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RESUMO

0 carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco é uma doeng¢a bastante complexa com diver-
sos fatores etioldgicos, além de mudancas distintas das estruturas e bases moleculares as
quais provocam determinados eventos que culminam no surgimento desses tumores. Glo-
balmente, também é classificada como uma das doen¢as mais comuns desta regido. Prin-
cipalmente nos paises europeus os extratos de Viscum album L. (VA) (mistletoe) vém sendo
utilizado como terapia coadjuvante, com resultados bastante promissores em diversos tipos
de tumores malignos. Estudos in vitro demonstraram que vdrios tipos de VA sdo capazes
de provocar efeitos citotoxicos em células de carcinoma, ativando a cascata apoptética ou
levando as células & necrose. Este estudo teve como objetivo verificar a a¢do de trés tipos de
extratos de VA, ndo estudados anteriormente: Iscador Qu Spezial, Iscador P e Iscador M, em
células de linhagem de carcinoma epidermoide de lingua (SCC9 e SCC25). A concentragdo
de 0.3 mg/mL (ICs) dos farmacos foi capaz de levar essas células a apoptose. Foi concluido
que os extratos de VA possuem efeito citotoxico nas células de carcinoma epidermoide de
lingua (SCC9 e SCC25), entretanto as SCCY possuem maior resisténcia a agdo dos fdrmacos.
Iscador Qu Spezial e Iscador M possuem maior potencial citotoxico em ambas as células,
quando comparado ao Iscador P.

ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma is a complex disease with several etiologic fac-
tors and different molecular changes that may trigger certain events; it is also globally one
of the most common malignancies in this topography. Extracts from Viscum album L. (VA)
(mistletoe) have been used as adjuvant therapies with promising results in several types of
cancer, mainly in European countries. In vitro studies have demonstrated that various types
of VA may have cytotoxicity in carcinoma cells, activating the apoptotic cascade or leading
cells to necrosis. This study aimed to verify the effect of three types of VA extracts (Iscador
Qu Spezial, Iscador P and Iscador M) in cell lines of squamous cell carcinoma of the tongue
(SCC9 and SCC25), not previously studied. A concentration of 0.3 mg/mL (ICso) of the drugs
was capable to induce apoptosis. It was concluded that VA extracts have a cytotoxic effect
on SCC9 and SCC25 cell lines, but while SCC9 cell line was more resistant to the action of
the drugs. Iscador Qu Spezial and Iscador M have higher cytotoxic potential in both cell lines
compared to Iscador P.
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carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, hoje

considerada a sexta neoplasia mais frequente em

todo o mundo™ continua tendo como consequéncia
altos indices de mortalidade e de morbidade.* A utiliza¢Go do
tabaco e o consumo do dlcool constam como principais fa-
tores de risco.>® Infelizmente este s6 é diagnosticado quan-
do os sintomas se fazem presentes, sendo que nesses casos
aproximadamente dois tercos desses pacientes apresentam
estdgios avan¢ados da doen¢a no momento do diagndstico,
mesmo apesar do fdcil acesso a cavidade oral para exames
regulares.”

O carcinoma oral continua tendo um progndstico pobre,
com uma estimativa de sobrevida média de 56% aos cinco
anos.’ Assim, podemos afirmar que dos pacientes diagnos-
ticados anualmente com carcinoma oral, 50% irGo morrer
nos proximos cinco anos.> Apesar dos avancos nas terapias
adjuvantes, esses indices nos ultimos vinte anos ndo apre-
sentaram mudancas significativas.® O tratamento de esco-
Ilha até o momento continua sendo a excisdo cirurgica ou a
radioterapia, ou ainda uma combina¢do de ambas.® Ocasio-
nalmente a quimioterapia € utilizada.™” Além das limitacdes
causadas pelo tratamento cirtrgico, os tratamentos combi-
nados de radioterapia e quimioterapia ndo alcancam o su-
cesso esperado e tém alto indice de toxicidade e desconforto
para o paciente, diminuindo de maneira drdstica a qualidade
de vida.®" Desta forma, ao longo dos anos, a comunidade
cientifica tem se mobilizado na constante busca de novas
formas de tratamento.

A carcinogénese é um processo multifatorial que envolve
vdrios eventos moleculares. A desregulacdo de genes relacio-
nados ao ciclo celular € comum entre esses eventos.”

