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Resumo

RESUMO

Os Papilomavirus humanos (HPVs) séo virus de DNA divididos em dois grupos. O de baixo
risco, associado a lesdes benignas, e o de alto risco, associado a diversos tipos de cancer. As
oncoproteinas E6 e E7 sdo as principais proteinas envolvidas no processo de carcinogénese
decorrente da infeccdo por esses virus, de forma que compostos naturais tém sido utilizados
na busca por drogas que inibam a expressdo viral. Paralelamente, devido aos diversos efeitos
colaterais e alto indice de reincidéncia dos tratamentos tradicionais contra o cancer, a procura
por agentes antitumorais € intensa. Nesse contexto, diversas pesquisas estdo sendo realizadas
afim de explorar as inUmeras propriedades da curcumina, uma substancia que apresenta
atividade antiinflamatoria, imuno-modulatéria, antioxidante, anti-angiogeénica,
quimioprotetora, antiproliferativa, antitumoral e antimicrobiana. Assim, uma estratégia
promissora utilizada é a busca por analogos de curcumina que consigam aumentar a eficacia
terapéutica desse fitoterapico. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é analisar in vitro a agdo
de diferentes derivados semi-sintéticos de curcumina (AC1, AC2, AC7, AC10 E AC13) sobre
a expressdo dos oncogenes virais E6 e E7 em linhagem de carcinoma cervical HPV-16
positiva (CasKi) e a atividade antitumoral do composto AC13 em diferentes linhagens
tumorais (CasKi, HeLa, MDA-MB- 231, MCF-7 e 786-0). Para isso, apés a incubacdo com
os compostos em diferentes concentracdes, a viabilidade das células foi analisada por ensaio
MTT e uma linhagem imortal transformada de queratindcito humano (HaCaT) foi utilizada
como controle para analise da citotoxicidade. Posteriormente, a avaliacdo da expressdo do
RNAmM de E6 e E7 foi realizada por PCR em tempo real, a determinacdo da expressdo da
proteina p53 por Western Blotting e a detec¢do da atividade das caspases 3 e 7 foi analisada
por meio de ensaio luminescente de apoptose. Embora nenhum composto tenha inibido a
expressao de E6 e E7 na linhagem CasKi, as analises de citotoxicidade do composto AC13
sugerem que ele apresente vantagens em relagdo a curcumina nessa linhagem celular, pois foi
menos citotoxico do que a curcumina para as células ndo tumorais (HaCaT) e causou queda
de viabilidade um pouco maior para a linhagem CasKi do que para a HaCaT nas
concentragdes de 50, 75 e 100 puM. Além disso, 0 AC13 induz aumento da atividade das
caspases, 0 que indica que as células séo levadas a morte por apoptose. Dessa forma, os dados
obtidos sugerem que o derivado de curcumina AC13 apresenta interessante atividade

antitumoral nas células CasKi

Palavras-chave: HPV, cancer, curcumina, derivado semi-sintético, antitumoral



Abstract

ABSTRACT

High risk Human Papilomavirus (HPVs) are DNA virus divided in two groups. Low risk,
associated with benign lesions, and high risk, associated with several types of cancer.
Oncoproteins HPV E6 and E7 are the main proteins involved in the carcinogenesis process
due to infection by this virus, so that natural coumponds have been used in the search for
drugs that inhibit viral expression. At the same time, due to various side effects and high
relapse rate of traditional cancer treatments, the search for antitumor agents is intense. In
this context, several studies are being conducted in order to explore the numerous properties
of curcumin, a substance that has anti-inflammatory, immune-modulatory, anti-oxidant, anti-
angiogenic, chemoprotective, anti-proliferative, anti-tumor and anti-microbial properties.
Thus, a promising strategy used is the search for curcumin analogues which are able to
increase the therapeutic efficacy of phytotherapy. Thus, the aim of this study is to analyze the
action of different semi-synthetic derivatives of curcumin (AC1, AC2, AC7, AC10 and AC13)
on the E6 and E7 viral oncogenes expression in positive HPV-16 cervical carcinoma cell line
(CasKi) and the antitumor activity of AC13 compound in different tumor cell lines (CasKi,
HeLa, MDA 231, MCF-7 and 786-0). For this, after incubation with the compounds at
different concentrations, cell viability was analyzed by MTT assay and a spontaneously
transformed immortal keratinocyte cell line (HaCaT) was used as a control to analyze the
cytotoxicity. Subsequently, E6 and E7 mRNA expression evaluation was performed by real-
time PCR, p53 protein expression determination was analyzed by Western Blotting, and
detecting the caspases 3 and 7 activity was analyzed using the luminescent assay of apoptosis.
Although no compound has inhibited E6 and E7 expression in the CasKi cell line, AC13
cytotoxicity analyzes suggest that it has advantages in relation to curcumin in this cell line,
because it was more cytotoxic than curcumin to no tumoral cells (HaCaT) and caused
viability decrease less pronunced for CasKi line than for HaCaT at 50, 75 e 100 pM.
Furthermore, AC13 induces increased caspases activity, suggesting cell death by apoptosis.
Thus, our datas suggest that AC13 derivative of curcumin presents interesting antitumor

