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RESUMO 

 

O câncer cervical é um problema de saúde pública mundial, especialmente devido à sua relação 

com a infecção prévia pelo papilomavírus humano (HPV). Os HPV são uma família de vírus 

de DNA com mais de 200 tipos e podem ser classificados em HPVs de baixo e alto risco. Os 

HPVs de alto risco mais relevantes são os HPV-16 e -18, que juntos são responsáveis por mais 

de 70% dos casos de carcinoma cervical. As modalidades atuais de tratamento para o câncer 

cervical são cirurgia, e a combinação de quimioterapia à base de cisplatina com radiação, porém 

apresentam efeitos adversos graves. Portanto, esforços contínuos são necessários para 

desenvolver novas drogas e estratégias terapêuticas eficazes para aumentar a eficácia da 

quimioterapia e diminuir esses efeitos colaterais. A emodina tem atraído grande atenção devido 

a seu efeito anti-inflamatório, antineoplásico e proapoptótico nos últimos anos. Além disso, a 

emodina pode ser utilizada como agente fotossensibilizador na terapia fotodinâmica. O 

interesse na terapia fotodinâmica no tratamento do câncer tem crescido exponencialmente, uma 

vez que é um tratamento minimamente invasivo, onde se erradica as células alvo, evitando-se 

a toxicidade sistêmica e os efeitos colaterais nos tecidos saudáveis. Assim, o objetivo deste 

estudo foi analisar o efeito da emodina associada à terapia fotodinâmica em linhagens de 

carcinoma cervical infectadas por HPV de alto risco (SiHa e CaSki) e queratinócitos humanos 

imortalizados (HaCaT). Inicialmente, as investigações demonstraram que a emodina apresentou 

citotoxicidade em concentração e tempo dependentes, mostrando mais de 80% de viabilidade 

celular para linhagens celulares SiHa, CaSki e HaCaT em concentrações abaixo de 30 µmol/L. 

As imagens de microscopia de fluorescência mostraram uma internalização celular eficiente de 

emodina em todas as linhas celulares analisadas. Uma diminuição significativa da viabilidade 

celular para as linhagens celulares SiHa, CaSki e HaCaT foi observado após tratamento com 

emodina associada à terapia fotodinâmica. Isto foi acompanhado por um aumento na produção 

de EROs, aumento nas atividades de caspase-3 e aumento na intensidade de fluorescência dos 

vacúolos autofágicos, sugerindo morte celular por apoptose e autofagia, provavelmente devido 

ao aumento na produção de EROs. Além disso, 22 genes alvo de drogas anticâncer foram 

superexpressos e 2 genes alvo de drogas anticâncer tiveram sua expressão diminuída em células 

SiHa após o tratamento com terapia fotodinâmica mediada por emodina. Estes resultados 

mostram que a emodina em combinação com a terapia fotodinâmica tem um grande potencial 

terapêutico para ser utilizada como um tratamento alternativo para o câncer cervical. 

 

Palavras-chave: Câncer cervical; Emodina; Papilomavírus Humano; Terapia fotodinâmica. 

  



7 
 

ABSTRACT 

 

Cervical cancer is a worldwide public health problem, especially due to its relation to the 

previous infection by human papillomavirus (HPV). The HPV is a family of DNA viruses with 

more than 200 types, and can be classified in low and high risk HPVs. The most important high 

risk HPVs are the HPV-16 and -18, which together are responsible for more than 70% cervical 

carcinoma cases. Current treatment modalities for cervical cancer are surgery, and the 

combination of cisplatin based chemotherapy with radiation, however they present severe 

adverse effects. Therefore, ongoing efforts are necessary to developed new drugs and effective 

therapeutic strategies to enhance chemotherapeutic efficacy and decrease these side effects. 

Emodin has attracted extensive attention due to its anti-inflammatory, antineoplastic, and 

proapoptotic effects in recent years. Furthermore, emodin may be used as a photosensitizing 

agent in photodynamic therapy. The interest in photodynamic therapy in the treatment of cancer 

has grown exponentially, since it is a minimally invasive treatment where eradicate target cells 

while avoiding systemic toxicity and side effects on healthy tissues. So, the aim of this study 

was to analyze the effect of emodin associated with photodynamic therapy in cervical 

carcinoma cell lines infected with high-risk HPV (SiHa and CaSki) and immortalized human 

keratinocytes (HaCaT). Initially, the investigations demonstrated that emodin presented 

cytotoxicity in concentration and time-dependent manner showing more than 80% of cell 

viability for SiHa, CaSki and HaCaT cell lines in concentrations below 30 µmol/L. The 

fluorescence microscopy images showed an efficient cellular uptake of emodin in all the cell 

lines analyzed. A significant decrease of the cell viability for SiHa, CaSki and HaCaT cell lines 

was observed after treatment with photodynamic therapy mediated by emodin. This was 

accompanied by an increase of ROS production, increase in caspase-3 activity and increase in 

the fluorescence intensity of autophagic vacuoles, suggesting cell death by apoptosis and 

autophagy probably due to the increase in production of ROS. Additionally, 22 target genes for 

anti-cancer drugs were overexpressed and 2 target genes for anti-cancer drugs were 

downregulated in SiHa cells after treatment with photodynamic therapy mediated by emodin. 

These results show that emodin in combination with photodynamic therapy has a great 

therapeutic potential to be used as an alternative treatment for cervical cancer. 

