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RESUMO  

 

O câncer cervical é o quarto tipo de câncer que mais causa morte em mulheres no mundo, sendo 

principalmente decorrente da infecção persistente pelo vírus do HPV, que atua como um 

estimulo inflamatório, desencadeando a secreção de citocinas e a ativação da via da 

cicloxigenase 2 (PTGS2) e das proteínas quinase ativada por mitógeno (MAPKs), que induz a 

síntese de metaloproteinases de matriz (MMPs). Sabendo da inflamação envolvida nesse tipo 

de câncer, o uso de anti-inflamatórios se torna uma opção de tratamento, como a piperina que 

é um amino alcaloide derivado da Piper nigrum, que além do desse efeito, possui propriedade 

antitumorigênica demonstrada em vários modelos, mas é pouco compreendida na inflamação 

do câncer cervical, tornando um alvo de pesquisa. Assim, o objetivo desse trabalho foi 

investigar o efeito antitumoral de piperina in vitro em câncer cervical e determinar se esse efeito 

é modulado pela via PTGS2. Para isso, as células HeLa, SiHa, CaSki e HaCaT foram tratadas 

com piperina e avaliadas quanto a morfologia, proliferação, viabilidade e migração celular, 

formação de colônias, apoptose e ciclo celular, visando compreender o efeito de piperina sobre 

transformação neoplásica, além dos ensaios de qPCR e Western Blot das vias PTGS2 e MMPs, 

ELISA das citocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1 e imunocitoquimica das MAPKs (p38 e ERK), 

visando compreender como piperina modula essas vias inflamatórias. Os resultados mostraram 

que piperina alterou a morfologia das células, reduziu a proliferação e viabilidade celular, com 

efeitos menos acentuados nas células não tumorais que também apresentou IC50 superior. 

Piperina também reduziu a formação de colônia, conduziu a parada das células na fase G1/G0 

e G2/M do ciclo celular, com posterior indução a apoptose. Quanto a modulação das vias 

inflamatórias, piperina reduziu a expressão de PTGS2 e dos receptores 3 e 4 da PGE2 (PTGER3 

e PTGER4), o que refletiu na redução da secreção das citocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1, junto a 

redução da expressão de p38 e ERK. Além disso, piperina inibiu a migração celular, devido a 

redução da expressão de MMP2 e MMP9 e aumento da expressão de TIMP1 e TIMP2. Portanto, 

piperina reduz parâmetros associados a evolução neoplásica in vitro por atuar sobre a via 

PTGS2, que por sua vez regula a secreção de citocinas e a expressão de MAPKs, MMPs e 

TIMPs, demostrando ser um potencial fitoterápico para tratamento complementar de câncer de 

colo de útero. 

 

Palavras–chave: Inflamação. Fitoterápicos. Cicloxigenase 2. Metaloproteinases. 

 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

ABSTRACT 

 

Cervical cancer is the fourth type of cancer that causes more death in women in the world, being 

mainly due to persistent infection by the HPV virus, which acts as an inflammatory stimulus, 

triggering the secretion of cytokines and the activation of the cyclooxygenase 2 (PTGS2) and 

mitogen-activated protein kinase (MAPKs) pathway, which induces the synthesis of matrix 

metalloproteinases (MMPs). Knowing the inflammation involved in this type of cancer, the use 

of anti-inflammatory drugs becomes a treatment option, such as piperine, which is an amino 

alkaloid derived from Piper nigrum, which, in addition to this effect, has antitumor property 

demonstrated in several models, but is poorly understood in cervical cancer inflammation, 

making it a research target. Thus, the aim of this work was to investigate the antitumor effect 

of piperine in vitro on cervical cancer and to determine whether this effect is modulated by the 

PTGS2 pathway. For this, HeLa, SiHa, CaSki and HaCaT cells were treated with piperine and 

evaluated for morphology, proliferation, viability and cell migration, colony formation, 

apoptosis and cell cycle were evaluated, aiming to understand the effect of piperine on 

neoplastic transformation and the qPCR and Western Blot assays of PTGS2 and MMPs 

pathways, ELISA of IL cytokines IL-1β, IL-8 and MCP-1 and immunocytochemistry of 

MAPKs p38 and ERK, aiming to understand how piperine modulates these inflammatory 

pathways. The results showed that piperine altered cell morphology, reduced cell proliferation 

and viability, with less pronounced effects on non-tumor cells that also showed higher IC50. 

Piperine also reduced colony formation, leading to cell arrest in the G1/G0 and G2/M phases 

of the cell cycle, with subsequent induction of apoptosis. As for the modulation of inflammatory 

pathways, piperine reduced the expression of PTGS2 and PGE2 receptors 2,  3 and 4 (PTGER2, 

PTGER3 and PTGER4), which reflected in the reduction of the secretion of the cytokines IL-

1β, IL-8 and MCP-1, together with reduced expression of p38 and ERK. In addition, piperine 

inhibited cell migration, due to reduced expression of MMP2 and MMP9 and increased 

expression of TIMP1 and TIMP2. Therefore, piperine reduces parameters associated the 

neoplastic evolution in vitro by acting on the PTGS2 pathway, which in turn regulates the 

secretion of cytokines and the expression of MAPKs, MMPs and TIMPs, proving to be a 

phytotherapeutic potential for complementary treatment of cervical cancer. 

 

Keywords: Inflammation. Herbal medicines. Cycloxygenase 2. Metalloproteinases. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 1.1 Câncer de colo de útero  

 

O câncer, no sentido mais amplo, refere-se a mais de 277 tipos diferentes de doenças 

ocasionadas por uma série de mutações sucessivas em genes associados a proliferação, morte 

celular e reparo do DNA, bem como alterações epigenéticas. Essas mutações mudam as funções 

celulares, atuando no descontrole do ciclo celular que gera o aumento da proliferação e inibição 

da apoptose (EVAN; VOUSDEN, 2001; HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). 

Segundo dados da GLOBOCAN 2020, houveram cerca de 19,3 milhões de novos 

casos de câncer (18,1 milhões excluindo câncer de pele não melanoma) e quase 10,0 milhões 

de mortes por câncer (9,9 milhões excluindo câncer de pele não melanoma). Estimativas para 

2040 calculam 28,4 milhões de casos, um aumento de 47% em relação a 2020, com um maior 

aumento nos países em desenvolvimento (64% a 95%) em comparação com países 

desenvolvidos (32% a 56%), em função das mudanças demográficas. Esse acréscimo pode ser 

devido ao aumento dos fatores de riscos associados à globalização e ao crescimento da 

economia (SUNG et al., 2021). 

Especificamente o câncer de colo de útero, também denominado câncer cervical, foi 

registrado incidência de 604.127 (13,3%) novos casos e 341,831 mortes (7,3%) em todo o 

mundo. Esta doença é classificada como o quarto câncer mais frequentemente diagnosticado e 

a quarta principal causa de morte por câncer em mulheres. Em termos globais, a maioria dos 

casos (58,5%) e mortes (70,4%) ocorrem em áreas com menores níveis de desenvolvimento 

humano (SUNG et al., 2021). Isso ocorre porque a maioria dos casos de câncer cervical são 

causados por infecção persistente com genótipos carcinogênicos do vírus do papiloma humano 

(HPV) (SUNG et al., 2021) com prevalência mundial em aproximadamente 90% dos 

carcinomas cervicais (ARBYN et al., 2020). 

Os HPVs são membros de vírus de DNA que são epiteliotrópicos, ou seja, infectam o 

tecido epitelial, e, com base em sua capacidade, são divididos em 3 grupos: de alto risco (HPV-

16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, - 56, -58, -59, -68, -73, -82), provavelmente de alto 

risco (HPV-26, -53, -66) e de baixo risco (HPV-6, -11, -40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -72, -

81) (DUEÑAS-GONZÁLEZ, et al., 2005). 

Os tipos HPV-16 e o HPV-18, dentre os HPV de alto risco, comprovadamente 

aumentam a suscetibilidade de desenvolvimento do câncer de colo do útero em infecções 

persistentes (BOUVARD, et al., 2009). O vírus geralmente infecta o epitélio mucocutâneo e 
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produz partículas virais em células epiteliais amadurecidas (UNGER; BARR, 2004), torando-

se integrado ao genoma da célula hospedeira do colo do útero e, à medida que esse processo 

progride através de lesões pré-cancerosas para o câncer de colo do útero, a frequência da 

integração do genoma viral aumenta (DE MIGUEL et al., 2014). Outros fatores que estão 

associados ao câncer de colo de útero incluem tabagismo, outras infecções sexualmente 

transmissíveis (HIV e Chlamydia trachomati), alto número de gravidez e uso prologado de 

contraceptivos orais (BUSKWOFIE et al., 2020).  

A via de prevenção é o principal caminho para evitar o câncer cervical, que são feitas 

a partir de rastreamento, com a avaliação de células da região do colo de útero, (Colpocitologia 

Oncológica ou Papanicolau) e aplicação de vacinas contra o HPV. No entanto, a vacinação tem 

benefício limitado para mulheres já infectadas com HPV de alto risco, e estratégias alternativas 

de intervenção terapêutica são necessárias para essas mulheres (COHEN et al., 2019; 

ADEFUYE; SALES, 2012). As vias de tratamento atualmente existentes dependem da extensão 

da doença no diagnóstico e dos recursos disponíveis localmente, e pode envolver histerectomia 

radical ou quimiorradiação, ou uma combinação de ambas, entretanto na maioria dos casos 

avançados esses tratamentos são ineficazes. Outra via de tratamento em casos avançados é a 

imunoterapia com a incorporação do agente anti-VEGF bevacizumabe que aumentou a 

sobrevida dos pacientes para mais de 12 meses (COHEN et al., 2019). Apesar dos esforços, 

essas formas de tratamento podem ser invasivas e causar efeitos colaterais durante o tratamento, 

o que contribui negativamente para a saúde dos pacientes (CHARI, 2008). 

 Três linhagens celulares de câncer de colo de útero muito estudadas em projetos de 

pesquisas científica contém a presença do HPV, sendo elas SiHa, HeLa e CaSKi que foram 

avaliadas nessa pesquisa.  A linhagem celular de carcinoma epitelial de colo de útero (SiHa) é 

infectada pelo HPV 16 (ROSA et al., 2019), a linhagem de adenocarcinoma de colo de útero 

(HeLa) é infectada pelo HPV 18 (MACVILLE, et al., 1999) e a linhagem CaSKi é infetada pelo 

HPV 16 e 18 (YEE et al., 1985). Os tipos histológicos mais comuns do câncer de colo de útero 

é o escamoso e adenocarcinoma, representando 70% e 25% respectivamente, na qual SiHa e 

CaSki são escamosas e a HeLa é adenocarcinoma (SMALL et al., 2017).  

 

1.2 Câncer cervical e inflamação  

A inflamação é um complexo mecanismo projetado para proteção do organismo, a 

qual envolve células do sistema imunológico, vasos sanguíneos e mediadores inflamatórios 

como citocinas e quimiocinas. A liberação dos mediadores inflamatórios ativa a resposta imune 
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inata do hospedeiro, que em conjunto recrutam células efetoras para o local da lesão ou 

infecção. Após a resolução, a inflamação deve ser desativada de modo programado, porém, se 

o estímulo for persistente, a inflamação aguda se torna crônica. Evidencias sugerem que a 

inflamação, quando crônica, pode desencadear ou progredir uma neoplasia (LIU et al., 2016; 

CHEN et al., 2018). Aproximadamente 20% dos cânceres humanos estão associados a 

inflamação crônica por agentes infecciosos ou lesões por exposição a agentes nocivos, como é 

o caso do câncer cervical, no qual a inflamação crônica após infecção persistente por HPV 

contribui para a gênese e progressão tumoral (SINGH et al., 2019; YE et al., 2020). 

A inflamação crônica contribui para a gênese do tumor por propiciar a indução de 

mutações gênicas. Nesse contexto, a inflamação atua como uma ferida que não cicatriza, 

exigindo assim uma renovação constante das células, acelerando a divisão celular, o que 

aumenta o risco de mutações e transformação neoplásica. Ademais, o ambiente inflamatório 

contém agentes que causam danos ao DNA, como detritos da fagocitose, incluindo as espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio. Além de contribuir para a gênese tumoral, o ambiente 

inflamatório pode contribuir para a progressão do tumor devido a ativação do estroma, liberação 

de fatores de crescimento, angiogênese e ativação de metaloproteinases de matriz (MMP) para 

a migração de células imunes ao local da inflamação, e esses efeitos favorecem a proliferação 

celular e metástase tumoral (FERNANDES et al., 2015; NAHAND et al., 2019; COUSSENS; 

WERB, 2002).  

