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RESUMO 

 

Os Papilomavírus humanos (HPVs) são vírus de DNA divididos em dois grupos. O de baixo 

risco, associado a lesões benignas, e o de alto risco, associado a diversos tipos de câncer. As 

oncoproteínas E6 e E7 são as principais proteínas envolvidas no processo de carcinogênese 

decorrente da infecção por esses vírus, de forma que compostos naturais têm sido utilizados 

na busca por drogas que inibam a expressão viral. Paralelamente, devido aos diversos efeitos 

colaterais e alto índice de reincidência dos tratamentos tradicionais contra o câncer, a procura 

por agentes antitumorais é intensa. Nesse contexto, diversas pesquisas estão sendo realizadas 

afim de explorar as inúmeras propriedades da curcumina, uma substância que apresenta 

atividade antiinflamatória, imuno-modulatória, antioxidante, anti-angiogênica, 

quimioprotetora, antiproliferativa, antitumoral e antimicrobiana. Assim, uma estratégia 

promissora utilizada é a busca por análogos de curcumina que consigam aumentar a eficácia 

terapêutica desse fitoterápico. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é analisar in vitro a ação 

de diferentes derivados semi-sintéticos de curcumina (AC1, AC2, AC7, AC10 E AC13) sobre 

a expressão 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-O). Para isso, após a incubação com 

os compostos em diferentes concentrações, a viabilidade das células foi analisada por ensaio 

MTT e uma linhagem imortal transformada de queratinócito humano (HaCaT) foi utilizada 

como controle para análise da citotoxicidade. Posteriormente, a avaliação da expressão do 

RNAm de E6 e E7 foi realizada por PCR em tempo real, a determinação da expressão da 

proteína p53 por Western Blotting e a detecção da atividade das caspases 3 e 7 foi analisada 

por meio de ensaio luminescente de apoptose. Embora nenhum composto tenha inibido a 

expressão de E6 e E7 na linhagem CasKi, as análises de citotoxicidade do composto AC13 

sugerem que ele apresente vantagens em relação à curcumina nessa linhagem celular, pois foi 

menos citotóxico do que a curcumina para as células não tumorais (HaCaT) e causou queda 

de viabilidade um pouco maior para a linhagem CasKi do que para a HaCaT nas 

concentrações de 50, 75 e 100 µM. Além disso, o AC13 induz aumento da atividade das 

caspases, o que indica que as células são 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, câncer, curcumina, derivado semi-sintético, antitumoral 
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ABSTRACT 

 

High risk Human Papilomavírus (HPVs) are DNA vírus 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-O). 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 µM. 

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 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer 

 

O câncer é uma doença que se inicia com o surgimento de eventos que conferem a 

uma célula a condição de malignidade que permite que ela se prolifere mais rapidamente, 

originando uma população de células que vão acumulando alterações que as tornam 

fenotipicamente diferentes do tecido normal (CURRY et al., 2015; NOWELL, 1976). Assim, 

o câncer origina-se por meio da transformação de uma única célula normal em tumoral e esse 

processo é resultado de uma interação entre causas genéticas, epigenéticas e ambientais. 

Dentre as causas ambientais estão os raios ultravioletas, a exposição a produtos químicos 

cancerígenos como o tabaco e o contato com agentes biológicos como os vírus. Além disso, o 

próprio envelhecimento configura um fator de risco (WHO, 2015). Dessa forma, a 

carcinogênese é um processo que envolve o acúmulo de anormalidades genéticas e 

epigenéticas que levam à disfunção celular, resultando na proliferação descontrolada e 

organização atípica das células (COOPER, 2000).  

É estimado que o número de casos anuais de câncer aumente de 14 milhões em 2012 

para 22 milhões nas próximas duas décadas e, dentre as mortes causadas pelo câncer, os tipos 

tumorais mais comumente envolvidos são o de pulmão, fígado e estômago (WCR, 2014). O 

câncer de mama é o tipo tumoral que mais acomete mulheres em todo o mundo, sendo 

também a maior causa de morte feminina por câncer. Ainda entre as mulheres o câncer de 

colo de útero é o quarto tipo mais comum, sendo sua incidência maior em países em 

desenvolvimento e a infecção pelo HPV o principal fator de risco para o surgimento dessa 

neoplasia (INCA, 2014). 