O Viscum album (VA) é uma planta semiparasita, com
composi¢do fitoquimica de grande complexidade, tendo a
Europa como seu habitat original.™® O VA é amplamente utili-
zado no tratamento complementar do cdncer, especialmente
na Europa central. Ha evidéncias clinicas que apontam seus
efeitos antitumorais, além de estudos in vitro, utilizando li-
nhagens celulares de cancer, que demonstraram efeitos cito-
tdxicos que podem desencadear sinais apoptdticos.’2°

Lectinas, viscotoxinas e polissacdridos sdo os principais
componentes ativos, clinicamente ja estudados, do extrato ve-
getal do VA." A concentra¢do destas substdncias pode variar
de acordo com a drvore hospedeira onde o VA se desenvolve.
Sdo mais de duzentas espécies hospedeiras conhecidas.'®*

Pela escassez de publicacdes sobre o efeito do VA em
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, os autores do
presente trabalho avaliaram a resposta celular de duas li-
nhagens de carcinoma epidermoide de lingua, utilizando VA,
comercialmente disponivel. Os resultados obtidos foram ava-
liados em termos de viabilidade celular e apoptose.

MATERIAIS E METODOS

Linhagem celular, reagentes e condigdes de cultura

Foram utilizadas duas linhagens celulares humanas de carci-
noma epidermoide de lingua: SCC9 (CRL-1629) proveniente de
paciente do sexo masculino, 25 anos de idade, e SCC25 (CRL-
1628) proveniente de paciente do sexo masculino, 70 anos de
idade, adquiridas da ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EUA). No cultivo dessas células foram utilizados
0s seguintes reagentes: uma mistura (1:1) de Eagle Medium
modificado por Dulbecco (DMEM) e F-12, suplementado com
10% de soro bovino, acrescido de penicilina (100 U/mL), es-
treptomicina (100 mg/ml), anfotericina B (2,5 mg/ml) e gluta-
mina (4 mM). As células foram incubadas a 37 °C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. As células foram incubadas
por 24 e 48 horas com os respectivos farmacos, a concentragdo
de 0,3 mg/mL, que corresponde a ICs, (concentracdo inibitdria
média) a qual foi determinada pelo ensaio utilizando MTS, des-
crito abaixo. Esta mistura ndo poderia exceder 10% do volume
total do meio de cultivo celular. A citotoxicidade da solucdo fi-
sioldgica, onde os fdrmacos sdo diluidos, foi previamente testa-
da e ndo apresentou nenhum efeito sobre as células.

Fdrmacos

Iscador® (Weleda AG, Arlesheim, Suica)* é uma preparagdo
aquosa estéril derivada do Viscum album L. cultivado em car-
valho (Quercus), macieira (Mali) e pinheiro (Pini) e fermentado
com Lactobacillus plantarum. Foram utilizadas neste estudo as
apresentacdes Iscador Qu Spezial (Quercus) 5 mg, Iscador P
(Pini) 10 mg e Iscador M (Mali) 5 mg.

Determinacdo de ICs, utilizando o ensaio MTS

Ambas as linhagens celulares foram incubadas em pocos de
0,32 cm?de drea (3x10° células por po¢o), em placas de 96
pocos. Os experimentos utilizaram diferentes concentracées
de Iscador Qu Spezial. Ap6s 24, 48 e 72 horas de incubag¢do
com o fdrmaco, a viabilidade celular foi avaliada, utilizan-
do um kit de ensaio MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] (Cell-
Titer 96 Aqueous One Solution, Promega).

Utilizando um espectrofotémetro, chegamos aos resultados
por meio da leitura da densidade dtica, em valores de absorbdncia
de comprimento de onda de 490 nm. Considerando que a quan-
tidade de principio ativo de Iscador Qu Spezial é 0 mesmo que o
Iscador M (5 mg/mL) e metade do Iscador P (10 mg/mL), a ICs, do
Iscador Qu Spezial foi a mesma utilizada para os outros fdrmacos.

Andlise da apoptose por citometria de fluxo
A apoptose foi avaliada usando um kit de deteccdo de apop-
tose Anexina V-FITV/P1 (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ,

*N.E.: Atualmente, o medicamento Iscador pertence a Iscador AG, Arlesheim, Suica.
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EUA) seguindo o protocolo do fabricante. Os resultados foram
analisados por meio de citometria de fluxo (BD FACSAria) com
um softer FACSDIVA, versdo 6.1.3.U, a fim de distinguir células
vidveis, apoptose precoce, apoptose tardia e células mortas.

