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RESUMO 

O câncer cervical é o quarto tipo de câncer mais comum em mulheres. Este 

câncer está majoritariamente associado à infecção persistente por tipos oncogênicos 

do Papilomavírus Humano (HPV). A família do HPV apresenta cerca de 200 tipos 

diferentes de vírus, sendo o HPV 16 e 18 os mais comuns e responsáveis por 70% a 

80% do câncer cervical. O HPV é um vírus de DNA, pequeno e circular, envolto em 

um capsídeo proteico icosaédrico. Apresenta três importantes regiões genômicas que 

são denominadas: Região reguladora up-stream (URR); Early (E) e  Late (L). E2 é um 

repressor transcricional e tem sua função perdida após a integração do genoma viral, 

resultando no aumento de expressão dos genes E6 e E7. Esse evento resulta no 

acúmulo de danos ao DNA, degradando p53 e pRb e, por consequência, 

interrompendo controles celulares como apoptose e proliferação descontrolada. 

Dentre as alterações epigenéticas, destaca-se o processo de  desacetilação das 

histonas como alternativa no tratamento de algumas doenças.  As HDACs (Histona 

Deacetilase) removem grupamentos acetil de lisinas presentes na cromatina, 

causando alteração em seu estado conformacional, retornando ao estado 

condensado. A disfunção da enzima HDAC de classe I, tipo 8 está sendo proposta 

como alternativa para o câncer cervical associado ao HPV.  A terapia combinada é 

uma modalidade de tratamento que agrega dois ou mais agentes terapêuticos, que 

pode ter ação sinérgica aditiva ou antagônica, possibilitando um aumento da eficácia 

em comparação com a abordagem de monoterapia. Neste trabalho avaliamos o 

potencial de dois compostos: Quercetina e o composto estilbeno (derivado sintético, 

JSK6) de atuar como possíveis antivirais com ação de inibidor de HDAC. Os 

compostos foram avaliados em monoterapia e terapia combinada em linhagem de 

HaCaT, Caski, SiHa e C33-A, através de ensaios de MTT e análise de resultados 

utilizando Graph Pad Prism 5.1  e SinergyFinder. A Quercetina apresentou melhor 

ação nas células infectadas com HPV, apresentando um IC50 de 104,83μM em SiHa 

e 81,26μM em CasKi. O composto JSK6 apresentou uma curva dose resposta em 

todas linhagens. No tratamento combinado, os compostos apresentaram ação, 

majoritariamente, antagônica nas células de queratinócitos (HaCat) e de com a 

presença de HPV (SiHa). 

Palavras-chave: HPV. CÂNCER CERVICAL. TRATAMENTO. EPIGENÉTICO.  

 



 
 

 

ABSTRACT 

Cervical cancer is the fourth most common type of cancer in women. This 

cancer is mostly associated with persistent infection by oncogenic types of Human 

Papillomavirus (HPV). The HPV family has about 200 different types of viruses, with 

HPV 16 and 18 being the most common and responsible for 70% to 80% of cervical 

cancer. HPV is a small, circular DNA virus enclosed in an icosahedral protein capsid. 

It presents three important genomic regions that are called: Upstream regulatory region 

(URR); Early (E) and Late (L). E2 is a transcriptional repressor and its function is lost 

after integration into the viral genome, resulting in increased expression of the E6 and 

E7 genes. This event results in the accumulation of DNA damage, degrading p53 and 

pRb and, consequently, disrupting cellular controls such as apoptosis and uncontrolled 

proliferation. Among the epigenetic alterations, the histone deacetylation process 

stands out as an alternative in the treatment of some diseases. HDACs (Histone 

Deacetylase) remove acetyl groups of lysines present in chromatin, causing a change 

in its conformational state, returning to the condensed state. HDAC enzyme class I, 

type 8 dysfunction is being proposed as an alternative for HPV-associated cervical 

cancer. Combined therapy is a treatment modality that combines two or more 

therapeutic agents, which can have an additive or antagonistic synergistic action, 

allowing an increase in efficacy compared to the monotherapy approach. In this study, 

we evaluated the potential of two compounds: Quercetin and the compound stilbene 

(synthetic derivative, JSK6) to act as possible antivirals with HDAC inhibitor action. 

The compounds were evaluated in monotherapy and combination therapy in HaCaT, 

Caski, SiHa and C33-A strains, through MTT assays and analysis of results using 

Graph Pad Prism 5.1 and SinergyFinder. Quercetin showed better action in cells 

infected with HPV, with an IC50 of 104.83μM in SiHa and 81.26μM in CasKi. The JSK6 

compound showed a dose-response curve in all strains. In the combined treatment, 

the compounds showed mostly antagonistic action on keratinocyte cells (HaCat) and 

cells with the presence of HPV (SiHa). 

