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RESUMO!
!

DE! ARAÚJO,! Tassiana! Souza.! Avaliação! dos! efeitos! da!
asparaginase! e! do! fungo! Aspergillus* terreus! em! linhagens!
celulares!de!carcinoma!de!cabeça!e!pescoço.!2017.!Trabalho!de!
Conclusão! de! Curso! (Graduação! em! Odontologia)! –!
Departamento! de! Odontologia! da! Faculdade! de! Ciências! da!
Saúde!da!Universidade!de!Brasília.!
!
Objetivos:+ O! câncer! de! cabeça! e! pescoço! é! o! décimo! mais!
frequente! mundialmente.! O! fungo! Aspergillus* terreus* é*
encontrado! no! solo! do! Cerrado! e! produtor! da! asparaginase,!
enzima! chave! para! o! tratamento! de! alguns! tipos! de! câncer.! O!
objetivo! deste! trabalho! foi! avaliar! os! efeitos! do! extrato! de! A.*
terreus!e!da!asparaginase!em!linhagens!de!carcinoma!de!cabeça!
e!pescoço.!
Métodos:!O!ensaio!da!atividade!mitocondrial!(MTT)!foi!realizado!
para!verificar!a!citotoxicidade!celular!do!extrato!aquoso!do!fungo!
e! da! asparaginase! nas! linhagens! HaCaT! (queratinócitos!
humano),!FaDu!(carcinoma!de!hipofaringe)!e!SCCi9! (carcinoma!
de! língua).!Foi! realizado!o! tratamento! com!o!extrato!aquoso!do!
fungo!nas!concentrações!de!5,!10,!25,!50,!100,!200,!400!e!600!
µg/mL,!e!com!a!asparaginase!nas!concentrações!de!0,04,!0,16,!
0,63,! 1,! 1,5,! 2,5! e! 5! UI/mL.! Assim,! obteveise! a! curva! dosei
resposta! e! valores! de! IC50.! O! western! blot! foi! realizado! para!
avaliar!o!efeito!dos!tratamentos!na! indução!de!morte!celular!por!
apoptose! através! da! expressão! da! proteína! caspasei3! na!
linhagem!SCCi9.!
Resultados:! O! extrato! apresentou! efeito! citotóxico! nas! altas!
concentrações! em! FaDu! com! 72! horas! de! tratamento! e! em!
HaCaT! e! SCCi9! com! 48! e! 72! horas.! No! tratamento! com!
asparaginase,! houve! citotoxicidade! significativa! em! SCCi9! em!
24,! 48!e!72!horas!e!em!HaCaT!com!48!e!72!horas.!O!western!
blot! mostrou! diminuição! da! expressão! de! próicaspasei3! em!



 

 

SCCi9.!
Conclusão:! Concluiise! que! o! tratamento! com! o!A.* terreus* e! a!
asparaginase!foram!citotóxicos!em!determinadas!condições!de!
tempo!e!concentrações.!Observouise!também!possível!indução!
de! apoptose! na! linhagem! SCCi9! após! o! tratamento! com! a!
asparaginase.!



 

 

ABSTRACT!
!

DE! ARAÚJO,! Tassiana! Souza.! Effects! of! asparaginase! and!
Aspergillus* terreus! in! head! and! neck! cancer! cell! lines.! 2017.!
Undergraduate!Course!Final!Monograph!(Undergraduate!Course!
in! Dentistry)! –! Department! of! Dentistry,! School! of! Health!
Sciences,!University!of!Brasília.!
!
!
Objectives:!Head!and!neck!cancers!are!the!tenth!most!common!
worldwide.!Aspergillus* terreus* is!a! fungus! found!on!Cerrado!soil!
and!produces!asparaginase,!an!enzime!which! is! fundamental! to!
the!treatment!of!some!types!of!cancers.!The!purpose!of!this!study!
was!to!evaluate!the!effects!of!that!fungus!and!this!enzime!in!head!
and!neck!cancer!cell!lines.!
Materials+ and+ methods:! The! MTT! cell! viability! assay! was!
performed! in! order! to! evaluate! the! cytotoxicity! of! asparaginase!
and!A.*terreus!aqueous!extract!in!a!human!keratinocyte!(HaCaT),!
a!hypopharyngeal!carcinoma!(FaDu)!and!a!tongue!squamous!cell!
carcionoma!(SCCi9)!cell!lines.!The!treatment!was!performed!with!
aquous! extract! fungus! in! a! concentration! of! 5,! 10,! 25,! 50,! 100,!
200,!400!e!600!µg/mL,!and!asparaginase!with!0,04,!0,16,!0,63,!1,!
1,5,! 2,5! e! 5! UI/mL.! Thus,! the! doseiresponse! curves! and! IC50!
values! were! obtained.!Western! Blot! was! performed! to! evaluate!
the!effect!of!these!treatments!on!cell!death!via!apoptosis!through!
the!expression!of!proicaspasei3!protein!on!SCCi9.!
Results:+ High! concentrations! of! the! extract! were! cytotoxic! in!
FaDu!after!72!hours!and!in!HaCaT!and!SCCi9!after!24,!48!e!72!
hours.! Asparaginase! resulted! in! a! significant! toxicity! in! SCCi9!
after! 24,! 48! and! 72! hours! and! HaCaT! after! 48! and! 72! hours.!
Results! for!western!blot!showed!a!decrease! in!proicaspasei3! in!
SCCi9!cells!treated!with!asparaginase.!
Conclusion:! Based! on! these! results,! the! treatments! with! A.*
terreus*and! asparaginase!were! cytotoxic! for! the! head! and! neck!



 

 

cancer! cell! lines! on! determined! conditions! of! time! and!
concentrations.! Also,! this! study! suggests! apoptosis! in! SCCi9!
after!treatment!with!asparaginase.!
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RESUMO'
'

Avaliação'dos'efeitos'da'asparaginase'e'do'fungo'
Aspergillus*terreus'em'linhagens'celulares'de'carcinoma'de'

cabeça'e'pescoço'
'

Resumo'

'