activity in CasKi cells.

Keywords: HPV, cancer, curcumin, semi-synthetic derivatives, antitumoral



Lista de abreviaturas e simbolos

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

pL: microlitro

HUM: micromolar

cDNA: DNA complementar, do inglés complementary DNA

CUR: curcumina

DMSQO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido Desoxirribonucleico, do inglés Deoxyribonucleic Acid
dNTP: Desoxirribonucledtidos 5 -trifosfatados

DOXO: doxorrubicina

FBS: soro fetal bovino, do inglés fetal bovine serum

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase

HPV: Papilomavirus humano, do inglés Human Papillomavirus

nm: nandmetro

PCR: Reacdo em cadeia da polymerase, do inglés polymerase chain reaction
pPRBB: proteina do retinoblastoma, do inglés retinoblastoma protein
Primer: Cadeia de &cidos nucleicos iniciadora da replicacdo

PVDF: do inglés polyvinylidene difluoride

RNA: acido ribonucléico

RNAmM: RNA mensageiro

RPM: rotagdes por minuto

SDS: Dodecilsulfato de sédio, do inglés Sodium Dodecyl Sulphate

UL: unidade relativa de luz
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céncer € uma doenca que se inicia com o surgimento de eventos que conferem a
uma célula a condi¢do de malignidade que permite que ela se prolifere mais rapidamente,
originando uma populacdo de células que vdo acumulando alteracbes que as tornam
fenotipicamente diferentes do tecido normal (CURRY et al., 2015; NOWELL, 1976). Assim,
0 cancer origina-se por meio da transformacgdo de uma Unica célula normal em tumoral e esse
processo é resultado de uma interacdo entre causas genéticas, epigenéticas e ambientais.
Dentre as causas ambientais estdo os raios ultravioletas, a exposi¢do a produtos quimicos
cancerigenos como o tabaco e o contato com agentes bioldgicos como os virus. Além disso, o
proprio envelhecimento configura um fator de risco (WHO, 2015). Dessa forma, a
carcinogénese € um processo que envolve o acumulo de anormalidades genéticas e
epigenéticas que levam a disfuncdo celular, resultando na proliferacdo descontrolada e
organizacao atipica das células (COOPER, 2000).

E estimado que o nimero de casos anuais de cancer aumente de 14 milhdes em 2012
para 22 milhdes nas proximas duas décadas e, dentre as mortes causadas pelo cancer, os tipos
tumorais mais comumente envolvidos sdo o de pulmdo, figado e estbmago (WCR, 2014). O
cancer de mama € o tipo tumoral que mais acomete mulheres em todo o mundo, sendo
também a maior causa de morte feminina por cancer. Ainda entre as mulheres o cancer de
colo de Gtero é o quarto tipo mais comum, sendo sua incidéncia maior em paises em
desenvolvimento e a infeccdo pelo HPV o principal fator de risco para o surgimento dessa
neoplasia (INCA, 2014).