Palavras-chave: HPV. CERVICAL CANCER. TREATMENT. EPIGENETIC.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 HPV 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um vírus pertencente à família 

Papovaviridae, considerado pequeno contendo cerca de 55nm de diâmetro, não 

envelopado, com capsídeo icosaédrico de 72 capsômeros formado por duas proteínas 

de capsídeo, L1 e L2 . O material genético é de DNA, pequeno e circular (OKUNADE, 

2020). Atualmente, já foram identificados mais de 200 genótipos, sendo divididos em 

gêneros: Alpha, Nu-/Mu-, Beta- and Gamma-papilomavirus (SANJOSÉ, 2017). Dentre 

esses genótipos, os vírus são classificados em: alto risco (oncogênicos), os 

associados com o desenvolvimento de câncer cervical, de orofaringe, ânus, vagina, 

vulva e pênis, e de baixo risco ou não oncogênico, os relacionados com os tipos virais 

que causam verrugas genitais e no trato respiratório (ROMAN; ARAGONES, 2021).  

Os HPV 16 e 18 são os vírus de alto risco mais comuns e responsáveis por 70% a 

80% do câncer cervical (GUPTA; MANIA-PRAMANIK, 2019).  

O HPV apresenta uma organização genômica dividida em três importante 

partes: Região reguladora up-stream (URR); Early (E), [E1, E2, E4, E5, E6 e E7] e  

Late (L), [L1 e L2] (PAL; KUNDU, 2020). A primeira região (URR) é considerada 

regulatória e apresenta maior grau de variação no genoma. A região “E” está 

relacionada com genes envolvidos na replicação viral e na tumorigênese e a região 

“L” relacionada com a codificação para formação das proteínas L1 e L2, presentes no 

capsídeo (OKUNADE, 2020). As proteínas E1 e E2 são ativadas para que ocorra 

ativação da maquinaria de reparo de danos ao DNA do hospedeiro, o que proporciona 

o acesso do vírus a DNA polimerase e que garante a replicação do genoma viral 

(BORDIGNON et al, 2017). Entretanto, a região E2 é também considerada um 

repressor transcricional viral e tem sua função perdida após a integração ao DNA do 

hospedeiro, e isso resulta no aumento de expressão dos genes E6 e E7 (MCBRIDE; 

WARBURTON, 2017). Esse evento resulta no acúmulo de danos ao DNA, degradando 

p53 e pRb e, por consequência, interrompendo controles celulares, como apoptose e 

proliferação descontrolada (HOPPE-SEYLER et al., 2018). As proteínas E4 e E5 

desempenham um papel na regulação das funções virais tardias, liberando vírions e 

proporcionando um escape das células imunológicas, respectivamente (BORDIGNON 

et al, 2017). 
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1.2 Câncer cervical associado ao HPV 

Quando a célula do hospedeiro está em seu estado normal, existem 

mecanismos que podem ser ativados e são capazes de reparar danos no DNA quando 

necessário  e, nos casos que esse dano não pode ser corrigido, são ativados 

mecanismos de controle, induzindo proteínas sinalizadoras de apoptose celular. 

Entretanto, quando a célula está infectada pelo HPV, as oncoproteínas E6 e E7 

interrompem a via de controle, inibindo as proteínas de parada celular p53 e pRb. 

Esse mecanismo ocorre através da ligação da E6 com a p53 que desencadeia a 

degradação proteossômica mediada por ubiquitina, ou pelo bloqueio de sua ativação. 

A degradação de pRb ocorre de maneira similar, de forma que E7 inativa a proteína 

através de ligação,  o que promove uma maior liberação do fator de transcrição E2F 

e inibição da p21. Esse conjunto de ações garante que a apoptose não ocorra e, além 

disso, que a célula entre na fase S da diferenciação, possibilitando a proliferação 

celular e a integração do virus ao DNA do hospedeiro. (BALASUBRAMANIAM, 2019; 

FISCHER, 2017). 

Os vírus infectam o hospedeiro através de microabrasões e se replicam nos 

epitélios mucosos e cutâneos. Nas células basais do epitélio estratificado, o HPV 

desenvolve um reservatório e a medida que as células infectadas se diferenciam há 

amplificação do genoma e síntese das proteínas do capsídeo viral, de modo a ser 

eliminado na camada superficial do epitélio. Esse processo garante a infecção a longo 

prazo e uma evasão imunológica, o que desencadeia o aparecimento de verrugas, 

devido ao espessamento da camada celular, ou o câncer, caso não haja eliminação 

viral (MCBRIDE, 2022).  

O câncer cervical, também conhecido como câncer de colo uterino, acomete a 

população feminina e é consequência do processo infeccioso persistente causado por 

tipos oncogênicos do Papilomavirus Humano (HPV) em 99% dos pacientes (KOPS et 

al, 2019). Esse tipo de câncer se desenvolve nas células que revestem o colo do útero, 

células glandulares e escamosas, sendo mais predominante na zona de 

transformação ou junção escamo-colunar, local onde as células glandulares do 

endocérvix encontram as células escamosas do exocérvix. Aproximadamente 70% 

dos cânceres cervicais são do tipo de células escamosa e quase 25% são de células 

glandulares (adenocarcinoma) (STUMBAR et al, 2019). Entretanto, estudo de Herfs et 
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al revela que a junção escamocolunar do colo de útero pode ser o local precursor do 

câncer associado ao HPV, devido a proximidade com o tecido de infecção e por sua 

característica imunológica (HERFS et al, 2012). 

