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Acido galico modula o comportamento e express&o génica de células do
carcinoma epidemoide de boca por interferir na via de sinalizacéo da leptina

Introducédo

A leptina (lep) é um componente da regulagdo da homeostase energética corporal. Evidéncias sugerem um papel
importante da Lep nos mecanismos da carcinogénese em diversos tipos de neoplasias (DIEUDONNE et al., 2002). A
leptina age como um mediador mitogénico, anti-apoptotico, angiogénico e promotor do desenvolvimento tumoral
(AMBROSINI et al.,2002). Apesar da escassez de estudos, a via da lep tem emergido como um alvo importante para
novas investigacdes terapéuticas.

Atualmente, hd um substancial interesse no potencial terapéutico de extratos de plantas brasileiras, especialmente com
acdo em neoplasias. O &cido galico (AG) é um composto polifen6lico que tem sido apontado para interferir no
comportamento de células neoplasicas, devido a sua acdo antioxidante, antimutagénica (LIAO et al.,2012). No
carcinoma epidermdide de boca (CEB), o real efeito do AG néo é bem esclarecido.

Assim, o objetivo do estudo foi investigar o potencial do AG para modular a proliferacdo e migragao induzidas pela
Lep em células de CEB, e os mecanismos moleculares relacionados. Foi também explorado o efeito do AG sobre a
secrecdo de lep pelas células de CEB.

Material e métodos

O projeto foi aprovado pelo CEP-UNIMONTES (n° 798.341). Foram utilizadas duas linhagens celulares
imortalizadas de CEB (SCC-9 e SCC-4, ATCC, USA). As células foram tratadas com 100ng/ml de Leptina (Lep) e/ou
10pg/ml de &cido galico (AG) (Sigma Aldrich, USA), durante 72 horas. Os ensaios in vitro foram conduzidos sob
condicdo de normoxia e com mimetizacdo de hipoxia pela adicdo de cloreto de cobalto (CoCly; Sigma Aldrich), para
ensaios especificos.

A. Analise in silico

Foram realizadas andlises através do método Docking molecular (softwareAutodockVina®) para modelagem de
interacBes entre AG, Lep e LepR; Analise Metacore para modelagem da acdo do AG sobre a via da Lep; Plataforma
STITCH para o modelo de interagdes entre AG e proteinas-alvo.

B. Ensaio de proliferagéo celular

Foi utilizado o método de quantificagdo celular em camara de Neubauer. As células SCC foram estimuladas a
proliferar pelo tratamento com a Lep, mimetizando uma condi¢do de niveis aumentados de leptina. Em seguida, foram
tratadas com o AG.

C. Ensaio de morte celular

Apobs os tratamentos, 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
celulas viaveis.

D. Ensaio de migracéo celular

A migracéo celular foi avaliada pelo ensaio de wound-healing. Resumidamente, faz-se uma escarificagdo na area de
confluéncia celular e, apds os tratamentos experimentais, verifica-se a area que as células migraram.
E. Andlises de expressdo génica

Os niveis de expresséo do mRNA de genes relacionados a migracdo celular (CollA, MMP2, MMP9), morte
celular/apoptose (Caspase-3), angiogénese (mir210 e HIF-1a) e via da Lep (LepR) foram avaliados através da técnica
gRT-PCR. Também foi avaliada a expressdo do mRNA de LepR e HIF1a em condigdes de hipoxia.
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F. Andlise de leptina secretada

Através do método Elisa (Kit Leptin Human ELISA-LDN®) foram mensurados os niveis de lep secretada pelas
células SCC apds os tratamentos experimentais.

G. Analise Imunohistoquimica

A técnica imunohistoquimica foi realizada utilizando anticorpos obR (clone H-300, sc-8325, Santa Cruz
Biotechnology, USA) e p44/42 MAPK (ERK1/2) (Clone 137F5, Cell Signaling Technology, USA).

H. Anélises estatisticas

Os resultados foram tabulados no software estatistico SPSS®, versao 18.0. Foram executados os Testes T e Anova,
com nivel de significancia: p<0,05.

Resultados e discussao

A. Andlise in silico revela possibilidade de interacao acido galico-sinalizacdo da leptina

As analises in silico apontaram para possibilidades de interagdes moleculares entre AG, LEP e LepR (Fig.1A). A
modelagem molecular sugere que o AG pode competir com a LEP no sitio de ligacdo ao seu receptor (Fig. 1B). Além
disso, as andlises apontaram que o AG pode inibir a enzima HSD17B2(Fig 1C), que produz progesterona a partir do seu
precursor. A progesterona, por suavez, ativa o receptor de glucocorticoids (GCR-alfa), que é responsavel pela inducéo
da expressao de LEP (RELIC et al., 2009).

