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Introdugéo

A carcinogénese de boca é um processo complexo, onde se evidencia a ocorréncia de inimeras alterages genéticas e epigenéticas, que possibilitam a
transformag&o de células biologicamente normais em células funcionalmente alteradas, no que se refere a desregulacdes da proliferacdo celular e invasividade
nos tecidos adjacentes (NEVILLE; DAY, 2002; RODENHISER; MANN, 2006). A radioterapia (RT) € uma importante modalidade terapéutica adjuvante para
o tratamento do carcinoma epidermdide de boca (CEB) (VIKRAM, 1998). Apesar dos avangos nesta modalidade de tratamento, os tumores podem recorrer
dentro do campo irradiado, devido a baixa responsividade das células, levando a um prognéstico ruim (HIRO et al., 2008). Por isso, € crucia a realizacdo de
pesquisas com foco no desenvolvimento de tratamentos complementares para aumentar a eficacia terapéutica da radiagdo ionizante. Atualmente, ha um
substancial interesse no potencia terapéutico de extratos de plantas brasileiras, especiamente com acdo em neoplasias. O &cido gdlico (&cido 3,4,5-
trihidroxibenzoico, AG), um fenol de ocorréncia natural em plantas, pode inibir o desenvolvimento de neoplasias através de varios mecanismos, tais como a
inibicdo da metéstase (KIM et a., 2006; OHNO; INOUE; OGIHARA, 2001; GUIMARAES, T.A. et al., 2016). No carcinoma epidermdide de boca (CEB), o
real efeito do AG ndo é bem esclarecido. Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar o potencial da acdo do AG, sobre o fenétipo de linhagens de
carcinoma de células escamosas, submetidas a radiacéo ionizante.

Material e métodos
A. Cultivo celular, tratamento com AG e exposi¢éo a radiagdo ionizante

As linhagens de células imortaizadas de CEB, SCC-9 e SCC-4 (ATCC, USA), foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F12 contendo 10% de soro fetal
bovino, 400ng/ml de hidrocortisona e 1% de antibi6tico penicilina/estreptomicina (Gibco, USA). As células foram tratadas com 10pg/ml de AG (Sigma, USA),
por 72 horas. A exposi¢ao das células a radiacéo ionizante foi realizada no dia da administragéo da Gltima dose de AG, através da exposicéo das células em
semiconfluéncia, com dose de 6 Gy de cobalto-60 (gray: unidade internacional de dose de radiacdo ionizante), utilizando-se o equipamento Telecobalto
Theratron Phoenix Philips SR 7510 (Eindhoven, Holanda), a uma distancia fonte-campo de 70cm.

B. Determinagao do efeito da radiagéo e/ou AG na proliferacéo celular

Na avaliacdo do comportamento fenotipico, proliferacdo celular, as células foram quantificadas em camara de Neubauer, utilizando o método de azul de tripan.
O ndmero de células por mL foi obtido pela equacéo:

N° de célulasyml = (N° total de células/ N° de quadrantes contados) x fator de diluig&o x 10.000.

Os dados de proliferagéo foram obtidos 72 horas apds a exposi¢do das células a radiacdo, totalizando 144h apbs o inicio experimental. Posteriormente, foi
avaliado o indice de sobrevivéncia (1S) foi calculado de acordo com a equacdo a seguir: 1S= (N° total de células irradiadas/N° total de células n&o irradiadas)
x 100

C. Ensaio de morte celular

Apds os tratamentos experimentais, as células foram coradas com brometo de etidio (BE) e alaranjado de acridina (AA) (Sigma Aldrich, USA). BE emite
fluorescéncia vermelha evidenciando células mortas; AA emite fluorescéncia verde em células viaveis (KASIBHATLA et al., 2006)

D. Andlises estatisticas

Os resultados foram tabulados e analisados no software estatistico SPSS®, verséo 18.0, para Windows. Foi utilizado o teste Anova One-Way, com nivel de
significancia p<0,05.

