AKT2, AKT3, PTEN e Ciclina (p=21) (Tabela 5.31). E as
mesmas comparacoes feitas agora para as células da linhagem SCC25 incubadas
com o Branco exibiram valores de amplificacdo génica para AKT2 e PTEN
(p=0,021), Ciclina D1 (p=0,043) (Tabela 5.32), quando incubadas com Iscador Qu
para AKT3 e Ciclina D1 (p=0,021) (Tabela 5.33), quando incubadas com Iscador P
para AKT1l, AKT2 (p=0,021) e Ciclina D1 (p=0,043) (Tabela 5.34) e quando
incubadas com Iscador M para AKT1 (p=0,043) e AKT2 (p=0,021) (Tabela 5.35).
Essas analises comprovaram que essas ceélulas tiveram algum efeito ao nivel de
amplificacdo dos genes analisados, quando incubadas com os farmacos e o branco
durante 24 e 48 horas. Uma resposta ao stress sofrido por parte das células, durante
o tempo de incubacgao poderia ter desencadeado um aumento dessas expressoes. A

super expressao, por parte de alguns desses genes ndo foi suficiente para que as
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células deixassem de responder ao efeito apoptético exercido pelos farmacos
Iscador Qu e M, os quais demonstraram possuir maior atividade citotéxica sobre
essas células. Essas amplificagcdes ndo afetaram a expressdo das proteinas. A
amplificacdo do gene da Ciclina D1 é comprovada pelas andlises quantitativas,
enquanto que nos niveis de sua proteina houve uma diminuicdo. Os niveis de
expressao de PTEN, onde seria esperado um aumento ainda mais expressivo,
mostraram valores significantes para as células SCC9 incubadas com Iscador Qu e
M e nas células SCC25 na presenca do Branco. Verificando os niveis de expressao
de sua proteina observamos que, de uma maneira discreta, houve uma diminuicédo
desse nivel, quando as células da SCC9 foram incubadas com o Iscador Qu. Essas
observacbes nos levam a crer que outras vias de sinalizacdo foram responsaveis
pela inibicdo da proliferacéo dessas células®’> ?®. Ainda podemos acrescentar que
nos tumores de cabeca e pescoc¢o a amplificacéo génica da Ciclina D1 varia entre 17
a 55% dos casos?’’. A incidéncia da superexpressdo da Ciclina D1 na auséncia da

amplificacéo foi observada em etapas primarias®’® 2"

. Isso indica que outras vias
estdo envolvidas na superregulacdo do gene da Ciclina D1. Uma das vias que
exerce progressao do ciclo celular e efeito antiapoptético é a via das STATs'®. Nos
estudos desenvolvidos por Eggenschwiler e colaboradores?®, em que se verificou a
amplificacdo génica por meio de analises por microarray, as linhagens celulares
analisadas mostraram respostas diferentes frente aos efeitos dos farmacos
analisados, além de expressdes diferentes de varios genes analisados. Ainda um
fato interessante foi que essas respostas pareciam estar relacionadas a quantidade
de lectinas contida nos farmacos. Na presenca de um dos farmacos que mostrava
possuir a menor quantidade desse componente, duas das linhagens celulares
analisadas revelaram os maiores niveis de expressdo de genes presentes nas vias
de sinalizac&o ligadas ao citoesqueleto®.

No ambito das proteinas, as vias estudas séo vias quinase fosforiladas, e
devemos nos ater que nas analises de expressao génica foram estudadas as trés
isoformas de AKT (AKT1, AKT2 e AKT3), enquanto que nos estudo das proteinas foi
observado o comportamento de AKT total fosforilada. As trés formas de AKT sé&o
ativadas por mecanismos similares. Enquanto AKT1 e AKT2 s&o expressas por
ubiquitinizagédo, a AKT3 é expressa de forma restrita®®. AKT2 esté relacionada com o

metabolismo de insulina, desta maneira a sua auséncia além de desenvolver uma
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resisténcia a insulina e um fendétipo de diabetes, ndo é compensada pelas isoformas
AKT1 e AKT3%" 1%,

Nas analises apresentadas, ainda foi possivel observar que quando as
comparacdes eram feitas com as incubacbes em pares, alguns valores se
mostravam estatisticamente significantes, comprovando com isso que os farmacos
agem de forma diferente para cada linhagem, assim, provocando expressdes
distintas para cada gene analisado. Outra observacéo foi que o tempo de exposicéo
apresentou impacto significativo na expressao dos genes estudados, todavia esse
resultado ndo foi uniforme, variando, como relatado até o presente momento, em
funcéo da linhagem estudada, do farmaco e do gene. Outra observacéo a ser feita
guanto a expressao génica relatada nos estudos de Eggenschwiler (2006) é que os
farmacos Iscador Qu e Iscador M afetaram genes de defesa imune e genes de
respostas ao stress?™®.