Objetivos:'O'câncer' de' cabeça' e' pescoço' é' o' sexto' tipo'mais'
frequente' mundialmente.' O' fungo' Aspergillus* terreus* é*
encontrado' no' solo' do' Cerrado' e' produtor' da' asparaginase,'
enzima' chave' para' o' tratamento' de' alguns' tipos' de' câncer.' O'
objetivo' deste' trabalho' foi' avaliar' os' efeitos' do' extrato' de' A.*
terreus'e'da'asparaginase'em'linhagens'de'carcinoma'de'cabeça'
e'pescoço.'
Métodos:'O'ensaio'da'atividade'mitocondrial'(MTT)'foi'realizado'
para'verificar'a'citotoxicidade'celular'do'extrato'aquoso'do'fungo'
e' da' asparaginase' nas' linhagens' HaCaT' (queratinócitos'
humano),'FaDu'(carcinoma'de'hipofaringe)'e'SCC`9'(carcinoma'
de' língua).'Foi' realizado'o' tratamento'com'o'extrato'aquoso'do'
fungo'nas'concentrações'de'5,'10,'25,'50,'100,'200,'400'e'600'
µg/mL,'e'com'a'asparaginase'nas'concentrações'de'0,04,'0,16,'
0,63,' 1,' 1,5,' 2,5' e' 5' UI/mL.' Assim,' obteve`se' a' curva' dose`
resposta' e' valores' de' IC50.' O' western' blot' foi' realizado' para'
avaliar'o'efeito'dos'tratamentos'na'indução'de'morte'celular'por'
apoptose' através' da' atividade' da' proteína' caspase`3' na'
linhagem'SCC`9.'
Resultados:' O' extrato' apresentou' efeito' citotóxico' nas' altas'
concentrações' em' FaDu' com' 72' horas' de' tratamento' e' em'
HaCaT' e' SCC`9' com' 48' e' 72' horas.' No' tratamento' com'
asparaginase,' houve' citotoxicidade' significativa' em' SCC`9' em'
24,'48'e'72'horas'e'em'HaCaT'com'48'e'72'horas.'O'western'
blot' mostrou' diminuição' da' expressão' de' pró`caspase`3' em'
SCC`9.'
Conclusão:' Conclui`se' que' o' tratamento' com' o'A.* terreus* e' a'
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asparaginase'foram'citotóxicos'em'determinadas'condições'de'
tempo'e'concentrações.'Observou`se'também'possível'indução'
de' apoptose' na' linhagem' SCC`9' após' o' tratamento' com' a'
asparaginase.'
Palavras`chave'
'
Câncer'de'cabeça'e'pescoçoo'asparaginaseo'aspergillus* terreuso'
citotoxicidadeo'caspase.'
'
Relevância'Clínica'
'
Apesar'das'diferentes'formas'de'tratamento'do'câncer'de'cabeça'
e'pescoço,'a'taxa'de'mortalidade'é'considerada'alta,'e'pesar'das'
diferentes' formas' de' tratamento,' a' taxa' de' mortalidade' é'
considerada' alta' e' para' a' maioria' dos' países,' a' taxa' de'
sobrevida'global'em'5'anos'é'de'aproximadamente'50%'a'60%'
dos' casos.'Portanto,' é' necessário' o' desenvolvimento' de' novas'
terapias' que' sejam'mais' efetivas' para' seu' tratamento' e'menos'
invasivas'ao'paciente.'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
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Abstract'
'
Effects' of' asparaginase' and'Aspergillus* terreus' fungus' in' head'
and'neck'cancer'cell'lines'
Objectives:'Head'and'neck'cancers'are'the'sixth'most'common'
worldwide.'Aspergillus* terreus* is'a' fungus' found'on'Cerrado'soil'
and'produces'asparaginase,'an'enzime'which' is' fundamental' to'
the'treatment'of'some'types'of'cancers.'The'purpose'of'this'study'
was'to'evaluate'the'effects'of'that'fungus'and'this'enzime'in'head'
and'neck'cancer'cell'lines.'
Materials' and' methods:' The' MTT' cell' viability' assay' was'
performed' in' order' to' evaluate' the' cytotoxicity' of' asparaginase'
and'A.*terreus'aqueous'extract'in'a'human'keratinocyte'(HaCaT),'
a'hypopharyngeal'carcinoma'(FaDu)'and'a'tongue'squamous'cell'
carcionoma'(SCC`9)'cell'lines.'The'treatment'was'performed'with'
aquous' extract' fungus' in' a' concentration' of' 5,' 10,' 25,' 50,' 100,'
200,'400'e'600'µg/mL,'and'asparaginase'with'0,04,'0,16,'0,63,'1,'
1,5,' 2,5' e' 5' UI/mL.' Thus,' the' dose`response' curves' and' IC50'
values' were' obtained.'Western' Blot' was' performed' to' evaluate'
the'effect'of'these'treatments'on'cell'death'via'apoptosis'through'
the'expression'of'pro`caspase`3'protein'on'SCC`9.'
Results:' High' concentrations' of' the' extract' were' cytotoxic' in'
FaDu'after'72'hours'and'in'HaCaT'and'SCC`9'after'24,'48'e'72'
hours.' Asparaginase' resulted' in' a' significant' toxicity' in' SCC`9'
after' 24,' 48' and' 72' hours' and' HaCaT' after' 48' and' 72' hours.'
Results' for'western'blot'showed'a'decrease' in'pro`caspase`3' in'
SCC`9'cells'treated'with'asparaginase.'
Conclusion:' Based' on' these' results,' the' treatments' with' A.*
terreus*and'asparaginase'were' cytotoxic' for' the' head' and' neck'
cancer' cell' lines' on' determined' conditions' of' time' and'
concentrations.' Also,' this' study' suggests' apoptosis' in' SCC`9'
after'treatment'with'asparaginase.'
Keywords:' Head' and' neck' cancero' asparaginaseo' aspergillus*
terreuso'cytotoxicityo'caspase'
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1.'INTRODUÇÃO'
'
' O' câncer' de' cabeça' e' pescoço' é' o' décimo' tipo' mais'
frequente'mundialmente,' e' acomete' o' lábio,' a' cavidade' oral,' a'
laringe,'a'faringe'e'a'nasofaringe'[1].'Sua'incidência'é'maior'em'
países' do' sul' e' sudeste' da' Ásia,' América' do' Sul' e' parte' da'
Europa'[2`3].'Segundo'o'Instituto'Nacional'de'Câncer'(INCA)'do'
Brasil,' em' 2016' foram' estimados' 22.840' novos' casos' de'
carcinoma'na'cavidade'oral'e'laringe'para'ambos'os'sexos'[4].'O'
carcinoma' de' células' escamosas' de' cabeça' e' pescoço'
(CECCP),'o'tipo'mais'comum'[5],' tem'como'principal'etiologia'o'
tabaco' e' o' consumo' de' bebidas' alcoólicas,' sendo' que' a'
combinação'de'ambos'pode'potencializar'o' risco'da'doença' [5`
6].' A' infecção' pelo' papilomavírus' humano' (HPV)' também' é'
descrita'como'um'fator'etiológico'para'o'CECCP,'especialmente'
em'orofaringe'[6`7].'
' O' tratamento' consiste' na' combinação' de' cirurgia,'
radioterapia' e' quimioterapia,' dependendo' do' estágio' do' câncer'
[2].'A' cirurgia' é' a' principal' forma'de' tratamento,' e' dependendo'
desse'estágio'os'pacientes'podem'sofrer'com'as'consequências,'
tais'como'dificuldade'para'a'alimentação'e'a'comunicação,'além'
do' comprometimento' funcional' e' estético' consequente' da'
mutilação' facial' [2`8].' Apesar' das' diferentes' formas' de'
tratamento,' a' taxa' de' mortalidade' é' considerada' alta' e' para' a'
maioria'dos'países,'a' taxa'de'sobrevida'global'em'5'anos'é'de'
aproximadamente' 50%' a' 60%' dos' casos' [5].' Portanto,' é'
necessário'o'desenvolvimento'de'novas'terapias'que'sejam'mais'
efetivas' para' o' tratamento' do' câncer' e' menos' invasivas' ao'
paciente'[8].'''
' Neste' contexto,' extratos' e' moléculas' isoladas' de'
algumas' espécies' de' fungos' demonstram' propriedades'
antineoplásicas' em' vias'metabólicas' de' carcinomas.'Uma' nova'
substância,' o' Neobaconol,' foi' isolada' do' extrato' de'Albatrellus*
confluens,' um' fungo' encontrado' no' sudoeste' da' China,' e'
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mostrou`se'ativa'para' indução'de'apoptose'através'do'aumento'
de' proteínas' pró`apoptoticas' ativas,' as' caspases' 3' e' 9,' em'
linhagens'celulares'de'carcinoma'de'vias'biliares'[9]'e'citotóxica'
em'linhagens'de'câncer'de'mama'[10].'A'vincristina,'extraída'de'
fungos' Eutypella* spp.,' comuns' na' Índia,' induziu' apoptose' na'
linhagem' celular' A431,' de' carcinoma' de' célula' escamosa'
epidermoide' [11].' Outro' exemplo' é' o' extrato' do' fungo'Antrodia*
camphorata,*endêmico'em'Taiwan,*que' também' foi' citotóxico' a'
células' de' melanoma' [12],' e' induziu' apoptose' nas' linhagens'
HeLa'e'C`33,'ambas'de'carcinoma'cervical'[13].''
' O' Brasil' abriga' em' seu' território' uma' das' maiores'
biodiversidades' do' planeta.' Maior' bioma' da' América' do' Sul,' o'
Cerrado'ocupa'uma'área'de'aproximadamente'22%'do'território'
nacional' [14].' Há' nesse' bioma' de' grande' riqueza' natural' uma'
variedade' de' fungos' com' diversas' atividades' biológicas' que'
podem' ser' estudadas.' O' fungo'Aspergillus* terreus,' encontrado'
no' solo' do'Cerrado'e' produtor' da' enzima'asparaginase' [15],' já'
teve'algumas'de'suas'propriedades'estudadas.'Alguns'trabalhos'
relatam' que' um' metabolito' isolado' do' extrato' desse' fungo,' a'
terreína,'induziu'apoptose'na'linhagem'HeLa'[16],'e'resultou'em'
atividade'antiproliferativa'em'células'de'carcinoma'hepatocelular'
pela' interrupção'do'ciclo'celular,'além'de'alterar'sua'morfologia'
[17].'
' Comercialmente,' a' asparaginase'é' utilizada'na' indústria'
alimentícia'para'diminuir'a'concentração'de'uma'substancia'com'
potencial' carcinogênico,' a' acrilamida' [18].' Essa' substancia' é'
fomada' durante' o' processamento' térmico' de' alguns' alimentos,'
como' batata' frita,' através' da' reação' que' ocorre' entre' o'
aminoácido' asparagina' e' açucares' redutores,' conhecida' como'
reação'de'Maillard' [19].'A'asparaginase'diminui'a'concentração'
de' acrilamida' ao' converter' a' asparagina' em' ácido' asparático'
[19].'Sua'outra'utilização'é'como'quimioterápico,'estando'na'lista'
de'medicamentos'essenciais'da'Organização'Mundial'de'Saúde'
[20].'O'uso'desta'enzima'é'principalmente'para'o'tratamento'de'
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Leucemia' Linfoide' Aguda' (ALL)' [21],' porém' ensaios' clínicos'
estão' sendo' realizados' e' seu' efeito' avaliado' em' tumores' do'
sistema' linfático' e' hematopoiético,' como' o' linfoma' linfoblástico'
[23]'e'o'linfoma'extranodal'de'células'NK/T'[23].'
' Estudos' in* vitro' também' estão' sendo' realizados' para'
analisar' a' atividade' da' asparaginase' em' tumores' sólidos.' Foi'
observada' uma' redução' da' proliferação' em' células' de' tumor'
cerebral' [24]' e' de' tumor' hepático' [25]' tratadas' com' a'
asparaginase.' Estudos' também' demonstraram' a' ação'
antiangiogênica'e'indutora'de'autofagia'em'linhagens'de'células'
de'câncer'de'ovário'[26`27].''
' O' mecanismo' de' ação' dessa' enzima' nas' vias'
carcinogênicas'é'basicamente'na'redução'dos'níveis'plasmáticos'
do' aminoácido' asparagina,' essencial' para' síntese' de' proteínas'
[29].' Células' tumorais' são' incapazes' de' garantir' seu' próprio'
fornecimento'de'asparagina,'diferentemente'de'células'normais.'
Isso' faz' com' que' células' de' câncer' sejam' dependentes' da'
asparagina'do'meio'extracelular' [29].' Logo,'ao'se'administrar'a'
enzima' asparaginase,' há' uma' depleção' do' aminoácido'
asparagina' do' meio' e' isso' ocasiona' a' interrupção' do' ciclo'
celular,' fazendo' com' que' a' célula' entre' em' processo' de'
apoptose'[29].'
' Apesar' do' desconhecimento' do' mecanismo' exato' de'
ação' dessa' enzima' [30],' trabalhos' mostram' outras' formas' de'
ação' que' contribuem' para' seu' efeito' anticâncer.' As' caspases'
são' enzimas' que' quando' ativas' promovem' a'morte' celular' por'
apoptose' [31].'Um'estudo'com'células'de'carcinoma'de'células'
escamosas' da' laringe' mostrou' que' o' aumento' da' caspase`3'
clivada' após' o' tratamento' com' a' asparaginase' conduziu' essas'
células'ao'processo'de'morte'celular'por'apoptose'e'que'este'foi'
dose'e' tempo'dependente' [32].'No'mesmo'trabalho,'mostrou`se'
que' a' inativação' da' via' PI3K/AKT/mTOR' após' administração'
dessa' enzima,' através' da' baixa' expressão' do' nível' celular' de'
proteínas'fosforiladas'Akt'e'mTOR,'está'envolvida'com'a'indução'
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de'autofagia'[32].'Essa'última'relação'da'sua'ação'com'essa'via'
é'de'grande'importância'para'a'área'de'carcinoma'de'cabeça'e'
pescoço' humano,' pois' essa' via' está' envolvida' na' proliferação'
das'células'nesse'tipo'de'câncer'[33].''
' Diante' de' tais' estudos,' que' referenciam' os' efeitos'
antineoplásicos'de'extratos'de'fungos'e'da'enzima'asparaginase'
em' distintos' tipos' de' câncer,' o' presente' trabalho' teve' como'
objetivo'averiguar'os'efeitos'que'o'extrato'do' fungo'do'Cerrado'
Aspergillus* terreus' e' a' enzima' asparaginase' resultam' em'
linhagens'celulares'de'carcinoma'de'cabeça'e'pescoço.'
'
2.'MATERIAIS'E'MÉTODOS'
'
2.1' Obtenção' do' extrato' do' Aspergillus* terreus* e' da'
asparaginase'
' O'extrato'do' fungo'de'Aspergillus* terreus* foi'doado'pela'
Professora' Pérola' Oliveira' Magalhães,' do' curso' de' Ciências'
Farmacêuticas'da'Faculdade'de'Ciências'da'Saúde'(FS/UnB).'A'
enzima' asparaginase' liofilizada,' derivada' da' Escherichia* coli*
(Sigma' Aldrich,' St.' Louis,'MO,' EUA),' 100' UI' por'miligrama,' foi'
diluída' em' 1' mL' de' água' Mili`Q' para' a' realização' dos'
experimentos.'
'

