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RESUMO

O cancer é um problema mundial de saude publica. Nas ultimas décadas a
incidéncia de cancer de cabeca e pescogo vem aumentando, sendo os paises
desenvolvidos os mais afetados. As terapias convencionais para este tipo de cancer,
cirurgia e radioterapia, sdo agressivas e ndo aumentam de maneira consideravel a
qualidade e expectativa de vida dos pacientes. Nesse cenario, a descoberta de
novas terapias é necessaria. Esse trabalho tem como objetivo investigar o efeito
citotéxico do extrato bruto de tabaco (EBT) e cinco fracbes provenientes dele
(metandlica, neutra, carbbnica, acida e basica) em células de carcinoma oral
humano. A exposi¢do das células de cancer oral ao EBT induz a morte celular e
diminui a viabilidade celular de maneira dose-dependente. Das fracdes testadas,
apenas a neutra foi capaz de induzir uma significante morte celular (acima de 50%)
apdés 48 horas de tratamento. Ademais, fragmentacdo do DNA e ativacdo da
caspase-3 indicam que a morte celular induzida por EBT e pela fracado neutra tem
natureza apoptética. Os resultados mostram que apesar do tabaco ser um
carcindgeno conhecido, possuir inumeros componentes indutores de tumor, ele
também pode conter componentes capazes de induzir morte em células de cancer.
Pelo fato da fracao neutra ser capaz de também induzir morte celular, pode-se inferir
que o componente apoptético é apolar. Novos estudos sao necessarios para avaliar

a estrutura quimica envolvida neste processo.

Palavras chaves: Cancer de boca, extrato bruto de tabaco, apoptose, caspase-3



ABSTRACT

Cancer is a public health problem worldwide. Incidences of head and neck
cancer are increasing in the last decades, and the developed countries are the most
affected. Current therapeutic options for this type of cancer are aggressive, including
surgery and radiotherapy. In addition, they have not yet translated into an
improvement of life quality or expectancy to patients. In this scenario, new
therapeuticals are urgently needed and actively sought after. The goal of this study
was to investigate the cytotoxic effects of tobacco crude extract (TCE) and 5 fractions
thereof (methanolic, neutral, carbonic, acid and basic) on a human oral squamous
cell carcinoma. Exposure of oral cancer cells to TCE induced cell death and
decreased cell viability in a dose-dependent manner. Out of the tested fractions, only
the neutral one was able to induce significant cell death (over 50%) over the period of
48h. In addition, DNA laddering and caspase-3 activation indicate that the cell death
processes induced by TCE and neutral fraction were apoptotic in nature. Our results
indicate that although tobacco is a known carcinogen, possessing many tumor-
initiating compounds, it could also contain compounds that are useful to induce
apoptosis in cancer cells. Because the neutral fraction was also able to induce
apoptosis, it is postulated that this putative compound is non-polar, although further

investigation is needed to uncover its true nature and chemical structure.
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1-INTRODUCAO

As neoplasias malignas da regido de cabeca e pesco¢o sdo uma importante
causa de morte no mundo todo. Dentre todos os tipos, o carcinoma espinocelular é a
neoplasia maligna mais frequente na boca, constituindo cerca de 90% dos casos (1).
Quase sempre o cancer de boca é precedido por lesbes cancerizaveis, que podem
ou nao se tornarem tumores malignos.

A etiologia do cancer de cabeca e pesco¢o é multifatorial. Fatores genéticos,
ambientais, sociais e comportamentais podem estar envolvidos (2). O fumo, o alcool
e a radiacao solar sao os fatores de risco com maior importancia relacionados ao
desenvolvimento do cancer de boca. Eles provocam inUmeras alteragées genéticas
e 0 acumulo dessas alteracdes resulta no cancer. Alguns virus como o HPV (Human
Papilloma Virus), EBV (Epstein-Barrr Virus) e HCV (Hepatites C Virus) também estéao
relacionados as neoplasias de boca (2).

O tratamento do cancer de boca € bem agressivo e depende do tipo de lesédo
apresentada pelo paciente. Se o tumor for pequeno (menor que 2 cm de diametro) e
tiver a classificacdo TNM (tumor, ndédulos linfaticos e metastase) T1 NO MO a cirurgia
€ a primeira opcao de tratamento, ndo sendo necessarias modalidades adicionais de
terapia. Para estagios mais avangados da doenca é necessaria uma combinacao de
tratamentos como a radioterapia local, quimioterapia sistémica e cirurgia para
resseccao do tumor (3). Contudo, todas as modalidades de tratamento apresentam
algum tipo de efeito adverso ou sequela.

Apesar de todos os avangos tecnoldgicos, a expectativa de vida para os
pacientes com cancer de boca ndo aumentou nas ultimas décadas, sendo de 50 %
apds 5 anos (4). Os tratamentos atuais ndo sao totalmente eficazes e ainda trazem
aos pacientes desconforto temporario e até mesmo seqtielas permanentes. Por isso
faz-se necessdario o estudo de novas substancias que possam resultar em uma
resposta positiva e com menores efeitos colaterais ao paciente.

O conhecimento da biologia molecular e celular do cancer de boca ja mostrou
ser de grande importancia. Recentemente varios trabalhos (5) vém utilizando a
cultura de células do carcinoma para o desenvolvimento de pesquisas. Através da
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cultura das células podemos avaliar seus mecanismos de crescimento e
diferenciacdo, e entender melhor as alteracbes moleculares que levam ao
aparecimento e ao crescimento de tumores orais, bem como encontrar marcadores
que possam servir de fatores prognésticos, a pesquisa utilizando a cultura de células
provenientes da mucosa oral tem crescido bastante.

Além disso, a acado de novas substancias podem ser testadas (2).
Historicamente, pode-se citar o exemplo do taxol e da vincristina e vimblastina,
derivados, respectivamente das espécies vegetais Taxus brevifolia e Vinca rosea.
Nesse sentido, a atividade anti-neoplasica de extratos naturais € constantemente
revista.

As potencialidades dos usos das plantas medicinais encontram-se longe de
estar esgotadas. Novos conhecimentos certamente encontrardo, no reino vegetal,
solucdes, por meio da descoberta e do desenvolvimento de novas moléculas com
atividade terapéutica ou com aplicagdes tanto na tecnologia farmacéutica quanto no
desenvolvimento de fitoterapicos com maior eficiéncia de acao (6).

Com o objetivo de testar a existéncia de compostos ativos téxicos as células
malignas da boca, foram utilizados o extrato bruto de tabaco e fracbes especificas
do mesmo. O uso de tais fracbes permite separar compostos pela polaridade e
solubilidade. Como modelo experimental foram utilizadas células da linhagem
OSCC-3 (oral squamous cell cancer), originaria de carcinoma espinocelular oral
humano. O tipo de morte celular ocasionada pelos compostos também foi
investigada. O extrato bruto e a fragdo neutra resultaram em mais de 85% de morte
celular. Estudos sobre as caspases demonstraram que a mesma ocorria por vias

apoptéticas.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O CANCER DE BOCA

O cancer é, conhecidamente, um problema de saude publica mundial.
Segundos dados da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) em 2005, mais de 7
milhées e 600 mil mortes foram provocadas por essa doencga, e projeta-se, para 0s
préximos anos, um aumento nesses numeros. A previsdo para 2015 é que haja
aproximadamente 9 milhdes de mortes em todo o mundo devido ao cancer (7) . Nos
paises em desenvolvimento esses dados estatisticos sdo ainda mais alarmantes.
Ainda segundo a OMS no ano de 2005 mais de 14% de mortes no Brasil foram
provocadas pelo cancer.

Dentre os varios tipos existentes de cancer, o de boca deve ser destacado
pelo numero crescente de casos. Diferentemente do outros tipos, o cancer de boca
tem maior incidéncia nos paises desenvolvidos quando comparados aos paises em
desenvolvimento (8). No Brasil, excluindo o cancer de pele, o cancer de boca e
faringe representa a quinta incidéncia de cancer entre os homens e a sétima entre
as mulheres (9). As estimativas indicam que em 2008 houve aproximadamente
14.160 novos casos de cancer de cavidade oral sendo 10.380 em homens e 3.780
em mulheres (10). A incidéncia de cancer de boca no Brasil € de 2% de todos os
tipos de carcinoma, uma das mais altas do mundo e significante na América Latina
(11).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a incidéncia de cancer de boca
nao € igual para todas as regides do pais. As regides sudeste e sul apresentam os
maiores indices de casos enquanto as demais regides, centro-oeste, norte e
nordeste apresentam indices menores (9). Provavelmente isso ocorre pela
subnotificagdo de casos nas regides mais pobres do pais. Outro fator que pode
explicar essa diferenga na incidéncia sao os fatores de risco como o uso de tabaco
(12, 13,14).

Quando se fala em cancer de boca, na maioria das vezes estamos nos

referindo ao carcinoma de células escamosas (espinocelular ou epidermoide), que é
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a origem de mais de 90% de todas as manifestacdes malignas nessa regidao (15).
Clinicamente, esse carcinoma pode se apresentar como uma massa exofitica, ou até
mesmo ter um crescimento endofitico que se caracteriza por uma depressao ou area
ulcerada de bordas entumecidas. Histologicamente pode-se notar ilhas e corddes
invasivos de células epiteliais escamosas malignas, angiogénese, desmoplasia,
aumento da relagédo nucleo-citoplasma e presenca de pérolas de queratina.

A dor ndo € um indicador real se a lesdo é ou ndao maligna (16). O local mais
comum para 0 aparecimento do carcinoma intra oral € a lingua, que corresponde a
mais de 40% dos casos, que acometem frequentemente a borda lateral posterior e 0
ventre da lingua. O assoalho de boca € o segundo local com maior incidéncia. Os
locais que raramente apresentam essa patologia sdo gengiva, mucosa labial e
palato duro (17).

1.2 CARCINOGENESE

A alta incidéncia do cancer nos permite inferir que o seu desenvolvimento
esta correlacionado a uma alteracdo no processo natural do corpo. O crescimento
maligno esta diretamente associado ao estagio final do céncer, é claramente a
corrupgao do mesmo mecanismo proliferativo que deu origem a trilhbes de células
que formaram organismo a partir de um zigoto Unico. A descricdo concisa do cancer
€: uma proliferacao celular imprépria. Se em uma célula particular, no seu processo
de divisdo, uma transicao apo6s a outra é feita de maneira imprépria, sem nenhum
tipo de repressao, o ciclo celular continua a progredir ininterruptamente, e uma
massa celular é formada — o tumor. Essa € a relagdo basica entre o ciclo celular e o
cancer (18). Outro modelo de cancerizacao foi proposto por Hanahan e Weinberg,
para quem as células cancerigenas apresentam defeitos nos ciclos regulatérios de
proliferacdo e homeostase encontrados nas células normais. Seis alteragdes
essenciais sdo encontradas na fisiologia celular das células com crescimento
maligno, sendo elas: sinais de crescimento auto-suficiente; insensibilidade aos sinais
anti-crescimento; evasao a apoptose; potencial replicativo ilimitado; sustentagdo da
angiogénese; invasao de tecidos e metastase (19).
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A progressao de uma lesdo benigna para a maligna € um processo genético
que comeca a nivel celular e posteriormente a nivel clinico (20). O desenvolvimento
do carcinoma espinocelular de boca é geralmente precedido do desenvolvimento de
multiplas alteracbes genéticas, que levam uma populacdo clonal de células ao
crescimento avancado. A desregulacdo de oncogenes, genes supressores tumorais,
alteracoes citogenéticas, alteracdes epigenéticas e mutagdes mitocondriais estao

relacionadas ao desenvolvimento do carcinoma bucal (21).