Andlise estatistica

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para determinar o va-
lor da 1Cso € no ensaio de apoptose realizado pela citometria
de fluxo. Os dados foram analisados usando SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versdo 17.0. Os valores de P <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Andlise das células apoptdticas pelo método Tunel

Nas mesmas condicdes dos experimentos anteriores, as cé-
lulas apoptaticas foram analisadas utilizando o kit DeadEnd
Fluorometric Tunel System - Promega. Para a montagem das
laminulas com as células, foi utilizado o sistema de monta-
gem VectaShield com DAPI (Vector Laboratories, Ind. Burlin-
game, CA, EUA). As laminulas foram visualizadas e analisa-
das qualitativamente em microscopio de fluorescéncia (Zeiss
Axiophot 11, Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha).

Este sistema detecta o DNA fragmentado das células apop-
téticas, cuja visualizagdo ao microscopio se da pela coloragcdo
verde fluorescente. Por meio da utilizacdo do DAPI, contido na
solucdo de Vectahield, a coloracdo dos ntcleos de todas as cé-
lulas (apoptoticas e vidveis) se da pelo azul fluorescente.

RESULTADOS

A capacidade do Iscador Qu Spezial em induzir a morte ce-
lular é dose e tempo-dependente

Para determinar se o VA teria a capacidade de induzir a mor-
te celular, ambas as linhagens celulares foram tratadas com
Iscador Qu Spezial durante 24, 48 e 72 horas com vdrias con-
centracoes. A viabilidade celular utilizando MTS mostrou a acdo
tempo-dependente deste fdrmaco. A IC,, de 0,3 mg/mL foi de-
terminada apds 48 horas de exposicdo (P = 0,011). Em seqguida,
foi utilizada a mesma concentragdo (0,3 mg/mL) para os en-
saios com o Iscador M e Iscador P.

Iscador Qu Spezial e 1scador M foram mais eficientes que
Iscador P na indu¢do de morte celular em SCC9 e SCC25
Para confirmar o efeito apoptdtico de Iscador Qu Spezial, P e M
nas linhagens celulares SCC9 e SCC25, foi realizado um ensaio de
citometria de fluxo. 1scador Qu Spezial e M apresentaram melhor
efeito apoptdtico em ambas as linhagens apds 48 horas em com-
paracdo com Iscador P (Fig. 1: A e B SCC9, 24 e 48 horas respecti-
vamente e C e D SCC25, 24 e 48 horas respectivamente). Os
resultados também corroboram a a¢do tempo-dependente
desses farmacos, uma vez que observamos maior quantida-
de de células em apoptose apds 48 horas do que apos 24
horas de exposicdo aos farmacos. Esses resultados, suma-
rizados na Figura 1, ja foram objeto de publica¢do anterior.?'

Os fdarmacos foram capazes de induzir a apoptose. Iscador
Qu Spezial e M foram mais eficazes e as células SCC25 sdo
mais sensiveis aos efeitos dos farmacos que as SCC9

Apos 24 horas de incubacdo, visualmente ndo se detec-
ta diferencas (Fig. 2: A, C, E, G, 1, K, M, 0). Ap6s 48 ho-
ras observam-se diferencas nos campos com os farmacos
Iscador Qu e Iscador M, (Fig. 2: F, H, N, P). Pelos ntcleos
corados com DAPI, observa-se que a quantidade de célu-
las nos campos contendo as células SCC25 é menor (Fig.
2: H, P), principalmente no campo contendo o Iscador Qu
(Fig. 2: H). A quantidade de células apoptdticas em todos
0s campos é bastante semelhante, entretanto, quando ava-
liamos e comparamos a relagdo entre a quantidade total de
células e a quantidade de células apoptéticas, esses resul-
tados ganham outra dimensdo, pois nos campos contendo
os fdrmacos Iscador Qu e Iscador M a quantidade total de
células é bem menor. Ao compararmos os campos do Is-
cador P (Fig. 2: ], L) com o controle (Fig. 2: B, D), notamos
um aumento no volume dos nucleos. Os testes utilizando a
metodologia do Tunel nos fornecem resultados qualitativos,
confirmando a presen¢a de células apoptéticas e compro-
vando mais uma vez o efeito tempo-dependente dos far-
macos analisados.

DISCUSSAO

A acdo in vitro do extrato do VA Iscador (Qu Spezial, P e
M) foi avaliada em células de carcinoma epidermoide da
lingua. O teste de viabilidade celular mostrou uma acdo
tempo-dependente deste fdrmaco. Na prdtica clinica,
cada ampola destes medicamentos é utilizada duas ou
trés vezes por semana no tratamento do cdncer.?2 O efeito
do fdrmaco foi diferente dependendo da célula analisada,
como anteriormente observado por outros autores.’® Eg-
genschwiler et al. observaram que as linhagens celulares
derivadas do mesmo tipo de tumor podem ter comporta-
mentos distintos em resposta a um mesmo fdarmaco.” De
fato, as células SCCI parecem ser mais resistentes a apop-
tose induzida pelo VA quando comparadas com as células
SCC25. Assim, nossos resultados corroboram os resulta-
dos de testes de viabilidades e citotoxicidade realizados
com células de meduloblastoma infantil,’® carcinoma de
bexiga,® carcinoma ductal e adenocarcinoma de mama,"”
entre outros.?2-%