Apds as analises quantitativas da expressdo génica, foi verificada a
localizacdo celular das proteinas produzidas por esses genes (5.5).

Primeiramente foi verificada a localizacdo da proteina fosforilada pAkt.
Segundo estudos desenvolvidos por Wang e Brattain® a localizacdo celular da pAkt
pode depender do contexto e da linhagem celular, ou ainda, essa translocacéo pode
ser ativada por outras proteinas que participam normalmente desse trajeto®.

As células de ambas as linhagens (SCC9 e SCC25), apos 24 e 48 horas
de incubacdo, obtiveram marcacdo nuclear positiva para a pAkt, variando os niveis
de intensidade e a forma de expressdo. Ora a marcagdo Sse mostrava mais
acentuada, ora mais difusa, homogénea e em menor intensidade (Figuras 5.3, 5.4).
Ao gue tudo indica, em comparag¢do com os dois tipos de controle, essa variacao foi
decorrente da resposta celular a acdo dos farmacos. A literatura ainda relata que
depois de pAkt ativada na membrana plasmatica, a mesma pode ser translocada
tanto para o citoplasma, quanto para o nucleo, podendo desta forma fosforilar
diferentes tipos de substratos, como por exemplo IKKa, o qual € encontrado no
citoplasma. Entretanto os substratos nucleares de pAkt ainda ndo foram totalmente
elucidados®®® #1282 Ainda segundo Cichy (1998), pAkt nuclear pode estar evolvido
com a proteina ligada ao fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGFBP1)%,

Nos campos contendo os controles (Controle e Branco) em ambas as

linhagens celulares, a marcacdo foi uniforme, e ainda foi possivel observar uma
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discreta marcacao citoplasmética, mais acentuada ainda nas células incubadas com
o Branco (Figuras 5.3 A, B, F, Ge 5.4. A, B, F, G). Ap6s as 48 horas, a marcacao
agora exclusivamente nuclear, exibe um aspecto de aglutinacdo, provavelmente
demonstrando uma maior concentracdo (Figuras 5.3 F, G e 5.4. F, G). Essas células,
fazendo parte do controle, estdo incubadas em condi¢bes ideais de cultivo. Acredita-
se que a marcacdo nuclear da Akt fosforilada pode estar relacionada a sua ativacéo
por mecanismos ainda néo totalmente elucidados e que os mesmos podem ser
decorrentes do proprio microambiente, 0s quais podem ser responsaveis por essa
sua translocacdo®. O padrdo de marcacéo difere com relacdo ao tipo do farmaco e
a linhagem celular. Observando os campos contendo as células incubadas com
Iscador Qu apos 24 horas, as SCC9 exibem um aspecto discretamente aglutinado,
enquanto que as células da linhagem SCC25 exibem uma marcacdo nuclear de
forma mais difusa e bem definida, a0 mesmo tempo em que assumem um aspecto
de rede envolvendo esses nucleos (Figura 5.3 C e 5.4 C). Apds 48 horas de
incubacao as células da linhagem SCC9 deixam de apresentar a marcacao nuclear
de aspecto aglutinado e assumem um padrao difuso, enquanto que as células da
linhagem SCC25 apresentam o0 mesmo padrdo revelado apdés 24 horas de
incubacéo (Figuras 5.3 H e 5.4 H). As células da linhagem SCC9 incubadas com os
farmacos Iscador P e M, ap6s 24 horas de incubacédo exibem a mesma localizacéao e
aspecto de quando incubadas com o farmaco Iscador Qu (Figura 5.3 D, E). Quando
as células das duas linhagens sdo comparadas nas condi¢cdes descritas
anteriormente, notamos nas células da SCC25 o aspecto aglutinado, agora com
menor intensidade e ainda algumas células mostrando o mesmo padrdo de rede,
exibido nas células da mesma linhagem apds a incubacdo com o Iscador Qu (Figura
5.4 D, E). Apés 48 horas de incubagdo com os farmacos Iscador P e M, diferengas
marcantes entre as duas linhagens celulares sdo observadas. Nas células da
linhagem SCC9, além da marcacdo nuclear e citoplasmatica nitida e difusa,
principalmente no campo contendo o Iscador P, é possivel observar ao mesmo
tempo, o aspecto aglutinado nos nucleos dessas células (Figura 5.3 I, J), enquanto
gue nas células da linhagem SCC25, a marcacao além de exclusivamente nuclear,
agora em menor intensidade no campo contendo o Iscador P, observa-se o0 mesmo
aspecto de rede, anteriormente observado (Figura 5.4 1). No campo contendo o