O HPV consegue escapar da resposta imunológica através de diversos 

mecanismos. O fato de todo ciclo de replicação do vírus ocorrer fora da membrana 

basal das células garante com que fiquem longe das células imunes residentes na 

camada dérmica, e, devido a produção de L1 e L2 nas células epiteliais superficiais, 

há redução no reconhecimento nas células onde há infecção e replicação. Além disso, 

o vírus apresenta um mecanismo capaz de desregular a resposta de Interferons 

negativamente (IFN). As proteínas E6 e E7 alteraram a expressão de IFNα , que atua 

como uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa, devido às propriedades 

antivirais, anti proliferativas e imunoestimuladoras (BORDIGNON et al, 2017). 

A transmissão do vírus do HPV ocorre através do contato com a pele ou 

mucosa infectada, principalmente devido ao contato sexual desprotegido, podendo 

ser através do contato oral-genital, genital-genital e manual-genital (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014). O curso natural da infecção por HPV ocorre através da infecção, 

persistência na infecção e desenvolvimento do câncer. Entretanto, na maioria dos 

casos, as infecções são eliminadas nos seus estágios iniciais através do sistema 

imune do hospedeiro (DELLA FERA et al, 2021). 

 Quando não eliminado, o vírus tem sua replicação acelerada nas células 

diferenciadas, causando alterações celulares microscópicas no Papanicolaou 

denominada por atipia coilocitótica, aumento nuclear (cariomegalia), hipercromasia e 

ausência de coloração com impressão de um “buraco” no citosol. Tais alterações são 

conhecidas como neoplasia intraepitelial cervical 1 (NIC 1) ou lesões intraepiteliais 

escamosas de baixo grau (LSIL), acometendo o terço inferior do epitélio e 

apresentando uma menor evidência. Em 90% dos casos, a lesão desaparece dentro 

de 2 anos e não requerem tratamento, porém, pode se desenvolver para NIC 2, uma 

alteração moderada, localizada nos dois terços inferiores, e sem seguida em NIC 3, 

uma alteração displásica que chega até o terço superior do epitélio. A NIC 2 e 3 são 

conhecidas como lesões intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e também 

podem se desenvolver independente da NIC 1 (BASU et al., 2018).  
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1.3 Epidemiologia 

O câncer de colo de útero foi classificado como o quarto câncer de maior 

incidência e mortalidade no mundo. Segundo dados do Globocan, em 2020 houve 

604.127 novos casos e uma mortalidade de 341.831 pessoas, como pode ser 

observado na figura 1. Ademais, a incidência de câncer devido ao HPV foi associado 

com o PIB do país, de modo que países em desenvolvimento apresentam um maior 

número de casos. Assim, é possível identificar uma taxa de incidência de 9,6 a cada 

100.000 mulheres em países desenvolvidos, enquanto em países em 

desenvolvimento essa incidência cresce para 267 a cada 100.000 mulheres (ARBYN, 

2020). 

 

Figura 1.  Número estimado da incidência e mortalidade de casos de câncer no mundo no ano de 2020 

segundo a Organização Mundial da Saúde. Imagem retirada do site GLOBOCAN /IARC/OMS. 

No Brasil, em 2020, ocorreram 6.627 óbitos devido ao câncer de colo de útero, 

indicando uma taxa de mortalidade de 4,60 a cada 100 mil mulheres, ocupando a 

terceira posição de incidência e a quarta de mortalidade por câncer em mulheres no 

país (INCA, 2022). Em 2023, são estimados cerca de 17.010 novos casos, 

representando uma taxa de incidência de 13,25 casos a cada 100 mil mulheres. 

Entretanto, há uma diferença na incidência quando se compara os diferentes estados 

do país. Em uma análise regional, é possível identificar que a região Norte apresenta 
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a maior taxa de incidência (20,48/100 mil mulheres), seguido pela região Nordeste 

(17,59/100mil), Centro-oeste (16,66/100mil), Sul (14,55/100mil) e Sudeste 

(12,93/100mil) (INCA, 2023). 

 

1.4 Terapias epigenéticas: inibidores de histona deacetilase e o 

câncer 

Os mecanismos celulares de metilação, fosforilação e acetilação, quando 

desregulados, podem ser considerados como alterações epigenéticas promotoras da 

carcinogênese. Em um estado celular normal, o processo de acetilação e 

desacetilação das histonas permite à RNA polimerase promover a transcrição de 

genes ou devolvê-los a um estado reprimido (não transcricional), regulação normal de 

uma célula (SOTO; SONG; MCLAUGHLIN-DRUBIN, 2017). O processo de acetilação 

ocorre através das enzimas HATs (Histona acetiltransferase), que adicionam 

grupamentos acetil em resíduos de lisina nas histonas, provocando o afrouxamento 

da cromatina, enquanto e a desacetilação utiliza das enzimas HDACs (Histona 

Deacetilaseq), que removem estes grupamentos acetil e a cromatina retorna ao 

estado condensado (FASS et al, 2012). Em humanos, existem 18 isoformas de HDAC, 

divididas em quatro classes diferentes, classe tipo I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e 

HDAC8), IIa (HDAC4, HDAC5, HDAC7 e HDAC9), IIB (HDAC6 e HDAC10) e IV 

(HDAC11) (HO; CHAN; GANESAN, 2020). 