 

 

Keywords: Cervical cancer; Emodin; Human papillomavirus; Photodynamic therapy. 
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Câncer cervical 

O câncer cervical é um sério problema de saúde entre mulheres em todo o mundo, 

especialmente em países em desenvolvimento, e é causado pela infecção persistente por alguns 

tipos de Papilomavírus Humano (HPV) (SO et al., 2019). É o quarto tipo mais comum de câncer 

em mulheres no mundo, com aproximadamente 570.000 mil novos casos no ano de 2018 

(BRAY et al., 2018). No Brasil, estimativas mostram que o câncer cervical é a terceira neoplasia 

mais comum na população feminina, atrás apenas do câncer de mama e do colorretal, e a quarta 

causa de morte por câncer entre mulheres de acordo com dados absolutos sobre a incidência e 

mortalidade por câncer divulgada pelo Instituto Nacional de Câncer. Para o biênio de 2018/2019 

a estimativa é de 16.370 novos casos, com risco estimado de 15,43 novos a cada 100 mil 

mulheres. Por regiões é mais incidente na região Norte (25,62/100 mil), seguido da regiões 

Nordeste (20,43/ 100 mil), Centro-Oeste (18,32/100 mil), Sul (14,07/100 mil) e Sudeste (9,97/ 

100 mil), respectivamente (INCA, 2019). 

A infecção pelo HPV e o desenvolvimento do câncer cervical é bem estabelecida, sendo 

que o processo carcinogênico não ocorrerá na ausência da infecção persistente por HPVs de 

alto risco (GALANI; CHRISTODOULOU, 2009; SHANMUGASUNDARAM; YOU, 2017). 

Mais de 200 tipos de HPV já foram descritos e destes, 40 são conhecidos por infectar o trato 

genital, sendo classificados como HPV de “alto” ou “baixo” potencial oncogênico com base na 

prevalência de câncer cervical e seus precursores (TUNGTEAKKHUN; DUERKSEN-

HUGHES, 2008; CHEN, Z. et al., 2018). Os HPVs de baixo risco mais relevantes são os tipos 

6 e 11 que induzem verrugas anogenitais benignas (condiloma acuminado), com o mínimo risco 

de progressão para malignidade (BURD; DEAN, 2016). Os HPVs de alto risco são os tipos 16, 

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 e 59 (ARBYN et al., 2014).  Estima-se que aproximadamente 

70% dos casos de câncer cervical ocorram devido à infecção pelos tipos 16 (55%) e 18 (15%) 

(CHELIMO et al., 2013; TSIKOURAS et al., 2016). Além do câncer cervical, a infecção por 

tipos de HPV de alto risco também pode causar outros tipos de câncer como câncer de vagina, 

vulva, orofaringe, anal, peniano e carcinoma cutâneo (LI; XU, 2017). 

O HPV se destaca como uma das infecções sexualmente transmissíveis (IST) mais 

comuns no mundo, portanto a transmissão sexual é a via mais importante de infecção 

(SABEENA et al., 2017). Entretanto, estudos recentes indicam que a transmissão vertical 
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(durante a gravidez ou no momento do parto) também é uma fonte importante de transmissão 

do HPV (KERO; RAUTAVA, 2019). 

Por se tratar de uma IST, os principais fatores de risco para infecção pelo HPV são 

comportamentos relacionados à atividade sexual como o início precoce da atividade sexual e o 

grande número de parceiros sexuais. Mulheres que não iniciaram a atividade sexual não são 

infectadas pelo HPV e a detecção do DNA do HPV em homens e mulheres aumenta 

significativamente com o aumento do número de parceiros sexuais ao longo da vida 

(CHELIMO et al., 2013). Além dos aspectos relacionados à própria infecção pelo HPV, o risco 

de desenvolvimento de câncer cervical é agravado por fatores como uso de contraceptivos orais 

por longos períodos (há evidências que os hormônios presentes nos contraceptivos orais 

aumentem a expressão gênica do HPV no colo do útero via mecanismos de receptores de 

progesterona e elementos de resposta hormonal no genoma viral) (MUNOZ et al., 2006), tabaco 

(há evidências que o tabaco possa promover uma redução da resposta imunológica no colo do 

útero e possa provocar danos genéticos diretos causados pelos carcinógenos relacionados ao 

cigarro) (SHANMUGASUNDARAM; YOU, 2017), multiparidade (há evidências que as altas 

concentrações hormonais durante a gravidez e traumas cervicais relacionados ao parto possam 

causar ectopia do epitélio colunar sobre a ectocérvice, o que por sua vez favorece a exposição 

da junção escamo-colunar à infecção pelo HPV) (MUNOZ et al., 2006) e indivíduos com 

comprometimento da imunidade celular (a imunossupressão fornece um ambiente para a 

infecção persistente pelo HPV, que acarreta um risco maior de transformação maligna) (BURD; 

DEAN, 2016).  

Embora a infecção genital pelo HPV seja muito frequente, na maioria das vezes ela não 

causa doença, ocorrendo resolução espontânea (INCA, 2019). Entretanto, no pequeno número 

de casos em que a infecção persiste conduz ao desenvolvimento de alterações celulares de baixo 

grau (LSIL – lesão intraepitelial escamosa de baixo grau) que se caracterizam pela 

diferenciação anormal no terço inferior do epitélio. Este tipo de lesão pode regredir ou evoluir 

para displasia severa (HSIL - lesão intraepitelial escamosa de alto grau) atingindo o terço 

superior do epitélio pavimentoso cervical. Por fim, pode ocorrer regressão ou evoluir para 

carcinoma invasivo, caracterizado pela invasão do estroma pelas células neoplásicas e pela 

ruptura da camada basal (WOODMAN et al., 2003; WOODMAN;COLLINS; YOUNG, 2007). 