Iscador M a marcacdo nuclear, assim como o aspecto aglutinado, sdo mais



123

acentuados em comparacdo com o Iscador P. Em algumas células, o mesmo
aspecto de rede presente no campo do Iscador P, entretanto esse efeito ndo é tédo
nitido pela menor quantidade celular neste campo (Figura 5.4 I, J). Todas essas
observagdes corroboram com as observacgdes feitas por Wang e Brattain, referentes
a Akt fosforilada (pAkt)®™. A presenca, localizacdo e forma de expresséo referentes a
essa proteina, podem adquirir um comportamento diferente em linhagens distintas.
Quando PIP3 recruta as proteinas quinases Akt e PDK1l para a membrana
plasmética, a Akt seréd fosforilada, dessa forma, consequentemente ativada, ela

79.82,84.85.87 quanto no ndicleo®. O formato em rede

podera atuar tanto no citoplasma
observado em alguns campos, parece estar relacionado a sua localizacdo na
membrana plasmatica. O efeito dos farmacos testados exibiu um padrdo de
comportamento diferente. Como ja anteriormente mencionado, observado nos
experimentos anteriores (Teste de Viabilidade Celular 5.1 e Anexina/ lodeto de
Propideo 5.3) as células da linhagem SCC9 possuem um comportamento mais
resistente quando comparadas as células da linhagem SCC25. A localizacdo e
forma de expresséo da proteina pAkt demonstraram padrdes diferentes para ambas
as linhagens. pAkt esta presente no nucleo, todavia, somente as células da linhagem
SCC25 exibiram a expressdo em formato de rede. Essa forma de expressédo pode
estar vinculada a um padréo celular menos agressivo. Um dos componentes toxicos
contido no VA, as viscotoxinas, (2.5.1), comprovaram interagir com moléculas como
as membranas fosfolipidicas®*!, ao mesmo tempo em que interagem com as
biomembranas, por possuir afinidade pela fosfatidilserina fosfolipidica &cida da
membrana plasmatica®®?, se ligando paralelamente & superficie da mesma®®.
Lembrando que as células tumorais expressam sete a oito vezes mais FFA
(fosfatidilserina fosfolipidica &cida) do que células ndo-tumorais®*.

Além das viscotoxinas contidas nas formula¢des do Iscador, temos ainda
o efeito das lectinas, as quais possuem propriedades de ligagdo especifica da toxina
com o receptor de superficie da célula neoplasica®’.

Como ja mostrado nos experimentos anteriores (Teste de Viabilidade
Celular 5.1, apenas com Iscador Qu, e Anexina/lodeto de Propideo 5.3) as formas
do VA testadas possuem niveis distintos de citotoxicidade, assim, as diferentes
formas de expressao e localizacdo de pAkt podem estar associadas aos diferentes

niveis de resposta ao stress provocado pelo efeito toéxico do farmaco. Ao
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compararmos todos os controles (Controle e Branco), em ambas as linhagens,
notamos um comportamento semelhante, lembrando que as células contidas nesses
campos estdo incubadas em condicdes ideais de cultivo.