Nos últimos anos, a procura por tratamentos epigenéticos para o câncer vem 

crescendo, sendo a inibição da disfunção da enzima HDAC de classe I, tipo 8, uma 

importante  proposta para o tratamento do câncer cervical associado ao HPV, visto 

que essa enzima tem um aumento de expressão em alguns tumores (FREITAS et al, 

2021). Embora seja considerada da classe I das enzimas, análises filogenéticas 

indicam que as características são semelhantes às de classe I e II.  A HDAC 8 pode 

ser expressada em diversos tecidos, sendo encontrada no núcleo celular (FASS, 

2012). A HDAC 8 tem ação de deacetilação em todas as histonas, porém estudos 

mostram que o principal alvo são as proteínas H3 e H4 das histonas tetraméticas. 

Além disso, há o indício de que proteínas também foram identificadas como substratos 

para deacetilação, como por exemplo a p53 (HO; CHAN; GANESAN, 2020). 
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Considerando essas características, muitos fármacos estão sendo 

desenvolvidos com o objetivo de ser utilizado com um tratamento específico de 

câncer, visto que a ação das HDAC podem ser interrompidas com a utilização de 

inibidores de histona deacetilases (HDACi), moléculas que têm a capacidade de se 

ligar ao sítio ativo destas enzimas (GANAI; SHEIKH; BABA, 2020). Além disso, há 

procura de moléculas naturais que apresentem essas mesmas características, uma 

vez que produtos naturais são uma das fontes mais eficientes e produtivas para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Estudos relatam o potencial da quercetina 

(composto da classe das isoflavonas) como inibidor de HDACi 8, com ação em 

linhagens celulares para diferentes tipos de câncer, incluindo de câncer cervical 

associado ao HPV (XU et al., 2021). 

 A terapia combinada é uma modalidade de tratamento, que agrega dois ou 

mais agentes terapêuticos, podendo aumentar a eficácia em comparação com a 

abordagem de monoterapia (MOKHTARI et al., 2017). Desta maneira, a terapia 

combinada de inibidores HDACs podem ter ação sinérgica, aditiva ou antagônica, 

atuando em mecanismos moleculares que favorecem o tratamento do câncer (XU et 

al., 2021).  

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a eficácia antitumoral in vitro, em monoterapia de um composto sintético 

inibidor de HDACi 8 (JSK6) e do flavonoide Quercetina, um composto natural também 

já descrito como inibidor de HDAC 8; e avaliar o sinergismo ou antagonismo desses 

compostos no tratamento. Ambos os testes, utilizando o ensaio de efeito citotóxico em 

diferentes concentrações, a fim de verificar a viabilidade celular por meio do ensaio 

de MTT.  

2.2 Objetivos específicos 

● Realizar curva dose resposta no tempo de 72 horas do JSK6 e quercetina em 

monoterapia, nas linhagens celulares de câncer cervical HPV 16 positiva (SiHa 

e CasKi), câncer cervical HPV-negativo (C33-A) e queratinócito imortalizado de 

pele não tumoral (HaCaT), nas concentrações 100, 50, 25, 12,5 e 6,25μM. 



19 
 

 

● Estabelecer o Índice de 50% de Inibição (IC50) dos compostos em monoterapia 

em todas as linhagens celulares e o índice de seletividade (IS) 

● Verificação do efeito da combinação dos compostos utilizando o software 

SynergyFinder. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Estrutura química de composto HDACi 8 e Quercetina 

Figura 2. Estrutura dos compostos: A) Quercetina obtida em colaboração com o Prof Dr André 

Gonzaga*; B) Composto sintetizado HDACi 8 (JSK6), colaboração do Prof. Dr. Jean Leandro do 

Santos*, *Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara (UNESP). 

 

 

 

 

3.2 Preparo das soluções 

Após o recebimento dos compostos puros, foram preparadas alíquotas de 

soluções de estoque, utilizando 100% de DMSO para solubilização. Segundo 

protocolo, a solução para uso no tratamento das células deve conter apenas 0,5 a 1% 

de DMSO, dessa forma, foi preparado uma solução mãe contendo 10% de DMSO e a 

solução para uso, com meio de cultura e apenas 0,5% de DMSO. Cada solução foi 

armazenada congelada a -20°C, sob abrigo de luz.   

3.3. Cultura de células 

As linhagens celulares foram cultivadas em ambiente esterilizado nos frascos 

de cultura de célula utilizando meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM, Life Technologies) suplementado com soro fetal bovino 10% (Life 

Technologies) e solução de antibiótico/antimicótico (penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 100 µg/mL e anfotericina B 0,25 µg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) a 37º C em atmosfera com CO2 5%. As células foram mantidas em condições 

de cultivo até se obter subconfluência de 80% para os ensaios e colhidas com solução 

tripsina 0,5% (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) em solução salina de Hank (HBSS) (v/v). 

 

A) B) 
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As linhagens celulares utilizadas foram as linhagens de câncer cervical transformadas 

com HPV16 positiva SiHa (1 a 2 cópias virais), HPV16 positiva CasKi (400 a 600 

cópias virais), linhagem não tumoral de pele espontaneamente imortalizada (HaCaT) 

e linhagem de câncer cervical HPV-negativo (C33-A). 