2.2'Cultura'de'células'
' As' linhagens' celulares' utilizadas' no' experimento' são'
provenientes' de' células' humanas:' SCC`9' (carcinoma'
espinocelular' de' língua),' FaDu' (carcinoma' espinocelular' de'
hipofaringe)'e'HaCaT'(queratinócitos'humano).''
' Para'a' linhagem'SCC`9'foi'utilizado'meio'DMEM/F12'na'
proporção' de' 1:1,' acrescido' com' soro' fetal' bovino' a' 10%' e'
antibióticos' penicilina' e' estreptomicina'nas' concentrações' finais'
de' 100ng/mL'e' 1µg/mL,' respectivamente.'As' linhagens'FaDu'e'
HaCaT'foram'cultivadas'em'meio'para'cultivo'celular'Dulbelcco’s'
Modified' Eagle' Medium' (DMEM),' também' suplementado' com'
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soro'fetal'bovino'a'10%'e'antibióticos'penicilina'e'estreptomicina'
a'1%.'Os'meios'de'cultura' foram'filtrados'em'membrana'de'0,2'
μm' e' mantidos' a' 4°C,' sendo' aquecidos' em' banho`maria' à'
temperatura' de' 37°C' antes' do' uso.' As' células' foram'mantidas'
em'incubadora'com'5%'de'CO2'e'temperatura'de'37°C.''
'
2.3'Ensaio'de'Citotoxicidade'Celular'
' O' teste'MTT' (Ensaio'da'Atividade'Mitocondrial)' avalia' a'
capacidade' das' enzimas' mitocondriais' celulares' de' converter'
sais' de' tetrazólio' em' formazam.' Os' cristais' de' formazam'
apresentam'uma'coloração'arroxeada,'que'após'serem'diluídos'
em' solvente' alcoólico' podem' ter' sua' absorbância' aferida' em'
uma'leitora'de'microplaca'(Thermo'Plate'TP'Reader)'a'570'nm.'
Assim,' somente' as' células' viáveis,' ou' que' não' sofreram'
toxicidade' considerável,' são' capazes' de' fazer' a' redução' de'
tetrazólio' a' formazam,' sendo' identificadas' por' uma' maior'
absorbância'após'as'leituras.''
' O'teste'consistiu'no'plaqueamento'das'células'em'placas'
de'96'poços'na'concentração'de'5x103'células'por'poço.'Para'o'
tratamento'com'extrato'de'Aspergillus*terreus,'as'concentrações'
utilizadas'foram'de'5,'10,'25,'50,'100,'200,'400'e'600'µg/mL,'por'
24,'48'e'72'horas'nas'linhagens'FaDu,'HaCaT'e'SCC`9.'Para'a'
asparaginase,' o' tratamento' foi' realizado' nessas' linhagens' nas'
concentrações'de'0,04,'0,16,'0,63,'1,'1,5,'2,5'e'5'UI/mL'por'24'
horas'e'por'48'e'72'horas'somente'nas'linhagens'HaCaT'e'SCC`
9.'As'células'também'foram'tratadas'com'seu'respectivo'controle'
negativo,' água' destilada' para' o' extrato' e' água' Mili`Q' para'
asparaginase,' ambas' em' proporção' semelhante' à' da' maior'
concentração'do'extrato'ou'da'asparaginase.'Após'24,'48'ou'72'
horas' de' tratamento,' foram' acrescentados' 10' µL' de' MTT'
(5mg/mL)'em'cada'poço.'As'placas,'protegidas'de'luminosidade,'
voltaram'à'incubadora'e'foram'mantidas'em'condições'ideais'por'
4' horas.' Decorrido' esse' tempo,' o' meio' com' substrato' foi'
aspirado' de' cada' poço' e' acrescentado' 100' µL' de' isopropanol'
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acidificado' (25mL' de' isopropanol' +' 104' µL' de' HCl' 100%).' As'
placas'foram'colocadas'no'vórtex'em'velocidade'baixa'por'10'a'
15' minutos,' tempo' suficiente' para' a' diluição' dos' sais' de'
tetrazólio' no' veículo' alcoólico.' Finalmente' a' absorbância' foi'
aferida,'e'para'se'obter'a'viabilidade'resultante'do'tratamento,'a'
absorbância' das' células' tratadas' foi' comparada' à' absorbância'
de' seu' controle,' estabilizado' como' 100%' de' células' viáveis.'
Além' de' calcular' os' valores' para' a' curva' dose`resposta,' a'
concentração' necessária' do' extrato' e' da' asparaginase' para'
induzir' 50%' de' citotoxicidade' celular' (IC50)' também' foi'
calculada.'
'
2.4'Western'Blot'
' Para' a' análise' da' expressão' da' proteína' Caspase`3,' a'
linhagem' SCC`9' foi' plaqueada' na' densidade' de' 3x105'
células/poço'em'placas'de'6'poços'e'mantidas'à'37°C'e'5%'CO2'
por' 24' horas.' As' células' receberam' o' tratamento' com' a'
asparaginase'na'concetração'do'IC50'para'24,'48'e'72'horas.'No'
controle' foi' adicionado' água'Mili`Q.' Após' o' tratamento,' o'meio'
em'que'as'células'estavam'foi'descartado'e'cada'poço'foi'lavado'
com'2'mL'de'PBS'gelado.'Foram'adicionados'50μL'de' tampão'
de' lise' em' cada' poço,' e' assim' as' células' foram' lisadas' com'o'
auxílio'de' rodos'plásticos'e' transferidas'para'eppendorfs'de'1,5'
mL'após'homogeneização'updown.'Após'30'minutos'em'gelo,'as'
amostras' foram' centrifugadas' a' 12.000' rpm' por' 20' minutos' e'
4oC.'Os'sobrenadantes'foram'coletados'e'armazenados'à'`80oC.'
As' proteínas' foram' quantificadas' pelo' método' de' Lowry,'
padronizado' a' partir' de' em' uma' curva`padrão' construída' com'
albumina' de' soro' bovino' (BSA).' As' absorbâncias' encontradas'
das' proteínas' foram' interpoladas' com' a' curva' de' BSA,'
determinando'assim'a'concentração'de'proteínas'totais'em'cada'
amostra.''
' Após' a' quantificação' das' proteínas,' as' amostras' foram'
preparadas' (30μg' de' proteínas' +' tampão' de' amostra' e' água'
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destilada' suficiente' para' completar' 30μL),' as' proteínas'
desnaturadas'a'uma'temperatura'de'aproximadamente'96'oC'por'
5' minutos' e' aplicadas' em' um' gel' de' acrilamida' a' 10%.' Em'
seguida,'foram'aplicados'30μL'de'amostra'em'cada'poço'e'o'gel'
submetido' a' uma' corrente' de' 100V' por' aproximadamente' 2'
horas.'Após'a'corrida,'as'proteínas'foram'transferidas'para'uma'
membrana' de' PVDF,' previamente' ativada' com' metanol.' Essa'
transferência'ocorreu'após'a'submissão'a'uma'corrente'de'24V'
por' 1' hora' e' 30' minutos.' Nesse' processo,' as' proteínas,'
separadas' no' gel' por' peso' molecular,' passam' então' para'
membrana.'A'membrana' foi'submetida'a'bloqueio,'com'solução'
bloqueadora' 10%' (albumina' do' leite)' por' uma' hora.' Após' este'
tempo,'a'membrana'foi'lavada'com'tampão'Tris`salina'(0,2'M)'e'
0,1%'de'Tween'20'(TBST)'e'foi'incubada'com'anticorpo'primário'
overnight.' Em' seguida,' a' membrana' foi' lavada' com' TBST' (6'
lavagens'de'5'minutos' sob'agitação)'e' incubada'com'anticorpo'
secundário'por'1'hora.'Após'lavagens'com'TBST,'foi'aplicado'na'
superfície' da' membrana' o' ECLPRIME' (GE' Health' Care,' Little'
Chalfont,' Reino' Unido),' reagente' que' contém' o' substrato' para'
enzima' ligada' ao' anticorpo' secundário,' e' as' imagens' foram'
adquiridas' em' fotodocumentador' com' tempo' de' exposição'
automático' (Amersham' Imager'600,'GE'Health'Care,'Little'Fort,'
Reino'Unido).'O'anticorpo'primário'utilizado' foi'para'Caspase'3'
(H`277)'(Santa'Cruz'Biotechnology,'Dallas,'TX,'EUA)'em'diluição'
de' 1/500.' O' anticorpo' secundário' (Abcam,' Cambridge,' Reino'
Unido)'foi'utilizado'em'diluição'de'1/5000.'
'
2.5'Análise'estatística'
' A'análise'estatística'foi'realizada'com'os'valores'de'nove'
poços' independentes' obtidos' de' cada' concentração' estudada'
para' o' teste' de' viabilidade' celular.' As' curvas' de' dose`resposta'
foram' realizadas' por' regressão' não' linear' e' a' partir' de' tal'
regressão'foram'calculados'os'valores'de'IC50.'Os'resultados'de'
citotoxicidade'com'as'concentrações'fixas'foram'analisados'pelo'
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teste'de'Kruskal`Wallis'com'pós`teste'de'Dunns.'Todos'os'testes'
estatísticos'foram'realizados'com'o'programa'GraphPad*5.0*para'
Windows.'O'critério'de'significância'foi'o'valor'p'<'0,05.'
'
3.'RESULTADOS'
'
' Foi' estabelecida' a' curva' dose`resposta' após' o'
tratamento'por'24,'48'e'72'horas'com'o'extrato'aquoso'do'fungo'
Aspergillus* terreus' e' com' a' enzima' asparaginase' através' do'
teste' de' viabilidade' celular' (MTT).' O' objetivo' da' obtenção' da'
curva'dose`resposta'(Figuras'1'e'2)'é'o'de'determinar'o'valor'do'
IC50' (Tabela' 1),' concentração' necessária' para' causar' morte'
celular'em'50%'nas'linhagens'testadas.'
' O' tratamento' com' o' extrato' do' fungo' por' 24' horas' não'
resultou'em'valor'de' IC50'plausível'em'nenhuma'das' linhagens.'
No'período'de'48'horas,'somente'a'linhagem'SCC`9'resultou'em'
IC50' considerável,' de' 542' µg/mL.' O' tratamento' por' 72' horas'
resultou'em'IC50'de'763,6'µg/mL'para'FaDu'e'395,5'µg/mL'para'
HaCaT.'(Tabela'1).'
' O' valor' de' IC50' no' período' de' 24' horas' no' tratamento'
com'a'asparaginase'foi'plausível'apenas'na'linhagem'de'SCC`9,'
com' 5,45' UI/mL.' O' tratamento' por' 48' e' 72' horas' foi' realizado'
somente'com'as' linhagens'SCC`9'e'HaCaT,'o'qual'resultou'em'
valores'de'IC50'respectivos'de'4,7'e'6,6'UI/mL'para'48'horas'de'
tratamento'e'de'0,6'UI/mL'e'7,8'UI/mL'para'72'horas'(Tabela'1).'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
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'
Valores'de'IC50'