Assim, o câncer é uma das principais causas de morte no mundo e, portanto, pesquisas 

que visem prevenção, detecção precoce e tratamentos eficazes para essa doença são de 

extrema importância (VISVADER, 2011). Os tratamentos tradicionais para o câncer 

disponíveis atualmente, além da cirurgia, são a quimioterapia e a radioterapia. Embora a 

quimioterapia, quando comparada com a radioterapia, apresente a vantagem de danificar 

menos os órgãos (ROBOVA, 2008), ambos procedimentos desencadeiam diversos efeitos 

colaterais, incluindo neutropenia, leucopenia, náuseas, vômitos, alopecia, diarréia e 

complicações intestinais e urinárias (LI, 2013). Além disso, cerca de 30% dos pacientes com 

câncer renal submetidos à nefrectomia desenvolvem metástase após o tratamento e 

apresentam tempo médio de sobrevivência de um ano (GIRGIS et al., 2012). 
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Dessa forma, considerando a situação de dor e estresse fisiológico 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 o câncer, a pesquisa por tratamentos utilizando fitoterápicos tem ganhado 

intensa atenção e, nesse contexto, compostos naturais estão sendo amplamente estudados 

contra diversos tipos tumorais por apresentarem diferentes propriedades terapêuticas 

(YALLAPU, JAGGI, CHAUHAN, 2013). Nesse contexto, a atividade antiproliferativa e 

proapoptótica já foi relatada em diferentes estudos utilizando, por exemplo, a berberina (LI et 

al., 2015; BARZEGAR et al., 2015). Também já foi observada a indução de autofagia em 

células tumorais por meio do uso de compostos polifenólicos naturais (HASIMA, OZPOLAT, 

2014). Ainda, foi identificada atividade antiangiogênica e antimetastática no uso de 

flavonoides (WANG et al., 2014). Portanto, é de grande interesse explorar o potencial 

terapêutico dos compostos naturais para o tratamento do câncer (SULTANA et al., 2014). 

1.2 HPV e câncer 

 

Os Papilomavírus humanos (HPVs) pertencem à família de vírus de DNA 

Papillomaviridae e começaram a ser isolados e clonados na década de 1980 com auxílio de 

técnicas moleculares. Hoje são 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 

história natural e patogenicidade, influenciando nos aspectos clínicos resultantes da infecção 

(BERNARD, CALLEJA-MACIAS, DUNN, 2006; MAMMAS, SPANDIDOS, 

SOURVINOS, 2014).  

Os HPVs medem aproximadamente 55 nm de diâmetro, são vírus não envelopados e 

apresentam um genoma de aproximadamente 8000 pares de bases. Possuem oito genes 

organizados em um DNA dupla fita circular envolto por um capsídeo proteico icosaédrico 

(SCHWARTZ, 2008; ZANDBERG et al., 2013). Os HPVs são divididos em dois grupos de 

acordo com seu potencial oncogênico: os de baixo risco, cujos principais genótipos são o 6 e 

11, e os de alto risco, representados principalmente pelos tipos 16 e 18. Infecções por 

genótipos de baixo risco causam lesões benignas, enquanto infecções pelos tipos de alto risco 

são associadas ao desenvolvimento de doenças 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 câncer estejam associados à 

infecções por HPV e isto, somado às verrugas e demais lesões intra-epiteliais desencadeadas 

por HPVs de baixo risco, atribui ao HPV uma relação importante com a saúde (STANLEY, 

2012). Os Papilomavírus humanos têm mostrado exercer um importante papel no 

desenvolvimento de diversos tipos de carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço, 

os quais compõem o sexto tipo de câncer 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 

cabeça e pescoço sejam positivos para HPV, sendo que em 90% destes é 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 cânceres de vulva, vagina, pênis e ânus (DUNNE, PARK 2013). 