Ciclo Celular
Células com cromossomos no nucleo

Gl
Divisao celular

@ @ /' Sintese de DNA

Mitose % S @
| |

Wlicagéo dos cromossomos
Separac¢ao dos cromossomos

G2

an

Células com cromossomos duplicados

Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo celular desde sua fase inicial
G1, até o momento da divisdo celular propriamente dita, mitose. Adaptado
de http://www.spg.pt/ficheiro/conteudo/imagens/ciclo_celular.gif.

Evidéncias emergentes sugerem também que a exposicao ao estresse induz
reprogramacao epigenética de algumas células e aumenta a taxa de mutacgao,
acelerando a adaptacao ao estresse ambiental (22,23). Esse aumento na taxa de
mutacao leva a transformacao neoplasica (24).
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Marcadores moleculares do céncer oral envolvendo o HPV ja foram
identificados em varias linhagens celulares em tumores de origem oral (24,25). A
progressdo e metastase envolvem a regulacao positiva de oncogenes (RAs, c-myc,
c-erbB2) (26), mutacao, delecdo e regulacdo negativa de genes supressores de
tumor (p53 e histidina) (27,28). Quinases associadas ao ciclo celular e seus
inibidores, receptores de fatores de crescimento (epidermal e insulinico), e regulagéao
negativa de receptores nucleares (receptor acido retindico a e B) (29,30) também
estdo envolvidos na progressao tumoral. A alteracdo de niveis de expressao de
outros marcadores celulares como proliferador celular e antigeno nuclear (PCNA),
citoqueratinas, enzimas (cicloxigenase 2), genes antiapoptéticos (familia bcl), genes
proangiogénicos (familia VEGF) e imunomoduladores (IL-10, IL-12), estdo
implicados na progressao do carcinoma de células escamosas (31,32).

1.3 FATORES DE RISCO

Muitos sdo os fatores de risco associados ao cancer de boca. O tabaco e o
alcool sao reconhecidos mundialmente como os principais fatores de risco
associados ao desenvolvimento do carcinoma espinocelular de cavidade oral e
faringe (5,33). O consumo concomitante de tabaco e élcool, principalmente o uso
constante e elevado dessas substancias, é definitivamente o maior fator de risco
para o desenvolvimento do cancer de boca.

Os principais fatores relacionados a essa patologia sdo o consumo de tabaco
e alcool. Apesar desses serem 0s principais fatores de risco relacionados ao cancer
de boca, eles ndo sédo os unicos. Alem do uso do tabaco e do alcool, outros fatores
contribuem para o aparecimento e desenvolvimento do cancer (9). Mutacdes
genéticas, ma nutricao, hereditariedade, uso de betel ou areca mascado, os virus
como o HPV (papiloma virus humano), EBV (epsten-barr virus), e o virus da hepatite
C, profissdao e até mesmo uso de enxaguatérios bucais com alcool podem ser
associados ao desenvolvimento de cancer de cabeca e pescoco (2, 34,35,36).
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1.3.1 Tabaco

Tabaco € o nome dado as plantas do género Nicotiana L. (Solanaceae), em
particular a N tabacum, originarias da América do Sul da qual € extraida a
substancia nicotina.

O tabaco é conhecidamente o maior fator de risco relacionado ao cancer de
cabeca e pescocgo. Constituintes do tabaco podem causar danos ao DNA e,
consequentemente, levarem ao desenvolvimento do carcinoma escamoso de boca
(5). Ja se sabe que o risco de desenvolver cancer de boca é 6 a 9 vezes maior em
pessoas que fumam. Verifica-se que quanto maior o consumo de tabaco, maior o
risco de desenvolvimento do cancer, ou seja, o risco para desenvolvimento de
cancer de boca em pacientes fumantes é tempo-dose-dependente. Em fumantes
cronicos, por exemplo, esse risco chega a ser 17 vezes maior do que em pessoas
nao fumantes (16,37,38).

Existem ainda outras formas de utilizacdo do tabaco. O tabaco mascado,
muito utilizado por jogadores de beisebol nos Estados Unidos, esta associado ao

desenvolvimento do cancer, porém esse tipo de consumo nao € comum no Brasil.

1.3.2 Alcool

O alcool é outro forte fator de risco para o cancer oral (16). Enquanto o tabaco
é capaz de causar mutacdo celular o alcool promove proliferacdo celular. E
comprovado que o acetaldeido, o primeiro metabdlito do etanol, é cancerigeno (5). O
consumo de alcool foi identificado como o maior fator de risco de cancer no trato
aereodigestivo superior. Essa ligacao do alcool ao cancer também esta diretamente
relacionada ao tipo de bebida ingerida, quanto maior o teor alcodlico maior o risco
oferecido.
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Um estudo na Frangca mostrou que alcoolistas crénicos (consumo de alcool
maior que 100 gramas por dia) tém seu risco de desenvolver cancer de boca e
orofaringe aumentado em até 30 vezes (39).

Os diferentes tipos e formas de uso do tabaco e alcool podem caracterizar a
incidéncia particular e os padrdes de mortalidade por cancer de boca em diferentes
areas geogréficas brasileiras. Porém, outros fatores de risco podem também ter
efeitos especificos na incidéncia de cancer bucal. Particularmente entre os
brasileiros, destaca-se o consumo de cachaca, um derivado popular e barato da
cana de agucar, de alto teor alcodlico. Esse produto pode ainda causar ma nutricao

e diminuir a imunidade favorecendo o desenvolvimento do cancer (9).

1.3.3 Virus

Dentre todos os virus com potencial carcinogénico, o0 que tem maior
associacao ao desenvolvimento de cancer de boca é o HPV. Mais de 100 tipos de
HPV ja foram identificados e eles sdo classificados como de alto ou baixo risco de
desenvolvimento para cancer de acordo com o seu potencial oncogénico. Um dos
tipos que oferece maior risco € o HPV 16 que é capaz de formar complexos
especificos com reguladores vitais do ciclo celular: E6, que se liga ao p53 (supressor
de tumor) e induz a sua degradacédo; e o E7, que interage com o pRb e bloqueia a
sua atividade reguladora (2). Essa desregulacdo resulta em uma replicacdo
incontrolavel do DNA e diminuicdo da atividade apoptética, o que explica sua
correlagdo com a carcinogénese (2).

O EBV é um membro da familia dos virus simples da herpes. Ja foi
estabelecido que ele participa na transformacdo maligna dos linfécitos B, sendo
frequentemente encontrado em lesdes cancerizaveis como o liquen plano e até
mesmo no carcinoma espinocelular. Apesar disso a patogénese do EBV em relacao
ao cancer nao esta totalmente estabelecida (2). Pacientes com carcinoma verrucoso
e escamoso muitas vezes apresentam o virus da hepatite C (40,41) porém ainda

nao é possivel fazer uma correlacao direta desse virus ao cancer oral.
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1.3.4 Betel

Mascar betel é um habito popular em Taiwan, india e alguns paises do
sudoeste asiatico. Esse habito € fortemente associado com a alta incidéncia de
leucoplasia, fibrose submucosa oral e cancer de boca (42,43,44,45).

O betel consiste basicamente da noz de areca (Areca catechu), pimenta de
betel ( “betel pepper’), pasta de lima e tabaco. Apesar dessa ser a composicao
basica do betel, esses componentes podem mudar de acordo com a regiao
geografica (46). A aerocolina, principal alcaléide encontrado no betel, tem efeito
citotdéxico, genotoxico, e mutagénico em varios tipos celulares (47). Seu mecanismo
de acao na biologia celular ainda nao foi definido com clareza, sendo ainda
necessarios estudos para tanto. A aerocolina é capaz de inibir o crescimento
celular da linhagem epitelial KB mantendo o ciclo celular nas fases S e G2/M, o que
provoca apoptose celular quando utilizada de maneira prolongada. As alteracdes
provocadas por essa substancia em diferentes proteinas do ciclo celular podem ser

cruciais para o papel do betel na carcinogénese oral (47).

1.3.5 Ma nutricao e dieta

Pessoas com ma nutricdo tendem a ter cancer, provavelmente porque a falta
de nutrientes pode levar a uma queda no sistema imunoldgico, principal defesa do
organismo contra todas as patologias (8). No entanto, ndo é possivel dizer com
clareza quais nutrientes especificos sdo responsaveis por essa associacao.
Acredita-se que o consumo de frutas e vegetais verdes confira um certo efeito
protetor (9). O consumo de alimentos ricos em licopeno, como o tomate, também
pode conferir certo grau de protecdo, por suprimir a expressdo de proteinas
envolvidas com a proliferacao celular (48).

Enquanto esses alimentos parecem ter acdo protetora contra o cancer de
boca, um estudo realizado em cidades do sudeste brasileiro indicou que o consumo
exagerado de carne vermelha leva a um aumento no risco de desenvolver cancer de

boca e faringe. Nenhuma relagdo entre o consumo de café e o surgimento de cancer
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foi encontrada porém, o consumo de chimarrdo, uma infusdo de erva mate, tomada
em temperatura muito quente, e que é bastante comum na Argentina, Uruguai,

Paraguai e sul do Brasil, pode ter relacao com esse tipo de cancer (49).

1.3.6 Profissao

A ocupacao profissional também esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento de céncer de boca. Pessoas expostas a radiacdo solar sem
protecdo, como protetores solares ou até mesmo chapéu tem maior tendéncia a
desenvolver tanto cancer de pele, quanto cancer de boca (labio). Trabalhadores
rurais e donas de casa sdo os principais atingidos por essa patologia, provavelmente
pela uma maior exposicao desprotegida aos raios solares (4).

1.4 HISTORICO FAMILIAR

A relacdo de heranca familiar € vista em varios tipos de cancer. Estudos
demonstram que familias que apresentam histérico de cancer tendem a ter um risco
maior para desenvolvimento de um novo cancer (50).