Os resultados obtidos a partir da plataforma STITCH (Fig. 2) orientaram a escolha dos genes avaliados neste estudo.
Nesta rede de interacdo pode-se perceber que alguns genes analisados neste trabalho, como MMP2 e MMP9, interagem
com o AG. Os outros genes analisados sdo influenciados indiretamente pelo AG via AKT.

B. Acido galico interfere na proliferago celular induzida pela leptina, migracéo e morte de células de CEB

O tratamento das células de CEB com o AG reduziu a proliferacéo celular, apesar do efeito proliferativo induzido
pelo tratamento das células com a Lep (Fig. 3A). O AG reduziu a migracdo das células neoplésicas (Fig. 3B).

Em concordancia, o AG levou ao aumento da morte celular e maiores niveis de expressdo de mRNA de caspase -3
comparado ao grupo tratado com a Lep (Fig. 3C). Os efeitos do AG parecem ser dominantes sobre os efeitos mediados
pela leptina, uma vez que persistem também quando as células sdo cultivadas com a combinagdo de AG com LEP.

C. Acido galico reduziu a expressdo de genes relacionados & migracéo celular, angiogénese e via da Leptina

O tratamento das células com o AG foi associado redugdo dos niveis de expressdo de mMRNA de genes relacionados a
migracg&o celular (Col1A, MMP2, MMP9), morte celular/apoptose (Caspase-3), angiogénese (mir210 e HIF-1a) e via da
Lep (LepR). O AG parece reduzir a expressao de HIF1a e LepR em condic¢des de hipoxia. (Fig. 4).

D. Acido galico diminui a expressdo de LEPR e a Leptina secretada pelas células de CEB, regulando negativamente
p44/42 MAPK

O AG foi capaz de reduzir o nivel de LEP secretada pelas células do CEB. Na imunohistoquimica observou-se que o
tratamento com LEP aumentou a expressdo de LEPR. Por outro lado AG foi capaz de reduzir a expressdo da proteina
LEPR e provocou uma regulagdo negativa na expressao do MAPK (ERK 1/2), condizendo com a reducdo do fenotipo
proliferativo das células (Fig. 5).

Consideracdes finais

A inibicdo da proliferacdo e da migracéo, favorecida pelo AG, parece sobrepor ao efeito proliferativo induzido pela
Lep. Assim, 0 estudo apontou um potencial inibitorio do AG sobre a secre¢do de leptina no CEB, possivelmente,
levando a uma reducdo na migracgdo e proliferacdo neoplasica.
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Figura 1. Modelos in silico de interagBes entre acido galico (AG),

H
H

I

A imendide por el SCES
[

leptina (Lep) e receptor da leptina (LepR). (A) Interagdo entre AG e Figura 3. Efeito do acido géalico (AG) e/ou leptina (Lep) sobre a
Lep. (B) Interacdo entre AG e LepR. (C) Modelo de agdo do AG sobre a proliferagdo, migracdo e morte de células SCC9. (A) Ensaio de
via da lep. Seta preta indica a molécula de AG no sitio de ligacdo de proliferagdo celular. (B) Ensaio de migragdo celular. (C) Ensaio de

viabilidade/morte celular e expressao relativa de mRNA de caspase-
3. As células com fluorescéncia verde representam células viaveis;
fluorescéncia vermelha indica células mortas.
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Figura 2. Rede de interagdes in silico Figura 4. Alteragbes na expressdo de mRNA de
entre 4cido gélico e proteinas-alvo. MMP9 (A), MMP2 (B), COL1AL (C) e mir210 (D),
Barra vermelha: “down-regulation”; HIFla (E, F) e LepR (G, H) em células SCC-9
Seta verde: “up-regulation”; Circulo tratadas com acido gélico (AG) e/ou leptina (Lep). A
amarelo: interagdo com efeito ndo expressdéo de HIFla e LepR foi analisada sob
et condicdo de normoxia e hipdxia. Barras indicam

0<0.05

Figura 5. Alteracbes dos niveis de leptina
secretada por células SCC9 (A), expressdo
imunohistoquimica de LepR (B) e ERK total
(C), apods tratamento com é&cido gélico (AG)
e/ou leptina (Lep).



