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Resumo:

O cancer cervical (CC) é a terceira neoplasia mais comum entre as mulheres
no Brasil, e as opgbes de tratamento com efeitos citotoxicos para evitar o
seu avanco sao limitadas. Artepillin C, composto polifenélico derivado da
propolis brasileira, tem sido alvo de muitos estudos, e tem mostrado
atividade indutora de apoptose, antitumoral, entre outras. Pesquisas
recentes indicam que a superexpressao da octamero quatro (OCT4) é uma
caracteristica de diversos tipos de canceres. Assim, 0 objetivo deste estudo
foi avaliar a influéncia da OCT4 na carcinogénese cervical induzida por HPV
em linhagens de células de carcinoma cervical humano tratadas e néao
tratadas com Artepillin C. Foram usadas linhagens de células HelLa, SiHa,
CaSki, C33A e HaCaT. As células foram expostas ao Artepillin C diluido em
DMEM (0,75-100 pM) durante 24, 48 e 72 h e a viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de exclusdo pelo corante azul de tripan. A
expressdo da OCT4 foi avaliada através do Western blot. Artepillin C
exerceu efeitos citotoxicos dependentes da concentragdo em Hela, SiHa,
CaSki e C33A e mostrou seletividade de acéo para células de CC, pois nédo
reduziu a viabilidade de HaCaT. A morte celular induzida pelo composto foi
do tipo apoptose. Ainda, nossos resultados também mostraram que as
células HeLa e SiHa superexpressam OCT4. Nossa hipGtese é que a
superexpressdao de OCT4 pode atuar como um regulador critico do
metabolismo das células tumorais e um biomarcador da progressao do
cancer.

Introducao

O cancer cervical (CC) é a terceira neoplasia mais comum entre as mulheres
no Brasil, com uma estimativa de 16.370 novos casos por ano (INCA, 2018).
A infeccdo persistente pelo Papillomavirus Humano (HPV) de alto risco
carcinogénico é o fator essencial na sua génese (CONSOLARO e MARIA-
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ENGLER, 2012). As opc¢des de tratamento com efeitos citotdxicos para evitar
0 avanco do CC sao limitadas. A propolis brasileira recolhida pelas abelhas a
partir de uma planta chamada Alecrim-do-campo € rica em um composto
polifendlico, o Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico). O Artepillin
C tem sido alvo de muitos estudos, e tem mostrado atividade indutora de
apoptose, antitumoral, entre outras. Desta forma, vem sendo investigado em
uma variedade de linhagens celulares de cancer, e tem apresentado
resultados significativos, principalmente por levar estas células ao processo
de apoptose (SZLISZKA et al., 2012).

A recente demonstracdo de que células diferenciadas somaticas podem ser
reprogramadas pela expressdo de um numero limitado de fatores de
transcricdo especificos, em conjunto denominados OSK redefiniu a
compreensao da biologia celular de varios canceres. Notavelmente, estes
estudos indicaram que estes fatores intrinsecos, quando ativados, podem
reprogramar células somaticas diferenciadas para que as mesmas adquiram
caracteristicas hiperproliferativas, invasoras e desdiferenciadas, permitindo-
Ihes proliferar indefinidamente e invadir tecidos. Dentre os OSK, a OCT4
desempenha papel critico na manutencédo da pluripoténcia das células-
tronco embrionarias. Estudos recentes tém relacionado OCT4 com
diferentes linhagens de células tumorais humanas, mas pouco foi ainda
elucidado sobre seu envovlimento na cercinogénese cervical (WANG et al.,
2013). O objetivo desse projeto foi avaliar a influéncia do OCT4 na
carcinogénese cervical induzida por HPV em linhagens de células de
carcinoma cervical humano tratadas e nao tratadas com Artepillin C.

Materiais e métodos

Linhagens celulares, condi¢des de cultura e tratamentos.

Foram usadas linhagens celulares humanas derivadas de CC, HeLa (HPV
18), SiHa (HPV 16), CaSki (HPV 16 bem como HPV 18), C33A e a linhagem
de queratinécitos humanos imortalizados HaCaT (controle). Artepillin C foi
disperso em dimetilsulféxido (DMSO) a concentracdo de 400
mM,armazenada a -20°C. Ap6és atingir 70% -80% de confluéncia, as células
foram expostas ao Artepillin C diluido em DMEM (0,75-100 uM) durante 24,
48 e 72h. Células tratadas apenas com DMEM ou DMSO (0,5% de
concentracéo final) foram utilizadas como controle em todos os ensaios.
Ensaio de viabilidade celular

Foi determinada pelo ensaio de exclusdo pelo corante azul de tripan. Os
resultados foram expressos como uma porcentagem das células do controle
(100% da viabilidade celular), e os dados foram mostrados como valores
médios + desvio padrdo (DP) de trés experimentos independentes em
triplicata. Os valores de ICsy foram obtidos por analise de regressdo nao
linear dos dados usando Graph Pad Prism (San Diego, EUA).