Entretanto, o tipo tumoral para o qual é considerado agente etiológico mais importante é o 

câncer cervical, pois a integração do seu DNA em células hospedeiras é um evento crítico no 

desenvolvimento desse tipo tumoral (LI et al., 2008; BADULESCU et al., 2010), de forma 

que mais de 96% dos casos são positivos para HPV de alto risco (KIM et al., 2010). Dentre os 

tipos de HPV associados ao câncer de colo de útero, os principais genótipos são o HPV 16, 

que é o mais prevalente, e o HPV 18, que é o segundo mais comum (LI et al., 2011). Juntos 

esses dois genótipos são responsáveis pela causa de mais de 70% dos carcinomas cervicais 

(MAMMAS, SPANDIDOS, SOURVINOS, 2014).  

Nos HPVs de baixo risco as proteínas E6 e E7 desempenham, in vitro, baixa ou 

nenhuma atividade transformante (VILLA, 2006), diferentemente, nos HPVs de alto essas 

proteínas atuam na proliferação das células basais e parabasais do epitélio, contribuindo para 

o crescimento da lesão e desempenhando, assim, um importante papel transformante 

(DOORBAR, 2006; VILLA, 2006; DOORBAR et al., 2012).  

 A E6 é uma oncoproteína que tem como principal alvo o gene supressor de tumor p53 

que, na presença de estresse ou dano celular, leva à parada do ciclo celular ou apoptose. A E6 

liga-se à proteína E6AP, que atua como uma ubiquitina ligase, e à proteína p53 levando à 

ubiquitinação e consequente degradação de p53. Dessa forma, a função de p53 é inibida e a 

célula infectada não sofre os processos de parada de ciclo e apoptose (SCHEFFNER et al., 

1990; HUIBREGTSE, SCHEFFNER, HOWLEY, 1991), permitindo proliferação celular 

descontrolada (NARISAWA-SAITO, KIYONO, 2007). A oncoproteína E7 leva à 

desregulação do ciclo celular ao interagir com a proteína supressora de tumor pRb e 

promovendo, assim, a liberação de proteínas da família E2F, as quais atuam como fatores de 
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transcrição que ativam genes necessários para que a célula entre na fase S do ciclo celular e, 

em condições normais, têm sua função inibida pela ligação direta com a proteína pRb 

(STEVAUX, DYSON, 2002; FERA et al., 2000).  

O tratamento cirúrgico, embora seja delicado para cânceres de cabeça e pescoço, é 

uma técnica bastante empregada em pacientes com câncer cervical. No entanto, a reincidência 

após a cirurgia é frequente para os cânceres associados ao HPV (YUAN, FILIPPOVA, 

DUERKSEN-HUGHES, 2012). Drogas que inibem a expressão viral apresentam a vantagem 

de tratar concomitantemente a infecção e a doença por ela desencadeada (STANLEY, 2012). 

Na busca por um composto eficaz, têm sido realizados estudos que visam estratégias 

moleculares que sejam capazes de inibir a expressão do HPV, principalmente focando as 

oncoproteínas E6 e E7, seja essa inibição realizada de forma direta ou indireta (VICI et al., 

2014). O foco a essas proteínas se dá pelo fato de que a expressão destas aumenta durante a 

transformação maligna das células infectadas, enquanto a expressão de E1 e E2, por exemplo, 

diminui durante esse processo (HEBNER, BEGLIN, LAIMINS, 2007). 

 

1.3 Curcumina e derivados semi-sintéticos 

 

A curcumina é uma substância presente em quantidades elevadas no rizoma da 

planta neotropical Curcuma longa de onde é extraída (SHISHODIA, SETHI, 

AGGARWAL, 2005), o qual é utilizado há milênios em países asiáticos como especiaria e 

para tratamento de infecções, inflamações, queimaduras e distúrbios 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 são práticas 

tradicionais na cultura asiática (CHEN, XU, JOHNSON, 2006). A curcumina possui 

coloração amarela e é o curcuminóide mais abundante dentre os três principais encontrados 

no rizoma da C. longa, sendo os outros dois a desmetoxicurcumina e a 

bisdemetoxicurcumina. Por ser uma substância natural oriunda de um alimento e que 

apresenta propriedades medicinais, a curcumina é considerada um composto nutracêutico 

(GUPTA et al., 2010; ZLOTOGORSKI et al., 2013).  