Ao compararmos as células de ambas as linhagens celulares ap6s 24
horas de incubacdo com os controles e os farmacos observou-se que a marcagao de
PTEN exibe padrédo semelhante para as duas linhagens, ou seja, positividade para
nacleo e citoplasma. Entretanto a marcacédo nuclear se mostra discretamente mais
intensa, enquanto que a citoplasmatica exibe uma intensidade menor, nas células
contendo os farmacos (Figura 5.5 e 5.6 A, B, C, D, E). A localizacdo nuclear de
PTEN é justificada pelo seu papel na manutencédo da integridade cromossémica e no
reparo do DNA™ 148 159 Uma hipotética acdo desses farmacos é promover a
manutencdo nuclear de PTEN, pois PTEN nuclear esta protegido da degradacéo
citoplasmatica pelo proteassoma e ainda torna-se capaz de antagonizar Akt e
provocar a apoptose’*®,

Interessantemente, apos 48 horas de incubacédo, as células dos campos
Controle e Branco na linhagem SCC9, apontam para a exclusdo da positividade
nuclear de PTEN, restando apenas a marcacdo citoplasmatica. Isso pode ser
justificado pelas conclusbes de trabalhos que sugeriram que as malignidades
possam estar associadas a translocacdo de PTEN do n(cleo para o citoplasma ***
14,156 'No campo contendo o Iscador Qu, os nlicleos e o citoplasma mostram
positividade para a marcacao, entretanto a marcacao no citoplasma se mostra mais
discreta (Figura 5.5 H). Essa observacao pode reafirmar a hipotese anteriormente
mencionada. Ao contrario, no campo contendo o Iscador P, quase nao se evidencia
positividade nuclear para PTEN, sendo portanto a mesma visualizada no citoplasma
(Figura 5.5 I). No campo do Iscador M, houve um aumento da marcagéo positiva de
PTEN, tanto no nucleo, quanto no citoplasma (Figura 5.5 J). Nas células da
linhagem SCC25, ap6s 48 horas de incubagdo com os controles e farmacos, pouca
alteracdo para a marcacao de PTEN pode ser observada, quando comparada com
0os padrbes exibidos apos 24 horas. Essa observacdo € valida tanto para a
localizacdo como pelo aspecto da marcacdo. Observa-se apenas uma intensidade
maior da positividade citoplasmética nos campos contendo os farmacos (Figura 5.6

F, G, H, I, J). PTEN no citoplasma também possui sua fun¢éo, pois foi considerado o
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primeiro sitio para elucidar sua funcdo de supressor tumoral, a qual foi demonstrada
pela habilidade no bloqueio da sinalizacdo da quinase PI3K**2,

A Ciclina D1 apés 24 horas de incubacdo nas células da linhagem SCC9
(Figura 5.7 A, B, C, D, E) exibe duas formas de expressdao de marcacédo. Ao
observarmos atentamente, notamos que nos campos do Controle, o Branco e o
Iscador Qu (Figura 5.7 A, B, C) a marcacdo se mostra com aspecto pulverizado e
exclusivamente nuclear, e o mesmo padrdo se repete apoés 48 horas. Quando
observamos os campos contendo os farmacos Iscador P e M (Figura 5.7 D, E)
notamos um aspecto mais aglutinado, e apos 48 horas essa marcagdo agora se
mostra também no citoplasma, além de nuclear. Baldin e colaboradores (1993)
esclarecem que a expressao da Ciclina D1 foi detectada primeiramente no nucleo,
entretanto, quando as células entram na fase S do ciclo celular, esses niveis de
expressdo aumentam no citoplasma e diminuem no nlcleo®’, esta seria uma
hipotese para esclarecer as diferentes localizagdes da Ciclina D1 encontradas nas
células estudadas. Ainda podemos acrescentar que, sob condicbes normais, a
Ciclina D1 esta localizada no nucleo na fase G1 e é fosforilada, ubiquitinizada e
transportada para o citoplasma na fase S 2%,

Nas células da linhagem SCC25, ap6s 24 horas de incubacdao,
diferentemente das células da linhagem SCC9, aqui todos os campos exibiram o
mesmo padrdo de marcacéo, ou seja, com aspecto aglutinado (Figura 5.8 A, B, C, D,
E).

Ap6s 48 horas todos 0s campos mostram positividade nuclear e
citoplasmatica para Ciclina D1 (Figura 5.8 F, G, H, 1, J), entretanto € mais evidente o
aspecto aglutinado de marcacéo para as células contendo o Iscador Qu (Figura 5.8
H) quando comparada com as células dos demais campos.

O aspecto aglutinado de marcacéao pode ser explicado pela alteracédo da
estrutura da cromatina, a qual mantém a repressao transcricional dos genes da fase
S durante o inicio da fase G1, entdo esses promotores sdo acessados somente na
transicdo da fase G1/S%’.

