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Introducao e Objetivo

Sustaining Evading

s o O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, devido ao insucesso nos tratamentos e a falta de

signaling suppressors

Derequiating informacoes para bloquear as diversas vias utilizadas pelo tumor. Sendo assim, as caracteristicas do cancer
S | compreendem capacidades biolégicas adquiridas durante o desenvolvimento de varias etapas dos tumores, o
' gue nos permite conhecer mais sobre a complexidades da doenca. A migracao celular € um fendtipo comum em
oy =~ diferentes patologias, e no cancer implica em invasdo e mestastase o que indica um pior prognostico. A
curcumina € um polifenol lipofilico proveniente do acafrao-da-india, que tem sido estudado com mais
)/ s intensidade nos Ultimos anos, devido ao seu potencial anticancerigeno, atuando na inibicao da invasao e da
nducing _ Actvating migracao celular. O objetivo do trabalho é avaliar o papel da curcumina no perfil proliferativo e migratorio de
linhagens celulares tumorais de carcinoma espinocelular oral humano (SCC 25) e nas linhagens nao tumorais
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Capacidades bioldgicas do tumor.

Hanahan e Weinberg, 2011 displasicas (CAL 27) e de fibroblastos ( 3T3-NIH).
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Estrutura Quimica da curcumina.
Kunnumakkara et al, 2008

Estrategias e Resultados

Resultado 1 - Baixas doses de curcumina diminuem a proliferacao celular

As células SCC 25, CAL 27 e 3T3-NIH foram plaqueadas overnight e tratadas com
doses crescentes de curcumina (0; 2,5; 10; 20; 30; 40 e 50 uM ) por 24h. A
proliferacao celular foi analisada através do kit CyQuant NF Cell Proliferation Assay
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FIGURA 1: Curcumina diminui a proliferacao celular. Foi observado um efeito significativo na
proliferacao celular das 3 linhagens celulares (SCC25, Cal27 e 3T3-NIH) quando tratadas com
baixas doses de curcumina (2 and 5 uM) em relacdo ao controle. ANOVA , o p<0,001 e o n=3.
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Resultado 3 - Baixas doses de curcumina alteram a direcionalidade

A partir dos resultados do ensaio de time-lapse (resultado 2), as trajetorias
individuais foram analisadas e preparadas para comecar de um ponto virtual X=0 e
Y=0.
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FIGURA 3: Curcumina diminui a direcionalidade
da migragao celular. Trajetorias da migragcdo de |y
células 3T3-NIH e SCC25 demonstra diminuigdo- = = == = s 78 =
da direcionalidade das células tratadas com 2 uM b /
, 5 uM e 10 uM. Cada linha corresponde a uma
unica célula que migrou pelo menos por 10 hs. Control 2uM curcumin 72h 5uM curcumin 72h

Resumo

Os produtos naturais tém sido estudados guanto aos seus efeitos sobre varias propriedades fisioldgicas
das células, na tentativa de descobrir novas drogas para o tratamento de diferentes doencas. A curcumina, um
polifenol lipofilico amarelado oriundo da Curcuma longa possui propriedades antibacterianas, antioxidantes e
anti-tumorais. No entanto, ainda nao é claro os mecanismos atraves dos quais a curcumina pode interferir
com as propriedades migratorias, um fenotipo comum de diferentes patologias. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da curcumina na migracdo de fibroblastos (3T3-NIH) e de carcinoma epidermoide de boca
(SCC25). As linhagens foram tratadas com curcumina (2 uM, 5 uM e 10 uM), plaqueadas em condicoes
promotoras de migracao (fibronectina 2ug/ml) e submetidos a ensaio de time lapse (20 h). Utilizando o
software ImageJ, cada célula migratoria foi acompanhada e os dados foram analisados quanto a velocidade de
migracdo e a direcionalidade. Adicionalmente, os efeitos da curcumina sobre a atividade proliferativa foi
analisada atraves de kit para a quantificacdo de contetdo de DNA (CyQUANT® NF, Invitrogen). Observou-
se que a curcumina em baixas concentracoes (2uM) diminuiu em 50% a proliferacdo celular (n=4, p<0,05)
em ambas as linhagens, sendo capaz de inibir a velocidade de migracdo em 50% para 3T3-NIH (n=5, p<0,05)
e em 40% para SCC 25 (n=4, p<0,05). Durante a analise qualitativa da direcionalidade foi observado a
diminuicéo da persisténcia de migracao celular a partir de 2 uM. Esses resultados sugerem gue a curcumina €
capaz de modular a migracéo e a proliferacdo celular em duas linhagens celulares, indicando um possivel uso
em futuras terapias.
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Resultado 2 - Baixas doses de curcumina diminuem a velocidade de
migracao

As células 3T3-NIH e SCC 25 foram plaqueadas overnight e tratadas com baixas
doses de curcumina (0, 2, 5 e 10 uM). Apos, foram plagueadas em uma matriz de
fibronectina (2ug/ml) e realizado video de migracdo 2D do tipo time lapse para
analisar a velocidade e a direcionalidade de migracao.
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FIGURA 2: Curcumina induz diminuicao da migracao celular. A partir da analise dos filmes de
migracao celular foi observado que a curcumina dimiui significativamente (p<0,001) a
velocidade de migracao celular em diferentes concentracdes (2, 5 e 10 uM) para ambas as
linhagens celulares (3T3-NIH e SCC25), sendo que para a linhagem tumoral este efeito ja é
observado apos 24h de tratamento. ANOVA, n=3.

Resultado 4 - Curcumina altera a coesao celular

As linhagens celulares SCC25 e CAL 27 foram plagueadas (2x10%3x10%) em uma
placa de 96 pocos com fundo recoberto com agarose (superficie nao aderente).
Apos 24h da formacao do esferoide, foram tratadas com curcumina ( 10; 20 e 50
M) por 24h e fotografadas em microscopio invertido.
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FIGURA 4: Curcumina diminui a adesao célula-célula: Ensaio de esferdides com CAL 27 e
SCC 25, ap6s o tratamento com curcumina (10, 20 e 50 uM). houve perda de coesao entre
as células apods 24h de maneira dose-dependente. N=8

Conclusao e Perspectivas

A curcumina €& capaz de interferir na proliferacao e migracao celular,
diminuindo-as de forma dose dependente. E efeitos significativos ja sao
observados com doses baixas (2uM e 5uM).

Torna-se necessario analisar o papel da curcumina sobre vias de sinalizacao de
migracao celular que levam a alteracdes fenotipicas.
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