O exame citopatológico (Papanicolaou) continua sendo uma intervenção crítica para 

reduzir a incidência e mortalidade do câncer cervical, particularmente em locais com poucos 

recursos, pois permite a detecção de lesões precursoras e da doença em estágios iniciais (MUSA 

et al., 2017). Este exame consiste no estudo das células descamadas esfoliadas da parte interna 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lifespan
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lifespan
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(endocérvice) e externa (ectocérvice) do colo uterino, e é o método mais utilizado na rede de 

atenção básica por ser barato, indolor e eficaz. O Ministério da Saúde oferece esse exame 

gratuitamente por meio do programa nacional de controle de colo de útero, cujo objetivo é 

reduzir a morbimortalidade pelo referido câncer (BEZERRA, 2005).  

A vacina é uma importante ferramenta na profilaxia ao câncer cervical. Atualmente, 

existem três formas de vacinas profiláticas contra o HPV aprovadas pelo FDA (Food and Drug 

Administration). A vacina quadrivalente Gardasil ® (Merck) que protege contra os tipos não 

oncogênicos 6 e 11 e oncogênicos 16 e 18, a vacina bivalente Cervarix ® (GSK) que protege 

contra os tipos oncogênicos 16 e 18 e a vacina nonivalente Gardasil-9 ® (Merck) que protege 

contra os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 (TUMBAN et al., 2015; DE 

OLIVEIRA;FREGNANI; VILLA, 2019). As vacinas são compostas por partículas semelhantes 

ao vírus, formadas pela proteína L1 do capsídeo do HPV, o que confere proteção restrita ao tipo 

viral (BARRA et al., 2019).  Em 2014 o Ministério da Saúde implementou a vacina 

quadrivalente Gardasil ® (Merck) no Sistema Único de Saúde (SUS). Atualmente, a vacina é 

indicada para meninas de 9 a 14 anos, meninos de 11 a 14 anos, pessoas transplantadas e 

pacientes oncológicos na faixa etária de 9 a 26 anos, sendo aplicada em duas doses, com 

intervalo de seis meses entre elas (BRASIL, 2019). No entanto, a vacina não protege contra 

todos os tipos de HPV e não é eficaz contra infecções ou lesões por HPV já existentes, 

portanto, não elimina ações de prevenção e de detecção precoce pelo rastreamento através do 

exame de Papanicolaou (MOGHTADERI; DOR, 2019). 

 O tratamento habitual do câncer cervical é a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, no 

entanto, o tipo de tratamento dependerá de fatores como estadiamento da doença, tamanho do 

tumor e fatores pessoais tais como idade e desejo de ter filhos (INCA, 2019). Para pacientes 

com câncer cervical em estágio inicial o tratamento convencional é histerectomia radical e/ou 

radiação com ou sem quimioterapia. Em pacientes com doença localmente avançada ou 

metastática o tratamento inclui radioterapia e quimioterapia à base de cisplatina (LIONTOS et 

al., 2019). Entretanto, todas essas modalidades de tratamento apresentam desvantagens. O 

tratamento cirúrgico é restrito para pacientes em estado inicial e pacientes jovens que perderam 

a fertilidade (YAOXIAN et al., 2013). A quimioterapia e a radioterapia não são específicas para 

as células cancerosas e muitas vezes provocam efeitos colaterais graves, como, por exemplo 

neurotoxicidade, nefrotoxicidade, reações alérgicas, diminuição da imunidade a infecções, 

distúrbios gastrointestinais, hemorragia e perda auditiva (DASARI; TCHOUNWOU, 2014; 

SEGOVIA-MENDOZA et al., 2015). Sendo assim, novas estratégias terapêuticas devem ser 

avaliadas para melhorar a qualidade de vida do paciente.  
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1.2. Papilomavírus Humano (HPV) 

1.2.1. Biologia do Papilomavirus Humano 

Os Papilomavírus humano são pequenos vírus não envelopados de DNA de fita dupla, 

pertencentes à família Papillomaviridae (BURD; DEAN, 2016), que infectam o epitélio da pele 

e membranas mucosas (KESSLER, 2017). Possuem capsídeo protéico (composto por duas 

proteínas estruturais) que se organizam em 72 subunidades (capsômeros), de padrão 

icosaédrico, com 55 nm de diâmetro (HORVATH et al., 2010). Seu genoma apresenta 8.000 

pares de bases, sendo organizado em oito Open Reading Frames (ORFs) e pode ser dividido 

em três regiões principais: Long Control Region (LCR) ou Upstream Regulatory Region 

(URR), região tardia ou late (L) e região precoce ou early (E) (Figura 1) (NOWINSKA et al., 

2017). 

Figura 1: Representação esquemática do genoma do HPV: genes da região precoce (E), genes da região tardia (L) 

e a região não codificadora (LCR ou URR). 

Fonte: (Munoz et al., 2006). 