A curcumina exibe intensa atividade anti-inflamatória, imuno-modulatória, 

antioxidante, anti-angiogênica, quimioprotetora, anti-proliferativa e antimicrobiana (LIN, 

2007; MENON, SUDHEER, 2007; LIU et al., 2008; DULBECCO, SAVARINO, 2013). 

Ainda, a curcumina é termoestável e pouco sensível às variações de pH (SIMÕES, 
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MARIOT, 2003) e, dessa forma, a administração da curcumina pode inibir potencialmente 

diversas fases do processo carcinogênico, incluindo a transformação, a angiogênese e a 

metástase (AGGARWAL, KUMAR, BHARTI, 2003). Esse fitoterápico pode atuar em 

diversos níveis moleculares, interagindo diretamente com o alvo ou regulando, por 

exemplo, fatores de transcrição (YAN et al., 2005). Dessa forma, as propriedades 

farmacológicas da curcumina conferem a esse composto alto potencial terapêutico 

(DULBECCO, SAVARINO, 2013). 

Em decorrência de suas inúmeras propriedades terapêuticas, a curcumina vem sendo 

intensivamente estudada contra diversos tipos de câncer, apresentando atividade promissora 

em diversas fases do processo de carcinogênese (SHANMUGAM et al., 2015). Koohpar e 

colaboradores (2015), por exemplo, observaram que em células de câncer 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 câncer de pulmão (LIAO et al., 2015) e, em outro estudo, foi relatada atividade 

antiproliferativa e proapotótica da curcumina em células de melanoma humano A375 

(ZHANG et al., 2015).  

Nas linhagens de carcinoma cervical HeLa, SiHa e CasKi a proliferação celular foi 

reduzida de modo dose dependente, sendo observado aumento na porcentagem de células 

mortas conforme a elevação da concentração de curcumina (DIVYA, PILLAI, 2006; 

MAHER et al., 2011). Ainda, a citotoxicidade da curcumina foi seletiva às linhagens HPV 

positivas, sendo pouco expressiva nas células HPV negativas C33A (DIVYA, PILLAI, 

2006). Também foi relatada a diminuição nos níveis de RNAm de E6 após a incubação com 

a curcumina (DIVYA, PILLAI, 2006; MAHER et al., 2011), sendo que, nas linhagens 

CasKi e SiHa foi possível observar uma queda significativa de expressão de E6 com apenas 

6 horas de tratamento. Esse resultado refletiu na restauração dos níveis da proteína p53 

(MAHER et al., 2011).  

Entretanto, embora apresente diversas características de interesse para estudos na 

área biomédica, principalmente contra o câncer, a farmacocinética da curcumina confere a 

esse composto algumas limitações, como a baixa biodisponibilidade e rápido metabolismo 

(PADHYE et al., 2009; PADHYE et al, 2010). Essas limitações são resultado da baixa 

solubilidade, rápido metabolismo de primeira passagem, baixa absorção e rápida eliminação 

sistêmica (ANAND et al., 2007). Embora esse fitoterápico seja lipossolúvel e, assim, capaz 

de atravessar livremente a membrana celular (FUJISAWA et al., 2004), a baixa 
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biodisponibilidade faz com que a sua concentração no sangue prejudique seus efeitos 

terapêuticos (ANAND et al., 2007).  