Por outro lado, Iscador Qu Spezial, devido a sua maior
concentragdo de viscotoxinas e lectinas, proporciona um
efeito mais acentuado quando comparado aos outros extra-
t0s.'67192025 N teste realizado pelo método Tunel foi observa-
do que apos 24 horas as células ndo apresentaram padroes
marcantes de alteracdo em ambas as linhagens celulares. Em
todos os campos foram observadas poucas células em apopto-
se. Essas células possuem inibicdo de contato, assim, existe a
presenca de algumas figuras apoptaticas independe do efeito
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24 e 48 horas respectivamente? - reproducdo autorizada.

Figura 1. Células vidveis, apoptdticas, apoptose tardia e necrdticas, apos 24 e 48 horas de incuba¢do com os farmacos: Annexin V-FITV/PI ap6s as
andlises por citometria de fluxo. P < 0.05 (*) comparado os dois tempos 24 e 48 horas. A e B: SCC9 24 e 48 horas respectivamente; C e D: SCC25

do fdrmaco. Apds 48 horas notou-se (pelos nticleos corados)
uma varia¢do na quantidade de células entre os campos anali-
sados. A quantidade de células totais, de ambas as linhagens,
em presenca dos farmacos Iscador Qu e Iscador M, é menor
quando comparada com as células do controle e do Iscador P.
Essa diferenca é mais acentuada nas células SCC25, ao que pa-
rece, pelo motivo de que a SCC9 demonstra ser mais resisten-
te. O efeito que os farmacos exercem sobre cada tipo de célula
pode ser diferente.”® Ao observarmos a Figura 2 notamos que a
quantidade de células presente no campo H ainda é menor do
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que nos campos N e P. Além da maior sensibilidade das células
SCC25, esses resultados confirmam que o Iscador Qu, compa-
rado com o Iscador P e com o Iscador M, muito provavelmente
por possuir a maior quantidade de lectinas e viscotoxinas, de-
monstrou possuir efeito mais citotoxico.®"% Existem células
em apoptose em todos 0s campos, porém nos campos com
menor quantidade de nucleos vidveis a quantidade de célu-
las em apoptose é a mesma. Nessas andlises observa-se uma
diferenca morfoldgica dessas células em ambas as linhagens
nos campos contendo o farmaco Iscador P apos 48 horas de
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Figura 2. Fotomicrografias das células das linhagens de carcinoma epidermoide de lingua SCC9 e SCC25 (x 400), apds a deteccdo de apoptose pelo
método Tunel. A e B: SCC9 controle 24 e 48 horas respectivamente; C e D: SCC25 controle 24 e 48 horas respectivamente; E e F: SCC9 Iscador Qu
24 e 48 horas de incubagdo respectivamente; G e H: SCC25 Iscador Qu 24 e 48 horas de incubagdo respectivamente; 1e J: SCC9 Iscador P 24 e 48
horas de incubacdo respectivamente; K e L: SCC25 Iscador P 24 e 48 horas de incubacdo respectivamente; M e N: SCC9 Iscador M 24 e 48 horas de
incubagdo respectivamente; O e P SCC25: Iscador M 24 e 48 horas de incubacdo respectivamente.

incubag¢do. A quantidade de células parece igual ao controle,
entretanto essas células possuem um aumento volumétrico,
indicando um estdgio de diferenciacdo mais avan¢ado.?® Com
base nesses resultados, podemos afirmar que a quantidade
de lectinas e viscotoxinas presentes nesses trés farmacos pos-
sui atividades citotdxicas distintas para cada linhagem celular
analisada.??®

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o Iscador Qu Spezial e o I1scador
M sdo capazes de induzir & apoptose em linhagens celula-
res SCC9 e SCC25, enquanto que o Iscador P foi menos efi-

ciente em ambas as linhagens. As células da linhagem SCC9
parecem ser mais resistentes a apoptose induzida pelo VA,
quando comparadas com as da linhagem SCC25. Nossos re-
sultados sobre os efeitos do VA corroboram outros obtidos
anteriormente e sugerem que este fdrmaco poderia ser utili-
zado na terapia do carcinoma epidermoide da cavidade bu-
cal, na tentativa de reverter seu progndstico pobre, ao mes-
mo tempo melhorar a qualidade de vida do paciente.
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