3.4. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT 

A avaliação de viabilidade celular foi realizada através do ensaio com brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), que é metabolizado, reduzido, e 

convertido em formazan por células viáveis, pela ação da  enzima desidrogenase 

existente na mitocôndria, sendo que a quantidade de formazan obtido está 

diretamente relacionado com a porcentagem de células vivas (BURANAAMNUAY, 

2021). Dessa forma, para determinação da citotoxicidade e seletividade do composto 

sobre as linhagens, as células foram plaqueadas em microplacas de cultura de células 

de 96 poços, na quantidade de 1,0 x 104células/poço (1,0x105 células/mL) e cultivadas 

em estufa a 37ºC com atmosfera com 5% de CO2, durante 24 horas e, posteriormente, 

mantidas em tratamento com o composto por 72 horas. As linhagens celulares foram 

tratadas em cinco diferentes concentrações, sendo elas: 100µM, 50µM, 25µM, 12,5µM 

e 6,25µM, de HDACi 8 e Quercetina. Após o período de tratamento com os compostos, 

foi adicionado 10 µL de MTT, a 5 mg/mL em PBS, em cada poço. A placa foi incubada 

por mais 3 horas nas mesmas condições de cultivo para ocorrer a redução do sal 

formazan. O sal foi solubilizado com 100µL de dimetilsulfoxido, seguida de leitura em 

espectrofotômetro iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

EUA) no comprimento de onda 540 nm. A estimativa de células vivas é obtida pela 

fórmula: 

 

     % Células Vivas =              Absorbância Teste - Absorbância Branco                 x100 

                                       Absorbância Controle Negativo - Absorbância Branco 

 

Para ambos os compostos foram realizados em triplicatas e três experimentos 

independentes. Ao final, utilizando os resultados obtidos através da leitura de cada 

poço, o cálculo de média e desvio padrão foram realizados para obtenção da 

viabilidade celular. 
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3.5. Desenho do experimento  

Além dos compostos testados, cada experimento continha: um poço 

denominado “branco”, contendo somente meio de cultura suplementado com 10% 

soro fetal bovino e antibióticos, controle negativo, contendo a linhagem celular testada 

com meio de cultura suplementado com 10% soro fetal bovino e antibióticos,  controle 

de veículo, contendo meio de cultura suplementado com 10% soro fetal bovino, 

antibióticos e preparado com 0,5% de DMSO, e o controle positivo, utilizando 

doxorrubicina 100µM. Dessa forma, o experimento foi desenhado e realizado como 

demonstrado na figura 3. 

 

Figura 3. Modelo de plaqueamento: demonstração gráfica de como os experimentos foram plaqueados, 

sendo que à esquerda estão localizados os compostos testados e suas respectivas concentrações em 

triplicatas. À esquerda estão localizados os controles utilizados: CN (controle negativo), CV (controle 

de veículo), CP (controle positivo) e B (branco). 

 

3.6 Análise Estatística 

Os resultados obtidos em triplicata e em três experimentos independentes 

foram avaliados pelo teste One-Way  ANOVA com Pós-Test de Tukey de 

JSK6 
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comparações múltiplas entre os grupos, utilizando o software  Graph Pad Prism 5.1 

(Inc., La Jolla, CA, USA). Entre os dados fornecidos pelo programa, destacamos o 

valor P, também conhecido como “nível de significância observado”, considerado um 

resumo estatístico da compatibilidade entre os resultados encontrados, sendo 

indicado variando de 0 a 1, apresentando como ponto de corte o 0,05. Dessa forma, 

resultados com valores de p igual ou abaixo do ponto de corte são declarados 

estatisticamente significativos e declarados não significativos caso esteja acima do 

ponto de corte (GREENLAND, 2016). 

A determinação das concentrações capazes de inibir 50% da viabilidade celular 

(CI50) foram obtidas através do excel utilizando a regressão linear da curva dose 

resposta dos compostos. O cálculo do índice de seletividade das substâncias (IS), que 

avalia quanto cada substância foi seletiva para as linhagens tumorais, foi calculada 

através da razão entre o CI50 da linhagem não tumoral em relação ao CI50 da linhagem 

tumoral, conforme indicado abaixo: 

Í𝒏𝒅𝒊𝒄𝒆 𝒅𝒆 𝒔𝒆𝒍𝒆𝒕𝒊𝒗𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆 (𝑰𝑺)  =  
𝑰𝑪𝟓𝟎 𝒍𝒊𝒏𝒉𝒂𝒈𝒆𝒎 𝒏ã𝒐 𝒕𝒖𝒎𝒐𝒓𝒂𝒍 

𝑰𝑪𝟓𝟎 𝒍𝒊𝒏𝒉𝒂𝒈𝒆𝒎 𝒕𝒖𝒎𝒐𝒓𝒂𝒍
 

Para o índice de seletividade,  os valores encontrados que demonstram ser 

>1,0 indicam que o composto foi mais tóxico para a célula de linhagem tumoral do que 

para célula normal, enquanto que valores de IS <1,0 demonstram toxicidade do 

composto para a linhagem não tumoral (MAKI et al, 2022). 