O HPV contribui para neoplasias a partir da atuação de oncoproteínas nas células 

hospedeiras, as oncoproteínas são E5, E6 e E7. Essas oncoproteínas parecem acelerar a 

progressão do câncer do colo do útero, revogando os principais inibidores da proliferação 

celular (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990; GHITTONI, et al., 2010), por mecanismos 

oncoproteicos pelos quais o E7 se liga aos membros da família de proteínas do retinoplastoma, 

pRB (p105, p107, p130) promovendo sua degradação, enquanto o E6 se liga e inativa o 

supressor de tumor p53, por uma via dependente de ubiquitina. A perda das funções das 

proteínas p53 e pRB resulta em progressão descontrolada do ciclo celular e perda dos 

mecanismos de reparo do DNA, com o consequente acúmulo de mutações criando instabilidade 

genômica (SENBA; MORI, 2012), esse processo pode ser observado na Figura 1. Essas 

mudanças nas funções celulares desencadeadas pela ação de oncoproteínas virais contribuem 

para o aumento da produção de óxido nítrico, dano ao DNA e ativação de receptores de 

ciclooxigenase-2/prostaglandina E2 (PTGS2/PGE/PTGERs), uma via inflamatória que leva ao 

aumento da inflamação e tumorigênese (GEORGESCU et al., 2018; ADEFUYE; SALES, 

2012; FERNANDES et al., 2015).  
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Figura 1:  Representação gráfica do câncer cervical desencadeado pela inflamação na 

infecção pelo HPV 

 

Subtítulo: representação da infecção pelo vírus do HPV nas células cervicais, no qual o genoma do vírus se integra ao genoma 

das células hospedeiras, o que causa a síntese de oncoproteínas E6 e E7. Essas oncoproteínas degradam as proteínas do grupo 

pRB e a p53, desencadeando aumento da proliferação e sobrevivência celular e desregulação do ciclo celular. Além disso há 

um processo inflamatório exacerbado que estimula fatores associados ao microambiente tumoral, como metaloproteinases de 

matriz, citocinas e quimiocinas, fibroblastos e células imunes.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022. 

 

Sob esses estímulos, células tumorais e inflamatórias podem liberar citocinas, 

quimiocinas e prostaglandinas que agem de forma autócrina/parácrina para regular a função das 

células endoteliais, estromais, neoplásicas, epiteliais e infiltrantes do sistema imunológico, 

causando aumento da angiogênese e do crescimento tumoral, diminuição da apoptose e da 

vigilância imunológica local. Essas condições favorecem a tumorigênese e a permanência do 

vírus no microambiente tumoral (HEMMAT; BAGHI, 2018; FERNANDES et al., 2015; 

SADRI-NAHAND et al., 2019). 

As citocinas são proteínas, cuja principal função é fazer comunicação célula a célula, a 

partir da sua secreção e ligação em receptores específicos presente nas membranas celulares. 

Suas respostas vão desde a regulação do crescimento, diferenciação celular até a ativação de 

células imunes. As alterações celulares que dão origem ao câncer provocam alterações na 

expressão local de citocinas. Essas perturbações estimulam infiltrados de células imunes, que, 

por sua vez, liberam citocinas adicionais que atuam de forma autócrina, parácrina e endócrina 

(DRANOFF et al., 2004).  

As citocinas são liberadas em resposta a uma gama diversificada de estresses celulares, 

incluindo lesão induzida por carcinógeno, infecção e inflamação (DRANOFF et al., 2004). Na 
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infecção por HPV, as citocinas funcionam para estimular uma resposta do hospedeiro visando 

controlar a infecção e minimizar os danos celulares.  Porém, no caso dessa infecção ser 

persistente, esse processo se torna continuo, com altos níveis de citocinas que resulta em 

angiogênese, progressão tumoral, diminuição da apoptose e da vigilância imunológica local. 

Essas condições favorecem a tumorigênese e a permanência do vírus no microambiente tumoral 

(HEMMAT; BAGHI, 2018; DRANOFF et al., 2004; FERNANDES et al., 2015; SADRI-

NAHAND et al., 2019). 

As citocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1 são importantes mediadores inflamatórios que 

participam da inflamação associada ao câncer, como demostrado na Figura 2 e 3. Essas 

citocinas conduzem diretamente o processo inflamatório e induzem a expressão de genes pró-

inflamatórios como PTGS2, iNOS (Óxido nítrico sintase induzido), IL6, entre outras 

citocinas/quimiocinas. Essas sinalizações levam à rápida ativação de células imunes e células 

do estroma para a produção de prostaglandina E2 (PGE2), óxido nítrico e citocinas, que, como 

feedback positivo, estimulam a produção de IL-1β, IL-8 e MCP-1, representando assim uma 

importante amplificação da resposta inflamatória (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 

2012). Essas citocinas também regulam a síntese de MMPs participando para a remodelação da 

matriz extracelular, que é um importante processo para a entrada de células inflamatórias 

(APTE et al., 2006; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; RÉBÉ; GHIRINGHELLI, 

2020; SINGH et al., 2015; YANG et al., 2020). Em câncer cervical essas citocinas estão 

presente em altos níveis se correlacionado com o mal prognóstico devido a eventos metastáticos 

e angiogênicos (AINOUZE et al., 2018; AL-TAHHAN, ETEWA; BEHERY, 2011; JIA et al., 

2018; PARADKAR et al., 2014; VAHEDPOUR et al., 2021; KLEINE-LOWINSKI et al., 

1999). 



18 

 

 

 

Figura 2: Representação gráfica da ação das citocinas no câncer cervical 

 

Subtítulo: As citocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1 ao se ligarem aos seus respectivos receptores ativam células imunes e estimulam 

a produção de prostaglandina E2 (PGE2), que por sua vez através de um feedback positivo estimula a síntese dessas citocinas. 

E esses mediadores em conjuntos contribui para proliferação celular e para o microambiente tumoral.   

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022. 

 

1.3 Papel da PTGS2 na inflamação associada ao câncer  

Acredita-se que a via transdutora de sinais dos receptores da cicloxigenase-2- 

prostaglandina E2 (PTGS2-PGE 2-PTGERs) é a via central envolvida na inflamação crônica 

associada a transformações oncológicas nas carcinogêneses ginecológicas. Dados demonstram 

uma regulação positiva dessa via em câncer cervical induzida por HPV (YE et al., 2020).  Como 

mencionado, a atuação das oncoproteínas do HPV sobre p53 e complexo Rb pode levar o 

aumento da produção de óxido nítrico e danos ao DNA, e tais estímulos ativam a via 

inflamatória PTGS2-PGE2-PTGERs aumentando a inflamação e a tumorigênese (ADEFUYE; 

SALES, 2012). Outra atividade pró-tumorigênica dessa via está relacionada à supressão da 

resposta imune local. A PGE2 inibe a ativação de macrófagos, células T e células natural killer 

e consequentemente produz imunossupressão, favorecendo o desenvolvimento tumoral 

(GUERROUAHEN et al., 2020).  

Além disso, evidencias mostraram que as oncoproteínas E6 e E7 do HPV16 estimulam 

a transcrição de PTGS2 a partir da ativação da via EGFR→Ras→MAPK→AP-1, na qual AP-

1 é o fator de transcrição responsável pela síntese de PTGS2 (SUBBARAMAIAH; 

DANNENBERG, 2007), como demostrado na Figura 3. As oncoproteínas E6 e E7 estimulam 
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a liberação de anfirregulina, uma proteína que se liga ao receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR). Ao se ligar a esse receptor ocorre a ativação de Ras que por sua vez ativa 

a serina/treonina quinase RAF, a qual dá início a cascata de eventos de fosforilação ativando 

MAPKK que, por sua vez, fosforila MAPK.  A MAPK se transloca para o núcleo onde fosforila 

e, assim, ativa fatores de transcrição, nesse caso o AP-1. Esse fator de transcrição desencadeia 

a transcrição de PTGS2, a enzima central na inflamação associada ao câncer (HAGLUND; 

RUSTEN; STENMARK, 2007; SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007; KIM et al., 

2013).  

 

Figura 3: Representação gráfica do efeito da infecção pelo HPV na via PTGS2 

 

Subtítulo: A anfirregulina (AF) e as citocinas IL1β, IL-8 e MCP-1 se ligam aos receptores associados e ativam a via MAPK 

se iniciando pela proteína Ras que ativa Raf-1, esta por sua vez ativa MAPKK que é fosforilada se tornando MAPK, por 

fim MAPK é translocada para o núcleo, e quando fosforilada novamente ativa fatores de transcrição como o AP1 que por 

sua vez ativa a transcrição de PTGS2.   

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.  

 

A complexa via PTGS2-PGE2-PTGERs tem início nos fosfolipídios da membrana 

plasmática, onde é liberado o ácido araquidônico pela fosfolipase A2 (PLA2), na qual é 

convertido pela enzima PTGS2 em prostaglandina H2, que por sua vez é convertida por 

isomerases específica em diferentes prostaglandinas, incluindo a PGE2. (YE et al., 2020; 

COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994). A prostaglandina E2 (PGE2) é a mais abundante 

em humanos e é caracterizada como um mediador chave na inflamação. Suas funções ocorrem 

a partir de ligação aos seus respectivos receptores acoplados a proteína G presente na 

membrana, sendo eles PTGER1, PTGER2, PTGER3 e PTGER4, e cada qual sinaliza uma 
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resposta (O’CALLAGHAN; HOUSTON, 2015). Os receptores PTGER2, PTGER3 e PTGER4 

quando recebem a ligação de PGE2 contribuem para a tumorigênese cervical mediando 

aumento da proliferação celular, metástase e angiogênese, na qual PTGER3 atua pela redução 

de cAMP que ativa a cascata de MAPK, enquanto que PTGS2 e PTGS4 aumenta os níveis de 

cAMP ativando Adenil ciclase que ativa a proteína quinase A (PKA), tando a mediação por 

MAPK quanto por PKA ativam fatores de transcrição no núcleo (NF-kB e AP-1), que 

desencadeia a transcrição de PTGS2 (PARIDA et al., 2016; SCHMOECKEL et al., 2020) 

demostrada na Figura 4. 

Os receptores PTGER2 e PTGER4 mostraram estar relacionados a carcinogênese 

cervical, pois foram positivamente regulados juntamente com PTGS2 e PGE2 em amostras 

neoplásicas cervicais comparado com amostras cervicais normais (SALES et al., 2001).  Foi 

demonstrado o acúmulo de cAMP após estímulo de PGE2 em células HeLa, indicando 

novamente a atuação desses receptores (SALES et al., 2002). Em corroboração, dados 

demonstram a ação direta da oncoproteína E5 sobre a expressão de PTGER4 (OH et al., 2009). 

Em estudo usando um antagonista do PTGER4 em câncer cervical, ocorreu o bloqueio da sua 

sinalização e consequente diminuição da fosforilação de PKA, aumento da atividade de Bax e 

redução da fosforilação do glicogênio sintase quinase 3 (GSK3) β. Além disso, esse bloqueio 

reduziu a fosforilação de EGFR, o que diminuiu significativamente a atividade de Akt, proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK) e GSK3β.  Conjuntamente, verificou a translocação 

nuclear de β-catenina de uma maneira dependente do tempo. Em consequência de todas essas 

sinalizações, houve controle da sobrevivência, proliferação e angiogênese das células nos 

modelos in vitro e de xenoenxerto de câncer cervical (PARIDA et al., 2016). Além disso, foi 

demostrado o papel direto do PTGER2 no câncer cervical, no qual houve aumento da expressão 

de PTGER2 conforme maior o grau da neoplasia intraepitelial cervical (SCHMOECKEL et al., 

2020). 

Quanto ao receptor PTGER3 foi demostrado seu papel como prognóstico prejudicado 

nas taxas de sobrevida global de 250 pacientes, onde apresentou superexpressão, 

principalmente nos estágios linfonodal e estágio FIGO (HEIDEGGER et al., 2017). Ye e 

colaboradores (2020) demonstraram o papel e mecanismo de atuação de PTGER3 sobre a 

proliferação e a migração celular em câncer cervical. Seus resultados mostraram que PTGER3 

facilitou a migração de células de câncer cervical por meio da modulação da produção de PAI-

1 e uPAR em estágios vantajosos de malignidade cervical. Após o silenciamento de PTGER3 

os níveis de PAI-1 foram aumentados, para a fosforilação de ERK1/2 (que também foi regulada 

positivamente) e para a translocação de p53 do citoplasma para o núcleo. Além disso, a alta 
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expressão de PAI-1 inibe a clivagem de uPAR contribuindo para a migração inibida de células 

cancerígenas do colo do útero (YE et al., 2020).   