No geral, algumas formas de marcagdo dos anticorpos estudados,
exibiram aspecto aglutinado. Isso ficou mais evidente nos campos contendo 0s

farmacos, quando comparados com os controles. Esse efeito pode ser por parte,
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atribuido ao efeito de ligacdo da cadeia B da lectina, contida no VA, que quando se
liga & superficie celular causa aglutinacdo “in vitro” *.

Como ja esperado, o efeito apoptdtico dos farmacos analisados
comprovado pelos resultados dos testes anteriores, aqui mais uma vez, foi possivel
observar que nos campos contendo os farmacos Iscador Qu e M, apés 48 horas de
incubacgdo, a quantidade de células foi menor quando comparada com os demais
campos. Observacao valida para ambas as linhagens.

Prosseguindo com os experimentos, foram analisadas quantitativamente,
por meio da técnica de Western Blot, as proteinas pAkt, PTEN e Ciclina D1,
expressas nas ceélulas das linhagens de carcinoma epidermoide de lingua, SCC9 e
SCC25, apos incubacdo com os trés farmacos analisados e os controles (4.2.7).

A proteina Akt é super expressa em Varios tipos de tumores malignos’’’
incluindo os carcinomas de cabeca e pescoco’” "®. Em nossos experimentos foi
observado que o0s niveis de expressdo nos controles (Controle e Branco) séo
semelhantes em ambas as linhagens. Na presenca dos farmacos, principalmente
Iscador Qu e M, houve a diminuicdo da expresséo da proteina pAkt (Akt fosforilada)
Figura 5.9 e 5.10. Como ja comprovado pelos experimentos anteriores, esses
farmacos sao tempo dependentes, atuando de maneira positiva apds 48 horas de
incubacdo. Sendo pAkt uma proteina que age diretamente na progressado do ciclo

celular, sobrevivéncia e proliferagao’® 8 82 84 86. 87

0s resultados comprovaram a
capacidade desses farmacos em diminuir os niveis de expressdo desta proteina.
Corroborando com os resultados até o momento descritos, Iscador Qu e M
demonstraram possuir maior potencial em provocar a morte celular?'® #1¢ 217,

PTEN como supressor tumoral se encontra frequentemente alterado em
vérios tipos de tumores™® além de estar subregulado em carcinomas epidermoides
de cabeca e pescoco'. Os niveis de expressdo apds as anélises quantitativas para
esta proteina ndo se mostraram aumentados, ao contrario, as bandas formadas
pelas células da linhagem SCC9 ap6s 48 horas de incubagdo com Iscador Qu e
mais discretamente com Iscador M, apontou para uma diminuicdo dessa expressao.
Embora os resultados obtidos pela técnica da imunofluorescéncia tenham
comprovado positividade para a sua localizacdo e forma de expressao, apos a
incubacdo com os farmacos, as analises quantitativas ndo foram capazes de

demonstrar aumento de sua atividade. Provavelmente a apoptose desencadeada
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pela acdo citotdxica dos farmacos, pode ter sido provocada pela inibicdo de outras
vias de sinalizacao alteradas nos carcinomas, tais como,
EGFR/Ras/Raf/MEK/ERK®’, ou ainda o complexo de NF-kB com STAT3, que
podem levar a um aumento ainda mais significativo do potencial proliferativo, por
meio da expressdo de genes como c-myc e Ciclina D12%°,

A atuacdo da Ciclina D1 é muito bem regulada, além de ser fator de

crescimento dependente®®.

O mesmo é valido quando se trata de ativacao
transcricional, expressado de proteina e localizacdo celular. A proteina aparece no
inicio da fase G1, antes da Ciclina E, é rapidamente induzida por meio do estimulo
mitogénico e seu declinio se da igualmente de forma répida, quando esses fatores
sdo removidos®® 289 2%0. 293 piyersos fatores de transcricdo como as proteinas
STAT?h 292 NF-kB*3, Egr-1**, CREB?*® e receptores nucleares®**foram
encontrados na transativacao dos promotores da Ciclina D. O acumulo da Ciclina D1
se d& de uma forma bastante modesta, pelo fato da mesma sofrer ubiquitinizagédo e
ainda ter uma transicao rapida, a qual acontece em torno de 20 minutos. Estudos
revelaram que as ciclinas podem possuir outros papéis que nao sejam
necessariamente relacionados as funcées do ciclo celular®®. Comparando os niveis
de expressao desse gene, analisados pela analise quantitativa de expresséao génica
(5.4) podemos concluir que em condi¢cbes de incubacdo com os farmacos Iscador
Qu e M, os quais demonstraram maior atividade citotoxica para essas células, um
acumulo da proteina da Ciclina D1 pode ter sido alvo para desencadear um rapido
processo de ubiquitinizacdo, levando a degradacao.