Extrato'(µg/mL)' Asparaginase'(UI/mL)'
24h' 48h' 72h' 24h' 48h' 72h'

FaDu' #" 259.354" 763,6' 916" +" +"
SCCD9' 1.169" 542' 1.615" 5,4' 5' 0,6'
HaCaT' 2.514" 69.612" 395,5' #" 6,6' 7,8'
'

Tabela' 1.' ' Valores' de' IC50' para' tratamento' com' o' extrato' aquoso' do'
fungo'Aspergillus* terreus' e' com' a' Asparaginase' nas' linhagens' FaDu,'
HaCaT' e' SCC`9' nos' períodos' de' 24,' 48' e' 72' horas.' (#' valores' com'
erroo' `' tratamento' não' realizadoo' Resultados' em' negrito' significam'
resultado'plausível).'
'
'
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'

'
'

'

'
'

'
Figura'1.' 'Curvas' dose`resposta' do' tratamento' com'o' extrato' aquoso'
do'fungo'Aspergillus*terreus'nas' linhagens'FaDu,'HaCaT'e'SCC`9'nos'
períodos'de'24,'48'e'72'horas.''
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'

'
'

'''''''''' '
'

'''''''''' '
Figura'2.''Curvas'dose`resposta'do'tratamento'com'a'asparaginase'nas'
linhagens' FaDu,' HaCaT' e' SCC`9' no' período' de' 24' horas,' e' das'
linhagens'HaCaT'e'SCC`9'com'o'tratamento'de'48'e'72'horas.'
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' A' comparação' de' valores' de' citotoxicidade' após'
tratamento'em'diferentes'períodos'de'tempo'com'concentrações'
fixas' do' extrato' de' A.* terreus* e' da' asparaginase' também' foi'
realizada.' Para' isso,' as' concentrações' de' 400' µg/mL' e' 600'
µg/mL'do'extrato'do'fungo'foram'selecionadas.'As'concentrações'
de' 0,63' UI/mL,' 1' UI/mL' e' 5' UI/mL' de' asparaginase' também'
foram'escolhidas'para'essa'análise.'
' Em' relação' ao' extrato,' na' concentração' de' 400' µg/mL'
(Figura'3),'o'aumento'de'toxicidade'entre'os'períodos'de'24,'48'e'
72'horas'nas'linhagens'FaDu'ou'SCC`9'não'foi'estatisticamente'
significativo.'Na' linhagem'HaCaT'essa'diferença' foi' significativa'
somente' entre' 48' para' 72' horas.' Ao' comparar' a' citotoxicidade'
entre' as' linhagens,' o' extrato' em' 48' horas' foi' estatisticamente'
mais'citotóxico'para'SCC`9'que'para'HaCaT,'entretanto,'com'72'
horas' esse' resultado' se' inverteu,' sendo' a' citotoxicidade' maior'
em'HaCaT'que'em'SCC`9.'
'

'
Figura'3.''Citotoxicidade'celular'causada'pelo'extrato'aquoso'do'fungo'
A.* terreus' na' concentração' fixa' de' 400' µg/mL' nas' linhagens' FaDu,'
HaCaT'e'SCC`9'por'24,'48'e'74'horas.'(Kruskal`Wallis'com'Dunno'*'p'<'
0,05' para' comparação' entre' linhagens' e' #' com' p' <' 0,05' na' mesma'
linhagem).''
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' Na' concentração' de' 600' µg/mL' (Figura' 4),' houve'
aumento' de' toxicidade' estatisticamente' significativo' nas'
linhagens'FaDu'e'HaCaT'de'48'para'72'horas.'Porém,'o'mesmo'
não'ocorreu'com'SCC`9'no'mesmo'período'e'nem'de'24'para'48'
horas' nas' linhagens' FaDu,' HaCaT' ou' SCC`9.' Em' relação' a'
citotoxicidade' entre' as' linhagens,' o' extrato' em' 48' horas' foi'
significativamente' mais' tóxico' em' SCC`9' que' em' HaCaT,' com'
toxicidade' aumentada' em' 21%.' No' entanto,' o' inverso' ocorreu'
com' o' tratamento' com' 72' horas,' o' qual' foi' mais' citotóxico' em'
HaCaT'que'em'SCC`9'(24%).'
'