A região não codificadora denominada LCR ou URR está localizada entre os genes L1 

e o início da região precoce e possui aproximadamente 1.000 pb (KANODIA;FAHEY; KAST, 

2007; PSYRRI; DIMAIO, 2008). Esta região não tem qualquer função codificadora proteica, 

mas contém os elementos promotores, locais de ligação do fator de transcrição e a origem de 

replicação viral (MUNOZ et al., 2006; DOORBAR et al., 2015).  
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A região precoce apresenta aproximadamente 4.000 pb e nela estão situadas as proteínas 

E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que são responsáveis pela replicação do DNA viral e transformação 

celular (HORVATH et al., 2010). Mais especificamente, os genes precoces são responsáveis 

pela replicação do DNA e controle de transcrição de genes alvos (gene E1), controle de 

transcrição (gene E2), maturação do vírus e alteração da matriz intracelular (gene E4), e no 

estímulo da proliferação e manutenção da transformação celular (genes E5, E6 e E7) (BOULET 

et al., 2007). 

A região tardia apresenta aproximadamente 3.000 pb e é composta pelos genes L1 e L2, 

sendo a proteína L1 a maior proteína do capsídeo e L2 a menor (HORVATH et al., 2010; 

RYNDOCK; MEYERS, 2014). Os genes da região tardia formam sequências altamente 

conservadas em todos os papilomavírus, sendo que a classificação do HPV baseia-se na 

variação da sequência da proteína L1 (Figura 2) (BZHALAVA;EKLUND; DILLNER, 2015). 

Gêneros diferentes de HPVs compartilham menos de 60% de similaridade na sequência de 

nucleotídeos do capsídeo principal da proteína L1, enquanto diferentes espécies virais dentro 

de um mesmo gênero dividem de 60% a 70% de similaridade (LETO et al., 2011). Diferenças 

maiores que 10% indicam tipos diferentes de HPV (BASTO et al., 2017). Com base na 

sequência nucleotídica do gene da proteína L1, o Comitê Internacional de Taxonomia de Virus 

(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV), classificou os HPVs que infectam 

humanos em 5 gêneros: alfa, beta, gama, mu e nu (Figura 2). No gênero Alphapapillomavirus 

(Alfa HPV) são encontrados os tipos que infectam preferencialmente a mucosa oral e anogenital 

em humanos (GHEIT, 2019). Além disso, a proteína L1 é responsável pela imunogenicidade 

do vírus e a proteína L2 pela a incorporação do DNA viral no vírion (LETO et al., 2011). 
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Figura 2: Árvore filogenética dos papilomavírus. Filogenia baseada na sequência de L1 de 170 tipos de HPV e 

sequências individuais de papilomavírus animais. Os números nas pontas dos ramos identificam os tipos de HPV. 

Os semicírculos externos identificam os gêneros e os semicírculos internos, as espécies.  

 

 

Fonte: (DE VILLIERS, 2013). 

 

1.2.2. Ciclo de vida do HPV e carcinogênese 

 

 O ciclo de vida do HPV está diretamente ligado ao ciclo de diferenciação das células 

epiteliais do hospedeiro infectado e inicia-se quando partículas infecciosas entram nas células 

da camada basal (única camada de células proliferativas indiferenciadas) das mucosas ou 

epiderme que são capazes de proliferação através de microlesões, de modo a criar um ambiente 

competente de replicação, o que permite a amplificação do genoma e acondicionamento em 
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partículas infecciosas (Figura 3) (BOULET et al., 2007; STANLEY, 2008; DOORBAR et al., 

2015). 

Figura 3: Ciclo viral do Papilomavírus Humano (HPV). O epitélio não infectado é mostrado à esquerda e o epitélio 

infectado pelo HPV é mostrado à direita. Através de microlesões o HPV é capaz de infectar células da camada 

basal do epitélio. Na infecção, os genomas virais são estabelecidos no núcleo como epissomas e genes virais 

precoces são expressos. Os genomas virais são replicados em sincronia com a replicação do DNA da célula 

hospedeira. Ao migrar para as camadas suprabasais os genes virais são ativados, o DNA do vírus é replicado e as 

proteínas do capsômero são sintetizadas. As partículas virais formadas são liberadas na superfície da mucosa onde 

podem infectar outros tecidos.  

Fonte: Adaptado de (MOODY; LAIMINS, 2010). 

O vírus se liga inicialmente a proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs), que servem 

como receptores de ligação primários nas células da camada basal. A ligação da proteína L1 do 

HPV ao HSPGs da célula hospedeira induz a alterações conformacionais no capsídeo viral, 

resultando em perda de afinidade com o receptor primário, e expondo a proteína L2 (HARDEN; 

MUNGER, 2017). As alterações morfológicas no vírus permitem a internalização do vírus na 

célula mediante um segundo receptor, cuja natureza permanece incerta, embora integrina α6 já 

tenha sido relacionada a este processo (DOORBAR et al., 2012; DAY; SCHELHAAS, 2014). 

Sendo assim, uma vez aderidos à membrana plasmática, a entrada do vírus nas células da 

camada basal ocorre através de endocitose, um processo que pode levar horas (DAY; 

SCHELHAAS, 2014).  