 

Figura 4: Via PTGS2/PGE2/PTGERs no câncer cervical 

  

 

Subtítulo: Os fosfolipídios de membrana são hidrolisados pela enzima fosfolipase A2 em ácido araquidônico que por sua vez 

é convertido em prostaglandina E2 por intermédio da enzima cicloxigenase 2. A prostaglandina se liga aos seus respectivos 

receptores associados a proteína G; quando ela se liga ao receptor 3 tem uma redução dos níveis de Adenil ciclase que causa 

redução de AMP cíclico (cAMP) que por sua vez ativa a via MAPK que ativa fatores de transcrição responsáveis por 

transcrevem genes pró-tumorais. Já quando PGE2 se liga aos receptores 4 e 2, os níveis de cAMP aumentam devido a ativação 

de Adenil ciclase, resultando na ativação da proteína quinase A que também ativa fatores de transcrição de genes pró-tumorais. 

A ativação desses genes resulta em proliferação celular aumentada, sobrevivência celular, metástase e angiogênese.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022 

 

Além de mediar processos inflamatórios e vias de transdução de sinais relacionadas ao 

câncer, foi evidenciado o papel da via PTGS2 sobre danos ao DNA. Foi relatado que durante o 

metabolismo do ácido araquidônico mediado pela enzima PTGS2 ocorreu a formação de 

heptanona-eteno (Hε) -DNA, um composto altamente mutagênico em células de mamíferos, 

sendo outro mecanismo de contribuição para a carcinogênese (SPEED; BLAIR, 2011). 

Portanto, tratamentos que visem a via PTGS2 podem atuar de forma eficiente para o 

controle neoplásico por estar intimamente relacionado ao processo tumorigênico.  

 

1.4 Papel da via MAPK (p38 e ERK) na inflamação associada ao câncer  
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As cascatas de proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) são vias de sinalizações 

principais que regulam uma ampla variedade de processos celulares, incluindo proliferação, 

diferenciação, apoptose e respostas ao estresse (GUO et al., 2020).  Geralmente, estímulos 

(fatores de crescimento, citocinas, vírus, ligantes de receptores acoplados à proteína G e 

oncogenes) se ligam e ativam glicoproteínas transmembrana da família do receptor tirosina 

quinase e ativam a cascata de transdução de sinal por fosforilação, seguida de transdução de 

sinal por intermediários citosólicos e, finalmente no núcleo, desencadeia a regulação da 

transcrição/tradução de genes efetores (BRAICU et al., 2019; CARGNELLO; ROUX, 2011). 

A cascata de ativação de sinais ocorre na seguinte ordem: MAPKKK (Mitogen 

Activated Protein kinase kinase kinase, representada por RAF e suas variantes), seguida por 

MAPK quinase (MAPKK: MEK1/2/3/4/5/6/7), e finalmente o MAPK, essa via pode ser 

observada nas Figuras 3 e 4. Existem três principais MAPKs clássicas com diferentes 

isoformas, ERKs, JNKs e p38, estas ao ser ativadas executam a resposta translocando-se ao 

núcleo e ativando fatores de transcrição que conduzem a expressão de genes de que coordenam 

inúmeros processos biológicos (BRAICU et al., 2019). Essas vias permitem que as células 

interpretem uma ampla gama de sinais externos e respondam adequadamente gerando uma 

infinidade de diferentes efeitos biológicos, porém a ativação excessiva dessas demonstrou 

induzir várias doenças, incluindo câncer e inflamação (CUADRADO; NEBREDA, 2010; 

GROSSI et al., 2014). 

No câncer cervical desencadeado pela infecção persistente por HPV, essas vias 

desempenham papel crucial reconhecendo o vírus a partir do receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR) induzindo a cascata Ras→MAPK→AP-1, resultando em uma resposta 

inflamatória e proliferativa, didaticamente demonstrado na Figura 3 (BONAB et al., 2021; 

SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007). A via p38/MAPK está relacionada 

principalmente ao estresse e apoptose das células, enquanto a via de sinalização ERK/MAPK, 

está intimamente relacionada à proliferação e diferenciação celular (BRAICU et al., 2019).  

A via p38 responde principalmente a sinais de estresse ambiental e estímulos 

inflamatórios e desempenha papéis importantes na manutenção da homeostase celular e 

resistência a drogas (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020). No câncer, p38 está envolvida 

intimamente com o microambiente tumoral, e desempenha um papel duplo, podendo atuar 

como antiproliferativo e supressor de tumor, mas também como oncogene em mecanismos de 

invasão, inflamação e angiogênese (GROSSI et al., 2014; LEE; RAUCH; KOLCH, 2020). No 

caso do câncer cervical, p38 desempenha papel oncogênico (JIN et al., 2016).  
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A p38 é inativa no estado não fosforilado, tornando-se rapidamente ativada pela dupla 

fosforilação, enquanto a duração da fosforilação é crucial na regulação do destino celular, por 

exemplo quando a fosforilação é longa frequentemente está associada à indução de apoptose; 

em contraste, a fosforilação transitória pode estar associada à sobrevivência induzida pelo fator 

de crescimento (COULTHARD et al., 2009). 

As proteínas ERK ativadas podem entrar no núcleo e se ligarem a fatores de transcrição 

que induzem a expressão gênica em resposta a estímulos extracelulares e regulam a 

proliferação, diferenciação, apoptose e transcrição celular (GUO et al., 2020). A ativação 

contínua da via de sinalização ERK pode promover a transformação de células normais em 

células tumorais, enquanto a inibição da via de sinalização ERK pode restaurar as células 

tumorais a um estado não transformado in vitro e pode inibir o crescimento tumoral in vivo 

(SEBOLT-LEOPOLD et al., 1999; GUO et al., 2020).  

Tanto ERK, quanto p38 ativam fatores de transcrição que leva a síntese de PTGS2 como 

demostrado nas Figuras 3 e 4, bem como de metaproteínases de matriz, atuando como 

intermediários chaves da inflamação no câncer, contribuindo para metástase, angiogênese, 

sobrevivência e proliferação celular (YOSHITAKE et al., 2020; SIMON et al., 1999) 

 

1.5 Papel da via MMP na inflamação e metástase associada ao câncer  

Uma outra via genética está intimamente ligada a PTGS2, é a via da metaloproteinases 

da matriz (MMPs), estudos mostraram que em alguns tipos de câncer, a expressão diminuída 

de PTGS2 resulta no nível reduzido de MMPs (SIVULA et al., 2005; LIU et al., 2015), assim 

como, a indução da superexpressão de PTGS2 leva ao aumento de MMPs (YANG et al., 2006; 

GAN et al., 2016). Isso ocorre porque as MMPs estão envolvidas no processo inflamatório, pois 

as mesmas atuam na remodelação da matriz extracelular (MEC), ocasionando a conversão na 

vasculatura, que segue por extravasamento de células imunes e angiogênese (LIBRA et al., 

2009; ADEFUYE et al., 2012). Além da mesma ter sua regulação dependente de citocinas e 

quimiocinas que são secretadas durante o processo inflamatório. Alguns estudos relatam uma 

associação entre essas transcrições de MMPs e a transcrição de HPV E6 e E7 na remodelação 

e diferenciação de tecidos (FERRANDINA et al., 2002; NUOVO et al., 1995). 

Especificamente no câncer, as MMPs participam do processo metastático que é o 

principal responsável pela malignidade tumoral. A metástase tumoral é um complexo processo 

biológico que envolve inúmeras etapas, na qual ocorre interações entre as células tumorais, as 

células hospedeiras e a matriz extracelular. Nesse processo, a proliferação de células tumorais 
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é aumentada, a adesão diminuída e componentes da matriz extracelular degradados. 

Consequentemente, as células tumorais saem do seu local de origem e são migradas pela 

corrente sanguínea até outros tecidos e órgão (LI; TUERGAN; ABULIZI, 2015). 

A degradação da matriz extracelular é de grande importância para a metástase acontecer. 

A matriz extracelular é o componente não celular que fornece suporte físico para estabilização 

dos constituintes celulares nos tecidos e órgãos e também permite a adesão célula a célula a 

partir da ligação do citoesqueleto celular à MEC.  Essa estrutura é altamente dinâmica, pois é 

continuamente remodelada, para a manutenção da função normal. A homeostase é mediada pela 

secreção coordenada de metaloproteinases de matriz (MMPs) e contrabalançado por inibidores 

teciduais de metaloproteinases (TIMPs).  As MMPs degradam proteoliticamente a matriz 

extracelular e causa o desprendimento entre as células e o tecido, dessa forma as células são 

capazes de se mover. Na carcinogênese a homeostase tecidual se torna desregulada, com 

aumento de MMPs e consequente metástase (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010).   

Dentre as MMPs, duas estão fortemente correlacionadas ao processo de invasão e 

metástase de células tumorais, a MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B), elas foram 

encontradas em grandes quantidades nos tecidos cancerígenos e plasmas (LIBRA et al., 2009; 

BRAICU et al., 2014; ZAJKOWSKA et al., 2018; FERNANDES et al., 2008). Como 

demostrado na Figura 5, MMP2 e MMP9 degradam proteoliticamente o colágeno de gelatina 

IV presentes na matriz extracelular e promove a infiltração de células tumorais ao longo da 

membrana basal lesada, promovendo a invasão e metástase do tumor através dos novos 

capilares (LI; TUERGAN; ABULIZI, 2015). O TIMP1 e TIMP2 inibe a ativação de MMP9 e 

MMP2, essa regulação ocorre por ligação do complexo C-terminal do TIMP com o domínio C-

terminal da pro-MMP (ZUCKER; CAO; CHEN, 2000; CALDEIRA; LARANHA, 2020). 

Evidencias mostram que MMP2 quando silenciada diminui a proliferação celular, 

apoiando a hipótese de que além de desencadear metástase ela também controla indiretamente 

a proliferação celular, pois seu silenciamento foi acompanhado da redução da expressão de IL-

6, fosfo-Stat3, Cyclin D1 e c-Myc, que são proteínas associadas ao ciclo celular e a apoptose 

(CUI; HU; KHALIL; 2017; KESANAKURTI et al., 2013).  

Em câncer cervical evidencias demostram total relação de MMP2 e MMP9 com mal 

prognóstico metastático, a expressão dessas metaloproteinases foram aumentadas em amostras 

cervicais de pacientes, em que quanto mais elevada pior o prognostico (BRANCA et al., 2006; 

WANG et al., 2013). Foi observada elevada expressão de MMP2 e contrariamente baixa 

expressão do seu antagonista TIMP2 (BRANCA et al., 2006). A migração das células HeLa de 

adenocarcinoma de colo de útero foi significativamente reduzida após regulação positiva de 
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TIMP1 e negativa de MMP9 (HUSSAIN et al., 2012). Essas evidencias indicam que um 

tratamento que visa regulação positiva de TIMPs e negativa de MMPs reduzem a invasão e 

metástase de câncer cervical, se mostrando assim marcadores alvos para controle neoplásico.    

 

Figura 5:Via MMPs/TIMPs no câncer cervical 

 

Subtítulo: O tumor primário é convertido a um tumor metastático pela ação de metaloproteinases de matriz (MMP) que 

degradam componentes da matriz extracelular, que desencadeia a migração e invasão das células tumorais para outros tecidos 

e órgãos. Os TIMPs inibem as ações de MMPs que consequentemente contém os processos metastáticos.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022. 

 

1.6 Agentes Anti-inflamatórios e câncer  

 

Sabendo do papel da inflamação no câncer, o efeito anti-inflamatório sobre a via 

PTGS2 se mostra bastante promissor como um alvo terapêutico no câncer (TASLEEM et al., 

2014). Evidencias demostram que a ingestão diária de aspirina ou outros anti-inflamatórios não 

esteroides (AINEs), produziu reduções de risco de 63% para câncer de cólon, 39% para mama, 

36% para pulmão e 39% para câncer de próstata. Além de também prevenir câncer de esôfago 

(73%), estômago (62%) e ovário (47%) (HARRIS et al., 2005). Em câncer cervical estudos 

mostraram que uso de AINEs provocam redução do risco do desenvolvimento neoplásico em 

54% (FRIEL et al., 2015), além de reduzir a angiogênese e induzir a apoptose 

(JOHARATNAM-HOGAN et al., 2020).  
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O mecanismo subjacente a ação anti-inflamatórias da aspirina é pela inibição 

irreversível por acetilação da enzima PTGS1 e PTGS2 em plaquetas. As plaquetas circulantes 

demonstram estar relacionadas as metástases tumorais, por facilitar a interação das células 

tumorais com a matriz extracelular, permitindo a evasão imune de células tumorais. Estudos 

demostraram o aumento metastático em carcinoma de cólon após exposição as plaquetas e 

redução dessa capacidade com introdução da aspirina (GUILLEM-LLOBAT et al., 2017; 

JOHARATNAM-HOGAN et al., 2020).   