'
Figura'4.''Citotoxicidade'celular'causada'pelo'extrato'aquoso'do'fungo'
A.* terreus' na' concentração' fixa' de' 600' µg/mL' nas' linhagens' FaDu,'
HaCaT'e'SCC`9'por'24,'48'e'74'horas.'(Kruskal`Wallis'com'Dunno'*'p'<'
0,05' para' comparação' entre' linhagens' e' #' com' p' <' 0,05' na' mesma'
linhagem).'
'
' A' enzima' na' concentração' de' 0,63'UI/mL' (Figura' 5)' na'
linhagem' HaCaT' resultou' em' diminuição' de' toxicidade' do'
tratamento'de'24'para'48'horas'de'6%,'e'de'48'para'72'horas'
houve' aumento' de' 10%.' Na' SCC`9,' houve' aumento' de'
toxicidade'com'o'aumento'do'tempo'de'tratamento'de'26%,'36%'



37 

 

e' 57%' para' 24,' 48' e' 72' horas,' respectivamente.' Porém,' em'
ambas' linhagens,' não' resultou' em' diferença' estatisticamente'
significativa.' Ao' comparar' a' citotoxicidade' entre' as' duas'
linhagens,' o' tratamento' com' 48' horas' resultou' em' maior'
citotoxicidade' na' linhagem' SCC`9' que' em' HaCaT,' com' um'
aumento'estatisticamente'significativo'de'21%.'O'mesmo'ocorreu'
com'o'tratamento'por'72'horas,'porém'o'aumento'de'toxicidade'
foi'de'32%.'

'
Figura' 5.' ' Citotoxicidade' celular' causada' pela' asparaginase' na'
concentração'fixa'de'0,63'UI/mL'nas'linhagens'HaCaT'e'SCC`9'por'24,'
48'e'74'horas.'(Kruskal`Wallis'com'Dunno'*'p'<'0,05).''
'
' Nas' concentrações' de' 1' UI/mL' e' 5' UI/mL' (Figura' 6)'
somente'o'período'de'72'horas'mostrou'que'o'tratamento'causou'
maior'citotoxicidade'em'SCC`9'que'em'HaCaT,'com'aumento'de'
29,6%'para'a'primeira'concentração'e'de'20,8%'para'a'segunda.'
Apesar'de'existir'um'aumento'de' toxicidade'com'o'aumento'do'
tempo' de' tratamento,' os' resultados' não' foram' estatisticamente'
significativos.'
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'

'
'

Figura' 6.' ' Citotoxicidade' celular' causada' pela' asparaginase' na'
concentração' fixa' de'1' e' 5'UI/mL'nas' linhagens'HaCaT'e'SCC`9'por'
24,'48'e'74'horas.'(Kruskal`Wallis'com'Dunno'*'p'<'0,05).'
'
'
' O'tratamento'com'a'asparaginase'no'período'de'24'horas'
na' linhagem'HaCaT' resultou' em'citotoxicidade'menor' que'26%'
para' todas' as' concentrações.' Em' 48' e' 72' horas,' apesar' de'
apresentarem' aumento' gradativo' com' o' aumento' das'
concentrações,'não'foi'um'aumento'estatisticamente'significativo,'
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e' em' ambos' a' citotoxicidade' foi' menor' que' 44%' em' todas' as'
concentrações'(Figura'7).'
'

'
'
Figura' 7.' ' Citotoxicidade' celular' causada' pelo' tratamento' com' a'
asparaginase' nas' concentrações' de' 0,04,' 0,16,' 0,63,' 1,' 1,5,' 2,5' e' 5'
UI/mL'na' linhagem'HaCaT'por' 24,' 48'e' 72'horas' (Kruskal`Wallis' com'
Dunn.'
'
''''''''''''''Na' linhagem'SCC`9,'o' tratamento'por'24'horas' também'
se' mostrou' gradativamente' citotóxico,' com' citoxicidade' menor'
que'44%'em' todas'as'concentrações' (Figura'8).'Com'48'horas'
de' tratamento,' as' concentrações' de' 1,' 1,5,' 2,5' e' 5' UI/mL'
apresentaram' toxicidade' semelhante' com' uma' média' de' 43%.'
Um'padrão'semelhante'ocorreu'com'72'horas'(média'de'63,3%'
de'citotoxicidade).'Em'ambos'períodos,'o'aumento'de'toxicidade'
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estatisticamente' significativo' resultou' da' concentração' de' 0,16'
UI/mL'para'1UI/mL.'''
'

'
'
Figura' 8.' ' Citotoxicidade' celular' causada' pelo' tratamento' com' a'
asparaginase' nas' concentrações' de' 0,04,' 0,16,' 0,63,' 1,' 1,5,' 2,5' e' 5'
UI/mL' na' linhagem'SCC`9' por' 24,' 48' e' 72' horas' (Kruskal`Wallis' com'
Dunno'*'p'<'0,05'citotoxicidade'da'concentração'de'0,16'UI/mL'versus*1'
UI/mL).'
'
' O'tratamento'da'enzima'na'linhagem'FaDu'por'24'horas'
(Figura'9)'resultou'em'toxicidade'menor'que'17,4%'em'todas'as'
concentrações,'exceto'na'de'5'UI/mL'que'foi'de'25%.'Não'houve'
diferença'estatisticamente'significativa'entre'as'concentrações.'
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'
Figura' 9.' ' Citotoxicidade' celular' causada' pelo' tratamento' com' a'
asparaginase' nas' concentrações' de' 0,04,' 0,16,' 0,63,' 1,' 1,5,' 2,5' e' 5'
UI/mL'na'linhagem'FaDu'por'24'horas'(Kruskal`Wallis'com'Dunn).'
'
'
' O'ensaio'do'Western'Blot' foi' realizado'com'a' finalidade'
de'avaliar'a'expressão'da'proteína'pró`caspase`3'(Figura'10)'na'
linhagem'de' carcinoma'espinocelular' de' língua,'SCC`9,' após' o'
tratamento' com' asparaginase' ou' seu' controle.' A' concentração'
utilizada'foi'a'do'IC50'em'cada'período'de'tratamento'(5,4'UI/mL'
por'24'horas,'5'UI/mL'por'48'horas'e'0,6'UI/mL'por'72'horas).'A'
Figura'10'mostra'a'banda'da'pró`caspase`3'do'controle'seguida'
do'tratamento'para'cada'período.'Na'coluna'do'controle'a'banda'
encontra`se'mais'intensa'em'todos'os'períodos,'e'no'tratamento'
a'banda'fica'menos'intensa'à'medida'em'que'aumenta'o'tempo'
de' tratamento.' Isso' indica' uma' diminuição' de' pró`caspase`3'
após'o' tratamento,'o'que'possivelmente' implica'na'clivagem'da'
pró`caspase`3' em' caspase`3,' sua' forma' ativa.' Essa' proteína' é'
responsável' pela' indução' de' morte' celular' por' apoptose,' logo,'
esse' resultado' indica' que' a' asparaginase' pode' estar' induzindo'
apoptose'nas'células'de'câncer.'
' '
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'
Figura' 10.' ' Resultado' do' Western' Blot' na' linhagem' SCC`9' para'
evidenciação' da' proteína' pró`caspase`3' após' o' tratamento' com'
asparaginase' por' 24,' 48' e' 72' horas.' Bandas' visíveis' mostram' sua'
expressão.'
'
4.'DISCUSSÃO'
'

O' desenvolvimento' de' medicamentos' a' partir' de'
componentes' naturais,' tais' como' extratos' de' plantas' e'
microrganismos,' tem' um' papel' importante' na' terapia' e'
prevenção' do' câncer.' Um' estudo' mostra' que' de' 1940' até'
2014' nos' Estados' Unidos,' de' 175' moléculas' anticâncer'
aprovadas,' aproximadamente' 49%' são' provenientes' de'
produtos'naturais'[34].'

No' presente' estudo' foi' constatado,' ao' analisar' as'
curvas' dose`resposta,' que' o' tratamento' com' o' extrato'
aquoso'do' fungo'do'cerrado'Aspergillus* terreus' foi'citotóxico'
nas' linhagens' celulares' estudadas' em' determinadas'
condições.' O' tratamento' com' FaDu' e' HaCaT' gerou' IC50''
plausível'em'72'horas'e'em'48'horas'com'a'SCC`9.'Devido'a'
baixa' citotoxicidade' ou' a' variação' da' curva' dose`resposta,'
não'foi'possível'gerar'valores'de'IC50'para'os'outros'períodos'
de' tratamento' e' linhagens,' ou' esses' valores' resultaram'
incoerentemente' altos' (considerada' sua' condição' de'
projeção'a'partir'de'uma'regressão).'