Os niveis de expressao da proteina Ciclina D1, apds os diferentes tempos
de incubacdo com os farmacos, revelaram em algumas situacées uma diminuicdo
acentuada, ou até mesmo, auséncia dessa expressao, em presenca dos farmacos
Iscador Qu e M (Figura 5.9 e 5.10). Esses resultados corroboram com os resultados
de estudos anteriores de Sauter e colaboradores (1999), em que foi demonstrado
gue o silenciamento da Ciclina D1 também possui um efeito na indugcdo a apoptose
em células de varias linhagens celulares de carcinoma epidermoide de cabeca e
pescoco, pele e cérvix*®,

Em algumas situacdes foi possivel encontrar uma relagdo entre a
localizag&o citoplasmatica da Ciclina D1 e a diminuicdo ou auséncia dos niveis de

expressdo, mostrados por meio da técnica de Western Blot, principalmente apos 48
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horas (Iscador M). Uma hipétese afirmativa para esses achados € que tanto o
Iscador Qu, quanto o Iscador M, ambos tendo demonstrado capacidade em atuar
diretamente sobre os niveis de expressao da Ciclina D1, estejam inibindo outras vias

mitogénicas de sinalizagéao.



129

7 CONCLUSAO

O teste de viabilidade celular, utilizando apenas o farmaco Iscador Qu, nos forneceu
a concentracao (ICso = 0,3 mg) utilizada em todos os experimentos subsequentes,

com as demais formulacdes Iscador P e M.

Concluimos que os extratos fermentados de Viscum album utilizados (Iscador Qu
Spezial e Iscador M), foram capazes de provocar a inibicdo da proliferacdo das
células das linhagens de carcinoma epidermoide de lingua (SCC9 e SCC25), por
meio de acéo citotoxica. O farmaco Iscador P demonstrou fraca acao citotoxica nas
células das linhagens analisadas. Essa atuacdo pode ser quase comparada aos

controles.

As células da linhagem SCC9 se mostraram mais resistentes a acdo dos farmacos

guando comparadas as células da linhagem SCC25.

Ainda foi possivel verificar que as células morreram por apoptose, e 0s niveis de

necrose apresentados se compararam aos niveis obtidos com os controles.

Os niveis de expressdao dos genes analisados: AKT1, AKT2, AKT3, PTEN e
CiclinaD1, das células das linhagens SCC9 e SCC25, nao apresentaram

consisténcia e uniformidade.

Os resultados obtidos com os niveis de expressdo das proteinas analisadas: pAkt,
PTEN e Ciclina D1 confirmou a atua¢cdo dos farmacos Iscador Qu Spezial e Iscador
M, na inibicdo da expressdo da Ciclina D1 e mais discretamente na inibicdo dos

niveis de pAkt.
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APENDICE A - Estudo do efeito de tempo, tipo celular e farmaco, para as variaveis de genes

Aplicacdo da Analise de Variancia Multivariada, com o objetivo de verificar o
grau dos efeitos das variaveis-controle sobre as variaveis de genes:

Efeito Estatistica Valor F Significancia (p)
Pillai's Trace 0,421 6,387 0,000
TEMPO Wilk§' Lambda 0,579 6,387 0,000
Hotelling's Trace 0,726 6,387 0,000
Roy's Largest Root 0,726 6,387 0,000
Pillai's Trace 1,345 7475 0,000
EARMACO Wilks?' Lambda 0,118 9,507 0,000
Hotelling's Trace 3,786 10,770 0,000
Roy's Largest Root 2,341 21,537 0,000
Pillai's Trace 0,667 17,632 0,000
TIPO CELULAR Wilks' Lambda 0,333 17,632 0,000
Hotelling's Trace 2,004 17,632 0,000
Roy's Largest Root 2,004 17,632 0,000
Pillai's Trace 0,769 3,169 0,000
TEMPO X FARMACO Wilksl' Lambda 0,371 3,509 0,000
Hotelling's Trace 1,325 3,768 0,000
Roy's Largest Root 0,953 8,768 0,000
Pillai's Trace 0,845 47,932 0,000
TEMPO X TIPO CELULAR Wilks.' Lambda 0,155 47,932 0,000
Hotelling's Trace 5,447 47,932 0,000
Roy's Largest Root 5,447 47,932 0,000
Pillai's Trace 0,917 4,052 0,000
FARMACO X TIPO CELULAR Wilks.' Lambda 0,250 5,302 0,000
Hotelling's Trace 2,355 6,699 0,000
Roy's Largest Root 2,057 18,924 0,000
Pillai's Trace 0,883 3,835 0,000
Wilks' Lambda 0,285 4,685 0,000