Um estudo caso-controle feito no Brasil mostrou que ha um risco aumentado
para desenvolvimento de cancer de cabegca e pescog¢o para pessoas que tem um
historico de qualquer tipo de cancer na familia. Se na mesma familia existir um caso
de cancer de cabeca e pescoco anterior esse risco é ainda maior (51). Porém, nao
se pode atribuir a maior incidéncia de cancer bucal em pessoas em cujas familias ja
se encontra um afetado, pois muitas vezes, habitos correlacionados aos fatores de
risco (como fumar e beber) sdo transmitidos socialmente por geragdes anteriores.

Polimorfismos genéticos tém um importante envolvimento no processo de varios
carcinogénicos presentes no tabaco e alcool. O citocromo P450 2E1 (CYP2E) é uma
enzima secundaria que pode metabolizar o etanol. A glutationa S-tranferase (GST)
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esta envolvida na desintoxicagcdo dos epoxidos e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. A variacdo da habilidade individual para metabolizar toxicos pode estar
ligada a mutacdo desses genes em populacdes diferentes (9). Outro estudo revelou
que os genotipos GSTM1 e a delecao do GSTT1 sdo mais freqlientes em pacientes
com cancer de cabeca e pescogo do que nos controles com pessoas que nao
apresentavam cancer (52). A presenca do gendtipo mutante CYP2E1 também é
maior em pacientes com cancer de boca do que nos controles. Esses gendtipos
podem ser transmitidos as geracdes subseqlientes aumentando assim o risco de

desenvolvimento de cancer.

1.5 LESOES CANCERIZAVEIS

Muitos canceres comegcam em mucosa aparentemente normal, mas alguns deles
sao precedidos por lesdes pré-malignas que sao clinicamente detectaveis. Por lesdo
cancerizavel entende-se um tecido morfologicamente alterado no qual o cancer tem
maior probabilidade de ocorrer do que em outro local aparentemente normal (53).

As principais lesbées que podem preceder o cancer sao: eritroplasia (area
vermelha), leucoplasia (area branca), e eritroleucoplasia (area mista vermelha e
branca). Basicamente essas lesées podem ser divididas apenas pelo seu aspecto
clinico em lesdes brancas ou vermelhas ou entdo brancas e vermelhas (54).

Apesar das lesdes brancas serem o tipo de lesdo mais comum, as lesdes
vermelhas tem um potencial maligno maior, por isso é necessario que 0 cirurgiao-
dentista esteja sempre atento a esse tipo de achado (54). O acompanhamento
dessas lesdes implica no diagndstico prévio de um carcinoma e consequentemente
em um tratamento menos agressivo e mais conservador para o paciente, além de
uma sobrevida melhor e aumento na expectativa de vida. Outras lesdes como liquen
plano erosivo, glossite sifilitica, fibrose submucosa e llpus eritematoso discoide
também podem preceder um carcinoma (5,55).
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1.5.1 Leucoplasia

Leucoplasia é definida comumente como uma lesdo predominantemente
branca da mucosa oral que ndo pode ser caracterizada clinico ou patologicamente
como qualquer outra lesdo (56), sendo o diagnédstico, entdo, feito por exclusao.
Assim, ndao ha uma conotacao histolégica nesse termo e a presenca de leucoplasia
nem sempre implica em um potencial maligno.

A caracteristica branca é provocada por uma hiperqueratinizacado da mucosa.
A causa de muitas leucoplasias é idiopatica, mas grande parte delas sdo precedidas
por irritacdo crénica ou alguns agentes etiolégicos como, por exemplo, 0 consumo
de tabaco e alcool (maiores indutores da leucoplasia) (55).

Clinicamente as lesdes podem ser divididas em dois grupos principais. O mais
comum sdo as placas brancas uniformes (leucoplasia homogénea), prevalentes na
mucosa bucal e que tem um potencial maligno baixo. O outro grupo é a leucoplasia
heterogénea ou eritroleucoplasia, que consiste em placas brancas ou nddulos
esbranquicados em uma é&rea avermelhada da mucosa (16). Uma grande
porcentagem das leucoplasias regridem espontaneamente desde que o fator causal,
fumo, seja removido. As areas esbranquicadas restantes ou mais acentuadas

podem ser removidas cirurgicamente ou acompanhadas.

1.5.2 Eritroplasia

A lesao eritroplasica caracteriza-se como placas vermelhas aveludadas que,
em pelo menos 85% dos casos apresenta displasia severa. Esse tipo de leséo é
rara, afeta pacientes de ambos o0s sexos por volta da sexta ou sétima décadas de
vida e envolve tipicamente o assoalho de boca, ventre da lingua ou o palato mole.
Diferentemente da leucoplasia, a eritroplasia ndo forma placas mais sim uma
depressao que circunda a mucosa. A grande importancia desse tipo de lesédo é que,
na maioria dos casos ela ja € um carcinoma, ou carcinoma in-situ ou pelo menos
apresenta severa displasia, o que faz dela uma lesdo muito mais perigosa do que as
lesdes brancas (16, 55)
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1.5.3 Queilite actinica

A queilite actinica € uma lesao potencialmente maligna, que ocorre no labio
inferior em razdo de exposicdo solar prolongada. Afeta, principalmente, homens de
pele clara, com idade variando entre 40 e 80 anos (56). O predominio dessa lesao
pelo sexo masculino se deve ao fato de que muitos homens trabalham, por periodos
longos, sob exposicao solar, sendo o labio inferior mais afetado em razédo de sua
anatomia. Acredita-se que as mulheres, ao usarem batom, protegem seus labios
contra os raios solares, evitando a doenca. Nao ha hoje na literatura uma estimativa
precisa sobre a transformacéo maligna a partir de queilite actinica. Para evitar que a
ocorréncia da mesma, recomenda-se o tratamento quando identificadas tais lesdes.
Em alguns casos, principalmente naqueles em que o quadro histolégico nao
demonstra atipia epitelial, pode-se optar pelo tratamento conservador, ou seja,
indicar uso se chapéus e filtro solar labial quando houver exposicdo ao sol,
associado a consultas de controle periédico. Quando no quadro histolégico forem
evidenciadas alteracbes do tipo atipia epitelial, a remocao total da lesdo faz-se

necessaria.

1.6 TRATAMENTO

Varias sdo as modalidades de tratamento para o cancer bucal, mas o que se
constata é que nenhuma delas é totalmente eficaz (57). O avangco nessas técnicas
nao foi capaz de aumentar, ao longo das ultimas décadas, a expectativa de vida,
que permanece ao redor de 50% 5 anos apds diagnéstico, para os pacientes com
esse tipo de tumor (58). Além disso todas as terapias trazem consigo uma série de
efeitos adversos. A abordagem cirlrgica para o controle do cancer inclui a remocao
do tecido maligno e normal adjacente para tentar remover todas as células
cancerigenas. Por ser uma cirurgia extensa ela geralmente causa alteracdes
funcionais e estéticas nos pacientes. A radioterapia é o tratamento que causa o
maior numero de efeitos adversos como alteracdes mucocutaneas, perda do

paladar, xerostomia, osterradionecrose e necrose dos tecidos moles. Caries
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dentarias, candidose e dificuldade na nutricdo podem ocorrer principalmente devido
a xerostomia induzida pela radiagdo (59). Comumente, a quimioterapia induz a
mucosite bucal e uma série de outros efeitos adversos (59). Esses efeitos séo
desconfortaveis e diminuem a qualidade de vida dos pacientes.

A terapia do cancer de boca nao é sempre satisfatoria, e depende muito da sua
classificagcdo TNM. Em estégios iniciais (I e Il) o cancer pode ser curado com cirurgia
ou radioterapia, sendo que esses tratamentos ndo tem que ser conjugados. No
entanto, em casos mais avancados (estagios Ill e IV) o tratamento constitui-se
geralmente de cirurgia seguida de radioterapia (60). Tal terapéutica &€ bem agressiva
e muitas vezes até mutilante. A radioterapia, por sua vez, causa varios efeitos
adversos (59). Ultimamente o tratamento com quimioterapia seguido por radioterapia
vem sendo utilizado com boas taxas de sucesso (61).

O objetivo da cura com o tratamento quimioterapico é raramente encontrado em
pacientes com malignidades epiteliais avancadas. Resisténcia as drogas
convencionais usadas separadas ou em conjunto e falta de seletividade terapéutica
sdao um obstaculo a terapia curativa (62). Durante as Ultimas duas décadas a
quimioterapia teve um papel substancial no tratamento do cancer oral. Os efeitos
benéficos desse tipo de tratamento nos pacientes com carcinoma escamoso
avancado de cabeca e pesco¢o foi demonstrado por metanalises, especialmente
quando os agentes citotoxicos sdo combinados a radioterapia (63). O tratamento
quimioterapico em conjunto com o radioterapico, de forma neoadjuvante ou
concomitante, pode aumentar a sobrevida dos pacientes de 8 a 11%. Essa evolugéo
€ idade-dependente ndo sendo observada de maneira significativa em pacientes
maiores de 70 anos (64).

Os principais agentes quimioterapicos utilizados para esse tipo de cancer sdo o
5-fluorouracil (5-FU) e a cisplatina (65).

1.6.1 5 Fluorouracil (5-FU)

O quimioterapico 5-fluorouracil € um dos agentes anti-neoplasicos mais
utiizados mundialmente na terapia de cancer de cabeca e pescogco (67). Essa
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substancia tem agéo especifica na cascata regulatéria do ciclo celular e com isso
induz a morte por apoptose nas células cancerigenas. Seu maior mecanismo de
citotoxicidade € a interrupcéo da sintese de DNA através do bloqueio da timidilato
sintetase (67,68). O 5-FU exerce seu efeito nas células em proliferacdo da seguinte
maneira: ele € inicialmente metabolizado nas células em 5-fluoroexiuridina
monofosfato (FAUMP). FAUMP faz uma ligagdo covalente com a sintase de dTMP e
inibe a sintese de DNA esgotando o dMTP celular. O 5-FU também é metabolizado
em 5-fluorouridina trifosfato (FUTP), que é incorporada ao RNA. Esses metabdlitos
do 5-FU sao responsaveis pela atividade anti-neoplasica dessa substancia em
modelos tumorais experimentais. Pelo seu modo de agéo o 5-FU € um agente anti-
neoplasico ciclo celular-especifico e seu efeito é dependente da sua concentracao e
tempo de tratamento. A inibicdo da sintese de DNA é manifestada na fase S do ciclo
celular e a incorporacao desse quimioterapico ao RNA ocorre na fase G1(69).