Tal' citotoxicidade' é' confirmada' ao' se' analisar' as'
concentrações' de' 400' e' 600' µg/mL' (Figuras' 3' e' 4).' Essas'
são' as' mais' altas' e' as' que' apresentaram' maior' toxicidade'
segundo' o' gráfico' da' curva' dose`resposta.' Em' ambas'
concentrações,' o' tratamento' com' 48' horas'mostrou`se'mais'
citotóxica'para'a'linhagem'de'carcinoma'de'língua'que'para'a'
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de' queratinócitos,' e' com' 72' horas' essa' relação' é' invertida.'
Então,' dependendo' do' tempo' de' tratamento,' as' células'
normais'da'cavidade'oral,' que'são'os'queratinócitos,'podem'
ser'mais'sensíveis'que'células'de'carcinoma'de' língua.'Este'
é'o'primeiro'relato'da'ação'de'um'extrato'aquoso'do'fungo'A.*
terreus'em'linhagens'celulares.*

Assim' como' o' Taxol,' quimioterápico' amplamente'
utilizado' no' tratamento' de' diversos' tipos' de' câncer' e'
proveniente' de' produto' natural' [35],' o' extrato' de'A.* terreus*
pode' ser' um' potencial' agente' citotóxico' para' linhagens' de'
câncer' de' cabeça' e' pescoço.' Portanto,' outras' avaliações'
devem' ser' realizadas' com' esse' extrato' nessas' células' para'
analisar' seus' efeitos.' Como' exemplo,' testes' para' avaliar' a'
interferência'no'ciclo'celular'e'a'indução'de'morte'celular'por'
citometria' de' fluxo,' além' das' alterações' da' morfologia'
celular.' Deve`se' também' investigar' a' influência' do' extrato'
sobre' a' expressão' de' proteínas' da' via' do' mTOR,' uma'
importante' via' na' carcinogênese' de' câncer' de' cabeça' e'
pescoço'[33].'
' Alguns' componentes' com' propriedades'
antiproliferativas' foram' isolados' de' fungos.' A' terreína,'
extraída'do'fungo'presente'em'uma'esponja'marinha'[17]'e'a'
lovastatina,' presente' no' solo' tropical' [36],' são' exemplos'
desses' componentes.'O' experimento' do' presente' estudo' foi'
realizado' somente' com' o' extrato' aquoso' desse' fungo,'
portanto,' apesar' de' ter' apresentado' capacidade'
antiproliferativa'nas'células'de'câncer'de'cabeça'e'pescoço,'
mais' estudos' devem' ser' realizados' para' avaliar' quais' os'
componentes' que' causaram' esse' efeito,' além' de' testar' a'
citotoxicidade'em'diferentes' frações,' como'a' etanoica,' a' fim'
de'mensurar'a' resposta'das'células'de'câncer'em'diferentes'
estados' do' extrato.' Outra' opção' seria' a' de' isolar'
componentes' presentes' no' extrato' desse' fungo' e' avaliar'
seus'efeitos'isoladamente'nessas'linhagens'celulares.'
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' A' enzima' asparaginase' é' um' dos' componentes'
presente' nesse' extrato' [15],' sendo' o' fungo* A.* terreus'
inclusive' conhecido' pela' sua' alta' produção' [37].' Por' esse'
motivo,'os'experimentos'com'o'extrato'e'com'a'asparaginase'
isolada'foram'realizados'nas'células'de'carcinoma'de'cabeça'
e'pescoço.''

O' tratamento'com'a'enzima'asparaginase'no'período'
de' 24' horas'mostrou' ser' citotóxico' nas' altas' concentrações'
na' linhagem'SCC`9,' segundo' a' curva' dose`resposta' (Figura'
2).' Porém,' o' mesmo' não' foi' demonstrado' nas' outras'
linhagens,' HaCaT' e' FaDu,' pois' a' citotoxicidade' foi'
extremamente'baixa.'Por'esse'motivo,'somente'a'SCC`9'com'
24'horas'de'tratamento'resultou'em'um'IC50'plausível'de'5,4'
UI/mL.''

O'tratamento'por'48'e'72'horas'foi'realizado'somente'
com' as' linhagens' HaCaT' e' SCC`9' para' se' obter' a' curva'
dose`resposta.' Na' linhagem' de' carcinoma' de' língua' o' valor'
de' IC50' (Tabela' 1)' diminui' com' o' aumento' do' tempo' de'
tratamento.'Esse'valor'foi'de'5,4,'5'e'0,6'UI/mL'para'24,'48'e'
72' horas' de' tratamento,' respectivamente.' Isso' indica' que' a'
citotoxicidade'no'tramento'com'a'enzima'na'linhagem'SCC`9'
foi' tempo'dependente.'Um'estudo'com'células'de'carcinoma'
hepatocelular' da' linhagem'HepG2' [25]' resultou'em'um'valor'
de' IC50' com'72' horas' de' tratamento'menor' que' 1'UI/mL,' de'
0,1' UI/mL' [25].' Na' linhagem' dos' queratinócitos,' a' baixa'
toxicidade' impossibilitou' o' calculo' do' valor' de' IC50' para' 24'
horas.' Já' no' tratamento' de' 48' para' 72' horas,' esse' valor'
aumentou'de'6,6'UI/mL'para'7,8'UI/mL'(Figura'5).'

O' tratamento' com' asparaginase' na' linhagem' de'
carcinoma' de' hipofaringe,' FaDu,' por' 24' horas' não' sugere'
citotoxicidade' com' o' aumento' de' concentração' (Figura' 9).'
Além'disso,'a'porcentagem'de'toxicidade'foi'baixa'para'todas'
as' concentrações,'menor' que' 25%.' Logo,' nessa' linhagem'a'
asparaginase'não'se'mostrou'tão'efetiva'como'em'SCC`9.'
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A' toxicidade'da'enzima'nas'diferentes' concentrações'
em'SCC`9'no'periodo'de'24,'48'ou'72'horas'aumentou'com'o'
aumento' de' concentração,' o' que' sugere' uma' citotoxicidade'
dose`dependente' (Figura' 8).' Um' estudo' com' células' de'
carcinoma' pulmonar' também' mostrou' toxicidade' dose`
dependente' no' tratamento' com' asparaginase' por' 48' horas'
[38].' Tanto' o' tratamento' com' 48' horas' como' o' de' 72' horas'
resultaram' em' toxicidade' semelhante' a' partir' da'
concentração' de' 1' UI/mL.' Em' termos' do' futuro' uso' dessa'
enzima'no'tratamento'de'carcinoma'de'língua,'concentrações'
acima'de'1'UI/mL'poderiam'causar'citotoxicidade'semelhante'
nas' células' de' câncer,' porém,' células' normais' poderiam'
sofrer' maior' citotoxicidade' com' o' aumento' dessas'
concentrações'e'causar'efeitos'colaterais'ao'paciente.''

A' toxicidade' da' enzima' na' linhagem' HaCaT' no'
periodo'de'24,'48'ou'72'horas'aumentou'com'o'aumento'da'
concentração' (Figura' 7).' Apesar' da' toxicidade' ser' dose`
dependente,' a' maior' citotoxicidade' foi' de' apenas' 25,6%' na'
concentração'de'2,5'UI/mL'em'24'horas'de' tratamento'e'de'
aproximadamente' 43%' em' 48' ou' 72' horas' na' maior'
concentração,'de'5'UI/mL.'

Na' linhagem' SCC`9' o' aumento' de' toxicidade' com' a'
asparaginase' foi' estatisticamente' significativo' na'
concentração'de'0,16'UI/mL'para'1'UI/mL'no'periodo'de'48'e'
no' de' 72' horas,' ficando' entre' elas' a' concentração'mediana'
de' 0,63' UI/mL' (Figura' 8).' Essa' concentração' também' foi' o'
valor'de'IC50'(Tabela'1)'em'SCC`9'para'72'horas,'e'por' isso'
ela' foi' selecionada' para' efeitos' de' comparação' entre' a'
HaCaT,' como' controle' negativo,' e' a' SCC`9.' Nessa'
concentração' a' citotoxicidade' foi' baixa' na' HaCaT' nos'
períodos' de' 24,' 48' e' 72' horas,' e' na' SCC`9' resultou' em'
aumento'de'toxicidade'de'26%,'36%'e'57%,'respectivamente'
(Figura' 8).' Houve' aumento' estatisticamente' significativo' da'
toxicidade'no' período' de' 48' horas' e' de' 72' horas' da'HaCaT'
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para'SCC`9,'sendo'que'a'diferença'no'primeiro'periodo'foi'de'
21%'e'o' segundo,'de'32%.'Então,'é'possível' concluir' que'a'
enzima' apresentou' seletividade' para'SCC`9' em' relação' aos'
queratinócitos' (HaCaT).' Essa' consideração' é' de' grande'
importância,' pois' demonstra' que' as' células' de' câncer' são'
mais'sensíveis'à'enzima'que'aos'queratinócitos,'o'que'pode'
significar'efeitos'colaterais'em'menor'intensidade.'