TEMPO X FARMACO X TIPO CELULAR

Hotelling's Trace 1,940 5,518 0,000
Roy's Largest Root 1,593 14,654 0,000
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CONTINUACAO

Fonte de Variagéo Variavel Soma de Quadrados C?raus de Quafir?do F Significancia

Dependente do Tipo lll Liberdade  Médio (p)

AKT1 170,30 1 170,30 154,25 0,000

AKT2 161,07 1 161,07 102,10 0,000

Intercepto AKT3 506,43 1 506,43 65,08 0,000

PTEN 181,39 1 181,39 106,59 0,000

CICLINA D1 199,09 1 199,09 123,91 0,000

AKT1 0,23 1 0,23 0,21 0,647

AKT2 7,79 1 7,79 4,94 0,031

TEMPO AKT3 172,46 1 172,46 22,16 0,000

PTEN 2,05 1 2,05 1,21 0,278

CICLINA D1 2,91 1 2,91 1,81 0,185

AKT1 34,96 3 1165 10,55 0,000

AKT2 23,71 3 7,90 5,01 0,004

FARMACO AKT3 391,14 3 130,38 16,76 0,000

PTEN 35,30 3 1,77 6,92 0,001

CICLINA D1 21,98 3 7,33 4,56 0,007

AKT1 1,30 1 1,30 1,18 0,283

AKT2 9,59 1 9,59 6,08 0,017

TIPO CELULAR AKT3 97,11 1 97,11 12,48 0,001

PTEN 27,79 1 27,79 16,33 0,000

CICLINA D1 22,25 1 2225 13,85 0,001

AKT1 5,42 3 1,81 1,64 0,193

AKT2 11,92 3 3,97 2,52 0,069

TEMPO X FARMACO AKT3 209,94 3 69,98 8,99 0,000

PTEN 14,58 3 4,86 2,86 0,047

CICLINA D1 11,80 3 3,93 2,45 0,075

AKT1 32,28 1 32,28 29,23 0,000

AKT2 88,27 1 88,27 5595 0,000

TEMPO X TIPO CELULAR AKT3 3,94 1 3,94 0,51 0,480

PTEN 20,45 1 2045 12,02 0,001

CICLINA D1 69,28 1 69,28 43,12 0,000

AKT1 14,03 3 4,68 4,23 0,010

AKT2 14,32 3 4,78 3,03 0,038

FARMACO X TIPO CELULAR  AKT3 259,90 3 86,63 11,13 0,000

PTEN 30,17 3 10,06 5,91 0,002

CICLINA D1 13,91 3 4,64 2,89 0,045

AKT1 28,92 3 9,64 8,73 0,000

TEMPO X FARMACO X TIPO AKT2 29,69 3 9,90 6,27 0,001

CELULAR AKT3 117,49 3 39,16 5,03 0,004

PTEN 5,13 3 1,71 1,01 0,399

CICLINA D1 9,61 3 3,20 1,99 0,127
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ANEXO A - Parecer de aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa

Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Odontologia

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER DE APROVAGAO
FR - 194385
Protocolo 122/2008

O grupo de trabalho indicado pelo Comité de Etica em Pesquisa
APROVOU o protocolo de pesquisa "Ag¢do do Viscum album em cultivo
celular de carcinoma epiderméide de cabega e pescogo”, de
responsabilidade do(a) Pesquisador(a) Maria Fatima Guarizo Klingbeil, sob
orientagdo do(a) Prof.(a) Dr.(a) Décio dos Santos Pinto Junior.

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados a
este Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término copia do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Sé&o Paulo, 09 de junho de 2009.

Prof. Dr.”Joé& rto de Cerquira Lu
Coordenador do CEP-FOUS
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