 

3.7 Método Checkerboard 

O ensaio de checkerboard tem como finalidade a avaliação da combinação de 

substâncias contra diferentes células ou microrganismos in vitro, utilizando de um 

padrão de diluição distribuído na placa de cultivo (MEDEIROS, 2012). Após o cultivo, 

utiliza-se do ensaio de MTT para realizar a revelação dos resultados, verificando 

assim, a atividade inibitória de crescimento da linhagem celular. A figura 4 exemplifica 

o plaqueamento experimental, onde na vertical, cada poço continha uma diferente 

concentração do composto JSK6, enquanto na horizontal diferentes concentrações de 

Quercetina, como pode ser visualizado na imagem de desenho de placa.  
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Figura 4. Plaqueamento CheckBoarder: demonstração gráfica de como os experimentos foram 

plaqueados, sendo que à esquerda estão localizados os compostos testados e suas respectivas 

concentrações em triplicatas, as concentrações de Quercetina estão sinalizadas em marrom e da JSK6 

em verde. À esquerda estão localizados os controles utilizados: CN (controle negativo) e B (branco). 

 

3.8 SynergyFinder 

O software SynergyFinder é um aplicativo web autônomo que foi desenvolvido 

por Jing Tang, da Faculdade de Medicina na Universidade de Halsinki. O programa 

tem como intuito a análise interativa e visualização da combinação multidose de 

diferentes compostos. O programa estabelece resultados utilizando uma base de 

dados científicos e diferentes modelos matemáticos de análise. Dessa forma, para 

cada combinação de droga testada é gerado um valor denominado escore, na qual os 

valores < -10 indica uma provável interação antagônica entre duas drogas, no intervalo 

de -10 a 10 uma interação aditiva e um valor maior que 10 a interação entre duas 

drogas é provavelmente sinérgica. Esses resultados podem ser analisados através de 

mapas 3D e 2D que interpretam os dados numéricos dos escores em cores, 

mostrando através da cor verde áreas que apresentaram escores indicativos de uma 

ação antagônica e na cor vermelha áreas com ação sinérgica. Além disso, o 

SynergyFinder auxilia na visualização da área considerada como mais sinérgica dos 

experimentos e cria um escore de sinergia resumida para a combinação de uma forma 

geral do composto, utilizando da média dos escores de cada combinação 

JSK6 
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(SYNERGYFINDER, 2022). Para este trabalho, foi escolhido o método de análise ZIP, 

que captura as relações de interação medicamentosa comparando a mudança na 

potência das curvas dose-resposta entre medicamentos individuais e suas 

combinações. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Ensaio em monoterapia: HACAT 

Os experimentos tiveram início com o teste em monoterapia dos compostos, 

sendo realizados em todas as linhagens celulares concomitantemente. Os resultados 

do ensaio de citotoxicidade (MTT) na linhagem HaCat, em três independentes com o 

tratamento do composto JSK6 por 72 horas, podem ser observados na tabela 1. Esses 

resultados mostraram que o composto obteve uma curva dose-resposta sobre a 

linhagem, ou seja, quanto maior foi a dose testada, menor a quantidade de células 

viáveis, como podemos observar na figura 5. Dessa forma, esse resultado pode indicar 

que o composto tem ação sobre a linhagem testada e, por se tratar de uma linhagem 

de queratinócitos, esse efeito pode ser não desejado, visto que indica que haveria 

ação em células normais. Entretanto, analisando o resultado do controle positivo, 

doxorrubicina 100µM, é possível concluir que, embora a JSK6 apresenta ação sobre 

células saudáveis, a ação é reduzida quando comparada, na mesma concentração, 

com o composto já comercializado, sendo assim um ponto positivo para o composto. 

Por fim, o IC50 obtido foi de 58,80μM.  

 

Tabela 1. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em HaCaT no período de 72 horas. 
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Figura 5. Relação concentração x viabilidade celular frente ao tratamento com HDACi 8 (JSK6) em 

HaCaT por 72 horas:  Resultados da média dos experimentos de citotoxicidade com MTT em 

independentes na linhagem celular HaCaT, indicados através da porcentagem da viabilidade celular. 

A) Gráfico obtido através do Excel para visualização da curva dose-resposta e obtenção de equação 

para cálculo de IC50. B) Representação gráfica obtido utilizando software GraphPad Prism 5.1 para 

análise estatística dos resultados, indicados através de “***”. Quando comparado com o controle 

negativo, as concentrações de 25, 50 e 100μM (***) apresentaram uma significância de p ≤ 0.001. 

 

Através do relatório com análises estatísticas, indicados na seção 3.6, foi 

possível identificar que houve valores significativos de tratamento com o composto, 

comparando com dois parâmetros, o não tratamento e o tratamento com a 

doxorrubicina 100µM (controle positivo), pois os valores encontrados para p estão 

abaixo do valor de corte de 0,05. Na figura 6, pode ser observado que o composto 

apresentou significância de tratamento quando comparado com o controle negativo, 

nas concentrações de 25, 50 e 100μM (***), sendo uma significância de p≤ 0.001, e 

em relação ao controle positivo, nas concentrações de 6,25, 12,5, 25, 50 (***), sendo 

p≤ 0.001, e em 100μM (**), sendo p ≤ 0.01.  Além disso, pode-se observar que o foi  

obtido uma significância de tratamento de p ≤ 0.001 comparando o controle negativo 

com o controle positivo. 