Os'resultados'com'a'concentração'fixa'de'1'UI/mL'e'5'
UI/mL' confirmam' essa' seletividade.' Em' ambas'
concentrações,' a' SCC`9' foi' mais' citotóxica' que' a' HaCaT,'
porém,' somente' no' tratamento' de' 72' horas.' Esse' resultado'
também'confirma'que'utilizar'asparaginase'no' tratamento'de'
câncer' de' língua' em' altas' concentrações' não' é' favorável,'
pois'a'toxicidade'em'SCC`9'nas'concentrações'altas'de'1'e'5'
UI/mL' e' na' concentração' mais' baixa' de' 0,63' UI/mL' são'
semelhantes,' com' variação' entre' 5' a' 8%' de' toxicidade'
(Figura' 8).' Entretanto,' a' seletividade' celular' em' relação' a'
HaCaT' e' SCC`9' é' estatisticamente' mais' significativa' nos'
períodos' de' 48' e' 72' horas' para' 0,63' UI/mL' e' para' 1' e' 5'
UI/mL'apenas'no'período'de'72'horas'(Figuras'5'e'6).'

Portanto,' a' linhagem' celular' de' carcinoma' de' língua'
mostrou' ser' sensível' a' esta' enzima,' o' que' é' um' resultado'
suportado'por' estudos' que' relatam'a' redução'da' viabilidade'
celular' em' carcinomas' sólidos,' tal' como' o' realizado' em'
células' de' tumor' cerebral' (linhagem' de' meduloblastoma'
DAOY)' [24]' em' que' aproximadamente' 100%' das' células'
sofreram' redução' da' viabilidade' celular' com' 72' horas' de'
tratamento'na'concentração'de'1'UI/mL'[24].''

Esse' fato'mostra' que' esta' enzima' pode' ser' utilizada'
para'o' tratamento'de'outros' tipos'de'câncer,'e'não'somente'
no' tratamento'de'carcinomas'de'origem'hematológica,' como'
descrito'no'trabalho'sobre'o'tratamento'da'Leucemia'Linfoide'
Aguda'com'a'asparaginase'[40].'
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O' resultado' do' western' blot' sugere' a' diminuição' da'
proteína' pró`caspase3,' o' que' indica' aumento' da' proteína'
clivada' caspase`3' [41].' Isso' sugere' a' indução' de' apoptose'
através' do' tratamento' com' a' asparaginase' na' linhagem'
celular'SCC`9.'Essa'indução'foi' tempo'dependente,'uma'vez'
que' com' o' aumento' de' tempo,' de' 24,' 48' e' 72' horas,' as'
bandas'da'pró`caspase' ficaram'menos'visíveis.'Porém,'esse'
resultado'é'apenas'sugestivo,'uma'vez'que'não'foi' realizado'
o' experimento' com' a' proteína' controle.' Estudo' com' células'
de' laringe,' linhagens' Tu212' e' Tu686,' mostraram' o' mesmo'
resultado'ao'serem'tratadas'com'a'asparaginase'por'24'e'48'
horas,' sendo' dose' e' tempo' dependente' [32].' Outro' estudo'
com'células'da'linhagem'celular'de'adenoma'pulmonar,'A549'
e'A1975,'também'confirmou'esse'resultado'com'o'tratamento'
de'24'horas'[38].'

Além' do' comprometimento' funcional' e' estético' na'
região' facial'causado'pelo' tratamento'cirúrgico'em'pacientes'
com'carcinoma'de'cabeça'e'pescoço' [2`8],'estudos'mostram'
que' há' um' aumento' da' resistência' à' radioterapia' nesses'
pacientes' [42].' Por' isso,' há' a' necessidade' de' novas'
alternativas' de' tratamento' e' os' resultados' da' asparaginase'
apontam' para' seu' possível' uso' na' prevenção' e' tratamento'
do'câncer'de'cabeça'e'pescoço.'Tal'enzima' já'é'empregada'
como' quimioterápico,' estando' na' lista' de' medicamentos'
essenciais'da'Organização'Mundial'de'Saúde' [20].'Portanto,'
frente' aos' resultados' deste' trabalho,' observa`se' a'
necessidade'em' realizar'mais'estudos'para'melhor'entender'
o' mecanismo' de' ação' desta' enzima' nas' células' de'
carcinoma'de'cabeça'e'pescoço'(tumor'sólido),'uma'vez'que'
estas'foram'sensíveis'à'enzima.''

Outro' experimento,' como' o' de' citometria' de' fluxo,'
pode' ser' realizado' para' analisar' o' perfil' de' morte' celular'
induzida' pela' enzima.' O' experimento' do' western' blot' deve'
ser' realizado'em'mais' replicatas,' juntamente'com'a'proteína'
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controle,' para' efeito' de' comprovação' dos' resultados.' Esse'
teste' também'deve' ser' realizado' para' avaliar' alterações' em'
proteínas' relativas' ao' ciclo' celular' e' à' via' do'mTOR'nessas'
linhagens,' considerando' que' a' ação' da' asparaginase' nesta'
via' foi' observada' em' células' de' leucemia' mieloide' crônica'
K562'[39].'

Essas'células'foram'sensíveis'ao'extrato'do'fungo'e'à'
enzima,'embora'não'podemos'concluir'que'a'ação'do'extrato'
está'diretamente'relacionada'com'a'da'enzima.'Experimentos'
devem' ser' realizados' com' o' intuito' de' investigar' a' relação'
entre'eles.'

Baseando`se' nestes' resultados,' podemos' concluir' que'
o' extrato' de'A.* terreus' e' a' asparaginase,' em' determinadas'
condições'de' tempo'e'concentração,'são'capazes'de' inibir'a'
proliferação' das' linhagens' celulares' investigadas.' A'
diminuição' da' expressão' da' proteína' procaspase`3' indica' a'
possibilidade' de' indução' de' apoptose' na' linhagem' de'
carcinoma' de' língua' pela' enzima' asparaginase.' Tais'
resultados' demonstram' a' importância' de' se' testar' extratos'
de' espécies' de' fungos' nas' linhagens' celulares' de' tumores'
sólidos,' especialmente'em' linhagens'de'câncer'de'cabeça'e'
pescoço.' Ainda' assim,' mais' estudos' devem' ser' realizados'
para' comprovar'a'efetividade'destas' substâncias'em'células'
de'câncer.'
'
'

'

'

'

'

'

'

'
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ANEXOS'
'
'
NORMAS'DA'REVISTA'
'
Article'structure''

'
Subdivision*A*unnumbered*sections*'
Divide'your'article' into'clearly'defined'sections.'Each'subsection'
is'given'a'brief'heading.'Each'heading'should'appear'on'its'own'
separate' line.'Subsections'should'be'used'as'much'as'possible'
when'cross`' referencing' text:' refer' to' the'subsection'by'heading'
as'opposed'to'simply''the'text'.''
'
Introduction*'
State' the' objectives' of' the' work' and' provide' an' adequate'
background,'avoiding'a'detailed'literature'survey'or'a'summary'of'
the'results.''
'
Material*and*methods*'
Provide' sufficient' detail' to' allow' the' work' to' be' reproduced.'
Methods' already' published' should' be' indicated' by' a' reference:'
only'relevant'modifications'should'be'described.''
'
Results*'
Results'should'be'clear'and'concise.''
'
Discussion*'
This'should'explore'the'significance'of'the'results'of'the'work,'not'
repeat'them.'A'combined'Results'and'Discussion'section'is'often'
appropriate.'Avoid'extensive'citations'and'discussion'of'published'
literature.''
'
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Essential)title)page)information)'
Title.) Concise' and' informative.' Titles' are' often' used' in'
information`retrieval' systems.' Avoid' abbreviations' and' formulae'
where'possible.''
Author)names)and)affiliations.)Please'clearly'indicate'the'given'
name(s)' and' family' name(s)' of' each' author' and' check' that' all'
names' are' accurately' spelled.' Present' the' authors'' affiliation'
addresses' (where' the'actual'work'was'done)' below' the'names.'
Indicate' all' affiliations' with' a' lower`' case' superscript' letter'
immediately' after' the' author's' name' and' in' front' of' the'
appropriate' address.' Provide' the' full' postal' address' of' each'
affiliation,'including'the'country'name'and,'if'available,'the'e`mail'
address'of'each'author.''
Corresponding) author.) Clearly' indicate' who' will' handle'
correspondence'at' all' stages'of' refereeing'and'publication,' also'
post`publication.'Ensure' that' the'eOmail'address' is'given'and'
that'contact'details'are'kept'up'to'date'by'the'corresponding'