Após a internalização, ocorre a etapa de desnudamento do capsídeo e o genoma viral 

segue em direção ao núcleo, onde o HPV é identificado em partículas virais 
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extracromossômicas (epissoma), replicando seu material genético concomitantemente com os 

cromossomos da célula hospedeira (SCHILLER;DAY; KINES, 2010). Nessa fase, baixos 

níveis de DNA viral são sintetizados nas células infectadas da camada basal, formando 

aproximadamente 50 a 100 cópias epissomais do genoma viral por célula (PETT; COLEMAN, 

2007). Os genes virais E1 e E2 (fatores de replicação) são os primeiros a serem expressos e 

formam um complexo que se liga à origem de replicação e atua no sentido de recrutamento de 

polimerases celulares e proteínas acessórias que mediam a replicação de DNA 

(KANODIA;FAHEY; KAST, 2007). A proteína E1 é a única enzima codificada pelo vírus e 

funciona como uma helicase dependente de ATP. A E1 se liga à origem de replicação viral e é 

necessária para a iniciação e alongamento do DNA viral. A E2 estabiliza a ligação de E1 na 

origem de replicação, resultando em alta afinidade de ligação do complexo E1/E2 à origem de 

replicação (HARDEN; MUNGER, 2017). A infecção das células basais pelo HPV leva à 

ativação de uma cascata de expressão de genes virais que resulta na replicação de seu genoma, 

no entanto, a expressão destes genes é amplamente reprimida, existindo apenas uma limitada 

expressão de genes virais específicos da região precoce (KANODIA;FAHEY; KAST, 2007). 

 Quando uma célula basal infectada se divide, uma das células filhas permanece na 

camada basal, enquanto a outra se move para o próximo nível do epitélio estratificado e inicia 

o processo de diferenciação (ANACKER; MOODY, 2017). Após a entrada em camadas 

suprabasais, o genoma viral circular é então replicado e proteínas estruturais são formadas. Nas 

camadas superiores da epiderme ou mucosa, as partículas virais completas são montadas e 

liberadas, infectando assim outras células (ZUR HAUSEN, 2002). Portanto, a diferenciação 

desencadeia a fase produtiva do ciclo de vida viral, que resulta na expressão gênica tardia e na 

amplificação do genoma viral (ANACKER; MOODY, 2017). O ciclo infeccioso in vivo leva 

de 2 a 3 semanas em média. Este é o tempo necessário para o queratinócito mover-se da camada 

basal em direção à superfície do epitélio e diferenciar-se (STANLEY, 2010). 

Um passo crucial na progressão para o câncer é a integração do DNA viral ao DNA da 

célula hospedeira (PARFENOV et al., 2014) (Figura 4). Para que isto ocorra é necessário uma 

quebra no genoma viral, que normalmente ocorre nas regiões E1 e E2, levando a perda de 

função desses genes (ROSA et al., 2009). Isto constitui um passo crítico na carcinogênese, visto 

que a perda de E2 leva à expressão aumentada das principais oncoproteínas virais E6 e E7 

(PRATI;MARANGONI; BOCCARDO, 2018). 
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Figura 4: Integração do DNA viral ao DNA da célula hospedeira. Os papilomavírus possuem cromossomos de 

DNA circular de fita dupla que normalmente são mantidos de maneira estável nas células basais do epitélio, 

replicando seu cromossomo concomitantemente com os cromossomos da célula hospedeira. Acidentes podem 

causar a integração de um fragmento do cromossomo dos papilomavírus ao cromossomo do hospedeiro, alterando 

o ambiente dos genes virais nas células basais, rompendo o controle normal da expressão gênica viral. A expressão 

desregulada das proteínas virais interfere com o controle da divisão celular nas células basais, ajudando no 

processo de carcinogenese (direita).  

 

Fonte: Adaptado de (WOODMAN;COLLINS; YOUNG, 2007). 

 

 As proteínas E6 e E7 dos HPVs de alto risco são essenciais na replicação viral e 

transformação maligna, pois inativam dois importantes genes supressores de tumor. Ambas as 

proteínas induzem a proliferação, imortalização e transformação maligna das células infectadas 

(BOULET et al., 2007). A proteína E7 associa-se com pRb, um regulador negativo do ciclo 

celular que normalmente previne a progressão da fase G1 para a fase S por se associar ao fator 

de transcrição E2F. Ao se ligar a E7, pRb é degradada liberando E2F, a qual estimulará a 

transcrição de genes alvos associados a replicação do DNA, resultando na proliferação celular 

desordenada (ZUR HAUSEN, 2002; MOTOYAMA et al., 2004). Em adição a desestabilização 

de pRb, a proteína E7 também altera o controle do ciclo celular através de interações com 

histona-desacetilases, ciclinas e inibidores de quinase dependente de ciclina (forma complexos 

com ciclinas A e E, bem como provoca inativação de p21 e p27) contribuindo assim para o 

processo de imortalização celular (MOODY; LAIMINS, 2010). Além disso, a proteína E7 
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também diminui a expressão de E-caderina, o que é desfavorável para a ativação do sistema 

imune, visto que E-caderina estimula a migração de células de Langerhans para o epitélio 

cervical. Acredita-se que a capacidade reduzida das células de Langerhans se infiltrarem na 

área infectada pelo vírus ajudaria na persistência do vírus no hospedeiro (LAURSON et al., 

2010). 