Resultados e discusséo
A. Acido gélico altera comportamento proliferativo de células de CEB submetidas & irradiagéo ionizante

A Fig. 1A apresenta o comportamento proliferativo das células SCC-9 tratadas e néo tratadas com AG, apds a exposi¢ado a uma dose de 6GY de radiacéo
ionizante. As células do grupo controle irradiado sofreram diminuicdo nos niveis de proliferacdo, devido aos danos imediatos e tardios provocados pela
radiacdo no DNA das células. O AG atuou reduzindo os niveis de proliferagdo celular como pode ser verificado na comparagéo do grupo controle e grupo
tratado com AG sem presenca da radiacdo ionizante. Os efeitos da radiacéo ionizante, reduzindo a proliferacdo celular, foi potencializado pela agcdo do AG. O
nimero de células foi menor no grupo tratado com AG e irradiado quando comparado a0 grupo controle irradiado e ao grupo tratado com AG néo irradiado
(Fig. 1A).



TFEPEG

F D R U M ENSINO-PESQUISA MINAS 5 PIBID C@ ((

EXTENSAQ - GESTAQ GERAIS Unimontes  _ \DEMIG  FADENOR

UNIVERSIDADE, SOCIEDADE E POLITICAS PUBLICAS

Os dados de indice de sobrevivéncia das células do “grupo controle ndo tratado com AG” e do “grupo tratado com AG” depois das células terem sido
irradiadas estéo apresentados na Fig. 1B. Confirmando os dados da contagem celular, os resultados mostraram que o AG pode prejudicar sobremaneira a
sobrevida das células neoplésicas, quando estas sdo submetidas a radiacdo ionizante, potencializando, assim, os efeitos provocados pela radiagdo. As células
neoplésicas SCC-9 tratadas com AG apresentaram uma diminuicéo de 20,3% no indice de sobrevivéncia (Fig. 1B).

B. O Acido gdlico potencializa a morte celular induzida pela radiag&o ionizante

O AG promoveu um aumento importante do nimero de morte de células de CEB, especialmente quando o tratamento das células com o AG foi realizado
concomitantemente a exposi¢ao a radiacdo ionizante. Tais resultados apontam para um efeito sinérgico da AG, potencializando sobremaneira a morte celular
induzida pelaradiacéo (Fig. 2). Estudo recente demonstrou o efeito antineoplasico do AG em linhagens de CEB; no entanto, sua ag&o aiada a terapéutica para
a doenca ndo foi investigada na literatura (GUIMARAES, T.A. et al., 2016). Os resultados desse estudo foram pioneiros ao demostrar um efeito terapéutico
potencializador do AG sobre a radiago ionizante em células de CEB.

Consideragdes Finais

O AG promoveu uma reducdo importante nos niveis de proliferagdo e aumento da morte de células de CEB, podendo potencializar sobremaneira o efeito
terapéutico da radioterapia, e levando a uma consideravel redugéo da populagdo de células neoplésicas de boca. Andlises experimentais de modelos de estudo
in vivo necessitam ser realizados a fim de corroborar tais resultados.
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Figura 1. (A} Akeragies na probferacio d.e celulas S0C-9 apas o tratamento, com 10pgml de AG e admmistracic
de dose de &G de radiacio ionizante, (B) Indice de scbrevivéncia das célalas 5CC-9 tratadas com 10ugml de AG ¢
prupo comrele ndo tratads, ambos of grupos sob imadiacio com 6 Gv de cobahe. Bamas borizontais indicam p< 03
entre oz grupos, Teste Anova Ome-Way. Comtrole: grupe coatrole ndo imadiado; Comtrale [R: grupe o ._.ol.ﬂ

imdiado; AG: grupo tratadoe com AG endoimadiado; AG_IR: gropo tratado com AG ¢ imadiado
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Figura 1. Enssio de mome celular, Células SCCY foram tratadss com [0pg'ml de AG ¢ expomas & 80v de radiagio
ionizamte. AG poencislizon significativemente a more cehular indurida pela mdiagio Bams borizonmais imndicam
b 05 mmitre o8 grapos, Teste Apova One-Wav, Controle: grupo controle nido imadiado, Controle [R: grupe controle
|:.'adim.'}.l -'|.'§.2 .,mp-. tratado com .-‘u'i.i & oo _ludul.'.u ili.i IR grups tralade com AG e orsdiade. Fleorescenca