 

 

 

 

 

 

A) B) 
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Figura 6. Análise Estatística JSK6 em HaCat: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey com 

comparações múltiplas entre os grupos. Software  Graph Pad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). Em 

vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações com o 

controle positivo e negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados obtidos pelo tratamento com Quercetina em 72 horas na 

linhagem celular HACAT, podem ser observados na tabela 2. Quando a dose de 

100μM do composto é comparada com o controle positivo, pode-se verificar que a 

ação da Quercetina é baixíssima nas células normais de queratinócitos, visto que a 

viabilidade celular encontrada é de 68,63% e 4,50%, respectivamente.  

 

Tabela 2. Resultados experimentais do tratamento com Quercetina em HaCaT no período de 72 

horas. 

 

Além disso, os resultados demonstraram que não ocorreu o efeito dose-

resposta no tempo de 72h, sendo observado um platô nos dados obtidos, como é 
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possível verificar na figura 7. Esse resultado pode ressaltar a baixa resposta das 

células normais de queratinócitos frente às doses testadas do composto, podendo ser 

associado como um ponto positivo da Quercetina, uma vez que, ao apresentar ação 

contra células de câncer associado ao HPV, pode ser considerada seletiva. O CI50 

obtido foi de 167,14μM.  

 

Figura 7. Relação concentração x viabilidade celular frente ao tratamento com Quercetina em HaCaT 

por 72 horas:  Resultados da média dos experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes 

na linhagem celular HaCaT, indicados através da porcentagem da viabilidade celular. A) Gráfico obtido 

através do Excel para visualização da curva dose-resposta e obtenção de equação para cálculo de 

CI50. B) representação gráfica obtido utilizando software Graph Pad Prism 5.1 para análise estatística 

dos resultados, indicados através de “***”.  Quando comparado com o controle negativo, a concentração 

de 100μM (***) apresentou uma significância de p≤ 0.001. e a concentração de 50 μM (*) apresentou 

uma significância de p ≤ 0.05. 

 

Através do relatório de análises estatísticas, foi possível identificar que houve 

valores significativos de tratamento com o composto, comparando com dois 

parâmetros, o não tratamento e o tratamento com a doxorrubicina 100µM (controle 

positivo), apenas para as concentrações de 50 e 100μM. Na figura 8, pode-se 

observar que o composto apresentou significância de tratamento quando comparado 

com o controle negativo nas concentrações de 50 (*) e 100μM (***), sendo uma 

significância de p ≤ 0.05 e p≤ 0.001, respectivamente. Em relação ao controle positivo, 

todas as concentrações apresentaram significância de p≤ 0.001.  

 

 

 

A) B) 
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Figura 8. Análise Estatística do tratamento com Quercetina em HaCat: Teste One-Way ANOVA com 

pós-teste de Tukey com comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., 

La Jolla, CA, USA).  Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as 

comparações com o controle positivo e negativo. 

 

4.2 Ensaio em monoterapia: SiHa 

 Os resultados dos experimentos com a linhagem de câncer cervical HPV16 

positiva (SiHa) com tratamento dose-resposta em 72 horas utilizando o composto 

JSK6, indicaram que houve uma ação do composto, causando morte celular nas 

células, como pode ser observados na tabela 3. Quando comparado com o controle 

positivo, pode-se verificar que a ação da JSK6 na concentração de 100μM apresentou 

uma ação bem semelhante a doxorrubicina, visto a proximidade dos números da 

viabilidade celular obtidos. 

 

Tabela 3. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em SiHa no período de 72 horas. 
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Além disso, o composto apresentou uma curva dose-resposta, indicando a 

relação inversa de dose e viabilidade, e ressaltando uma boa ação em células 

cancerígenas infectadas com o HPV, como mostrado na figura 9. O CI50 encontrado 

foi igual a 51,38μM, valor muito próximo do CI50 do composto para linhagem celular 

HaCaT (58,8μM), fato que pode não ser interessante pensando no quesito 

seletividade celular. Entretanto, o índice de seletividade encontrado foi de 1,14, o que 

demonstra que o valor encontrado ainda permite com que o composto seja seletivo 

para o tratamento, agindo mais sobre as células com cópias virais. 

 

Figura 9. Relação concentração x viabilidade celular de JSK6 em SiHa: Resultados da média dos 

experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes na linhagem celular SiHa, indicados 

através da porcentagem da viabilidade celular. A) Gráfico obtido através do Excel para visualização da 

curva dose-resposta e obtenção de equação para cálculo de IC50. B) representação gráfica obtido 

utilizando software GraphPad Prism 5.1 para análise estatística dos resultados, indicados através de 

“***”.  Quando comparado com o controle negativo, a concentração de 25, 50 e 100μM (***) 

apresentaram uma significância de p≤0.001 e a de 12,5 μM (**) significância de p≤ 0.01. 

 

Para esse experimento, o relatório de análises estatísticas demonstrou que 

houve valores significativos de tratamento com o composto, quando comparado com 

o controle negativo nas concentrações de 25, 50 e 100 μM (***), sendo uma 

significância de p≤0.001, e na concentração 12,5 μM(**), p≤ 0.01. Quando comparado 

com o controle positivo, as concentrações de 6,25, 12,5, 25 e 50 μM (***)  

apresentaram significância de p≤0.001 (figura 10). 