Assim, 0 cancer é uma das principais causas de morte no mundo e, portanto, pesquisas
que visem prevencdo, deteccdo precoce e tratamentos eficazes para essa doenca sdo de
extrema importancia (VISVADER, 2011). Os tratamentos tradicionais para o cancer
disponiveis atualmente, além da cirurgia, sdo a quimioterapia e a radioterapia. Embora a
quimioterapia, quando comparada com a radioterapia, apresente a vantagem de danificar
menos os 0rgdos (ROBOVA, 2008), ambos procedimentos desencadeiam diversos efeitos
colaterais, incluindo neutropenia, leucopenia, nauseas, vOmitos, alopecia, diarréia e
complicagdes intestinais e urinarias (LI, 2013). Além disso, cerca de 30% dos pacientes com
cancer renal submetidos a nefrectomia desenvolvem metastase ap6s o tratamento e

apresentam tempo médio de sobrevivéncia de um ano (GIRGIS et al., 2012).
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Dessa forma, considerando a situacdo de dor e estresse fisiologico e a forte
vulnerabilidade emocional pela qual o paciente é exposto durante o tratamento (BROWN,
RAMIREZ, FARQUHAR-SMITH, 2014), a fim de superar as desvantagens dos tratamentos
convencionais para 0 cancer, a pesquisa por tratamentos utilizando fitoterapicos tem ganhado
intensa atencdo e, nesse contexto, compostos naturais estdo sendo amplamente estudados
contra diversos tipos tumorais por apresentarem diferentes propriedades terapéuticas
(YALLAPU, JAGGI, CHAUHAN, 2013). Nesse contexto, a atividade antiproliferativa e
proapoptotica ja foi relatada em diferentes estudos utilizando, por exemplo, a berberina (LI et
al., 2015; BARZEGAR et al., 2015). Também ja foi observada a indugdo de autofagia em
células tumorais por meio do uso de compostos polifendlicos naturais (HASIMA, OZPOLAT,
2014). Ainda, foi identificada atividade antiangiogénica e antimetastatica no uso de
flavonoides (WANG et al., 2014). Portanto, é de grande interesse explorar o potencial

terapéutico dos compostos naturais para o tratamento do cancer (SULTANA et al., 2014).

1.2 HPV e cancer

Os Papilomavirus humanos (HPVs) pertencem a familia de virus de DNA
Papillomaviridae e comecaram a ser isolados e clonados na década de 1980 com auxilio de
técnicas moleculares. Hoje sdo conhecidos mais de 180 tipos numerados sequencialmente
(NEVES et al., 2002; zur HAUSEN, 2002; BERNARD et al., 2010), sendo a sua diversidade
um aspecto importante para a epidemiologia, uma vez que as variantes diferem em sua
histéria natural e patogenicidade, influenciando nos aspectos clinicos resultantes da infecg¢do
(BERNARD, CALLEJA-MACIAS, DUNN, 2006; MAMMAS, SPANDIDOS,
SOURVINQOS, 2014).

Os HPVs medem aproximadamente 55 nm de didmetro, sdo virus ndo envelopados e
apresentam um genoma de aproximadamente 8000 pares de bases. Possuem oito genes
organizados em um DNA dupla fita circular envolto por um capsideo proteico icosaédrico
(SCHWARTZ, 2008; ZANDBERG et al., 2013). Os HPVs sdo divididos em dois grupos de
acordo com seu potencial oncogénico: os de baixo risco, cujos principais genotipos sdo 0 6 e
11, e os de alto risco, representados principalmente pelos tipos 16 e 18. Infecces por
gendtipos de baixo risco causam lesdes benignas, enquanto infeccdes pelos tipos de alto risco
sdo associadas ao desenvolvimento de doencas malignas (ZUR HAUSEN, 2002; BURD,
2003; GOLDSTEIN et al., 2009).
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De modo geral, é estimado que 5,2% dos casos de céancer estejam associados a
infecgBes por HPV e isto, somado as verrugas e demais lesdes intra-epiteliais desencadeadas
por HPVs de baixo risco, atribui ao HPV uma relacdo importante com a satude (STANLEY,
2012). Os Papilomavirus humanos tém mostrado exercer um importante papel no
desenvolvimento de diversos tipos de carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco,
0s quais compdem o sexto tipo de cancer mais prevalente no mundo e incluem, por exemplo,
tumores malignos localizados na cavidade oral, laringe e cavidade nasal (SYRJANEN, 2005;
FAKHRY et al., 2008). Estima-se que 26% dos casos de carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescoco sejam positivos para HPV, sendo que em 90% destes € encontrado o DNA
do HPV 16 (ALIBEK, KAKPENOVA, BAIKEN, 2013).