Sendo a citotoxicidade direta ao DNA expressa na fase S, o 5-FU exibe uma
potente acdo em tratamentos longos, mesmo em doses baixas. A citotoxicidade ao
DNA ou RNA resulta em desaparecimento da fase inicial S e acumulo na fase G1/S.
A inducao prolongada da fase G1/S leva a alteragcbes no p21, ciclinas D1 e E e
aumento da ligagdo do p21 ao CDK4 (quinase ciclina-dependente 4) em linhagens
de cancer oral. Nenhuma mudanca na expressdo do p53 foi notada
experimentalmente com o tratamento com 5-FU (69).

1.6.2 Apoptose

O objetivo maior dos agentes anti-neoplasicos convencionais
(quimioterapicos) ou nao (extratos, “garrafadas”, chas caseiros) € a indugcdo de
morte celular nas células malignas. Atualmente, sabe-se que existem dois tipos de
morte celular, a apoptose e a necrose, que apresentam profundas diferencas
morfolégicas e bioldgicas, sendo que a de interesse terapéutico no cancer é a
primeira.

A apoptose, ou, morte celular programada (auto-destruicdo celular que ocorre
de forma ordenada e demanda energia), € uma via que, uma vez que a célula tomou

a decisao de cometer o suicidio, ndo ha mais como regredir (70). A desregulacdo da



27

apoptose leva a uma variedade de patologias humanas dentre as quais podemos
incluir o cancer, doengas auto-imunes e desordens neurodegenerativas (71). A
apoptose ocorre por meio de dois processos basicos duas vias proteoliticas
independentes porém interconectadas (explicadas abaixo), que tem o objetivo de
ativar o efetor (também chamado de executador), que ira iniciar o processo de auto-
destruigédo, propriamente dita. Isso é feito pela acao de proteases que sdo capazes
de clivar proteinas celulares desencadeando eventos bioquimicos que culminam na
morte celular. As proteases que transmitem a via apoptotica sdo membros da familia
das caspases (70). Caspases sdo os componentes centrais da resposta apoptética
(72,73).

Até hoje foram descobertas pelo menos 14 caspases, destas 11 sdo da
espécie humana. As caspases apoptéticas sao divididas geralmente em duas
classes: as caspases iniciadoras, que incluem as caspases 2, 8, 9 e 10 nos
mamiferos e Dronc e Dredd nas moscas de fruta; e as caspases efetoras, que
incluem as caspases 3,6,7 nos mamiferos e Drice, Decay, Damm, Dcpl e Strica nas
moscas de fruta (74).

Nos mamiferos a apoptose pode ter duas vias de iniciacdo (via intrinsica e
extrinseca), sendo a selecdo realizada de acordo com a natureza do estimulo de
morte. A via intrinseca é desencadeada em resposta a um estimulo de morte
proprio, que € gerado juntamente com a célula, como a ativagdo de um oncogene ou
danos ao DNA (74). A inativagédo dessa via geralmente é lembrada como um marco
para o desenvolvimento e progressédo do cancer (74). Ja a via extrinseca € iniciada
pela acdao de um ligante extracelular “de morte”, ao receptor de “morte” da superficie
celular. Os ligantes de morte sao constituintes homotrimeéricos, que quando ligados
aos receptores formam um complexo ligante-receptor que recruta fatores citosélicos
e a propria caspase 8. Apds ser recrutada, a caspase iniciadora 8 é ativada e, ao
clivar outras caspases, como a caspase efetora 3, da inicio a sinalizacdo que

culminara na morte celular (76).

A via intrinseca é mediada por mitocdndrias e, em resposta a um estimulo
apoptético, muitas proteinas sao langadas para a regido intermembrana da
mitocOndria no citoplasma. Esses sinais apoptoticos intrinsecos ativam sua caspase
iniciadora que é a caspase 9. Na via extrinseca as caspases iniciadoras sédo a 8 e
10. Uma vez ativada essas caspases ativam as caspases efetoras que sao as
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caspases 3 e 7. Estas ultimas sdo responsaveis pela clivagem dos substratos que
provocam a morte celular propriamente dita (70).
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MNematodos AF
HTRaz'OMI  Moscas de Frutas
EndoG
e -—l
CED.9) Apall
| SWACIDRBI0]  Cyt ciaaTe Tl l
¥
CED-4 APAF1 m
[Capl] ——
| IE:' |cus.p:r_a_=-3. -'-!'l
Apopltose 1 . ,tl
- Alvos celulares Alvos celulares
} |
Apoplose Apoptose
'-‘ﬂ'- éﬂ'ﬂ-

Figura 2: Representacdo esquematica da cascata das caspases que estao
envolvidas no processo de morte celular denominado como apoptose. Figura
adaptada de Riedl,SJ; Shi,Yigong, 2004 (74)

1.7 PESQUISA BASICA

Muitas das drogas usadas atualmente sdo compostos extraidos de plantas ou de
seus produtos como frutas, casca ou semente (76). As plantas sao utilizadas para

encontrar uma alternativa terapéutica para o manejo do cancer tanto fornecendo um
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composto ativo, bem como servindo de ferramenta de entendimento da biologia dos
tumores. Elas podem ainda ser utilizadas como fator preventivo ao
aparecimento/desenvolvimento do cancer, quando consumidas regularmente, como
no caso das frutas e vegetais.

A importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de plantas, no
desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas € reconhecida (76).

Recentemente a busca por fitosubstancias, e os estudos sobre seus efeitos
benéficos tem aumentado. Frutas como o Kiwi (fruto de Actinidia deliciosa) tém sido
estudadas na busca por novas terapias. O extrato de Kiwi e suas fracdes
demonstraram ter atividade anti-neoplasica e antibacteriana (77). Extrato de Geumn
gellyon, uma erva da familia das Rosaceas, mostrou ter efeito anti-neoplasico em
células Caco-2 (células de adenocarcinoma), DU-145 (células de cancer de préstata)
e KB (carcinoma escamoso de boca), e isso se deve ao seu potencial antioxidante
(78). O extrato de Ginkgo biloba também €& capaz de induzir a apoptose, através da
ativacdo da caspase 3, em células de cancer da cavidade oral de forma tempo-
dose-dependente (79).

As proantocianidinas (Pacs) sdo componentes polifendicos de alta concentracao
em algumas frutas e nozes presentes na nossa dieta como as uvas, amoras,
améndoas, o0 cacau, feijao e até mesmo no chocolate. As Pacs pertencem a uma
abundante classe de componentes derivados de plantas, flavonéides, que parecem
ter muitos efeitos benéficos a saulde, principalmente por sua propriedade
antioxidativa. Ele exibe citotoxicidade seletiva contra alguns tipos de cancer como o
de mama, pulméao, prostata e carcinoma gastrico (80,81). Extratos de casca e
semente de uva e framboesa preta tém alta concentracdo de proantocianidinas e
sao capazes de promover uma supressao tumorigénica seletiva em cancer oral,
principalmente em carcinoma de células escamosas orais (OSCC) (82,83).

O efeito quimioprotetor dos carotendides também ja foi estudado. Os
carotendides sao indicados como fortes protetores celulares contra espécies de
oxigénio reativas (radicais livres) (48). Os carotendides sao fitoquimicos fitotropicos
comuns na natureza, e tem o poder de prevenir o cancer interferindo na expressao
de proteinas no ciclo celular. Um estudo confirmou que os carotendides apresentam
varias atividades como supressdo de PCNA (antigeno nuclear de proliferacao
celular) e ciclina D1 na proliferacdo celular. Essas observagdes sugerem que 0s
carotendides tem atividade anti-neoplasica (48).
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Assim como alguns vegetais e frutas sdo estudados, a atividade de compostos
do cigarro, principal causador do cancer de boca, como a nicotina também foi
avaliada. A nicotina é o maior componente do tabaco. Ela é capaz de inibir a
apoptose em uma variedade de tipos celulares, e essa atividade anti-apoptética
pode ser a grande responsavel pela carcinogénese induzida pelo tabaco (84).
Outras pesquisas comprovaram que nicotina € capaz de inibir a apoptose induzida
por diversos estimulos como o fator de necrose tumoral, luz UV e drogas
quimioterapéuticas em linhagens de cancer de diversas origens (85). A inibicao da
apoptose causada pela exposicao cronica a nicotina, pode resultar em um acumulo
de células com DNA danificado o que levaria ao desenvolvimento e progressdo do
cancer. PAH (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), NNK e NNN (nitrosaminas)
sao os carcinogénicos mais fortes e podem causar cancer de boca em usuarios de
tabaco fumado. Em modelos animais quando administrados de maneira conjunta
esses carcindgenos induzem tumor oral em ratos . Mesmo com todos os estudos é
dificil dizer que produtos especificos do tabaco induzem um tipo particular de cancer,
para isso mais estudos com os carcindégenos, analises dos seus produtos e analises
bioguimicas e moleculares ainda sdo necessarias (33).

O tabaco fumado (cigarro) € uma mistura complexa de muitos componentes
quimicos diferentes. Esses componentes podem tanto induzir a apoptose quanto
inibi-la (91). Mais de 60 carcinogénicos foram encontrados no cigarro, também
existem carcin6genos no tabaco que nao é fumado, porem o numero desses
carcinbgenos € menor porque a maioria deles é formada durante a combustao.
Dentre os componentes que tem maior potencial carcinogénico podemos destacar
os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, e as nitrosaminas derivadas da nicotina,
suas interacdes com os metabdlitos do DNA sao as principais causas da inducao do
cancer (86).

A nicotina é reconhecida como a maior causa das doencgas cardiovasculares em
fumantes, seus efeitos neurobiol6gicos e psicolégicos estdo associados a
dependéncia e aumento no consumo do cigarro. Todos esses efeitos provocados
pela nicotina no organismo sao mediados pelos receptores acetilcolinicos
nicotinicos, que estao localizados no sistema nervoso central e periférico. O agonista
fisioldgico dos receptores acetilcolinicos nicotinicos (nAChRs) é a acetilcolina. A
nicotina é capaz de se ligar ao receptor através da subunidade a dos nAChRs, o que

resulta em mudancgas conformacionais dos receptores abrindo canais intracelulares
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que permitem o influxo de diferentes cations como K*, Na*, e Ca®**..Todos esses
eventos sdo capazes de ativar a caspase intracelular ligada a regulacdo da
proliferacdo, apoptose, migracdo e diferenciacdo. A expressao dos nAChRs tem
uma regulagao positiva em pessoas expostas a nicotina de maneira crénica, o que
pode levar ao desenvolvimento da maior parte dos canceres humanos (86).

O extrato aquoso de tabaco € capaz de induzir a apoptose em uma linhagem de
carcinoma oral de hamsters (87). Outros estudos mostraram que taninos e ligninas,
constituintes do tabaco fumado provocam quebras no DNA. Isso pode ser o fator
responsavel pela apoptose provocada por essa substancia (87,88). A influéncia da
nicotina na apoptose ainda nao esta totalmente elucidada. Um milimolar de nicotina
€ capaz de inibir significativamente a apoptose induzida pelo extrato de tabaco nas
células orais. A exposicdo a nicotina isoladamente ndo tem nenhum efeito na
apoptose, mas a nicotina é capaz de inibir a apoptose induzida por agentes
presentes no extrato de tabaco.