Sabendo da eficiência da inflamação como alvo terapêutico no câncer, outros agentes 

anti-inflamatórios estão sendo investigado, como o alcaloide piperina. Esse alcaloide 

demostrou efeito inibidor de PTGS2, e um melhor valor de afinidade (-7,8 kcal mol-1) e ligação 

de energia (–85,08 kcal mol – 1) do que aspirina e celecoxibe (ZAKERALI; SHAHBAZI, 

2018). Outros dados apontam o efeito anti-inflamatório de piperina por suprimir a PTGS2 e a 

produção de PTG2, bem como MMP-3 e MMP13 em condrócitos de osteoartrite humano 

(YING et al., 2013). Piperina também suprimiu a inflamação induzida por isquemia-reperfusão 

cerebral através da repressão de ciclooxigenase-2 (PTGS2), óxido nítrico sintase (NOS-2) e 

fator nuclear kappa B (NF-κB). Além disso, piperina atuou na ativação de p38 fosforilado, JNK 

e AP-1, bem como os níveis de PTGS2/ PGE2 e síntese de iNOS em células de queratinócitos 

humanos após irradiação de UV-B, tendo, portanto, efeito anti-inflamatório modulado por essas 

vias (JAISIN et al., 2020). Entretanto, a via inflamatória por ação de piperina foi pouco 

investigada em casos de neoplasias.  

 

1.7 Piperina no câncer  

A piperina (1-piperoilpiperidina) é um amino alcaloide considerado o principal 

metabólito derivado do fruto da Piper nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta 

longa), ela possui além da atividade anti-inflamatória outras propriedades farmacológicas e 

bioquímicas (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019) sendo elas, 

imunomoduladoras, antioxidantes, antiasmáticas, anti-úlceras, anti-amebianas e 

anticancerígenas (MEGHWAL; GOSWAMI, 2013). Nas últimas décadas, os fitomedicamentos 

demonstraram um papel fundamental na descoberta de drogas, onde 50% dos medicamentos 

aprovados pela Administração de Alimentos e Medicamentos (FDA) são de origem natural 

(NEWMAN et al., 2012). 

A propriedade antitumorigênica da piperina foi evidenciada em função da indução da 

parada do ciclo celular, aumento da autofagia e apoptose, bem como desequilíbrio redox da 
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homeostase. Além disso, piperina inibe a angiogênese e a degradação da matriz extracelular 

(MEC), afeta direta e indiretamente a sobrevivência das células tumorais e extingue os 

processos de invasão e metástase, sem efeitos tóxicos significativos nas células normais 

(SUNILA; KUTTAN, 2004; KUMAR et al., 2011; PAARAKH et al., 2015).  

Foram realizados vários estudos com diferentes linhagens celulares, em que foi 

demonstrado os mecanismos moleculares de ação da piperina em cada tipo celular que serão 

revisados a seguir. Em carcinoma de cólon, a piperina atou causando parada do ciclo celular na 

fase G1 associada à diminuição da expressão de ciclinas D1 e D3 e de seus parceiros quinase 

dependente de ciclina 4 (CDK4) e 9 (CDK9), além disso, piperina desencadeou a apoptose pelo 

estresse do retículo endoplasmático (YAFFE et al., 2015). Em fibrosarcoma, a piperina teve 

efeitos anti-invasivos em função da inibição da fosforilação de PKCα e ERK e pela redução da 

ativação do fosforilado, do fator nuclear-kB (NF-κB) e do ativador da proteína-1 (AP-1), 

levando à regulação negativa da expressão de MMP-9 (HWANG et al., 2011). Em carcinoma 

hepatocelular, a piperina provocou a apoptose mediada por mitocôndrias, além da inibição da 

enzima catalase e da expressão proteica da tirosina quinase que levou por consequência a 

mitigação da progressão do câncer (GUNASEKARAN; ELANGOVAN; DEVARAJ, 2017).  

Em leucemia, a piperina provocou a indução da apoptose, mediada pelas mitocôndrias 

e pelo aumento da expressão de Bax, conjuntamente provocou a parada na fase S do ciclo 

celular e supressão da migração e invasão celular (LI et al., 2020).  Em câncer de mama, 

piperina reduziu a proliferação e a migração celular, levou a apoptose junto a ativação da 

caspase 3, além disso, piperina provocou a parada das células na fase G2 / M com uma redução 

na expressão da ciclina B1 e redução da expressão de MMP9, MMP13 (LAI et al., 2012).  

Em células troncos de câncer de mama, a piperina inibiu a formação de mamosfera, 

pela sinalização Wnt (KAKARALA et al., 2010). Em melanoma, piperina mediou a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), que ocasionou a indução de danos ao DNA e ativação 

do ponto de verificação quinase 1 (Chk1) conduzindo à parada das células na fase G1 do ciclo 

celular e a apoptose (FOFARIA; KIM; SRIVASTAVA, 2014). Em carcinoma oral, a piperina 

induziu a morte celular pela diminuição da liberação de MMP e ERO seguido pela ativação da 

caspase-3 e parada do ciclo celular (SIDDIQUI et al., 2017). Em osteosarcoma, a piperina inibiu 

a proliferação celular, provocando a parada do ciclo celular na fase G2 / M e reduziu a migração, 

via expressão aumentada de TIMP1/2 e diminuída de MMP2 /9 (ZHANG et al., 2015). 

Em carcinoma de ovário, a piperina suprimiu a proliferação celular via indução da 

apoptose, seguida pela liberação do citocromo c mitocondrial para o citosol e ativação da 

caspase 3 e 9 e da PARP clivada, além disso, piperina diminuiu a fosforilação de JNK e 
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p38/MAPK (SI et al., 2018). Em câncer de próstata, piperina inibiu a proliferação e migração 

celular, induziu a apoptose por meio da ativação da caspase 3 e clivagem de proteínas PARP-

1, piperina também interrompeu a expressão do receptor de andrógeno e redução dos níveis de 

antígeno específico da próstata, além disso, a piperina levou a expressão reduzida de fatores de 

transcrição de STAT-3 fosforilado e NF-kB (SAMYKUTTY et al., 2013). Em câncer de 

pulmão, a piperina também atua na modulação da tumorigênese, inibindo as vias de sinalização 

de TGF e interrompendo eventos relacionados a transição epitélio mesenquimal (EMT) 

(FONSECA et al., 2020). Em adenocarcinoma retal, a piperina reduziu o crescimento celular, 

inibiu a atividade metabólica e a progressão do ciclo celular, conjuntamente, piperina causou a 

morte celular por apoptose, alterou a morfologia celular e levou ao aumento da produção de 

ERO (YAFFE et al., 2013). 

Quanto ao câncer de colo de útero, é pouco relatado o efeito da piperina, entretanto 

quando a linhagem celular de adenocarcinoma de colo de útero (HeLa) é exposta à piperina 

ocorre a inibição do crescimento de células com um aumento na geração de ERO, condensação 

nuclear e cicatrização de ferida tardiamente. Além disso, a piperina estimula a morte celular 

por apoptose pela perda de MMP, fragmentação de DNA, ativação da caspase 3 e inibição do 

crescimento celular devido a parada das células na fase G2/M (JAFRI et al., 2019).  

Podemos verificar que os estudos sobre a piperina se baseiam no envolvimento de vias 

genéticas relacionadas com o ciclo celular e apoptose, entretanto a via inflamatória ainda não 

foi investigada, mesmo sabendo-se que a infecção persistente por HPV é a principal causa do 

câncer de colo de útero. Sendo assim, criamos a hipótese que o efeito antitumorigênico da 

piperina em câncer de colo de útero pode ser modulado pelas vias inflamatórias da 

cicloxigenase prostaglandina. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Investigar in vitro o efeito antitumoral de piperina em câncer cervical e determinar se 

esse efeito é modulado pelas vias inflamatórias associada ao câncer. 

2.2 Objetivo específico 

Investigar o efeito antitumoral da piperina nas linhagens celulares HeLa, SiHa, CaSki e 

HaCaT (não tumoral) pelas análises relacionadas às transformações neoplásicas, sendo elas 

morfologia celular, proliferação celular, citotoxicidade, migração celular, formação de 

colônias, genotoxicidade, apoptose e ciclo celular.   

Além de explorar o efeito de piperina sobre a modulação das vias inflamatórias 

associada ao câncer a partir de análises de expressão dos genes PTGS2, PTGER2, PTGER3, 

PTGER4, MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2, HPV16-E6 e HPV16-E7, das proteínas PTGS2, 

MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2, p38/MAPK e ERK/MAPK, e da secreção de interleucina 1 

beta (IL-1β), interleucina 8 (IL-8), e proteína quimiotática para monócitos (MCP-1).  
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RESUMO 

O câncer cervical é o quarto tipo de câncer que mais causa morte em mulheres no mundo, sendo 

principalmente decorrente da infecção persistente pelo vírus do HPV que desencadeia um 

processo inflamatório crônico. Por isso, o uso de anti-inflamatórios se torna uma opção de 

tratamento, como é o caso da piperina, um amino alcaloide derivado da Piper nigrum, que é 

pouco compreendida na inflamação do câncer cervical, tornando um alvo de pesquisa. Assim, 

esse trabalho objetivou investigar o efeito antitumoral de piperina in vitro em câncer cervical e 

determinar se esse efeito é modulado pela via PTGS2. Para isso, as células HeLa, SiHa, CaSki, 

HaCaT foram avaliadas quanto a morfologia, proliferação, viabilidade e migração celular, 

formação de colônias, apoptose e ciclo celular, visando compreender o efeito de piperina sobre 

a transformação neoplásica, bem como foram realizados os ensaios de qPCR e Western Blot 

das vias PTGS2 e MMPs, ELISA das citocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1 e imunocitoquimica das 
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MAPKs (p38 e ERK), visando compreender como piperina modula essas vias inflamatórias. Os 

resultados mostraram que piperina alterou a morfologia das células, reduziu a proliferação e 

viabilidade celular. Piperina também reduziu a formação de colônia, conduziu a parada das 

células na fase G1/G0 e G2/M do ciclo celular, com posterior indução a apoptose. Quanto a 

modulação das vias inflamatórias, piperina reduziu a expressão de PTGS2 e dos receptores 3 e 

4 da PGE2 (PTGER2, PTGER3 e PTGER4), o que refletiu na redução da secreção das citocinas 

IL-1β, IL-8 e MCP-1, junto a redução da expressão de p38 e ERK. Além disso, a piperina inibiu 

a migração celular, por reduzir a expressão de MMP2 e MMP9 e aumentar a expressão de 

TIMP1 e TIMP2. Portanto, a piperina reduz parâmetros associados a evolução neoplásica in 

vitro por atuar sobre a via PTGS2, que por sua vez regula a secreção de citocinas e a expressão 

de MAPKs, MMPs e TIMPs, demostrando ser um potencial fitoterápico para tratamento 

complementar de câncer de colo de útero. 

 

Palavras chaves: câncer ginecológico, fitoterápicos, alcaloide, piperina. 

 

INTRODUÇÃO  

O câncer cervical é classificado como o quarto câncer mais frequentemente 

diagnosticado e a quarta principal causa de morte por câncer em mulheres no mundo no ano de 

2020. Em termos globais, a maioria dos casos (58,5%) e mortes (70,4%) ocorrem em áreas com 

menores níveis de desenvolvimento humano (SUNG et al., 2021). Isso ocorre porque a maioria 

dos casos de câncer cervical são causados por infecção persistente com genótipos 

carcinogênicos do vírus do papiloma humano (HPV) (CHEN et al., 2017; SUNG et al., 2021) 

com prevalência mundial em aproximadamente 90% dos carcinomas cervicais (ARBYN et al., 

2020). 

A infecção persistente pelos HPV 16 e 18, considerados de alto risco, aceleraram a 

progressão do câncer do colo do útero, revogando os principais inibidores da proliferação 

celular e acentuadores da apoptose (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990; GHITTONI, et 

al., 2010). Isso ocorre por mecanismos regulatórios nos quais a oncoproteína E7 se liga aos 

membros da família de proteínas do retinoplastoma, pRB (p105, p107, p130) promovendo sua 

degradação, enquanto a oncoproteína E6 se liga e inativa o p53, por uma via dependente de 

ubiquitina, resultando em progressão descontrolada do ciclo celular e perda dos mecanismos de 

reparo do DNA, com o consequente acúmulo de mutações criando instabilidade genômica 

(SENBA; MORI, 2012).  
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Além disso, a inflamação é desencadeada na presença do vírus, porém quando a 

infecção é persiste a inflamação que antes era pra conter o vírus se torna crônica, sendo 

responsável por progredir para uma neoplasia (LIU et al., 2013; CHEN et al., 2018). A 

inflamação crônica está presente em cerca de 20% dos cânceres humanos e é a principal 

responsável pela malignidade por propiciar metástase e angiogênese (SINGH et al., 2019; YE 

et al., 2020).   