Os HPVs de alto risco também representam fator de risco importante para o
desenvolvimento de céanceres de vulva, vagina, pénis e anus (DUNNE, PARK 2013).
Entretanto, o tipo tumoral para o qual é considerado agente etiolégico mais importante é o
cancer cervical, pois a integracdo do seu DNA em células hospedeiras € um evento critico no
desenvolvimento desse tipo tumoral (LI et al., 2008; BADULESCU et al., 2010), de forma
gue mais de 96% dos casos sdo positivos para HPV de alto risco (KIM et al., 2010). Dentre 0s
tipos de HPV associados ao cancer de colo de Utero, os principais gendétipos sdo o HPV 16,
que é o0 mais prevalente, e 0 HPV 18, que é o segundo mais comum (LI et al., 2011). Juntos
esses dois genotipos sdo responsaveis pela causa de mais de 70% dos carcinomas cervicais
(MAMMAS, SPANDIDOS, SOURVINOS, 2014).

Nos HPVs de baixo risco as proteinas E6 e E7 desempenham, in vitro, baixa ou
nenhuma atividade transformante (VILLA, 2006), diferentemente, nos HPVs de alto essas
proteinas atuam na proliferacdo das células basais e parabasais do epitélio, contribuindo para
o0 crescimento da lesdo e desempenhando, assim, um importante papel transformante
(DOORBAR, 2006; VILLA, 2006; DOORBAR et al., 2012).

A E6 é uma oncoproteina que tem como principal alvo o gene supressor de tumor p53
que, na presenca de estresse ou dano celular, leva a parada do ciclo celular ou apoptose. A E6
liga-se a proteina E6AP, que atua como uma ubiquitina ligase, e a proteina p53 levando a
ubiquitinacdo e consequente degradagdo de p53. Dessa forma, a fungdo de p53 € inibida e a
célula infectada ndo sofre os processos de parada de ciclo e apoptose (SCHEFFNER et al.,
1990; HUIBREGTSE, SCHEFFNER, HOWLEY, 1991), permitindo proliferacdo celular
descontrolada (NARISAWA-SAITO, KIYONO, 2007). A oncoproteina E7 leva a
desregulacdo do ciclo celular ao interagir com a proteina supressora de tumor pRb e

promovendo, assim, a liberacdo de proteinas da familia E2F, as quais atuam como fatores de
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transcricdo que ativam genes necessarios para que a celula entre na fase S do ciclo celular e,
em condi¢fes normais, tém sua funcdo inibida pela ligacdo direta com a proteina pRb
(STEVAUX, DYSON, 2002; FERA et al., 2000).

O tratamento cirdrgico, embora seja delicado para canceres de cabeca e pescoco, é
uma técnica bastante empregada em pacientes com cancer cervical. No entanto, a reincidéncia
apos a cirurgia é frequente para os canceres associados ao HPV (YUAN, FILIPPOVA,
DUERKSEN-HUGHES, 2012). Drogas que inibem a expressdo viral apresentam a vantagem
de tratar concomitantemente a infeccdo e a doenca por ela desencadeada (STANLEY, 2012).
Na busca por um composto eficaz, tém sido realizados estudos que visam estratégias
moleculares que sejam capazes de inibir a expressdo do HPV, principalmente focando as
oncoproteinas E6 e E7, seja essa inibicdo realizada de forma direta ou indireta (VICI et al.,
2014). O foco a essas proteinas se da pelo fato de que a expressdo destas aumenta durante a
transformacdo maligna das células infectadas, enquanto a expressdo de E1 e E2, por exemplo,
diminui durante esse processo (HEBNER, BEGLIN, LAIMINS, 2007).

1.3 Curcumina e derivados semi-sintéticos

A curcumina € uma substancia presente em quantidades elevadas no rizoma da
planta neotropical Curcuma longa de onde ¢é extraida (SHISHODIA, SETHI,
AGGARWAL, 2005), o qual é utilizado ha milénios em paises asiaticos como especiaria e
para tratamento de infeccfes, inflamacdes, queimaduras e distarbios digestivos. Assim,
embora a curcumina tenha sido inicialmente isolada em 1870 (CHATTOPADHYAY et al.,
2004), o seu uso na medicina indiana e chinesa e seu emprego na dieta sdo praticas
tradicionais na cultura asidtica (CHEN, XU, JOHNSON, 2006). A curcumina possui
coloracdo amarela e é o curcumindide mais abundante dentre os trés principais encontrados
no rizoma da C. longa, sendo o0s outros dois a desmetoxicurcumina e a
bisdemetoxicurcumina. Por ser uma substancia natural oriunda de um alimento e que
apresenta propriedades medicinais, a curcumina é considerada um composto nutracéutico
(GUPTA et al., 2010; ZLOTOGORSKI et al., 2013).