Adicionalmente, outro trabalho (91) sugeriu que a acao anti-apoptética da
nicotina parece estar associada especialmente com a regulagcdo negativa da
producdo de oxido nitrico. Embora os resultados sejam interessantes, o cabe
ressaltar que a pesquisa foi realizada em células de murinos. Em conjunto,
resultados obtidos com tabaco e nicotina sugerem que componentes comumente
encontrados no tabaco podem ter acdes antagbdnicas, sendo anti-apoptoéticos como a
prépria nicotina, ou pré-apoptéticos, como as nitrosaminas. Especula-se que a acao
combinada dos mesmos é o que leva ao aparecimento de tumores. Estudos mais
detalhados ainda sdo necessarios para o entendimento completo dos mecanismos
moleculares envolvidos na tumorigénese desencadeada pelo tabaco.

Outros estudos em linhagem celular humana podem comprovar esses
resultados. Um passo importante para a pesquisa basica seria a continuidade
desses estudos em pacientes, sé assim pode-se avaliar com precisdo a acao desse
extrato em carcinomas orais humanos, a dose-respota para a agcao do extrato e o

tempo de acao deste.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a existéncia de atividade citotoxica do extrato bruto de tabaco e suas

fracbes em uma linhagem de carcinoma oral humano, OSCC-3 e identificar sua via

de acgao.

Objetivos Especificos

Avaliar a atividade citotéxica do extrato bruto de tabaco na linhagem OSCC-3;

Avaliar a atividade citotéxica das fragdes de extrato de tabaco na linhagem OSCC-3;

Identificar a dose necessaria do extrato bruto de tabaco capaz de induzir a morte
celular da linhagem:;

Avaliar a agao de cinco fracbes (metandlica, neutra, carb6nica, acida e basica) na
linhagem OSCC-3 de carcinoma oral humano;

Caracterizar o perfil de morte celular induzido pelo extrato bruto de tabaco na
linhagem OSCC-3;

Identificar a(s) via(s) envolvida no processo em caso de morte celular induzida pelo
extrato bruto de tabaco;
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3 MATERIAIS E METODOS:

Para todos os experimentos foi utilizada a linhagem celular OSCC-3, tipo de
linhagem celular secundaria de carcinoma escamoso oral humano, ou produtos
derivados dela como proteinas e DNA. Essa linhagem foi cedida pelo Prof. Dr.
Marcio Pogas, do Laboratério de Biologia Molecular, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia. O extrato bruto de tabaco, e suas
respectivas fragdes foram cedidas pelo Prof. Dr. Esteban Ferro, da Universidade
Nacional do Paraguai.

3.1 CULTURA DE CELULAS

Para o cultivo celular, utilizou-se o meio Dulbelcco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) acrescido com soro fetal bovino a 10% e antibidticos penicilina e
estreptomicina nas concentragdes finais de100ng/mL e 1ug/mL, respectivamente. O
meio foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,2um e mantido a 4°C, sendo
aquecido em banho-maria a 37°C por aproximadamente 5 minutos, antes do uso. A
cultura de células utilizada na pesquisa foi a OSCCS3 (oral squamous cell cancer-
carcinoma de células escamosas orais), um tipo de linhagem secundaria derivada de
carcinoma escamoso bucal humano que é bastante representativa para cancer de
boca, ja que o carcinoma escamoso representa 90% dos casos de cancer bucal. As
culturas de células OSCC-3 foram mantidas no meio acima descrito em incubadora a
temperatura constante de 37° C e 5% de CO,, sendo repicadas duas vezes por
semana.

Para o repique, o0 meio de cultivo foi descartado, e as células lavadas uma vez
com PBS 1X pré-aquecido, sendo em seguida tratadas com solugdo de tripsina
0,25% acrescida de EDTA 5%, por 2 minutos, a 37° C. Apds o desprendimento das
células da placa de cultivo por digestao enzimatica, a tripsina foi inativada por adicao
de 5 ml de meio de cultura completo. As células foram coletadas por centrifugacéo
a 2000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado, e o pellet de células
ressuspendido em meio de cultivo completo. Dessa solug¢ao, foram utilizados 10ul
para a contagem de células na camara de Neubauer, sob microscopio éptico
invertido. O numero total de células foi calculado por meio da seguinte férmula:
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NUmero de células por ml=  n® de células em 4 quadrantes x Fator de

diluicdo da suspenséo de células x 10*

4

3.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DO EXTRATO E FRAGOES

Nicotiniana tabacum foi coletada do Jardim Botanico da Universidade
Nacional do Paraguai, e a amostra armazenada. As folhas passaram por processo
de secagem a 37° C por 4dias e submetidas a extragdo em etanol 100%. O resultado
da extracdo foi seco em vacuo e a massa posteriormente diluida em colunas de
purificacdo com os solventes apropriados para gerar as fracdes metandlica, neutra,

carbonica, acida e basica.

3.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade das células tratadas com extrato bruto de tabaco foi testada
utilizando-se o teste de exclusdo do azul tripan. Tal corante tem a capacidade de
penetrar as células inviaveis, deixando-as azuis sob observacdo ao microscépio
optico. As células viaveis, por sua vez, nao sao coradas. Para o teste de viabilidade
celular, foram utilizadas 2 x 10° células por poco, em placas de 6 pocos. Apds a
aderéncia das células (intervalo minimo de 12h), elas foram incubadas com 500
ug/ml de extrato bruto de tabaco por 24h. Como controles negativos, utilizaram-se
tratamentos com igual volume de solvente (DMSOQO:etanol, 2:3), ou com apenas meio
completo de cultivo. Cada solucdo foi testada em triplicata, e o experimento foi
repetido pelo menos 3 vezes. Apdés 24 horas de tratamento, as células foram

coradas com tripan azul e contadas em uma camara de Neubauer, aplicando-se a
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formula descrita acima. Em detalhes, o meio de cultivo contendo as células néo-
aderidas foi recolhido em um tubo falcon de15 ml. Os pog¢os foram lavados com 2 ml
de PBS, os quais também foram recolhidos no mesmo tubo falcon correspondente a
cada poco. As células entdo passaram pelo processo de digestdao enzimatica com
tripsina (500ul da solucdo descrita acima), por aproximadamente 2 minutos, a qual
foi inativada pela adicdo de 1,5 ml de meio de cultivo completo, sendo toda a
solucao (tripsina + meio) recolhida e armazenada no tubo falcon. O pellet celular foi
obtido por centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos e ap6s descarte do
sobrenadante, foi ressuspendido em 4ml de PBS e novamente submetido a
centrifugagdo. Mais uma vez o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 250ul de corante azul tripan (0,04% em solucdo salina). Dez
microlitros da solucédo de células ressuspendidas em azul tripan sdo colocados em
uma camara de Neubauer e é feita a contagem de células viaveis (translicidas) e
nao viaveis (azuis). O mesmo procedimento foi repetido apds 48 horas de
tratamento. Para a contagem de células, a permanéncia das mesmas em solucao
corante foi por tempo inferior a 10 minutos, para evitar coloracao inespecifica. A
porcentagem de células viaveis em cada po¢o contendo cada um dos tratamentos,
apds 24 e 48h, foi obtida pelo célculo:

Total de células viaveis = total de células translicidas X 100/ (total de células

translicidas + total de células azuis)

3.4 TESTE DE CITOTOXICIDADE CELULAR

A porcentagem de morte celular ocasionada pelo tratamento com o extrato
bruto de tabaco ou com suas fracGes foi aferida pelo teste colorimétrico de
citotoxicidade, utilizando-se cristal violeta. Para tanto, as células foram cultivadas a
uma densidade de 1,5 x 10* células/poco em placas de 24 pocos. Vinte e quatro
horas apds plaqueamento, as células foram tratadas com meio de cultivo (DMEM)
sozinho, ou acrescido de: solvente 1 (DMSO:etanol, 2:3), solvente 2 (etanol 95%),
extrato bruto de tabaco, ou fragbes HCI, NaOH, NaHCOS3, neutra e metandlica.
Tanto o extrato de tabaco quanto suas fragées foram utilizados na concentragéo de
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500 ug/ml, e o tratamento efetuado por 24 h e 48h. Para o processo de coloracéo
com cristal violeta, o meio de cultivo foi descartado e as células aderentes lavadas
com 1 ml de PBS, e fixadas com 500 ul de metanol/po¢o por 20 minutos. O metanol
foi descartado e os pocos lavados novamente com 1 ml de PBS. A coloracao foi
realizada com 250 ul de solucao de cristal violeta (0,2% em PBS) por 5 min, ao final
dos quais, o corante foi descartado e as células extensivamente (5 a 7 vezes)
lavadas com PBS. Para a quantificacao de células viaveis apds os tratamentos, as
células coradas foram recuperadas com 250 ul de tampao composto por citrato de
sédio 1% e etanol (50%). A solucao contendo as células recuperadas foi
armazenada em uma cuveta de poliestireno e o volume complementado com
tampao de recuperacédo para 1 mL. A absorbancia de cada amostra foi medida em
espectofotébmetro de luz UV (UV-1601 Shimadzu) a 570 nm, sendo a absorbéancia
obtida com o respectivo solvente considerada como 100% de viabilidade para o
tratamento considerado.

3.5 CURVA DOSE RESPOSTA

A fim de determinar se a resposta citotoxica seria dose-dependente, foram
feitas curvas dose-resposta de citotoxicidade de células tratadas com concentracdes
decrescentes de extrato ou fragdes (500, 250, 100, 50, 10, 0 ug/mL). Apds 24h de
tratamento, as células viaveis remanescentes na placa de cultivo foram coradas com
cristal violeta e a absorbancia a 570nm medida em espectofotbmetro A
concentracao de “zero” ug/mL (adicdo de solvente, apenas) do extrato ou fracao foi
considerada 100% de viabilidade. Para cada concentracao foi adicionado volume de
solvente de forma que o volume final fosse sempre equivalente aquele utilizado na

maior concentracao de extrato.
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3.6 WST — ENSAIO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Este experimento utilizou placas de 96 pocos. A concentracdo de células
utilizada foi de 3x 103 células por poco. Assim como nos experimentos citados
anteriormente ap6s serem plaqueadas as células sdo mantidas em condicoes ideais
por 24 horas. Apos esse tempo as células foram tratadas com DMEM, solvente 1 e 2
e fragdes do extrato de tabaco (acida, basica, carbbnica, neutra e metandlica) nas
seguintes concentracdes: 500, 250, 100, 50, 10 , O u pg/mL. As células foram
recolocadas na incubadora, onde permaneceram por 24 ou 48 horas. Apos
incubacdo tempo as placas foram retiradas da incubadora e em cada poco foi
acrescentado 10 ul do substrato tetrazélio, que sofreu reducédo a formazan, pela
acao das enzimas mitocondriais. A absorbancia foi medida em uma leitora de
microplaca (thermo plate TP reader) a 450nm. A citotoxicidade celular foi calculada
comparando-se a absorbancia dos tratamentos com a absorbancia de cada

solvente.