Acredita-se que a via transdutora de sinais dos receptores da cicloxigenase-2- 

prostaglandina E2 (PTGS2-PGE2-PTGERs) é a via central envolvida na inflamação crônica 

associada a transformações oncológicas nas carcinogêneses ginecológicas. Dados demonstram 

uma regulação positiva dessa via em câncer cervical induzida por HPV (YE et al., 2020).  Essa 

regulação ocorre a partir da liberação de citocinas e de anfirregulina pelo vírus, o que estimula 

a cascata das proteínas quinase (MAPK), esta por sua vez ativa fatores de transcrição AP-1 e 

NFk-B responsáveis por ativar a transcrição de cicloxigenase 2 (PTGS2) (HAGLUND; 

RUSTEN; STENMARK, 2007; SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007; KIM et al., 

2013). A cicloxigenase 2 é uma enzima que catalisa a síntese de prostaglandina E2 (PGE2) e 

suas funções ocorrem pela ligação aos seus respectivos receptores acoplados a proteína G 

presente na membrana, sendo eles PTGER1, PTGER2, PTGER3 e PTGER4, em que cada qual 

sinaliza uma resposta (O’ CALLAGHAN; HOUSTON, 2015), sendo os receptores 2, 3 e 4 os 

mais envolvidos com o câncer cervical (PARIDA et al., 2016; SCHMOECKEL et al., 2020; 

SALES et al., 2001; SALES et al., 2002; OH et al., 2009).  A ativação exacerbada da via 

PTGS2-PGE 2-PTGERs desencadeia o aumento da proliferação, sobrevivência celular, 

angiogênese e metástase (ADEFUYE; SALES, 2012; SINGH et al., 2019; YE et al., 2020).  

Sabendo do papel da inflamação no câncer, o efeito anti-inflamatório sobre a via 

PTGS2 se mostra bastante promissor como um alvo terapêutico no câncer (TASLEEM et al., 

2014). Evidências demostram que a ingestão diária de aspirina ou outros anti-inflamatórios não 

esteroides (AINEs), produziu redução de risco de desenvolvimento de vários tipos de câncer, 

inclusive do cervical, onde essa redução foi de 54% (FRIEL et al., 2015), além do mesmo 

reduzir a angiogênese e induzir a apoptose (JOHARAT-NAM-HOGAN et al., 2020). O 

mecanismo subjacente a ação anti-inflamatórias da aspirina é pela inibição irreversível por 

acetilação da enzima PTGS1 e PTGS2 em células plaquetárias (GUILLEM-LLOBAT et al., 

2017; JOHARATNAM-HOGAN et al., 2020).    

Em vista da eficiência da inflamação como alvo terapêutico no câncer, outros agentes 

anti-inflamatórios estão sendo investigado, como o alcaloide piperina. Esse alcaloide 

demostrou efeito inibidor de PTGS2, e um melhor valor de afinidade (-7,8 kcal mol-1) e ligação 
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de energia (–85,08 kcal mol – 1) do que aspirina e celecoxibe (ZAKERALI; SHAHBAZI, 

2018). Outros dados apontam o efeito anti-inflamatório de piperina por suprimir a via PTGS2 

em condrócitos de osteoartrite humano (YING et al., 2013), inflamação induzida por isquemia-

reperfusão cerebral e em células de queratinócitos humanos após irradiação de UV-B (JAISIN 

et al., 2020). Entretanto, vias inflamatórias por ação de piperina foi pouco investigada em casos 

de neoplasias.  

A piperina (1-piperoilpiperidina) é um amino alcaloide considerado o principal 

metabólito derivado do fruto da Piper nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta 

longa), ela possui além da atividade anti-inflamatória outras propriedades farmacológicas e 

bioquímicas incluindo a antitumoral (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019).  

Nas últimas décadas, os fitomedicamentos demonstraram um papel fundamental na descoberta 

de drogas, onde 50% dos fármacos aprovados pela Administração de Alimentos e 

Medicamentos (FDA) são de origem natural (NEWMAN et al., 2012). 

A propriedade antitumorigênica da piperina foi evidenciada em diferentes tipos de 

câncer, onde demonstrou alvejar vias envolvidas com o ciclo celular e apoptose 

(ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 2019), porém pouco se sabe sobre o papel de 

piperina na inflamação do câncer, e em especial no câncer cervical, sendo um importante 

mecanismo a se investigar. Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi investigar in vitro o efeito 

antitumoral de piperina em câncer cervical e determinar se esse efeito é modulado 

negativamente pelas vias inflamatórias associada ao câncer. 

 

RESULTADOS 

 

Piperina altera morfologia, viabilidade e proliferação celular. 

Nossos resultados mostraram que piperina alterou a morfologia de todas as linhagens 

celulares estudadas. Na linhagem HeLa e HaCaT, a piperina reduziu o tamanho celular, as 

células antes fusiformes e estreladas adquiriram um formato arredondado e com vacúolos na 

membrana (blebs) como demonstrado na seta grossa e na seta divisa da Figura 1A. Na linhagem 

celular SiHa, as células antes fusiformes se tornaram arredondadas e amorfas, devido a remoção 

do contorno celular, causado provavelmente pela ruptura da membrana plasmática apontada 

pela seta pequena. Já na linhagem CaSki foi observado formação de vesículas intracelulares 

(ponta de seta na Figura 1A) após tratamento com piperina.  

Quanto a proliferação celular, a piperina em altas concentrações, a reduziu 

significativamente. Conforme demonstrado na Figura 1B, a piperina reduziu a proliferação 
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celular, a partir da concentração de 50µM, em todas as células, excetuando as células HeLa 

onde a concentração de 100 µM não alterou essa propriedade.   

Em relação a viabilidade celular, a piperina a reduziu em altas concentrações nas 

linhagens tumorigênicas a partir do tempo de 24h, porém na linhagem não tumorigênica 

(HaCaT), piperina só teve esse efeito no tempo de 72h, demonstrando que os tempos de 24h e 

48h seriam melhores a fim de evitar efeito citotóxico em células não tumorais (Figura 1C). 

 

Figura 1 - Piperina altera morfologia, viabilidade e proliferação celular. 

 

Subtítulo: (A) Fotomicrografia da morfologia das linhagens celulares HeLa, SiHa CaSki e HaCaT após 24h de 
tratamento com controle (DMSO) e piperina [150µM]. Seta grossa e seta divisa apontando os blabs, ponta de seta 
mostrando as vesículas intracelulares e seta fina mostrando rompimento da membrana. (B) Gráfico representativo 
da proliferação celular das células após tratamento com piperina nas concentrações de 50, 100, 150, 200 e 300µM, 
após, 4, 24, 48 e 72h de tratamento. (C) Viabilidade das células tratadas com piperina nas concentrações de 25, 
50, 100, 150, 200, 250 e 300µM e após 24, 48 e 72h de tratamento. * vs controle, p <0.05. 
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022. 
 

O IC50 de piperina variou conforme a linhagem celular estudada, compreendendo 

valores entre 42,92 e 218,4µM, conforme demostrado na tabela 1. Estudos evidenciaram que a 

dose de tratamento em outras linhagens de diferentes tipos de células tumorais varia de 75 a 

200µM nos tempos de incubação de 24 e 48h (ZADOROZHNA; TATARANNI; MANGIERI, 
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2019), corroborando com os IC50 em câncer de colo de útero nesses tempos. É interessante notar 

que na HaCaT o IC50 no tempo de 24h é o mais alto, sendo 218µM, mostrando que 

concentrações inferiores a essa não causariam citotoxicidade. Portanto, em função da rápida 

biodisponibilidade de piperina (ZHANG et al., 2021), foi escolhido o tempo de 24h de 

tratamento e a concentração de 150 µM por ser bem inferior ao IC50 das não tumorais ser uma 

concentração bioativa nas células tumorais. 

 

Tabela 1. Índice de citotoxicidade de piperine nas células HeLa, SiHa, CaSki e HaCaT nos 
tempos de 24, 48 e 72h 

 24h 48h 72h 

HeLa 208,0 151,0 69,97 

SiHa 182,3 190,7 187,7 

CaSki 167,8 83,36 104,2 

HaCaT 218,4 162,5 181,7 

 

Piperina inibe a formação de colônias, prejudica a progressão do ciclo celular e induz a 

apoptose por fragmentação do DNA 

Os resultados mostraram que a piperina suprimiu a proliferação celular das células 

HeLa, SiHa, CaSki e HaCaT, impedindo a formação de colônias, como representado pela 

Figura 2A. A piperina regulou esse processo pela parada das células em pontos de verificação 

do ciclo celular, em que nas células CaSki, SiHa e HaCaT isso ocorreu na fase G1/G0 como 

representado na Figura 2B e nas células HeLa, que se difere das demais por ser células epiteliais 

glandulares secretoras, piperina conduziu a parada das células na fase G2/M.  

Durante a parada na fase G1/G0 e G2/M, as células passam por processos moleculares 

para escolha do melhor destino: se autorrenovar, se diferenciar ou morrer (MASSAGUÉ, 2004; 

KASTAN; BARTEK, 2004). Nesse caso as células foram destinadas a morrer através de um 

mecanismo programado de morte celular, a apoptose. Os resultados mostram que piperina 

causou morte celular programada apoptótica nas quatro células investigadas como mostra a 

Figura 2C, porém nas células não tumorais piperina não levou a apoptose tardia tendo efeitos 

menos significativos. A fragmentação do DNA é um processo presente na apoptose, que pode 

ser notado pelo ensaio cometa, em que o tratamento com piperina causou fragmentação do DNA 

nas células tumorais, mas não foi genotóxico as células não tumorais (Figura 2D). 
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Figura 2 – Piperina inibe a formação de colônias, prejudica a progressão do ciclo celular e 
induz a apoptose por fragmentação do DNA  

 

Subtítulo: (A) Fotografia da formação de colônias e número de células por colônias nas linhagens SiHa, HeLa, CaSki e HaCaT 
após 14 dias de tratamento com controle (DMSO) e com piperina [150µM]; (B) Análise do ciclo celular na linhagem SiHa, 
HeLa, CaSki e HaCaT após o tratamento com controle (DMSO) e com piperina [150µM].  (C) Gráficos representativos da 
morte celular apoptótica avaliada pela fluorescência de Anexina V-PE e 7-AAD em citometria de fluxo, em que Anexina V-
PE (-) e 7-AAD (-) representa células viáveis (VC), Anexina V-PE (+) e 7-AAD (-) representa apoptose inicial (EA), Anexina 
V-PE (+) e 7-AAD (+) representa apoptose final (LA) ou necrose (N); (D) Fotomicrografias de fluorescência de núcleos  das 
células CaSki com diferentes tipos de danos avaliado pelo ensaio cometa em que (0) sem danos aparente, (1) dano 1, com uma 
vez o tamanho do núcleo, (2) dano 2, duas vezes o tamanho do núcleo e (3) dano 3, de duas ou mais vezes o tamanho do núcleo. 
E gráficos representativos do índice de dano nas células linhagem SiHa, HeLa, CaSki e HaCaT da estatística após tratamento 
com controle (DMSO) e [150µM], * vs controle p<0,05, . ** vs controle, p <0,01, **** vs controle, p <0.0001.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022 

 

Piperina reduz migração celular em câncer cervical por meio da regulação de 

metaloproteinases de matriz e seus antagonistas 

Nas três linhagens tumorais, HeLa, SiHa e CaSki, a piperina reduziu 

significativamente a migração celular, enquanto que na linhagem não tumorigênica, HaCaT 

(Figura 3A), essa redução foi menos intensa, sendo assim um ponto positivo do fitoterápico que 

se mostrou seletivo. 

A piperina demostrou regular MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 em células de câncer 

cervical a nível gênico e proteico. O gene da MMP9, bem como sua respectiva proteína foi 
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regulado negativamente nas células SiHa, CaSki e HaCaT. Nas células HeLa, SiHa e HaCaT a 

piperina provocou redução da expressão de RNA mensageiro de MMP2, já a proteína codificada 

por esse RNA foi regulada negativamente por piperina em todas as células analisadas. A nível 

gênico e proteico o TIMP1 foi superexpresso nas quatro células investigadas por ação de 

piperina. No caso do TIMP2, piperina regulou a expressão genica positivamente nas células 

CaSki e negativamente nas células não tumorais (HaCaT), no caso da expressão proteica, houve 

aumento da sua expressão nas células CaSki e SiHa e diminuição da expressão nas células 

HaCaT após o tratamento com piperina (Figura 3B e 3C).   
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Figura 3 – Piperina reduz migração celular em câncer cervical por meio da regulação de 

metaloproteinases de matriz e seus antagonistas. 