A proteína viral E6 completa o papel de E7, prevenindo a apoptose em resposta à entrada 

não programada na fase S induzida por E7. A associação da proteína E6 dos tipos de HPV de 

alto risco, com a proteína p53 da célula hospedeira resulta na degradação da p53, 

comprometendo a interrupção do crescimento celular e a ativação da apoptose induzida por 

erros no DNA genômico. A perda do controle do ciclo celular mediado por p53 favorece a 

instabilidade cromossômica e acúmulo de mutações na célula infectada (DOORBAR; CUBIE, 

2005). E6 também ativa a enzima telomerase, uma enzima importante para replicar as 

sequências de DNA nas extremidades dos cromossomos (telomêros) cooperando para o 

processo de imortalização celular, além de se ligar e degradar proteínas contendo o domínio 

PDZ (proteínas envolvidas no processo de sinalização celular e adesão célula-célula; algumas 

proteínas PDZ apresentam funções supressoras de tumor) contribuindo para a tumorigênese 

(THOMAS et al., 2002; HEBNER; LAIMINS, 2006; MOODY; LAIMINS, 2010). 

Além disso, as proteínas E6 e E7 induzem numerosos defeitos mitóticos, incluindo 

mitoses multipolares, pontes de anáfase e aneuploidia, contribuindo para a instabilidade 

cromossômica e imortalização, além de estimularem a expressão das citocinas que modulam a 

proliferação celular contribuindo para a evasão imune (MOODY; LAIMINS, 2010). 

 A proteína E5 de HPV de alto risco contribui com E6 e E7 na promoção da 

hiperproliferação de células infectadas levando a possível progressão ao câncer (DIMAIO; 

MATTOON, 2001). No entanto, a função de E5 parece estar restrita aos estágios iniciais da 

carcinogênese cervical, pois o gene E5 é frequentemente deletado quando o genoma do HPV é 

integrado durante a progressão maligna (PAOLINI et al., 2017). 

Sabe-se então que a integração do DNA viral ao DNA da célula hospedeira pode alterar 

a expressão gênica viral levando ao câncer (MADKAN et al., 2007). Os estudos estão 

direcionados na compreensão da interação entre a célula hospedeira e o HPV mostrando como 

a pesquisa básica pode contribuir para o tratamento e prevenção do câncer cervical (ZUR 

HAUSEN, 2002). 
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1.3. Emodina 

 

Os produtos naturais são utilizados pelos seres humanos para tratar doenças há milhares 

de anos e compreendem um grupo de substâncias que são produzidos por organismos marinhos, 

bactérias, fungos e / ou plantas (GABAY et al., 2017; IKEDA, 2017). No câncer desempenham 

um papel fundamental na busca de novas drogas, uma vez que a maioria dos fármacos utilizados 

atualmente na clínica contra o câncer são extraídos de plantas e microrganismos (MANN, 2002; 

COSTA et al., 2008). 

 A emodina (1,3,8-tri-hidroxi-6-metilantraquinona) (Figura 5) é um produto natural, de 

cor amarelo-laranja, pertencente a classe das antraquinonas, presente em tradicionais ervas 

medicinais chinesas, especialmente em raízes e rizomas de plantas das famílias Rhizoma e 

Radix, como Rheum officinale e Polygonam cuspidatum conhecidas popularmente como 

ruibarbo chinês e bambu mexicano, respectivamente (WANG et al., 2012; PENG et al., 2013; 

LI et al., 2016). A emodina também está presente em outros gêneros de plantas como Cassia, 

Aloe e Rhamnus (SAITO et al., 2012), além de ser produzida como um metabólito secundário 

por algumas espécies de fungos (NADUMANE et al., 2013). 

 

Figura 5: Estrutura química da emodina (C15H10O5) 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

Fonte: (MEIER et al., 2017). 

 

A emodina é utilizada na medicina tradicional há muito tempo como um componente 

ativo de vários laxantes à base de plantas (WU et al., 2018). Nos últimos anos, diversos efeitos 

biológicos já foram relatados para este composto, tais como anti-inflamatório, antibacteriano, 

diurético, antiviral e imunossupressor (SRINIVAS et al., 2007; HUANG et al., 2008; LI et al., 
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2013; LIU et al., 2015). A emodina também tem se mostrado um potente antitumoral (LI et al., 

2016).  

Estudos in vitro e in vivo demonstraram a citotoxicidade da emodina frente a diversos 

tipos de câncer, tais como câncer de pulmão (LEE, 2001; LAI et al., 2009), leucemia mielóide 

crônica (CHUN-GUANG et al., 2010), câncer de fígado (HSU et al., 2010) e câncer de próstata 

(CHA et al., 2005). Além disso, a emodina induz morte celular por apoptose por meio de um 

aumento da condensação nuclear e fragmentação do DNA em células de câncer cervical 

(SRINIVAS et al., 2003) e de fígado (WANG;GU; WU, 2007), ativação das vias intrínsecas e 

extrínsecas da apoptose em células de câncer cervical (YAOXIAN et al., 2013), parada de ciclo 

celular em células de câncer de fígado (SHIEH et al., 2004; ZHANG et al., 2015), aumento dos 

níveis de EROs em células de câncer de pulmão (SU et al., 2005), diminuição do nível de NF-

kB em células de carcinoma de células escamosas de pele (HUANG;SHEN; ONG, 2004) e 

câncer de esôfago (YANG et al., 2004), inibição das vias PI3K/AKT em células de câncer 

cervical (OLSEN;BJORLING-POULSEN; GUERRA, 2007) e via PKC em células de câncer 

de pulmão (LEE, 2001).  Ainda, emodina demonstrou ação antitumoral sobre células de câncer 

de colo uterino positivas para HPV (HeLa, CasKi e SiHa) (SRINIVAS et al., 2003; YAOXIAN 

et al., 2013; THACKER; KARUNAGARAN, 2015). 