3.7 EXTRAGCAO DE DNA FRAGMENTADO

As células OSCC-3 foram plaqueadas na concentracdo de 1,2 x 10° células
por placa, em placas de 10 cm. Apés 24 horas de incubagdo em condigdes ideais,
foi feito o tratamento das células com: meio (DMEM), solvente 1 (DMSQO/etanol),
solvente 2 (etanol), quimioterapico estaurosporina (concentracdo de escolha
200nm), quimioterapico 5-FU (25mg/ml), extrato de tabaco, fracdo neutra, fracado
NaOH e fragdo NaHCOS3. Tanto o extrato quanto as fragbes estavam na
concentracao de 500 ug/ml. Os quimioterapicos funcionaram como controle positivo,
e 0s solventes como controle negativo. As células com os tratamentos foram
incubadas por 48 horas, e passado esse tempo, foi realizada a extracdo de DNA
propriamente dita.
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As placas foram retiradas da incubadora, mantidas em gelo para manipulagéo
e 0 meio de cultura em que elas estavam foi coletado e armazenado em um tubo
falcon de 15 ml. As células foram lavadas com 5mL de PBS e este foi recolhido e
colocado no mesmo tubo em que estava o meio. Apds centrifugacao a 4000 rpm por
5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200 ul de
tampao de lise (0,5M EDTA; 1M TrisCl ph 8,0; Triton X 100%, SDS 20%; agua
destilada para completar o volume), em um tubo eppendorf. Para cada placa, foram
acrescentados 60 uL do tampao de lise, e com uma ponteira nova e limpa foi feita a
friccao dessa placa, para desprender e lisar as células que ainda estavam aderidas
a placa. A suspensao assim obtida foi recolhida e armazenada no tubo eppendorf
correspondente ao tratamento, sendo entdo incubada em gelo por 20 minutos. Em
seguida, foi feita a centrifugacdo a 14.000 rpm, 4° C por 2° minutos, para descarte
de debris celulares. Ao sobrenadante foi adicionada RNAse A na concentracao final
de 0,5 mg/ml e a solugao, este foi incubado a 37°C por 30 minutos. Apds incubacao,
acrescentou-se solugdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) no mesmo
volume total da solucdo contida no eppendorf. Essa mistura foi vortexada e
centrifugada a 14.000 rpm, 4°C, por 5 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf, e realizou-se a
repeticdo do mesmo processo, ao qual foi acrescentado cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1). Mais uma vez o sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo tubo
eppendorf. Acrescentou-se acetado de sdédio (3M pH 5,2) a 1/10 da concentracao do
volume inicial e etanol absoluto em uma concentragédo 3 vezes maior que o volume
inicial. O acetato de sdédio e o etanol promovem a precipitacdo de sal e de DNA.
Apobs esse processo os eppendorfs foram mantidos a — 20° C, por 2 horas.

Finalmente apds 2 horas de espera foi feita uma nova centrifugacédo a 14.000
rom, 4°C, por 30 minutos. Desta vez descartou-se o sobrenadante, o pellet
remanescente foi lavado com 250 ul de etanol 70% e centrifugado nas mesmas
condigbes por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, os pellets secos por
exaustdo e em seguida ressuspendidos em 10 uL de agua milli Q e 4 ul de tampéo
de corrida para DNA 6x. Essas amostras foram aplicadas em um gel de agarose
1,5%, em TBE 1x e submetidas a eletroforese a 120mA por cerca de 1 hora
juntamente com um marcador molecular de DNA. Ao final desse processo o gel foi
fotografado, sob luz UV, o que noés permitiu analisar o padrdo de banda de corrida,

formada em cada tratamento.
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Perfis de bandas equivalentes indicam que o tratamento induziu a morte
celular por apoptose, enquanto que o aparecimento de uma unica banda reflete o

estado intacto do DNA genbémico. Bandas indistinguiveis, formando um “borrao’

continuo, por sua vez, indicam a ocorréncia de necrose.

3.8 WESTERN-BLOT

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1,2 x10° células por placa
de 10 cm e tratadas com controle negativo (DMEM, DMSQO/etanol, etanol), controle
positivo (estaurosporina, 5-FU), extrato de tabaco, fragdes (NaOH, NaHCO3 e
neutra). As concentracdes utilizadas nos respectivos tratamentos foram as mesmas
usadas para o teste de fragmentacdo de DNA. As proteinas foram extraidas apos
24h de tratamento. Para a extracdo de proteinas as células foram retiradas da
incubadora e as placas mantidas em gelo. O meio foi descartado e a lavagem da
placas realizada incialmente com solucdo de PBS gelado + 1mM de PMSF e em
seguida com 6ml de tampao de extracao protéica (50mM hepes ph 7,5 ; 150 mM
NaCl; 2mM EGTA; 1mM EDTA; 1m PMSF, agua destilada) sem detergente. Todo o
residuo de solugcédo que podia estar na placa foi retirado com a ajuda de ponteiras ou
com vacuo. As placas foram acrescentados entre 150 ul e 200 ul de tamp&o de
extragdo protéica contendo 1% de NP40, para lise celular. Com uma ponteira fez-se
a friccdo das placas e desprendimento das células que estavam com o tampéao. As
células e o lisado foram recolhidos, incubados em gelo por 15 minutos e
centrifugados a 14.000 rpm por 2 minutos e 4°C. O sobrenadante transferido para
novo tubo eppendorf, sendo uma aliquota retirada de cada amostra para a medida
da concentracdo de proteinas. O restante foi congelado em nitrogénio liquido e
estocado a — 80°C até ser utilizado. O método usado para medir a concentracdo de
proteinas foi o de Bradford. Foram feitas duas diluicbes de cada amosira,
geralmente 1:100 e 1:50. Para a diluicdo 1:100, foram utilizados 10 ul da amostra,
200 ul de reagente de Bradford e 790 ul de agua destilada. Para a diluicdo 1:50
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foram usados 20 ul de amostra, 200 ul de reagente de Bradford e 780 ul de agua
destilada. A absorbancia das amostras foi medida em espectofotdmetro a 595nm,
em triplicata para cada amostra. Como padrao, foi utilizada um solucao de albumina
sérica bovina (BSA) em pelo menos 4 concentracdes distintas, utilizadas para tracar
a curva-padrao e obter a equacgao da reta utilizada para calcular a concentracéo de
proteinas a partir da absorbancia obtida.

Vinte e cinco microgramas de proteinas foram aplicados em gel de
poliacrilamida (12%) e submetidos a um campo eletroforético de 150V. Apés corrida
em gel, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
processo semi-seco, em tampéao de transferéncia (tris-glicina 1M, metanol 20%), sob
amperagem constante de 48mA por 2 horas. Terminado o0 processo de
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi seca a temperatura ambiente por 30
minutos.

Para verificar se a transferéncia teve sucesso e se a quantidade de proteinas
estava adequada para a continuagdo do experimento, corou-se a membrana com
solucédo de Ponceau 1,0% (10mL de solugao sob agitacao por 10 minutos). Antes da
incubacdo com anticorpos primarios, a membrana corada foi cortada em dois
pedacos que permitissem o0 uso dos mesmos para dois anticorpos distintos, como
anti-tubulina e anti-caspase-3.

A membrana agora passou por um processo de bloqueio com solucédo de
leite desnatado 5% diluido em TBST (Tris base 2,42 g.L. pH 7.6, NaCl 8g.L. tween
20 1ml) 0,1%. sob agitacdo por 30 minutos. A incubagdo com o0s anticorpos
primarios (contra as proteinas de interesse) foi feita em 6 ml de TBST 0,1%, sob
agitacao a 4°C, por 16 a 20hA parte superior da membrana foi incubada com anti-
tubulina (Santa Cruz) na diluicdo de 1:2000, a parte inferior foi incubada com anti-
caspase3 (Cell signaling) na diluicao de 1:800.

Apoés incubacdo com anticorpos primarios, as membranas foram lavada 4
vezes com aproximadamente 10 ml de TBST 0,1%, sob agitacdo por 5 minutos. A
incubacdo em anticorpo secundario foi realizada em 6ml de TBST por 1h a
temperatuda ambiente. Os anticorpos secundarios e suas respectivas diluicdes
foram: anti-cabra - 1:7000 (Invitrogen), e anti-coelho - 1:2500 (Santa Cruz). Apoés
esse processo o0s anticorpos foram descartados e as membranas novamente
lavadas com TBST 0,1% por 4 vezes. ApOs as lavagens, o excesso de TBST foi

removido da membrana e a ela adicionado 1 ml de substrato quimioluminescente
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ECL plus, por 5 minutos. Apo0s retirada do excesso de substrato, a membrana foi
envolvida por um plastico e exposta a um filme radiografico por tempos que
variavam de 10 segundos a 30 min, dependendo da proteina de interesse. O filme
radiografico foi revelado manualmente por incubacao da seguinte forma : 2 minutos
em solucao reveladora, 2 minutos em solucao fixadora seguida de lavagem em agua

corrente.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados com auxilio do software Prism 3.0, por
andlise de variancia (ANOVA-ONE-WAY).
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4 RESULTADOS

A incidéncia de cancer de boca vem aumentando alarmantemente nas ultimas
décadas e, apesar do numero crescente de pesquisas nessa area, o tratamento
continua sendo agressivo e muitas vezes ineficaz (2). A busca por novas
substancias que possam ser utilizadas no tratamento dessa patologia é de
fundamental importancia. O estudo com extratos naturais € uma das ferramentas na
busca por tratamentos mais eficazes. Por essa razdo, avaliou-se nesse trabalho a
acao do extrato bruto de tabaco e suas fragcbes em uma linhagem de carcinoma oral
humano, OSCC-3. Esses resultados ainda foram comparados com a acao de dois
quimioterapicos (5-FU e estaurosporina) sendo que o primeiro € amplamente

utilizado no tratamento do cancer oral.