 

 
Subtítulo: (A) Fotomicrografia da migração das células HeLa, SiHa, CaSki e HaCaT na câmara inferior do transwell, após 24h 

de tratamento com controle (DMSO) e com piperina [150µM] e os respectivos gráficos estatísticos. (B) Gráficos das expressões 
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do mRNA de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 que foram analisadas após o tratamento com piperina, em relação ao controle 

nas células HeLa SiHa, CaSki e HaCaT. A linha pontilhada (≥ 1,0 ou ≤ -1,0) equivale à diferença da expressão significativa, 

baseada no logaritmo 2. (C) Gráficos de expressão proteica de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 por Western Blot em células 

HeLa SiHa, CaSki e HaCaT após tratamento com controle (DMSO) e piperina [150µM]. * vs controle, p <0.05, ** vs controle, 

p <0.01, *** vs controle, p <0.001.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022. 
 

Piperina reduz a tumorigênese por regular a via inflamatória PTGS2 e a secreção de 

citocinas 

Os resultados mostraram que piperina regulou negativamente a expressão gênica e 

proteica de PTGS2 nas células CaSki e SiHa e apenas a nível proteico na linhagem HeLa. Os 

receptores, PTGER2, PTGER3 e PTGER4, tiveram expressão gênica reduzida em todas as 

células tumorais, indicando redução da atuação da prostaglandina E2 sobre eles (Figura 4A e 

4B). Já nas células não tumorais (HaCaT), o efeito foi inverso tendo uma regulação positiva de 

PTGS2 e seus receptores (PTGER2, PTGER3 e PTGR4) (Figura 4A e 4B), mostrando efeito 

pro-inflamatório em células não tumorais. 

Quanto à secreção de citocinas, os resultados indicam que piperina reduziu a secreção 

de IL-1β nas células HeLa e SiHa, não variou em relação ao controle nas células CaSki e 

aumentou sua secreção na célula não tumoral (HaCaT). A citocina IL-8 teve sua secreção 

reduzida nas células HeLa e CaSKi, mas não teve variação nas células SiHa e HaCaT, após 

tratamento com piperina. Em relação a quimiocinas MCP-1, a piperina reduziu seus níveis nas 

células SiHa e CaSki, porém não variou nas células HaCaT e HeLa (figura 4C). 
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Figura 4 - Piperina reduz a tumorigênese por regular a via inflamatória PTGS2 e a secreção de 

citocinas 

 

Subtítulo: (A) Gráficos das expressões do mRNA de PTGS2, PTGER2, PTGER3 e PTGER4 que foram analisadas após o 

tratamento com piperina, em relação ao controle nas células HeLa SiHa, CaSki e HaCaT. A linha pontilhada (≥ 1,0 ou ≤ -1,0) 

equivale à diferença da expressão significativa, baseada no logaritmo 2. (B) Gráficos de expressão proteica de PTGS2 por 

Western Blot em células HeLa SiHa, CaSki e HaCaT após tratamento com controle (DMSO) e piperina [150µM]. (C) Gráficos 

do ensaio colorimétrico ELISA para análise das citocinas/quimiocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1 secretadas pelas células SiHa, 

HeLa, CaSki e HaCaT após tratamento com controle (DMSO) e piperina (150µM). * vs controle, p <0.05, ** vs controle, p 

<0.01, *** vs controle, p <0.001 **** vs controle, p <0.0001.  
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022. 

 

Piperina reduz a expressão de oncogenes do HPV16 nas células CaSki 

Conforme demostrado na figura 5, piperina reduziu a expressão significativamente (de 

4 a 6 vezes menos) das oncogenes E6 e E7 nas células CaSki, mas não modificou os níveis de 

expressão nas células SiHa.  

Figura 5: Piperina reduz a expressão de oncogenes do HPV16 nas células CaSki 

 

Subtítulo:  Gráficos das expressões do mRNA de HPV16-E6 e HPV16-E7 que foram analisadas após o tratamento com piperina, 

em relação ao controle nas células SiHa e CaSki. A linha pontilhada (≥ 1,0 ou ≤ -1,0) equivale à diferença da expressão 

significativa, baseada no logaritmo 2.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022 
 

Piperina modula a expressão de p38 e ERK (MAPKs) 

Nossos resultados mostraram que houve uma redução da expressão de p38, nas células 

tumorais (HeLa, SiHa e CaSki) em todos os compartimentos celulares analisados (células em 

sua totalidade, núcleo e citoplasma). Além disso piperina aumentou a translocação nuclear de 

p38 nas células CaSki exclusivamente (Figura 6). De modo contrário, nas células não tumorais, 

HaCaT, a expressão de p38 aumentou significativamente tanto no núcleo quanto no citoplasma. 

Apesar de piperina ter aumentado a expressão de p38 nessas células, ela reduziu o processo de 

translocação nuclear, tendo uma porcentagem inferior de p38 ativa no núcleo em relação ao 

citoplasma. 
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Figura 6 - Piperina modula a expressão de p38 

 Subtítulo: Imunocitoquimica da expressão proteica de p38/MAPK: apontada pela seta amarela no citoplasma e pela rosa no 

núcleo. Gráficos demostrando a densitometria em cada compartimento celular e de translocação nuclear após tratamento com 

controle (DMSO) e piperina [150µM]. * vs controle, p <0.05, ** vs controle, p <0.01, *** vs controle, p <0.001.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022 
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A expressão de ERK foi reduzida em todos os compartimentos celulares das linhagens 

de câncer cervical, como evidente na Figura 7. Entretanto, apesar da piperina ter reduzido a 

expressão de ERK houve um aumento da translocação nuclear dessa proteína após o tratamento 

com piperina. Enquanto nas células HaCaT a expressão de ERK e sua translocação não foi 

alterada pela ação de piperina, justificando os efeitos menos acentuados sobre o ciclo celular e 

proliferação dessas células. 
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Figura 7 – Piperina modula a expressão de ERK.  

Subtítulo: Imunocitoquimica da expressão proteica de ERK/MAPK: apontada pela seta amarela no citoplasma e pela rosa no 

núcleo. Gráficos demostrando a densitometria em cada compartimento celular e de translocação nuclear após tratamento com 

controle (DMSO) e piperina [150µM]. * vs controle, p <0.05, ** vs controle, p <0.01, *** vs controle, p <0.001.  

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022 
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DISCUSSÃO 

A proliferação celular aumentada constitui o principal mecanismo que desencadeia a 

carcinogênese, sendo um importante alvo das terapias contra o câncer (FEITELSON et al., 

2015). Os resultados mostraram ótimos efeitos da piperina sobre a proliferação celular, na qual 

foi reduzida significativamente em diferentes concentrações na curva de crescimento e na 

formação de colônias. O mecanismo desencadeado pela piperina que diminuiu essa propriedade 

foi a parada das células em diferentes fases do ciclo celular, em que nas células epidermoides 

foi na fase G1/G0 e nos adenocarcinomas na fase G2/M.  

Esse mecanismo em termos moleculares foi regulado pela proteína ERK, a qual teve 

sua expressão modulada negativamente pela piperina. A via ERK quando excessivamente 

ativada, aumenta a proliferação das células, por ativar fatores de transcrição como CREB 

(proteína de ligação ao elemento de resposta cAMP), c-Myc (regulador transcricional Myc-

like), AP-1 e NF-κB que desempenham ações sobre genes que induzem a proliferação celular 

(GUO et al., 2020; SUN et al., 2015).  

Outros mediadores moleculares associados a proliferação celular são as citocinas IL-

1β e IL-8 que são excessivamente secretadas em câncer cervical contribuindo também para 

metástase, angiogênese e sobrevivência celular (APTE et al., 2006; VENDRAMINI-COSTA; 

CARVALHO, 2012; RÉBÉ; GHIRINGHELLI, 2020; JIA et al., 2018; PARADKAR et al., 

2014; VAHEDPOUR et al., 2021). As oncogenes E6 e E7 do HPV16 também estão associadas 

a esses mecanismos, pois degradam mediadores envolvidos no controle da proliferação das 

células e apoptose (SENBA; MORI, 2012). Assim, a baixa expressão dessas citocinas e de E6 

e E7 por ação de piperina demonstram ser responsáveis pela redução desses eventos celulares.  

O controle da sobrevivência celular é uma propriedade que mantém a homeostase 

fisiológico das células, pois quando uma célula está danificada ou geneticamente alterada sem 

que seja possível ocorrer o reparo, essas são enviadas para a morte celular programada. No 

câncer, ocorre um descontrole desse mecanismo que permite a sobrevivência de células 

mutadas para progressão tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2000; KASTAN; BARTEK, 

2004). Nossos resultados apontam que piperina conteve a viabilidade celular em diferentes 

concentrações e que o mecanismo de morte responsável foi a morte celular programada 

apoptótica.  

A apoptose é caracterizada por eventos moleculares que provoca o encolhimento 

celular, perda de organelas, formação de vacúolos na membrana (blebs) e fragmentação do 

DNA (YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020), esses caracteres morfológicos estão bem 
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evidentes no nosso ensaio de morfologia e em especial a fragmentação do DNA foi demostrada 

pelo ensaio cometa, onde a cauda do cometa é proporcional a quantidade de DNA fragmentado 

(MUGANDA, 2016; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020; GONTIJO et al., 2003). Os 

resultados apoptóticos e genotóxicos demostram efeitos menos intenso nas células HaCaT, em 

que não houve apoptose tardia ou necrose e nem efeito genotóxico sobre o DNA, sendo muito 

positivo, pois é a apoptose tardia e necrose que causa toxicidade as células normais em 

tratamentos quimioterápicos (SADRI-NAHAND et al., 2020).    

Resultados semelhantes a esses foram obtidos em outras linhagens celulares. Em 

câncer de cólon, de mama, retal e melanoma, piperina reduziu a proliferação e viabilidade 

celular a partir da parada das células na fase G1/G0 do ciclo celular com consequente indução 

a apoptose (YAFFE et al., 2015; YAFFE et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2020; DO et al., 

2013; DOUCETTE et al., 2013; YOO et al., 2019; FOFARIA; KIM; SRIVASTAVA, 2014). 

Já em células de leucemia humana, o mesmo ocorreu, mas dessa vez com acúmulo das células 

na fase S do ciclo celular (LI et al., 2020) e em câncer oral, de ovário e osteossarcoma na fase 

G2/M (SIDDIQUI et al., 2017; QIU et al., 2019; ZHANG et al., 2015). 

A metástase é um processo biológico celular com várias etapas que envolvem cascatas 

que induzem a migração e invasão, permitindo a disseminação de células cancerosas em outros 

tecidos e órgãos (VALASTYAN; WEINBERG, 2012; JING et al., 2011). Quando o câncer 

evolui para metástase reduz significativamente a sobrevivência dos pacientes, em que cerca de 

90% vão a óbito (ZEESHAN; MUTAHIR, 2017). Conforme nossos resultados, piperina 

demonstrou reduzir a migração celular por regular MMP2 e MMP9 a partir de sua ação sobre 

os seus respectivos antagonistas, pois TIMP1 e TIMP2 inativam as metaloproteinases e 

impedem sua ação, desencadeando assim a redução da migração das células tumorais 

(CALDEIRA; LARANHA, 2020). 

 As MMPs são proteínas proteolíticas que degradam a matriz extracelular (MEC), 

contribuindo para a metástase, angiogênese, reparo tecidual e processos inflamatórios. As 

MMP2 e MMP9 atuam na degradação proteolítica de componentes da matriz extracelular, o 

que permite o desprendimento das células da matriz e do próprio tecido, favorecendo sua 

migração pela corrente sanguínea até outros tecidos e órgãos. As MMPs têm sua atividade 

contida por inibidores de metaloproteinases de matriz (TIMPs), estudos demostram que níveis 

elevados de TIMP2 foi associado a uma melhor evolução clínica em pacientes com tumores 

sólidos (BRAICU et al., 2014; CALDEIRA; LARANHA, 2020; CUI et al., 2017), demostrando 

que o efeito de piperina sobre esse mediador é de grande impacto para o controle do avanço da 

tumorigênese. A superexpressão de MMP2 e MMP9 foi observado em amostras teciduais e 
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plasmáticas cervicais e demostra estar relacionado ao mal prognóstico na doença. (LIBRA et 

al., 2009; BRAICU et al., 2014; ZAJKOWSKA et al., 2018), portanto a ação da piperina sobre 

essas MMPs representa uma excelente resposta para o controle da migração celular.  