Várias abordagens vêm sendo aplicadas na tentativa de driblar essas características 

desvantajosas, tais como modificação química e encapsulação (MA et al., 2008; GANTA,  

AMIJI, 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). Já foi relatado que os metabólitos da curcumina também 

apresentam grande potencial terapêutico (SANDUR et al., 2007) e, assim, diversos estudos 

têm sido realizados visando o desenvolvimento de inúmeros derivados e análogos de 

curcumina (BEEVERS, HUANG, 2011). Portanto, a busca por compostos sintéticos torna-se 

uma estratégia interessante para aumentar a eficácia terapêutica desse fitoterápico (PADHYE 

et al., 2009; PADHYE et al., 2010). 

Dessa forma, considerando que o câncer é uma das maiores causas de mortalidade e 

que os efeitos colaterais da radioterapia e da quimioterapia são intensos, diversos estudos 

buscam por novas estratégias terapêuticas. Da mesma forma, os tratamentos tradicionais para 

as doenças malignas desencadeadas por HPV de alto risco envolvem cirurgia, quimioterapia e 

radioterapia. No entanto, essas técnicas resultam em fortes efeitos colaterais e frequentemente 

apresentam reincidência do tumor, visto que são direcionadas para as manifestações clínicas e 

não para a infecção em si (DUNNE, PARK, 2013). Assim, o interesse por drogas derivadas de 

plantas com potencial de inibir a expressão viral tem crescido. Nesse sentido, inúmeras 

pesquisas com diversos compostos naturais descrevem atividade anticâncer sobre diferentes 

processos envolvidos na carcinogênese, tais como a proliferação celular, apoptose, 

angiogênese e metástase (HOSSEINI, GHORBANI, 2015). 

Esse é o caso da curcumina, uma substância que apresenta inúmeras propriedades 

terapêuticas e vem sendo alvo de muitos estudos (DULBECCO, SAVARINO, 2013). Nesse 

contexto, uma estratégia alternativa para melhorar a atividade farmacológica da curcumina 

assim como de outros fitoterápicos, é a produção de sintéticos análogos (PADHYE et al., 

2010). Dentre as outras vantagens da síntese de compostos está a diminuição do custo de 

alguns produtos. Assim, a biologia sintética, dentre suas inúmeras aplicações, é considerada 

uma fonte inovadora para melhorar intervenções terapêuticas tradicionais (ROOKE, 2013) e, 

portanto, é promissora na busca de derivados de curcumina que superem as limitações do 

composto original e apresentem maior eficácia (VYAS et al., 2013). 
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6. CONCLUSÃO 

 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 à diminuição da expressão dos oncogenes E6 e E7 

de HPV de alto risco. Corroborando com esse dado, não foi possível observar restauração do 

principal alvo de E6, a proteína celular p53, indicando de maneira indireta que a proteína viral 

não foi afetada pela exposição aos compostos. No entanto, embora para as linhagens de 

carcinoma cervical HPV 18 positiva (HeLa), de câncer de mama metastático (MDA 231), 

câncer de mama não metastático (MCF-7) e de carcinoma renal (786-O) o composto AC13 

não tenha exercido atividade antitumoral interessante, as análises sugerem que esse composto 

possa exercer uma possível 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 concentrações em que a citotoxicidade 

foi maior na linhagem tumoral (CasKi) do que na linhagem não tumoral de queratinócito 

humano imortalizado (HaCaT). Além disso, nessas mesmas concentrações, os dois lotes de 

AC13 apresentaram menor citotoxicidade que a CUR para a linhagem HaCaT.  

Ainda, foi possível observar por meio de ensaio luminescente de apoptose que a 

incubação com o segundo lote de AC13 aumentou consideravelmente a atividade das caspases 

3 e 7 em relação ao controle e também levou a um aumento em relação à CUR. Assim, os 

dados indicam que a morte celular desencadeada pelo AC13 nessas linhagens ocorre por meio 

do processo de apoptose. 

Portanto, os resultados obtidos da exposição de células CasKi e HaCaT ao derivado 

semi-sintético AC13 sugerem que o composto apresenta vantagens interessantes em relação à 

curcumina, como ser menos citotóxico para a linhagem não tumoral utilizada e levar a uma 

maior ativação das caspases 3 e 7 e, consequentemente, a uma maior indução de apoptose.  
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