4.1 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

O primeiro experimento realizado teve como objetivo avaliar a capacidade do
extrato de levar a morte celular a linhagem selecionada. A maioria dos testes de
viabilidade baseia-se no comprometimento da integridade da membrana celular,
determinado pela penetracdo do corante. O azul tripan normalmente é incapaz de
penetrar as células viaveis, que permanecem incolores, mas penetra facilmente as
células ndo viaveis, corando-as em azul. Desta forma, o monitoramento das células
submetidas aos tratamentos, posteriormente coradas e analisadas ao microscopio
de luz possibilita a verificagdo do numero de células viaveis. Para testar a
capacidade do extrato bruto de tabaco em induzir a morte celular, células da
linhagem OSCC-3 de carcinoma oral humano foram tratadas com 500ug/mL de
extrato, ou igual volume de solvente (DMSQO/etanol), ou simplesmente cultivadas em
meio sem tratamento, e 0 numero de células viaveis foi analisado como descrito.

O tratamento com extrato bruto de tabaco foi capaz de induzir a morte celular
na linhagem OSCC3. Apds 24 horas de tratamento, o percentual de morte celular é
de aproximadamente 43%. O resultado apds 48 horas é ainda mais significativo,
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apenas 5% das células estavam viaveis, ou seja, 95% das células estavam mortas.

Os controles negativos nao provocaram a morte celular de maneira significativa, isso

pode ser comprovado na figura 3.

Viabilidade Celular

100
0
©
>
‘o
=
ﬂ
5 a0+
T
0
:53 +*
. I
¥ P Ny ey
¥ ¥
W a:\'?:@ W& .qﬂ‘:ja
24h 48h

Figura 3: Teste de viabilidade celular com EBT, e o veiculo
(DMSO/etanol) * p < 0.05 vs veiculo

Tabela 1: Crescimento celular

Tratamento 24h 48h

Sem trat. | Veiculo Tabaco Sem trat. | Veiculo Tabaco
Num. Cels | 195.000 422.500 240.000 360.000 197.500 370.000
inviaveis
Num Cels | 1.405.000 |2.167.500 | 1.185.000 | 1.627.500 | 332.500 387.500
Totais
Percentual | 86% 80% 78% 77% 43% 5%
viavel
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Também foi analisado o perfil de crescimento celular, esse dado pode ser
visto na figura 4.

Crescimento Celular
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Figura 4: Crescimento celular das OSCC-3 apés tratamento com CN
(controle negativo, sem tratamento), veiculo (DMSQO/etanol) e EBT * p <
0.001. Tabaco vs veiculo

4.2 ANALISE DA CITOTOXICIDADE CELULAR

As células foram submetidas a tratamento com extrato bruto de tabaco, 5-
fluorouracil (controle positivo), DMSO/etanol (controle negativo) ou cultivadas em
DMEM apenas. Todos os tratamentos foram comparados ao controle negativo para
avaliar a citotoxicidade celular. As células sem tratamento ndo apresentaram morte

celular, assim como as células tratadas com o veiculo (controle negativo). O



tratamento com o quimioterapico 5-FU por 24 horas n&o resultou em citotoxicidade
celular (figura 5). Ja apds 48h de tratamento com o 5-FU a citotoxicidade celular foi
proxima a 50%. Esse fato se justifica pelo mecanismo de agdo do proéprio
medicamento, que por ser um quimioterapico do tipo antimetabdlito sé comeca a
agir no processo de divisdo celular, mitose, e por isso necessita de um tempo
maior para que seu resultado seja visivel. Ja as células tratadas com o extrato
bruto de tabaco apresentam citotoxicidade celular significativa nas primeiras 24
horas apds o tratamento, proxima a 30%. Completa as 48 horas de tratamento a
citotoxicidade celular teve um ligeiro aumento, apresentando-se em cerca de 26 %
(figura 5).

Com esses resultados podemos concluir que o extrato de tabaco é citotoxico
para a linhagem OSCC-3 de carcinoma oral.
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Figura 5: Teste de citotoxicidade celular com veiculo (DMSQO/etanol), 5-FU e

EBT. * p< 0,01 vsveiculo
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4.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO E CITOTOXICIDADE DAS SUAS FRAGOES

O extrato bruto de tabaco foi fracionado de acordo com ar polaridade e
solubilidade  (fracbes metandlica, neutra, acida/HCIl, basica/NaOH, e
NaHCO3/carbbnica ), e a capacidade de acao das respectivas fragcoes verificada em
teste de citotoxicidade celular. Dentre todas as fracées as que apresentaram maior
citotoxicidade celular foram as fragdes metandlica e neutra. Essa agao parece ser
tempo-dependente, pois a porcentagem de morte celular € maior apds 48h de
tratamento do que apos 24h (fig. 6A e 6B). A fragdo neutra apresentou maior
potencial de atividade citotoxica, ocasionando mais mortes celulares, tendo acao
citotéxica maior que a do préprio extrato bruto. As demais fracbes nao conseguiram
induzir morte celular nessa linhagem de carcinoma oral. Esse experimento permite
identificar em que fragdo a atividade toxica do extrato bruto de tabaco esta
concentrada e posteriormente, com novos experimentos, pode-se isolar a molécula

responsavel por essa atividade.
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Figura 6 A: Gréafico demonstrando a citotoxicidade das fragdes metandlica
e neutra na concentracéao de 500 ug/ml,veiculo 1 (DMSO/etanol) e veiculo
2 (etanol) ap6s 24 e 48 horas de tratamento
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Figura 6 B: Grafico demonstrando a citotoxicidade das fragdes carbénica e
acida na concentracao de 500 ug/ml,veiculo (DMSO/etanol) apés 24 e 48
horas de tratamento *p <0,01 tratamento vs veiculo

4.4 WST

Uma outra forma de confirmar a citotoxicidade celular é o teste de WST (uma
versdao simplificada de MTT). Tal teste baseia-se na atividade mitocondrial das
células, que, metabolicamente ativas, secretam enzimas capazes de converter sais
de tetrazolio em formazan, cuja presenca pode ser detectada em espectrofotémetro.
Desse modo, apds serem tratadas por 24 ou 48 horas, as células foram incubadas
com solucéo de tetrazdlio e a absorbancia do meio é determinada por um leitor de
placa/espectrofotdbmetro. Todas as fragbes foram testadas, com excegédo da fracao
acida que nao apresentara acao na linhagem OSCC-3 em testes prévios, em duas
concentracdes diferentes, 250 ug/ml e 500 ug/ml. Também foram testados o extrato
bruto de tabaco, assim como o0s controles negativos (sem tratamento DMEM,
DMSO/Etanol, etanol). O tempo de escolha para a leitura ap6s a adicdo do substrato
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foi de 1 hora. Como o esperado, o extrato bruto de tabaco apresentou elevada
citotoxicidade celular, assim como as fragbes metandlica e neutra. As fragdes NaOH
e NaHCOS néo apresentaram citotoxicidade celular (figura 8).
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Figura 7: WST para avaliar citotoxicidade do extrato de tabaco e suas fragbes nas
concentragdes de 500 e 250 ug/ml 1 hora apds incubar com sais de tetrazélio
*p < 0,01 Tabaco,metandlica, carbbnica, basica vs veiculo1; neutra vs veiculo 2
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4.5 CURVA DOSE RESPOSTA EXTRATO DE TABACO

Com os experimentos anteriores foi possivel verificar que o extrato de tabaco
€ citotéxico na linhagem OSCC-3 na concentracdo de 500ug/ml. Fez-se necessario
avaliar a concentracdo minima de extrato bruto de tabaco necessaria para induzir
citotoxicidade celular e, consequentemente morte celular nas células OSCC-3. Para
isso foi feita a curva dose-resposta com diferentes concentragbes do extrato. As
concentracbes variaram de 0 a 500 ug/ml (0, 10, 50, 100, 250 e 500 ug/ml)
correspondente aos logaritmos, respectivamente, (0 ; 1; 1,69; 2; 2,39; 2,69) e o
tempo de tratamento foi de 24 horas. A citotoxicidade foi medida conforme descrita
no experimento anterior, por coloragdo com cristal violeta. A concentracdo minima
do extrato necessaria para induzir a morte celular é de 250 ug/ml, sendo que o pico
de acao foi obtido na concentracdo de 500 ug/ml. A ICsy foi calculada a partir da

curva obtida, resultando em 344,35ug/mL.
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Figura 8: Curva dose-resposta do extrato bruto de tabaco apds 24
horas de tratamento.
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4.6 CURVA DOSE-RESPOSTA COM AS FRACOES QUE
APPRESENTARAM MAIOR CITOTOXICIDADE

Foi feita uma curva dose-resposta com as fracdes que apresentaram maior
citotoxicidade celular. As concentracdes utilizadas foram 500, 250, 100, 50 e 0
ug/ml, assim como foi constatado com o extrato bruto, as fragcdes foram capazes de
induzir morte celular de maneira significativa apenas na concentracdo de 500

ug/ml.(figuras 9 e 10)
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Figura 9: Curva dose-resposta fragdo neutra, apés 24 horas de

tratamento



52
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Figura 10: Curva dose-resposta fracao metandlica, apds 24 horas de

tratamento

4.7 FRAGMENTAGCAO DE DNA

A fragmentacao de DNA permite avaliar qual tipo de morte celular (necrose vs
apoptose) € provocada pelo extrato e suas fracoes. Apoptose e necrose sdao dois
padrées de morte celular. A apoptose € um processo fisiolégico normal que funciona
como controle da populacao celular e pode ser distinguida da necrose por critérios
morfolégicos e bioquimicos (82). Para esse experimento as células foram tratadas
com os controles negativos (DMEM,DMSO/etanol, etanol), controles positivos
(estaurosporina - 200nM, 5-FU - 25 mg/ml), extrato bruto de tabaco na concentragéo
de 500 ug/ml, e as fragdes neutra, basica e carbdnica na mesma concentracdo do
extrato bruto. Os quimioterapicos utilizados como controle positivo foram escolhidos
por ja ser conhecida sua acao apoptoética (90,91).

Como pode ser observado na figura 11, os controles negativos deram origem
a apenas uma banda, correspondente ao DNA gendmico intacto das células, o que
identifica estes tratamentos como incapazes de induzir a apoptose. Ja os
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tratamentos com os controles positivos assim como o extrato bruto de tabaco e a
fracdo neutra resultaram no aparecimento de bandas, referentes a quebra do DNA
em regides inter-nucloeossomais, isto €, apresentaram padrao tipico da morte
celular que pode ser caracterizada como apoptose. O tratamento com as fragdes
béasica e carbbnica assim como os controles negativos nao resultaram em bandas de

DNA fragmentado, indicando a incapacidade dos mesmos em induzir a apoptose.