A curcumina exibe intensa atividade anti-inflamatéria, imuno-modulatoria,
antioxidante, anti-angiogénica, quimioprotetora, anti-proliferativa e antimicrobiana (LIN,
2007; MENON, SUDHEER, 2007; LIU et al., 2008; DULBECCO, SAVARINO, 2013).

Ainda, a curcumina é termoestavel e pouco sensivel as variacdes de pH (SIMOES,
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MARIQOT, 2003) e, dessa forma, a administragcdo da curcumina pode inibir potencialmente
diversas fases do processo carcinogénico, incluindo a transformacgdo, a angiogénese e a
metéstase (AGGARWAL, KUMAR, BHARTI, 2003). Esse fitoterdpico pode atuar em
diversos niveis moleculares, interagindo diretamente com o alvo ou regulando, por
exemplo, fatores de transcricdo (YAN et al., 2005). Dessa forma, as propriedades
farmacologicas da curcumina conferem a esse composto alto potencial terapéutico
(DULBECCO, SAVARINO, 2013).

Em decorréncia de suas inimeras propriedades terapéuticas, a curcumina vem sendo
intensivamente estudada contra diversos tipos de cancer, apresentando atividade promissora
em diversas fases do processo de carcinogénese (SHANMUGAM et al., 2015). Koohpar e
colaboradores (2015), por exemplo, observaram que em células de cancer de mama da
linhagem MCF-7 a curcumina induziu queda de viabilidade de maneira dose e tempo
dependente. Da mesma forma, esse composto exerceu citotoxicidade significativa em células
A549 de cancer de pulméo (LIAO et al., 2015) e, em outro estudo, foi relatada atividade
antiproliferativa e proapotética da curcumina em células de melanoma humano A375
(ZHANG et al., 2015).

Nas linhagens de carcinoma cervical HeLa, SiHa e CasKi a proliferacdo celular foi
reduzida de modo dose dependente, sendo observado aumento na porcentagem de células
mortas conforme a elevacdo da concentracdo de curcumina (DIVYA, PILLAI, 2006;
MAMHER et al., 2011). Ainda, a citotoxicidade da curcumina foi seletiva as linhagens HPV
positivas, sendo pouco expressiva nas células HPV negativas C33A (DIVYA, PILLALI,
2006). Também foi relatada a diminui¢do nos niveis de RNAm de E6 ap6s a incubagdo com
a curcumina (DIVYA, PILLAI, 2006; MAHER et al., 2011), sendo que, nas linhagens
CasK:i e SiHa foi possivel observar uma queda significativa de expressdo de E6 com apenas
6 horas de tratamento. Esse resultado refletiu na restauracdo dos niveis da proteina p53
(MAHER et al., 2011).

Entretanto, embora apresente diversas caracteristicas de interesse para estudos na
area biomédica, principalmente contra o cancer, a farmacocinética da curcumina confere a
esse composto algumas limitagdes, como a baixa biodisponibilidade e rapido metabolismo
(PADHYE et al., 2009; PADHYE et al, 2010). Essas limitacdes sdo resultado da baixa
solubilidade, rapido metabolismo de primeira passagem, baixa absor¢éo e rapida eliminacéo
sistémica (ANAND et al., 2007). Embora esse fitoterapico seja lipossoluvel e, assim, capaz

de atravessar livremente a membrana celular (FUJISAWA et al.,, 2004), a baixa



Introducdo 20

biodisponibilidade faz com que a sua concentracdo no sangue prejudique seus efeitos
terapéuticos (ANAND et al., 2007).

Vérias abordagens vém sendo aplicadas na tentativa de driblar essas caracteristicas
desvantajosas, tais como modificacdo quimica e encapsulacdo (MA et al., 2008; GANTA,
AMUJI, 2009; SHAIKH et al.,, 2009). Ainda, devido ao fato de que os diversos tipos
celulares respondem de forma diferente a um composto, tem-se buscado compostos mais
eficazes (SANDUR et al., 2009). Ja foi relatado que os metabdlitos da curcumina também
apresentam grande potencial terapéutico (SANDUR et al., 2007) e, assim, diversos estudos
tém sido realizados visando o desenvolvimento de indimeros derivados e analogos de
curcumina (BEEVERS, HUANG, 2011). Portanto, a busca por compostos sintéticos torna-se
uma estratégia interessante para aumentar a eficacia terapéutica desse fitoterapico (PADHYE
etal., 2009; PADHYE et al., 2010).