Andlise da morte celular por apoptose

Foi determinado por Anexina V-FITCliodeto de propidio (PI) onde 1,0x 10*
células/mL foram plaqueadas e tratadas com artepillin C (ICso para cada
linhagem celular) durante 48 h. Apds, as células foram lavadas com PBS e
tampdo de ligacdo (HEPES 10 mM, pH 7,5, contendo NaCl 140 mM e CaCl2
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2,5 mM) e coradas com 1 ug de Anexina V conjugada com FITC durante 15
min e 40 ug/ mL de PI durante 5 min. Camptotecina 20 yM/digitonina 80 uM
foram utilizados como controles positivos para apoptose e necrose,
respectivamente. Células ndo tratadas com artepillin C foram utilizadas como
controles negativos. Cada amostra foi analisada utilizando um microscépio
fluorescente de invertido (EVOS, EUA) para distinguir as células apoptéticas
(verde) e necréticas (vermelha).

Expressdo da OCT4 por Western Blot

Células HaCaT, Hela e SiHa (2,5x10° células/ml) foram plaqueadas,
incubadas e depois lisadas para extracdo de proteinas. Os lisados de
proteinas foram transferidos para membranas de nitrocelulose. As
membranas foram bloqueadas durante 60 min, lavadas com TBS-T e
incubadas com anticorpo primario anti-OCT4 de coelho (Abcam; 1:1000),
durante a noite a 4 °C. Apos, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-coelho (1:5.000) durante 2 hs/temperatura ambiente. Apds
lavagens, os sinais de proteina foram analisados pelo sistema Odyssey CLx
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, NE).

Andlise estatistica

Foram realizadas com GraphPad Prism usando analise de variancia
unidirecional (ANOVA) com teste Tukey. Os dados foram expressos como
média £ desvio padrao (DP) de trés experimentos independentes. Valores de
p < 0,05 foram considerados significativos.

Resultados e Discusséo

Artepillin C exerceu efeitos citotoxicos dependentes da concentracdo em
todas as linhagens celulares de CC testadas, e mostrou seletividade de acao
para estas, pois nao reduziu significativamente a viabilidade de HaCaT nas
concentracdes testadas. Os valores ICsp sdo mostrados na Figura 1.

Tabela 1 - Efeitos citotoxicos do Artepillin C nas linhagens celulares de
HelLa, SiHa, CaSki, C33A e HaCaT

1Cs0 (LM)
24 h 48 h 72 h
Hela 31 19 9
SiHa 19 17 5
CaSki 37 20 11
C33A 40 21 11
HaCaT* | - - -

Valores aproximados de ICsy determinados de acordo com a viabilidade celular. Cada linha representa a média +
DP de trés experiéncias separadas em triplicata. *Para HaCaT, o valor IC50 foi >100 pyM.

A apoptose celular aumentou consideravelmente nas células de CC tratadas
com artepillin C, em comparagao com o grupo controle. A Figura 3a mostra
que células de CC expressaram niveis de OCT4 significativamente maiores
gue as HaCat. A expressdao de OCT4 foi em torno de 6 vezes maior em
células HelLa e SiHa em comparacdo com células de HaCat (Fig. 3b).
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Figura 1: Células epiteliais cervicais infectadas por HPV expressaram OCT4. (a):
Western blot de células HaCat (controle negativo), HeLa e SiHa (2,5><1050eI/mI) with
anticorpo anti-OCT4. A expressédo de Oct4 foi normalizada com a expresséo de B-actina.
(b): Imagens representativas da expressdo OCT4 que foram analisadas usando o software
ImageJ. Os resultados sdo expressos como a fluorescéncia média + DP de trés
experimentos independentes. *** p < 0,001, ** p < 0,01 comparando células epiteliais
cervicais com células de HaCat. ### p < 0,001 comparando células HeLa com SiHa.

Conclusbes

Artepillin C exerceu efeito citotoxico seletivo dependente da concentracéo
nas linhagens celulares de CC testadas, podendo ser uma promissora
alternativa terapéutica/ adjuvante no tratamento do CC. Ainda, os presentes
resultados mostraram que a superexpressao de OCT4 pode atuar como um
regulador critico do metabolismo das células tumorais e um biomarcador da
progressao do cancer. Por fim, experimentos futuros deverao ser realizados,
a fim de avaliar se o tratamento in vivo com Artepillin C altera a expresséo
da OCT4 em animais com cancer.
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