1kp  DMEM DMSO ETOH ESTAU 5FU  Tabaco Neutra MaOH NaHCO3
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Figura 11: Foto DNA fragmentado, os pocos tratados com estaurosporina, 5-

FU, EBT, e fracdo neutra apresentam padrdes de banda correspondentes a
apoptose (1 Kb= marcador de peso molecular)

4.8 WESTERN-BLOT

Para confirmar o tipo de morte celular, e indicar a provavel via envolvida no
processo de morte celular induzido pelo extrato bruto de tabaco e suas fragdes na
linhagem OSCC-3, foi feito um western-blot contra a forma clivada (ativa) de
caspase-3 e PARP. Como os experimentos com fragmentagdo de DNA indicavam
que o perfil apoptético de morte utilizamos o anticorpo anti-caspase3. Os estagios
finais da apoptose geralmente envolvem mecanismos dependentes de caspase-3,
que atua como um executador da morte celular clivando multiplas estruturas e
proteinas (92). Como controle foram utilizados anticorpo anti-tubulina (um
constituinte celular cuja expressao nao deve ser alterada pelo tratamento com o
extrato ou fragdes).
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As células de carcinoma oral humano foram plaqueadas e receberam o
mesmo tratamento utilizado para o experimento da fragmentacao de DNA, controle
negativo (DMEM, DMSO/Etanol, etanol), controle positivo (estaurosporina, 5-FU),
extrato bruto de tabaco e suas fracbes metandlica, carbbnica e neutra na
concentracao de 500 ug/ml. Apés tratamento (24horas) as proteinas foram extraidas
e detectadas por western-blot. A figura 12 confirma os dados obtidos com a
fragmentacdo de DNA. As linhas 4 (estaurosporina), 5 (5-FU), 6 (EBT) e 7 (fracéo
neutra), foram as Unicas que apresentaram o perfil de banda corresponde a
caspase-3 clivada (17 KDa), correspondente ao processo apoptético. As demais
linhas apresentaram bandas de 35 KDa correspondentes a caspase-3 que nao foi
clivada.

A PARP (poli ADP-ribose polimerase) € um das proteinas clivadas pela
caspase-3 quando a célula entra em processo de apoptose. Novos western-blots
foram feitos com anticorpo anti-PARP e actina (controle) para confirmarem os
resultados vistos nos experimentos anteriores. A figura 13 mostra claramente que o
perfil de bandas encontrados nesse segundo experimento é semelhante ao primeiro,
ou seja, nas linhas 4, 5 e 6 encontramos as bandas correspondentes a PARP
clivada,89 KDa (o que comprova 0 processo apoptético) e nas demais linhas é
encontrada apenas a banda de PARP néo clivado (116 KDa) demonstrando que

esses tratamentos nao resultaram em apoptose.



35KDa

17KDa

Linha 1 2 3 4 5 ] 7 8 9

Figura 12 : Western-blot com extrato de proteinas extraidas das células
tratadas com veiculo 2 (DMSQO/etanol), 3 (etanol), 4 (estaurosporina), 5(5-
FU), 6 (EBT), 7 (fracdo neutra), 8 (fracdo béasica) e 9 (fracdo carbbnica).

Painel superior refere-se a caspase-3, e painel inferior, a tubulina.
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Figura 13: Western-blot contra PARP e actina. Na parte inferior observa-se
o controle, bandas de actina. 1sem tratamento, 2 veiculo (DMSO/etanol), 3
(etanol), 4 (estaurosporina), 5(EBT), 6 (fracdo neutra), 7 (fracdo basica), 8
(fragdo carbdbnica). Painel superior corresponde a PARP e painel inferior a

actina.
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento do carcinoma oral esta intimamente ligado a habitos como
0 uso de cigarro, ou qualquer outro tipo de consumo de tabaco, e alcool. Apesar de
serem fatores de risco independentes, o uso concomitante dessas substancias tem
efeito sinérgico e aumentam consideravelmente o risco de desenvolver cancer de
boca ou orofaringe (2). Pode-se dizer até que a maioria dos casos de cancer de
boca sé ocorre por influéncia desses habitos, principalmente o uso de tabaco.

Muitos estudos tém sido feitos para avaliar qual 0 mecanismo de acao que o
tabaco exerce nas células, o que permite avaliar o potencial carcinogénico dessa
substancia. Através dessas pesquisas ja se sabe que o tabaco possui inimeros
carcindgenos responsaveis pela progressdao do cancer (33, 93). Os produtos do
tabaco estdo ligados a uma infinidade de tipos de cancer como céncer de pulméao,
cavidade oral, nasal, orofaringe, esbéfago, estémago, rim, pancreas, figado e até
mesmo com a leucemia mieldide. Segundo Hecht (33), existem mais de 60
carcinbgenos em um cigarro comum, em produtos de tabaco que sdo consumidos
sem serem queimados. O tabaco que nao é fumado possui menos carcindbgenos que
o fumado porque muitos deles sdo formados durante a combustdo. Dentre todos os
carcinégenos presentes no tabaco pode-se distinguir trés como os principais, sdo
eles, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, nitrosaminas e aminas aromaticas.
Juntos eles sao capazes de provocar danos no DNA e estresse oxidativo o que pode
levar ao desenvolvimento do cancer (33). No entanto, em um estudo pioneiro, ficou
claro que os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ndo sao os Unicos responsaveis
pelo desenvolvimento de cancer em camundongos, co-carcin0genos € promotores
de tumores sdo cruciais para o desenvolvimento desta patologia (94).

O cigarro é composto por uma gama de componentes quimicos que podem
tanto induzir a apoptose como reprimi-la (87). A desregulagdo do processo
apoptético leva a uma variedade de patologias humanas como doengas auto-
imunes, desordens degenerativas e o proprio cancer (70).

Os dados apresentados nessa dissertacdo deixam clara a acao citotéxica do
extrato bruto de tabaco na linhagem de carcinoma oral humano OSCC3. Além disso,
0s experimentos ora realizados demostraram que a ag¢do do extrato de tabaco na
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linhagem de carcinoma oral humano OSCC-3 € dose dependente, tal qual
observado na linhagem HCPC-1 de camundongos (91).

Curiosamente, a nicotina parece exercer um efeito anti-apoptdtico em células
do cancer oral. Abhijit e colaboradores (91) testaram diferentes concentracdes de
nicotina associada ao extrato aquoso de tabaco na linhagem de carcinoma oral de
camundongos HCPC-1. Segundo os mesmos autores, a grande responsavel pela
acao carcinogénica do tabaco seria a nicotina (concentracdo 1mM) que apds ser
adicionada as células tratadas com extrato de tabaco inibiu a apoptose provocada
pelo extrato de tabaco de maneira significativa. Estudos prévios mostram que em
baixas concentragdes (0,5 — 2,5%) o extrato de tabaco induz a apoptose em células
epiteliais orais, ja em concentragdes altas (2,5 — 5 %) ha uma diminuicdo do niumero

de células apoptdticas (86).

Nem todas as fracées do extrato sdo capazes de gerar citotoxicidade celular.
Apenas as fracoes neutra e metandlica tiveram esse poder de agao. A fracdo neutra
isolada conferiu uma citotoxicidade celular ainda maior que a observada em células
tratadas com o extrato bruto. Isso nos permite inferir que a molécula, ou moléculas
responsaveis por causar a morte dessa linhagem celular esta presente nessas
fracOes e que provavelmente esta molécula é de natureza apolar. Novas pesquisas
S&0 necessarias para que o isolamento dessas moléculas seja feito.

O mecanismo molecular envolvido na apoptose induzida pelo extrato de
tabaco ainda nao esta totalmente esclarecido. Descobrir qual o tipo de morte celular
gerada pelo extrato bruto de tabaco € de fundamental importancia para entender o
mecanismo de acao dessa substancia. Os experimentos com fragmentacdo de DNA
e western-blot mostram que o tipo de morte celular propiciada pelo extrato é a

apoptose, e que a caspase-3 esta diretamente relacionada a esse processo

Adicionalmente um estudo mostrou que o éxido nitrico € um dos mediadores
da morte celular provocada pelo extrato (87). Apesar do tabaco ser capaz de induzir
apoptose, tanto em linhagem de carcinoma oral humano quanto em carcinoma de
camundongos, o cigarro continua sendo o maior causador de cancer de boca. Isso
se deve provavelmente ao fato de que os carcin6genos presentes neste produto
provocam alteragdes em genes que, apdés mutados estimulam a iniciacdo e
progressdao da tumorigénese. Muitos sdo os genes que estdo envolvidos no
processo de carcinogénese oral como o p53, RB1 e CDKN2A, mutacdes em
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oncogenes como nas familias ErbB e ciclinas também ja foram descritas tanto em
lesbes cancerizaveis como no proprio carcinoma (2).

As caspases, uma familia conservada de enzimas, sdo os componentes
centrais da resposta apoptoética (72). A resposta apoptédtica, em células de
mamiferos, pode ser mediada por via intrinseca ou extrinseca dependendo da
origem do estimulo de morte celular. A via intrinseca € desencadeada em resposta a
estimulos da propria célula (19). Ja a via extrinseca é desencadeada por ligantes de
“morte celular” extracelulares, que se ligam aos receptores de superficie celular. A
formacao desse complexo ligante-receptor recruta fatores citosélicos como a prépria
caspase 8 (caspase iniciadora), que por sua vez cliva e ativa as caspases efetoras.
A caspase 3 € uma das caspases efetoras, e uma vez ativada promove a apoptose
celular (70). O extrato bruto de tabaco promove apoptose, através da clivagem da
caspase 3, provavelmente pela via extrinseca.

Finalmente, o tabaco representa apenas uma dentre as inuUmeras espécies
vegetais que poderiam servir de fonte para isolamento de compostos com atividade
pro-apoptoética, de extrema valia no manejo do cancer. O extrato de Ginkgo biloba,
por exemplo, tem uma acdo parecida com a do extrato bruto de tabaco encontrada
neste trabalho, ele também é capaz de induzir a apoptose, através da ativagdo da
caspase 3, em células de cancer da cavidade oral de forma tempo-dose-
dependente (80).

No caso do presente trabalho, bem como no dos supra-citados, mais
experimentos sao necessarios para isolar o composto ativo encontrado nessas
espécies vegetais responsavel pela morte de células tumorais, e assim facultar o

desenvolvimento de novos medicamentos.
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6 CONCLUSOES

Com este estudo pode-se concluir que:

Apesar do tabaco ser um dos maiores carcindgenos conhecidos, o EBT é citotoxico
para a linhagem OSCC-3 de carcinoma oral humano.

EBT é citotoxico de maneira dose-dependente.

Entre as fracOes testadas apenas as fracées neutra e metandlica sdo capazes de
induzir morte celular na linhagem OSCC-3.

A fracdo neutra é a que apresenta maior citotoxicidade na linhagem estudada, e por
isso podemos inferir que a molécula responsavel por induzir a morte celular

provavelmente é apolar.

A concentracdo de 500 ug/ml é a mais eficiente em causar a morte celular, tanto
para o EBT quanto para as fracdes.

O tipo de morte celular induzida pelo extrato é a apoptose.

A via envolvida no processo da apoptose € a das caspases, e a caspase-3 esta

intimamente ligada a esse processo.
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