As citocinas inflamatórias IL-1β, IL-8 e MCP-1 quando exageradamente secretadas 

sinalizam para a síntese de metaloproteinases e consequente acentuação da migração 

(VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; VAHEDPOUR et al., 2021; SHIAU et al., 

2013; APTE et al., 2006; RÉBÉ; GHIRINGHELLI, 2020; YANG et al., 2020), portanto, assim 

como piperina modulou negativamente as MMPs ela também reduziu os níveis de secreção 

dessas citocinas, tendo uma resposta dupla sobre o controle metastático.  

Em outros estudos foi demonstrando o mesmo efeito, em que piperina controlou a 

redução metastática por regulação de MMPs e TIMPs. Em osteosarcoma, piperina inibiu a 

migração celular por redução da expressão de MMP2 e MMP9 e aumento da expressão de 

TIMP1 e TIMP2 (ZHANG et al., 2015). De maneira semelhante, em câncer de mama triplo 

negativo piperina inibiu a migração celular por regulação negativa da expressão de MMP2 e 

MMP9 (GREENSHIELDS et al., 2015;). Em câncer e próstata metastático piperina regulou a 

via de sinalização Akt / mTOR / MMP-9 e reduziu a metástase (ZENG; YANG, 2018).  

A inflamação está intimamente relacionada a gênese e progressão neoplásica, 

principalmente no câncer cervical que é em sua maioria originado por infecção persistente por 

HPV. Expressão da enzima PTGS2, do seu produto PGE2, bem como de seus receptores 

emitem a resposta inflamatória, que resulta em proliferação celular aumentada, sobrevivência 

celular e metástase (ADEFUYE; SALES, 2012; SINGH et al., 2019; YE et al., 2020). Processo 

esses contidos pela ação de piperina no nosso trabalho em função da redução da expressão de 

PTGS2 e seus respectivos receptores, impedir, portanto, a ligação de prostaglandina e 

consequentemente a transdução de sinais para a ocorrência desses eventos.  

A via PTGS2 regula e é regulada pelos mediadores aqui investigados, estudos 

mostraram que PTGS2 e PTGER4 quando superexpressas induzem a expressão de MMP2 e 

MMP9, e por consequência acentuam a migração celular (YANG et al., 2006; GAN et al., 

2016), ambos os mediadores no nosso trabalho foram expressos negativamente, bem como a 

migração foi reduzida. A PGE2 produzida por PTGS2 regula a expressão de IL-1β, IL-8 e MCP-

1 (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; TAO et al., 2021) e tem sua regulação 

mediada por essas citocinas a partir de um feedback positivo, tendo como intermédio as 

proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK), ERK e p38 (GAN et al., 2016; FUTAGAMI 

et al., 2008; GONZALEZ MAGLIO, 2011; HUANG et al., 2014). Todos esses mediadores 
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foram negativamente regulados por piperina nas células tumorais cervicais, indicando efeito 

anti-inflamatório de piperina partindo de PTGS2.  

Podemos sugerir que piperina pode ter regulado a via PTGS2 se ligando a essa 

proteína, porque estudos de encaixe molecular (docking) demostraram ligação direta de 

piperina à PTGS2 com pontuação de 5042 kcal/mol (KIRUBHANAND et al., 2020). Por outro 

lado, piperina também tem grande afinidade de ligação à IL-1β, que revelou a presença de um 

sítio de ligação para piperina com uma constante de afinidade de 14,3 × 104 M -1a 298 K, e 

interação espontânea entre essas moléculas (∆G = -25 kJ/mol) (ZAZERI et al., 2020). Essas 

evidencias junto aos resultados desse trabalho instiga a hipótese de que piperina possa ter se 

ligado nesses mediadores, impedindo a conexão de IL-1β ao seu receptor, bem como a síntese 

de PGE2, resultando em efeito anti-inflamatório e antitumoral de piperina nas células tumorais, 

conforme podemos observar na figura 8.  

 

Figura 8: Representação gráfica da modulação de piperina sobre IL-1β e PTGS2 

  

Subtítulo: Representação gráfica da relação entre as vias estudas e os resultados obtidos: as citocinas IL-1β induz a expressão 

de IL-8 que por sua vez estimula a expressão de MCP-1. Todas essas citocinas são reguladas por PTGS2 que conjuntamente a 

partir de um feedback positivo as regula, tendo como intermediária a via MAPK. As MMPs também são estimuladas pelas 

citocinas e pela PTGS2. Quando piperina se liga a PGS2 todos os envolvidos na via são regulados negativamente, e o mesmo 

ocorre havendo a ligação de piperina na IL-1β. As respostas moleculares da modulação de piperina resultam em redução da 

viabilidade, proliferação, migração e formação de colônia, bem como a ativação da apoptose, fragmentação do DNA e parada 

das células no ciclo celular. Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022 
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Porém, diferente do observado nas células tumorais, nas células HaCaT, a expressão 

de IL-1β, PTGS2 e seus receptores foi positivamente regulado por piperina, indicando ação pró 

inflamatório das células não tumorais, frente a essa molécula, considerada um estímulo de 

estresse. Isso porque p38 é a principal responsável pela resposta ao estresse, e a mesma também 

foi positivamente regulada por piperina resultando na expressão aumentada de IL-1β e PTGS2 

que respondem a esse estímulo a partir da inflamação (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020), podendo 

justificar as respostas menos intensa de piperina sobre a apoptose, ciclo celular e migração das 

células no nosso trabalho. 

 A inflamação é considerada um processo contraditório no câncer, pois quando a 

inflamação é crônica, a resposta piora a progressão tumoral, porém em células saudáveis, a 

inflamação é uma resposta positiva visando eliminar um agente estranho ou estressor 

(MEDZHITOV, 2008; HAGEMANN; BALKWILL; LAWRENCE, 2007). Nesse último caso, 

considerando o organismo como um todo, a inflamação nas células não tumorais poderia ser 

uma forma de reduzir os efeitos citotóxicos da piperina nessas células.   

Quanto ao efeito anti-inflamatório de piperina na literatura, foi demostrado que esse 

alcaloide reduziu a expressão de PTGS2, PGE2 e IL-1β em modelos de osteoartrite (YING et 

al., 2013), inflamação após irradiação UV-B (JAISIN et al., 2020) e a inflamação induzida por 

isquemia-reperfusão cerebral (VAIBHAV et al., 2012). Em células epiteliais gástricas 

infectadas por H. pylori, piperina prejudicou a expressão genica e a secreção de IL-8 

(THARMALINGAM et al., 2016). Em câncer gástrico, piperina reprimiu a expressão de IL-1β 

resultando na inibição da ativação de p38/MAPK e STAT3 (XIA et al., 2015). Em modelo de 

camundongos com doença inflamatória intestinal pré tratadas com piperina, os níveis de MCP-

1 e IL-1β também foram diminuídos (HU et al., 2015).  

Portanto, esses estudos apontam o papel anti-inflamatório de piperina a partir dessas 

vias gênicas, porém como demostrado há uma lacuna na literatura sobre a função de piperina 

associada ao câncer, demonstrando a contribuição desse trabalho para a compreensão dos 

mecanismos de ação desse alcaloide na inflamação do câncer cervical. A qual evidenciamos 

nesse estudo um efeito modulador da progressão neoplásica pela piperina atuando a partir de 

PTGS2 e IL-1β, que resultou na modulação negativa de p38 e ERK, outras citocinas (IL-8 e 

MCP-1) e de MMP9 e MMP2. Assim, esses mediadores uma vez negativamente expressos 

desencadearam a diminuição da viabilidade, migração, proliferação celular, formação de 

colônia, parada do ciclo celular e apoptose.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

MATERIAIS 

Linhagens celulares  

Foram utilizadas três linhagens tumorigênicas e uma linhagem não tumorigênica. As 

linhagens são da American Tissue Cell Culture (ATCC): carcinoma epidermoide de colo de 

útero (SiHa), adenocarcinoma de colo de útero (HeLa) e carcinoma epidermoide de colo de 

útero (CaSKi). Já a linhagem tumorigênica estudada foi a linhagem celular de queratinócitos 

derivados de pele humana (HaCaT).  

 

Piperina  

Foi utilizado o composto piperina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na 

concentração de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 μM, diluídas em DMSO em concentrações 

inferiores a 0,85% nos ensaios de viabilidade e proliferação celular e nos ensaios posteriores 

em concentrações inferiores a 0,5%, concentrações essas não tóxicas às células estudadas 

(SIENIAWSKA et al., 2019). 

 

MÉTODOS 

Tratamento 

Para todos os experimentos, as células foram cultivadas em placas de cultura em 

concentrações de células adequadas para cada experimento, no plaqueamento foi utilizado o 

meio completo com 10% de soro fetal bovino (SFB). Após 24h, o meio foi substituído por meio 

sem soro a fim de sincronizar as células, e após 24h, o tratamento foi inserido nas células com 

meio completo. Nos ensaios iniciais piperina foi aplicada nas concentrações de 25, 50, 100, 

150, 200, 250 e 300 μM, o DMSO foi utilizado como controle negativo e os tempos de 

tratamento nas células foram de 4, 24, 48 e 72 horas. A partir do ensaio de migração celular foi 

escolhido um tempo e concentração de tratamento com melhor desempenho e seletividade as 

células tumorais. As células dos experimentos foram mantidas em estufa a 37°C e atmosfera de 

5% de CO2. Todos os ensaios foram realizados em três experimentos independentes e em 

triplicatas e os dados foram análisados estatisticamente pelo GraphPad Prism 8. 0. 1. 

 

Cultivo e análise da morfologia celular 
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As linhagens celulares HeLa e SiHa foram semeadas em meio MEM (E), a linhagem 

CaSKi em RPMI 1640 e a HaCaT em DMEM, todos suplementados com 10% de soro bovino, 

10mM aminoácidos não essenciais, 100mM piruvato de sódio e 1mM antibiótico/antimicótico. 

O crescimento e a morfologia celular foram avaliados diariamente em microscópio invertido e 

fotografadas, quando a densidade celular se mostrou alta (entre 70 e 90%), o material foi 

submetido à tripsinização e subdividido em réplicas. 

 

Proliferação celular 

 As células (5x104) foram cultivadas em placas de cultura de 24 poços, semeadas em 

300uL de meio completo. As células foram tripsinizadas, coradas com Azul de Tripan e 

contadas no contador de células Countess Automated Cell Counter II (Life Technologies). Para 

analisar o índice de proliferação foi realizada uma curva de crescimento para cada concentração 

a ser testada após 4, 24, 48 e 72 horas de tratamento. Após, as curvas de crescimento foram 

analisadas estatisticamente pela análise de variância a dois critérios (ANOVA) e teste de 

Dunnett’s (GraphPad Prism 8.0.1.), sendo p < 0,05 considerado diferença significativa.  

 

Ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular 

O ensaio foi realizado utilizando o reagente MTS – CellTiter 96 AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay (PROMEGA, USA), segundo normas do fabricante. As 

células (5x103) foram colocadas em placas de 96 poços contendo 100μL de meio completo. 

Após os tempos de tratamento as células receberam 20μl da solução de MTS e após 3h de reação 

foi feita a leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda de 490nm (Thermo Plate, Tp-

Reader Basic). 

 Para determinação do IC50 (Concentração Inibitória para 50% das Células), utilizando 

a função no aplicativo GraphPad Prism 8. 0. 1. Para análise de viabilidade celular foi aplicado 

a análise de variância a dois critérios (ANOVA) e o teste de Dunnett’s (GraphPad Prism 8.0.1.), 

sendo p < 0,05 considerado diferença significativa. 

 

Ensaio de Migração Celular 

As células (5×104) foram adicionadas ao compartimento superior dos insertos 

transwell com membrana de poros de 8µM de diâmetro (BD - Biosciences San Jose, CA, USA) 

contendo 200 µL de meio sem soro e tratamentos. No compartimento inferior foi adicionado 

750 µL de meio completo com soro fetal bovino. Após, as células foram incubadas em estufa 

por 24h para que ocorresse a migração seguida por fixação em paraformaldeído e coloração em 
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cristal violeta. Os insertos foram analisados e fotografados em cinco diferentes campos. Os 

resultados foram analisados utilizando o teste t, sendo p < 0,05 considerado diferença 

significativa. 

 

Ensaio de formação de colônias em meio liquido  

As células (8 x 102) foram cultivadas em placas de 6 poços contendo meio completo. 