Dessa forma, considerando que o cancer € uma das maiores causas de mortalidade e
que os efeitos colaterais da radioterapia e da quimioterapia sdo intensos, diversos estudos
buscam por novas estratégias terapéuticas. Da mesma forma, os tratamentos tradicionais para
as doencas malignas desencadeadas por HPV de alto risco envolvem cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. No entanto, essas técnicas resultam em fortes efeitos colaterais e frequentemente
apresentam reincidéncia do tumor, visto que sdo direcionadas para as manifestacGes clinicas e
ndo para a infeccdo em si (DUNNE, PARK, 2013). Assim, o interesse por drogas derivadas de
plantas com potencial de inibir a expressdo viral tem crescido. Nesse sentido, inumeras
pesquisas com diversos compostos naturais descrevem atividade anticancer sobre diferentes
processos envolvidos na carcinogénese, tais como a proliferacdo celular, apoptose,
angiogénese e metastase (HOSSEINI, GHORBANI, 2015).

Esse € o caso da curcumina, uma substdncia que apresenta inUmeras propriedades
terapéuticas e vem sendo alvo de muitos estudos (DULBECCO, SAVARINO, 2013). Nesse
contexto, uma estratégia alternativa para melhorar a atividade farmacolédgica da curcumina
assim como de outros fitoterapicos, é a producdo de sintéticos analogos (PADHYE et al.,
2010). Dentre as outras vantagens da sintese de compostos esta a diminui¢do do custo de
alguns produtos. Assim, a biologia sintética, dentre suas inimeras aplicacGes, é considerada
uma fonte inovadora para melhorar intervengdes terapéuticas tradicionais (ROOKE, 2013) e,
portanto, & promissora na busca de derivados de curcumina que superem as limitagdes do

composto  original e apresentem maior eficicia (VYAS et al, 2013).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem inferir que, na linhagem celular
de carcinoma cervical humano HPV-16 positiva (CasKi), nenhum dos compostos semi-
sintéticos de curcumina testados levaram a diminuicdo da expressdo dos oncogenes E6 e E7
de HPV de alto risco. Corroborando com esse dado, ndo foi possivel observar restauracdo do
principal alvo de EG6, a proteina celular p53, indicando de maneira indireta que a proteina viral
ndo foi afetada pela exposicdo aos compostos. No entanto, embora para as linhagens de
carcinoma cervical HPV 18 positiva (HeLa), de cancer de mama metastatico (MDA 231),
cancer de mama ndo metastatico (MCF-7) e de carcinoma renal (786-O) o composto AC13
ndo tenha exercido atividade antitumoral interessante, as analises sugerem que esse composto
possa exercer uma possivel atividade antitumoral na linhagem CasKi.

Nesse contexto, apesar dos dados de viabilidade celular obtidos terem sido diferentes
entre os dois lotes de composto, ambos apresentaram concentragdes em que a citotoxicidade
foi maior na linhagem tumoral (CasKi) do que na linhagem ndo tumoral de queratindcito
humano imortalizado (HaCaT). Além disso, nessas mesmas concentracdes, os dois lotes de
AC13 apresentaram menor citotoxicidade que a CUR para a linhagem HaCaT.

Ainda, foi possivel observar por meio de ensaio luminescente de apoptose que a
incubacdo com o segundo lote de AC13 aumentou consideravelmente a atividade das caspases
3 e 7 em relacdo ao controle e também levou a um aumento em relagdo a CUR. Assim, 0s
dados indicam que a morte celular desencadeada pelo AC13 nessas linhagens ocorre por meio
do processo de apoptose.

Portanto, os resultados obtidos da exposicdo de células CasKi e HaCaT ao derivado
semi-sintético AC13 sugerem que 0 composto apresenta vantagens interessantes em relacéo a
curcumina, como ser menos citotoxico para a linhagem ndo tumoral utilizada e levar a uma

maior ativacao das caspases 3 e 7 e, consequentemente, a uma maior indugéo de apoptose.
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