 Entretanto, apesar dos diversos efeitos biológicos, seu uso é limitado devido a sua 

toxicidade. Estudos recentes indicam que a emodina pode provocar hepatotoxicidade, 

toxicidade renal, genotoxicidade e toxicidade reprodutiva se utilizada em altas doses e por 

longos períodos (CHEN, C. et al., 2018; DONG et al., 2018; WU et al., 2018). Felizmente, a 

emodina demonstrou ser excitada por luz em comprimentos de onda que variam de 390-500 

nm, com pico de excitação em 465 nm, e produz efeito fototóxico em eritrócitos humanos in 

vitro quando estimulada por luz vísivel, essencialmente na presença de oxigênio. Este 

comportamento pode ser explicado pela formação de oxigênio singleto e seus subprodutos 

estáveis que induzem morte celular via dano oxidativo (VARGAS et al., 2002). A emodina 

também induziu dano fototóxico in vitro em células V79 de pulmão de hamster após irradiação 

com luz UVA e UVB o que indica pode ser utilizada como fotossensibilizador (FS) na terapia 

fotodinâmica (KERSTEN et al., 1999).  

 

1.4. Terapia fotodinâmica 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) vem se mostrando uma alternativa interessante aos 

tratamentos atuais contra diversos tipos de câncer, tais como câncer do trato digestivo, esôfago, 
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cabeça e pescoço, pulmão, colo de útero, carcinoma basocelular, entre outros (MROZ et al., 

2011; CALIXTO et al., 2016).  Essa técnica se baseia na administração de um composto 

sensível à luz, conhecido como fotossensibilizador (FS), com posterior exposição a uma fonte 

de luz de comprimento de onda específico que leva à morte da célula alvo via dano oxidativo 

(CALIXTO et al., 2016).  

O FS se acumula em uma célula ou tecido alvo, preferencialmente no tecido tumoral, 

visto que estas células, por se dividirem mais rapidamente, apresentam aumento na expressão 

de receptores de lipoproteínas LDL, que agem como um “transportador” do FS para os 

tecidos cancerígenos (KWIATKOWSKI et al., 2018).  Após ativação pela luz, o FS transfere 

energia para o oxigênio molecular e gera espécies reativas de oxigênio (EROs). Devido à meia-

vida curta e alta reatividade das EROs, somente as células que estão próximas à área da 

produção de EROs (áreas em que o fotossensiblizador estão localizadas) são diretamente 

afetadas pela TFD. Portanto as respostas biológicas ao fotossensibilizador são ativadas 

apenas nas áreas específicas do tecido que foram expostas à luz, evitando efeitos sistêmicos 

de toxicidade (DOLMANS;FUKUMURA; JAIN, 2003). 

 Assim sendo, três fatores atuam concomitantemente na TFD: o fotossensibilizador (que 

é aplicado topicamente ou é administrado sistemicamente), a fonte de luz e o oxigênio 

molecular. Isoladamente, nem o FS nem a fonte de luz devem ter a capacidade de produzir 

efeitos prejudiciais ao tecido (WACHOWSKA;MUCHOWICZ; DEMKOW, 2015). 

Quando o FS é excitado em um comprimento de onda específico, este pode desencadear 

reações fotoquímicas que se processam por dois mecanismos básicos (tipo I e tipo II) (Figura 

6): na reação tipo I o FS no estado ativado (estado tripleto) reage diretamente com biomoléculas, 

gerando radicais livres tais como íon superóxido, radical hidroxila ou peróxido de hidrogênio. 

Estas espécies reativas de oxigênio (EROs) são responsáveis pelos danos oxidativos das 

proteínas, lipídeos e outras moléculas intracelulares, provocando a morte celular. Na reação do 

tipo II o FS no estado ativado (estado tripleto) transfere energia diretamente para o oxigênio 

molecular, levando a geração de oxigênio singleto altamente reativo e citotóxico 

(DEBELE;PENG; TSAI, 2015; WACHOWSKA;MUCHOWICZ; DEMKOW, 2015; 

WACHOWSKA;MUCHOWICZ; GOLAB, 2015). Ambas reações ocorrem simultaneamente e 

a razão desses processos vai depender do FS utilizado, das concentrações de oxigênio e 

substrato e da afinidade de ligação do FS ao substrato (DOLMANS;FUKUMURA; JAIN, 

2003). Entretanto, o mecanismo do tipo II é o processo mais importante que condiciona a 

eficiência da TFD (KWIATKOWSKI et al., 2018). 
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Figura 6: Reações tipo I e tipo II na terapia fotodinâmica. Após a absorção de luz o fotossensibilizador passa a seu 

estado excitado, podendo sofrer dois tipos de reação: pode reagir diretamente com um substrato oxidável (por 

exemplo, a membrana plasmática) ou com uma molécula, transferindo um átomo de hidrogênio para formar 

radicais, os quais reagem com o oxigênio para formar produtos oxigenados (reação tipo I). De forma alternativa, 

o fotossensibilizador ativado por transferir sua energia diretamente ao oxigênio para formar oxigênio singleto, que 

oxida vários substratos (reação tipo II).  

       

Fonte: Modificado de (DOLMANS;FUKUMURA; JAIN, 2003). 