author.� •'Present/permanent)address.)If'an'author'has'moved'
since' the'work'described' in' the'article'was'done,'or'was'visiting'
at'the'time,'a''Present'address''(or''Permanent'address')'may'be'
indicated' as' a' footnote' to' that' author's' name.' The' address' at'
which' the' author' actually' did' the' work'must' be' retained' as' the'
main,' affiliation' address.' Superscript' Arabic' numerals' are' used'
for'such'footnotes.''
Word) Count.Please' include' a' word' count' on' your' Title' Page.'
Your' word' count' should' exclude' the' abstract,' keywords,'
references,'tables'and'figures.''
'
Abstract)'
' A'concise'and'factual'abstract'of'no'more' than'250'words'
is' required.' The' abstract' must' be' structured' for' original'
research'articles'and'articles'reporting'the'results'of'clinical'

trials.'The'abstract'should'be'divided'by'subheadings'as'follows:'
Objectives,'Materials'and'Methods,'Results'and'Conclusion.''
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' The' abstract' should' not' be' structured' for' review'
articles.' The' abstract' should' state' briefly' the' purpose' of' the'
research,'the'principal'results'and'major'conclusions.'An'abstract'
is'often'presented'separate'from'the'article,'so'it'must'be'able'to'
stand'alone.''
Graphical)abstract):'Although'a'graphical'abstract'is'optional,'its'
use'is'encouraged'as'it'draws'more'attention'to'the'online'article.'
The' graphical' abstract' should' summarize' the' contents' of' the'
article' in' a' concise,' pictorial' form' designed' to' capture' the'
attention' of' a' wide' readership.' Graphical' abstracts' should' be'
submitted' as' a' separate' file' in' the' online' submission' system.'
Image' size:' Please' provide' an' image'with' a'minimum'of' 531' ×'
1328'pixels'(h'×'w)'or'proportionally'more.'The'image'should'be'
readable'at'a'size'of'5'×'13'cm'using'a'regular'screen'resolution'
of'96'dpi.'Preferred'file'types:'TIFF,'EPS,'PDF'or'MS'Office'files.'
You' can' view' Example' Graphical' Abstracts' on' our' information'
site.''
' Authors' can' make' use' of' Elsevier's' Illustration' and'
Enhancement' service' to' ensure' the' best' presentation' of' their'
images' and' in' accordance' with' all' technical' requirements:'
Illustration'Service.''
'
Highlights)'
Highlights' are'mandatory' for'Original'Research'Articles,'Review'
Articles,' and' Perspectives.' They' consist' of' a' short' collection' of'
bullet' points' that' convey' the' core' findings' of' the' article' and'
should' be' submitted' in' a' separate' editable' file' in' the' online'
submission' system.'Please'use' 'Highlights'' in' the' file' name'and'
include' 3' to' 5' bullet' points' (maximum' 85' characters,' including'
spaces,'per'bullet'point).''
See:'http://www.elsevier.com/highlights'for'examples.''
'
Keywords)'
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Immediately' after' the' abstract' provide' a' maximum' of' ten'
keywords,'to'be'chosen'from'the'Medical'Subject'Headings'from'
Index' Medicus.' These' keywords' will' be' used' for' indexing'
purposes.' It' is' usually' necessary' to' include' keywords' such' as'
Oral'Cancer,'or'Head'and'Neck'cancer.''
Abbreviations:)Define'abbreviations'that'are'not'standard'in'this'
field' in' a' footnote' to' be' placed' on' the' first' page' of' the' article.'
Such'abbreviations' that'are'unavoidable' in' the'abstract'must'be'
defined' at' their' first' mention' there,' as' well' as' in' the' footnote.'
Ensure'consistency'of'abbreviations'throughout'the'article.''
Acknowledgements:' Collate' acknowledgements' in' a' separate'
section'at'the'end'of'the'article'before'the'references'and'do'not,'
therefore,'include'them'on'the'title'page,'as'a'footnote'to'the'title'
or'otherwise.'List'here'those'individuals'who'provided'help'during'
the'research'(e.g.,'providing'language'help,'writing'assistance'or'
proof'reading'the'article,'etc.).''
Formatting) of) funding) sources:' List' funding' sources' in' this'
standard'way'to'facilitate'compliance'to'funder's'requirements:''
Funding:' This' work' was' supported' by' the' National' Institutes' of'
Health' [grant' numbers' xxxx,' yyyy]o' the' Bill' &' Melinda' Gates'
Foundation,' Seattle,' WA' [grant' number' zzzz]o' and' the' United'
States'Institutes'of'Peace'[grant'number'aaaa].''
' It' is' not' necessary' to' include' detailed' descriptions' on' the'
program' or' type' of' grants' and' awards.'When' funding' is' from' a'
block'grant'or'other'resources'available'to'a'university,'college,'or'
other' research' institution,' submit' the' name' of' the' institute' or'
organization' that' provided' the' funding.' If' no' funding' has' been'
provided'for'the'research,'please'include'the'following'sentence:''
' This' research' did' not' receive' any' specific' grant' from'
funding' agencies' in' the' public,' commercial,' or' not`for`profit'
sectors.''
Units:)Follow'internationally'accepted'rules'and'conventions:'use'
the'international'system'of'units'(SI).'If'other'units'are'mentioned,'
please'give'their'equivalent'in'SI.''
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Footnotes:) Footnotes' should' be' used' sparingly.' Number' them'
consecutively' throughout' the' article.'Many'word' processors' can'
build' footnotes' into' the' text,' and' this' feature' may' be' used.'
Otherwise,' please' indicate' the' position' of' footnotes' in' the' text'
and' list' the' footnotes' themselves' separately' at' the' end' of' the'
article.'Do'not'include'footnotes'in'the'Reference'list.''
Tables:Number' tables' consecutively' in' accordance' with' their'
appearance'in'the'text.'Place'footnotes'to'tables'below'the'table'
body'and' indicate' them'with'superscript' lowercase' letters.'Avoid'
vertical'rules.'Be'sparing'in'the'use'of'tables'and'ensure'that'the'
data' presented' in' tables' do' not' duplicate' results' described'
elsewhere'in'the'article.''
Table) footnotes:' Indicate' each' footnote' in' a' table' with' a'
superscript'lowercase'letter.''
Figure) Captions,) Tables,) Figures) and) Schemes:) Present'
these,'in'this'order,'at'the'end'of'the'article.'They'are'described'in'
more'detail'below.'High`'resolution'graphics'files'must'always'be'
provided'separate'from'the'main'text'file.')
References''

Citation'in'text''

Please' ensure' that' every' reference' cited' in' the' text' is' also'
present'in'the'reference'list'(and'vice'versa).'Any'references'cited'
in' the' abstract' must' be' given' in' full.' Unpublished' results' and'
personal'communications'are'not'recommended'in'the'reference'
list,' but' may' be' mentioned' in' the' text.' If' these' references' are'
included' in' the' reference' list' they' should' follow' the' standard'
reference'style'of'the'journal'and'should'include'a'substitution'of'
the'publication'date'with'either' 'Unpublished'results''or' 'Personal'
communication'.'Citation'of'a' reference'as' 'in'press'' implies' that'
the'item'has'been'accepted'for'publication'and'a'copy'of'the'title'
page'of'the'relevant'article'must'be'submitted.''
Reference'links''

Increased'discoverability'of'research'and'high'quality'peer'review'
are'ensured'by'online'links'to'the'sources'cited.'In'order'to'allow'
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us' to' create' links' to' abstracting' and' indexing' services,' such' as'
Scopus,'CrossRef'and'PubMed,'please'ensure'that'data'provided'
in' the' references' are' correct.' Please' note' that' incorrect'
surnames,' journal/book' titles,' publication' year' and' pagination'
may' prevent' link' creation.'When' copying' references,' please' be'
careful' as' they' may' already' contain' errors.' Use' of' the' DOI' is'
encouraged.''
' A' DOI' can' be' used' to' cite' and' link' to' electronic' articles'
where' an' article' is' in`press' and' full' citation' details' are' not' yet'
known,' but' the' article' is' available' online.' A' DOI' is' guaranteed'
never' to' change,' so' you' can' use' it' as' a' permanent' link' to' any'
electronic'article.'An'example'of'a'citation'using'DOI'for'an'article'
not'yet' in'an' issue' is:'VanDecar'J.C.,'Russo'R.M.,'James'D.E.,'
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Please' note' the' format' of' such' citations' should' be' in' the' same'
style'as'all'other'references'in'the'paper.''
Web) references:)As' a'minimum,' the' full' URL' should' be' given'
and'the'date'when'the'reference'was' last'accessed.'Any'further'
information,' if' known' (DOI,' author' names,' dates,' reference' to' a'
source' publication,' etc.),' should' also' be' given.'Web' references'
can' be' listed' separately' (e.g.,' after' the' reference' list)' under' a'
different' heading' if' desired,' or' can' be' included' in' the' reference'
list.')
Data)references:)This'journal'encourages'you'to'cite'underlying'
or'relevant'datasets'in'your'manuscript'by'citing'them'in'your'text'
and' including' a' data' reference' in' your' Reference' List.' Data'
references' should' include' the' following' elements:' author'
name(s),'dataset' title,'data'repository,'version'(where'available),'
year,' and' global' persistent' identifier.' Add' [dataset]' immediately'
before' the' reference' so' we' can' properly' identify' it' as' a' data'
reference.' The' [dataset]' identifier' will' not' appear' in' your'
published'article.''