Após 12 h de cultura, foi adicionado o tratamento e a cada dois dias o meio e o tratamento foram 

substituídos. Após 14 dias de cultura, as células foram fixadas em metanol e coradas com cristal 

violeta. As colônias foram fotografadas e contadas por inspeção visual e o assim como o número 

de células por colônias, porém por microscopia. Por fim os dados submetidos a análise 

estatística pelo teste t, sendo p < 0,05 considerado diferença significativa.  

 

Ensaio Cometa Alcalino 

O “pellet” das células (5 x 104) foram misturadas a agarose Low Melting de baixo 

ponto de fusão e adicionadas sob lâminas contendo agarose de ponto de fusão normal. Foi 

realizado a etapa de lise para o rompimento das membranas e sequencialmente uma corrida em 

eletroforese por 20 minutos a 25V e 300Kva em solução tampão alcalina. Por fim as células 

foram neutralizadas e fixadas em álcool etílico 100%. As lâminas foram coradas com uma 

solução de Gel Red 1x, e analisadas em microscópio de fluorescência no aumento de 400x. 

Foram analisadas 100 células por grupo experimental. Os núcleos celulares foram classificados 

em uma classe de dano que é determinada de acordo com a intensidade e tamanho da cauda do 

cometa e submetidos a formula para determinar o índice de danos, seguindo o protocolo de 

KOBAYASHI (1995). 

 

Análise de Apoptose e Ciclo Celular 

As células foram analisadas pela citometria de fluxo (Guava Easy Cyte, MILLIPORE). 

Para a análise de Apoptose e Necrose celular, as suspensões de células (1x106) foram incubadas 

com anticorpo monoclonal ANXA5 conjugado com fluorocromo PE (BD Phar-migen, San 

Diego, USA) e com 7-ADD seguindo o protocolo do fabricante. Para a análise de Ciclo celular, 

as células (1 x 106) foram fixadas com etanol 70% e ressuspendidas na solução Guava® Cell 

Cycle Reagent (MILLIPORE, USA) seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida as células 

analisadas por citometria de fluxo (Guava Easy Cyte, MILLIPORE) e os dados submetidos a 

análise de variância a dois critérios (ANOVA) e o teste Sidak.  
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Extração e quantificação de RNA  

O RNA das células controle e tratadas com a piperina foi extraído com o RNeasy® 

Mini Kit (QIAGEN Group, USA) seguindo o protocolo do fabricante e quantificado em 

espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) e avaliada 

quanto à integridade pela presença das duas bandas ribossomais 18S e 28S, em gel de agarose 

1%. O cDNA (DNA complementar) foi obtido pela reação de transcrição reversa com o sistema 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) 

seguindo o protocolo do fabricante.  

Os genes estudados neste projeto estão evidentes na tabela 2 com suas respectivas 

sequências. Os genes foram previamente selecionados por estarem relacionados ao processo 

tumoral do colo de útero (HEMMAT; BAGHI, 2018), juntamente a nossa hipótese da ação anti-

inflamatória de piperina mediada por essa via genética (YING et al., 2013). 

Tabela 2. Primers utilizados na PCR em tempo real  

Oligonucleotídeos Sequência 

HPV16-E6 anti-sense 5’ CTACGTGTTCTTGATGATCTG 3’ 

HPV16-E6 sense 5’ CTTACCACAGTTATGCACAGAG 3’  

HPV16-E7 anti-sense 5’ TGCCCATTAACAGGTCTTCC 3’ 

HPV16-E7 sense 5’ ACAAGCAGAACCGGACAGAG 3’ 

PTGS2 anti-sense 5’ AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG 3’ 

PTGS2 sense 5’ ATTCCCTTCCTTCGAAATGC 3’ 

PTGER2 anti-sense 5’ AGGTCCCATTTTTCCTTTCG 3’ 

PTGER2 sense 5’ CCACCTCATTCTCCTGGCTA 3’ 

PTGER3 anti-sense 5’ TCTCCGTGTGTGTCTTGCAG 3’ 

PTGER3 sense 5’ AGCTTATGGGGATCATGTGC 3’ 

PTGER4 anti-sense 5’ CCAAACTTGGCTGATATAACTGG 3’ 

PTGER4 sense 5’ CGAGATCCAGATGGTCATCTTAC 3’ 

MMP2 anti-sense 5’ CCGTCAAAGGGGTATCCATC 3’ 

MMP2 sense 5’ AAGTCTGGAGCGATGTGACC 3’ 

MMP9 anti-sense 5’ ATTTCGACTCTCCACGCATC 3’ 

MMP9 sense 5’ TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC 3’ 

TIMP1 anti-sense 5’ TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG 3’ 

TIMP1 sense 5’ ACTGTTGGCTGTGAGGAATG 3’ 

TIMP2 anti-sense 5’ CTATATCCTTCTCAGGCCCTTTG 3’ 

TIMP2 sense 5’ AGAAGGAAGTGGACTCTGGAAAC 3 

GAPDH anti-sense 5′-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3 

GAPDH sente 5′-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’ 
 

 

Análise de PCR em tempo real 
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As reações foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems), no Laboratório de Biomarcadores e Bioinformática Médica, na 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto, FAMERP, SP. Todas as reações foram 

preparadas em triplicata, incluindo o controle endógeno glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH), beta actina (ACTB) e beta tubulina (TUBB), que foram utilizados 

como normalizadores, e processadas em volume final de 20µL contendo 200 ng de cDNA, 

SYBR® Green PCR Master Mix e 100nM de cada primer, segundo protocolo da Applied 

Biosystems. O fator de normalização utilizado foi a média geométrica dos genes constitutivos 

(GAPDH, ACTB e TUBB) como controle endógeno. Para escolha do melhor controle endógeno 

foi utilizado o Software DataAssist (Life Technologies). Finalmente, os valores de expressão 

gênica obtidos nas análises foram normalizados pelo resultado da quantificação da amostra 

controle, escolhida como calibrador de todas as amostras. Foi utilizado o método de Pfaffl, 2001 

para os cálculos de análise comparativa. 

 

Extração e quantificação de proteínas  

As proteínas foram extraídas utilizando tampão de lise RIPA pH 7.4 (Sigma cod 

R0278), inibidor de protease (Sigma cod P8340) e de fosfatase Na3VO4 (Sigma cod 450243), 

seguindo protocolo do fabricante. Alíquotas dessas amostras foram submetidas a quantificação 

utilizando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). 

 

Western Blotting 

A amostra lisada foi diluída e normalizadas em H2O para obtenção de 30µg de 

proteínas, foram adicionados junto as amostras β-mercapto (Sigma cod M6250) e SDS 10%. 

Essa solução foi fervida em banho seco a 100°C por 5 minutos. As proteínas (30µg) foram 

separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida a 12%, de acordo com o protocolo 

MiniPROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, USA), e transferidas para membranas de 

nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, USA). As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em 

pó diluído em TBS-T (Bio-Rad Reagent, Hercules, USA), e mantidas por 1 a 12 hora à 

temperatura ambiente sob agitação. Em seguida, as membranas foram incubadas over-night 

com os anticorpos PTGS2 (1:500 μL Abcam, Cambridge, UK) MMP2 (1:500 μL, AB-clonal, 

Woburn, EUA), MMP9 (1:1000 μL, AB-clonal, Woburn, EUA), TIMP1 e TIMP2 (1:500 μL, 

BD Bioscience, EUA). Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpo 

secundário anti-rabbit IgG conjugado com peroxidase horseradish (HRP) (1:1000 μL Abcam, 
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Cambridge, UK). A β-actina foi detectada simultaneamente como controle da reação, pelo 

anticorpo mouse monoclonal anti-IgG; 1:2000 (Abcam, Cambridge, MA, USA). 

Os produtos da reação HRP foram visualizados em filme fotográfico Hyperfilme 

(Amersham, Little Chalfont, UK) após a aplicação do kit quimioluminescente ECL (Bio-Rad, 

Hercules, USA). A densitometria quantitativa dos níveis das proteínas foi realizada no image J. 

Os níveis de expressão das proteínas obtidos foram calculados e demonstrados como média ± 

S.E.M. da densidade óptica média e submetidos ao teste t, sendo p < 0,05 considerado diferença 

significativa. 

ELISA 

O sobrenadante das células dos diferentes grupos experimentais foi recolhido ao longo 

dos outros ensaios realizados. Foi seguido o protocolo do fabricante BD Biosciences para cada 

citocinas/quimiocinas analisada, sendo elas IL-1β, IL-8 e MCP-1. Após, a análise foi feita em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm.  Os dados foram analisados pelo teste 

t.  

Imunocitoquimica 

As células (1 x 105) foram cultivadas em lâminas de cultura (Nunc, Naperville, IL, EUA) e 

foram fixadas em paraformaldeído 4%, permeabilizadas em Triton X, lavadas com PBS-T e 

submetida a bloqueio das ligações não especificas em BSA (1%) e soro normal goat (3%). As 

células foram imunocoradas com anticorpos monoclonais primários de camundongo (Ab) anti-

p38/MAPK (BD Bioscience, EUA) e anti-ERKpan (BD Biosciences, EUA) diluído a 1:200 

seguido de incubação durante a noite a 4°C. Após lavagens repetidas em PBST (1%), o 

anticorpo IgG anti-camundongo de cabra (específico do fragmento Fc, Dako, Glostrup, 

Dinamarca) conjugado com Alexa flúor 546 na proporção de 1:200 (Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, USA) foi adicionado, seguido de 1 hora incubação à temperatura ambiente. Por fim, 

as células foram lavadas e as lâminas foram montadas com meio de montagem com DAPI 

(Sigma Aldrich, EUA). A análise foi realizada usando um microscópio de fluorescência 

Axioskop 2 (Zeiss, GR) equipado com uma câmera digital. Foram capturadas 10 imagens 

digitais de cada réplica usando o software AxioVision (Zeiss, GR) onde 6 células de cada 

imagem foram analisadas por densitometria obtida no image J que foi estatisticamente analisada 

pelo teste t, sendo p < 0,05 considerado diferença significativa. 

 

 CONCLUSÕES 
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Nossos resultados in vitro demonstram que a piperina diminui a progressão tumoral nas 

células de câncer cervical comprovada pela redução da viabilidade, proliferação celular e 

formação de colônia, processos esses desencadeados pela parada das células no ciclo celular e 

apoptose. Esses efeitos foram mediados por piperina a partir da redução da expressão de ERK, 

IL-1β e IL-8. Ainda, piperina reduz a migração celular pela regulação da expressão gênica e 

proteica de MMPs e TIMPs e da secreção de MCP-1.  

Portanto, piperina reduz a evolução neoplásica in vitro por atuar sobre a via PTGS2, 

que por sua vez regula a secreção de citocinas e a expressão de MMPs, MAPKs e TIMPs, 

demostrando ser um potencial fitoterápicos para tratamento complementar de câncer de colo de 

útero, mas, ensaios funcionais se fazem necessários frente às novas tecnologias e visando as 

aplicações clinicas. 
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4. CONCLUSÕES  

 

Nossos resultados permitem aceitar nossa hipótese de que o efeito antitumoral da 

piperina em câncer de colo de útero é modulado pelas vias inflamatórias da cicloxigenase 

prostaglandina, nos permitindo chegar nas seguintes conclusões: 

 

1. Piperina diminui a progressão tumoral in vitro nas células de câncer cervical, evidente pela 

redução da proliferação, viabilidade celular e formação de colônias, a partir de mecanismos de 

parada das células nos pontos de verificação G1/G0 e G2/M do ciclo celular e consequente 

indução das células a morte apoptótica.  

  

2. Piperina reduz a migração celular pela regulação da expressão gênica e proteica de MMPs e 

TIMPs.  

 

3. Piperina tem efeito menos intenso na linhagem HaCaT, na qual apresenta maior IC50, conduz 

poucas células a apoptose e a parada do ciclo celular, não apresenta genotóxicidade, provando 

ser menos invasiva nas células não tumorais, devido ao efeito pró-inflamatório pela regulação 

positiva de p38, PTGS2 e seus receptores.  

 

4.  Piperina reduz a secreção de citocinas IL-1β, IL-8 e MCP-1 nas células tumorais, o que 

reflete na regulação da expressão de PTGS2 e dos receptores de PGE2, uma vez que ocorre um 

feedback positivo entre esses mediadores.  

 

5. A expressão de p38 e ERK é reduzida por ação de piperina, sendo essas vias intermediárias 

para a ativação da transcrição de PTGS2, MMPs e das citocinas.  

 

Portanto, piperina reduz a evolução neoplásica in vitro por atuar sobre a via PTGS2, 

que por sua vez regula a secreção de citocinas e a expressão de MMPs, MAPKs e TIMPs, 

demostrando ser um potencial fitoterápicos para tratamento complementar de câncer de colo de 

útero. 
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