 

A morte celular provocada pela TFD pode ocorrer diretamente através de mecanismos 

como apoptose, necrose e autofagia (BACELLAR et al., 2015). A ocorrência de diferentes tipos 

de morte celular vai depender da localização intracelular do FS, do protocolo e dosagem 

utilizados, do tipo celular e nível de oxigênio (CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017). O 

dano à mitocôndria pode levar à apoptose, à perda da integridade da membrana pode levar à 

necrose e danos ao lisossomo ou ao retículo endoplasmático podem levar à autofagia (KESSEL; 

OLEINICK, 2018). Além disso, as células que resistem à morte através dos efeitos fototóxicos 

diretos, ainda podem ser destruídas pela influência indireta da TFD nos vasos sanguíneos do 

tumor (KRAMMER, 2001). As EROs formadas durante a TFD provocam danos as células 

endoteliais vasculares, ativando processos de coagulação, agregação plaquetária e bloqueando 

os vasos sanguíneos devido a formação de trombos. A hipóxia resultante da oclusão vascular 

leva a morte celular (KWIATKOWSKI et al., 2018).   

A TFD vem se mostrando segura e eficaz para eliminar seletivamente células tumorais, 

evitando efeitos sistêmicos de toxicidade, que é o maior desafio dos tratamentos convencionais, 

onde o tecido saudável também é afetado (HONG;CHOI; SHIM, 2016). Sendo assim, a TFD 

apresenta vantagens claras em relação a outras modalidades de tratamento: não apresenta efeitos 

colaterais a longo prazo quando devidamente utilizada; é menos invasiva que métodos 
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cirúrgicos; procedimentos são realizados em ambulatórios; pode ser direcionada a um tecido 

alvo com muita precisão pois apresenta dupla seletividade, isto é, apenas a área irradiada recebe 

o FS e a luz ao mesmo tempo; pode ser repetida várias vezes num mesmo local e há pouca ou 

nenhuma cicatriz após a cura (CALIXTO et al., 2016).  Entretanto, como toda terapia apresenta 

algumas limitações, sendo a mais importante delas que a TFD não deve ser utilizada em doença 

avançada (metástase), porque a irradiação de todo o corpo com doses apropriadas de luz não é 

possível com as tecnologias atuais, embora possa melhorar a qualidade de vida e prolongar a 

sobrevida do paciente (BROWN;BROWN; WALKER, 2004). Portanto, a terapia fotodinâmica 

é um tratamento antitumoral indicado para neoplasias em estágios iniciais e tratamento paliativo 

de pacientes em estágio avançado (RODRIGUEZ et al., 2016). 

Vários estudos envolvendo a TFD e lesões precursoras, bem como o câncer cervical 

positivo para HPV vêm sendo realizados e demonstram que essa terapia não provoca danos ao 

tecido cervical normal e não está associada à incompetência cervical característica dos 

procedimentos cirúrgicos padrão utilizados em pacientes com neoplasia intraepitelial cervical 

(NIC) (TRUSHINA et al., 2008; SOERGEL et al., 2010; HILLEMANNS et al., 2015). 

Sendo assim, a associação de emodina e TFD poderia diminuir a concentração de 

emodina necessária para os efeitos antitumorais, evitando efeitos sistêmicos de toxicidade 

causados pelos tratamentos convencionais. 
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ATF2 (activating transcription factor 2) a subfamily member of activator protein-1 (AP-

1) was another gene that had its expression increased in SiHa cells after emodin-PDT treatment.

ATF2 exhibits both oncogenic and tumor-suppressor functions and regulates the transcription 

of various genes, including genes associated with cell growth, cell cycle, maintenance and 

physiological homeostasis, as well stress and DNA damage response (66). Agents causing DNA 

damage and other types of cellular stress as ultraviolet (UV) light promote increased expression 

of ATF2. Paclitaxel and adriamycin, chemotherapeutic drugs widely used in hepatocellular 

carcinoma therapy increase expression of ATF2 in human hepatoma cells in response to cellular 

stress (67). 

In summary, our results demonstrated the potential anticancer activity of emodin-PDT 

relies on different cellular and molecular mechanisms, including induction of apoptosis and 

autophagy through the generation of ROS, and differential expression of genes related to 

apoptosis, autophagy, oxidative stress, cell cycle, inhibition of angiogenesis, migration, 

invasion and metastasis formation. In conclusion, this study points out the importance of the 

photodynamic therapy mediated by emodin as a potential treatment of cervical cancer. 
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CONCLUSÕES 

 Emodina é citotóxica em relação as linhagens SiHa, CaSki e HaCaT apenas em

concentrações maiores que 30 µmol/L, e a citotoxicidade é concentração e tempo

dependente.

 Emodina é eficientemente internalizada pelas três linhagens celulares.

 A terapia fotodinâmica mediada por emodina reduz significativamente a viabilidade

celular nas três linhagens celulares.

 A terapia fotodinâmica mediada por emodina induz a geração de espécies reativas de

oxigênio, o que provavelmente ocasionou a morte celular por apoptose (através da

ativação de caspase-3) nas células tumorais e autofagia nas três linhagens celulares.

 A terapia fotodinâmica mediada por emodina induz a expressão diferencial de genes

relacionados à apoptose, autofagia, estresse oxidativo, ciclo celular, inibição da

angiogênese, migração, invasão e formação de metástases em células SiHa.

Dessa forma, podemos concluir que a emodina gera resposta fotodinâmica satisfatória 

em linhagens celulares de carcinoma cervical positivas para HPV de alto risco (SiHa e CaSki), 

demonstrando seu potencial para atuar como fotossensibilizador em um sistema de terapia 

fotodinâmica. 