 

Figura 10. Análise Estatística JSK6 em SiHa: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey com 

comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). Em 

vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações com o 

controle positivo e negativo. 

A) B) 



30 
 

 

 

Os ensaios utilizando Quercetina na linhagem celular SiHa também obteve um 

resultado com uma curva dose resposta no tempo de 72h. Na tabela 4, pode-se 

verificar os resultados desse experimento e, através deles, pode-se notar a presença 

da ação do composto na linhagem celular, mostrando que ele induz a morte das 

células. Entretanto, quando comparado com o controle positivo, nota-se grande 

diferença no poder citotóxico, sendo o controle positivo mais eficaz, pois obteve uma 

maior porcentagem de morte celular.  

Tabela 4. Resultados experimentais do tratamento com Quercetina em SiHa no período de 72 horas. 
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O IC50 encontrado foi de 104,83µM, valor menor do que o CI50 para HaCat, o 

que seria algo interessante, visto que nessa concentração o composto poderia ter 

mais ação sobre as células com HPV do que na células saudáveis. O índice de 

seletividade obtido foi de 1,54, mostrando-se seletivo para a linhagem celular. 

Ademais, analisando o CI50 de Quercetina, para esse composto requer uma maior 

concentração, quando comparado com a JSK6, para atingir a morte de 50% das 

células.  

Foram encontrados dois estudos na literatura que demonstraram que a 

linhagem celular SiHa por 48 horas com a Quercetina, obtendo CI50 de 140µM e 

160µM (CLEMENTE-SOTO et al, 2019; YADAV et al, 2022). Ambos os resultados 

encontram-se abaixo dos alcançados neste trabalho, este fato pode indicar a 

possibilidade de que ao aumentar o tempo de exposição, é possível diminuir a dose 

necessária para atingir a concentração capaz de inibir 50% das células.  
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Figura 11. Relação concentração x viabilidade celular de Quercetina em SiHa: Resultados da média 

dos experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes na linhagem celular SiHa, indicados 

através da porcentagem da viabilidade celular. A) gráfico obtido através do Excel para visualização da 

curva dose-resposta e obtenção de equação para cálculo de CI50. B) representação gráfica obtido 

utilizando software GraphPad Prism 5.1 para análise estatística dos resultados, indicados através de 

“***”.  Quando comparado com o controle negativo, a concentração de 50 e 100μM (***) apresentaram 

uma significância de p≤0.001. 

 

Para esse experimento, o relatório estatístico demonstrou que houve valores 

significativos de tratamento com o composto quando comparado com o controle 

negativo nas concentrações de 50 e 100 μM (***), com uma significância de p≤0.001. 

Quando comparado com o controle positivo, todas as concentrações testadas 

apresentaram significância de p≤0.001 (figura 12).  

Ademais, vale ressaltar que nos experimentos com SiHa, os valores de morte 

celular encontrados no controle de veículo podem indicar que houve possível 

interferencia do composto veículo, o DMSO. Esse fato pode ser verificado na figura 

12 que indicou valore significante, quando compara o controle negativo com o controle 

veículo, sendo p≤0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) A) 
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Figura 12. Análise Estatística de Quercetina em SiHa: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey 

com comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). 

Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações com o 

controle positivo e negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Ensaio em monoterapia: CasKi 

Através do ensaio de citotoxicidade em monoterapia na linhagem celular CasKi, 

foi possível verificar que o composto JSK6 apresentou uma curva dose-resposta no 

tempo de 72h (Figura 13). Neste experimento, as porcentagens de viabilidade indicam 

que o composto apresentou forte ação sobre a linhagem celular CasKi e mostram uma 

possível maior potência em relação ao próprio controle positivo, como é possível 

verificar na tabela 5.  
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Tabela 5. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em CasKi no período de 72 horas.

 

O CI50 encontrado foi de 22,56μM, valor bem abaixo do valor de CI50  do mesmo 

composto nas células de queratinócitos (HaCaT). O índice de seletividade obtido foi 

de 2,61, confirmando a seletividade para a linhagem com cópias virais, Esse 

experimento, reafirma a hipótese de que a JSK6 apresenta uma ação em células 

cancerígenas positivas para HPV, uma vez que também apresentou bons resultados 

na linhagem celular SiHa. Além disso, poderia ser deduzido uma possível relação da 

maior potência do composto com a maior quantidade de cópias virais, entretanto seria 

necessário estudos mais aprofundados para confirmar tal afirmação.    

 

Figura 13. Relação concentração x viabilidade celular de JSK6 em CasKi: Resultados da média dos 

experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes na linhagem celular SiHa, indicados 

através da porcentagem da viabilidade celular. A) Gráfico obtido através do Excel para visualização da 

curva dose-resposta e obtenção de equação para cálculo de CI50. B) Representação gráfica obtido 

utilizando software GraphPad Prism 5.1 para análise estatística dos resultados, indicados através de 

“***”.  Quando comparado com o controle negativo, todas as concentrações testadas apresentaram 

valores significantes de p≤0.001. 

 

Para esse experimento, o relatório estatístico demonstrou que houve valores 

significativos em todas as concentrações testadas quando comparado com o controle 

negativo, com uma significância de p≤0.001. Quando comparado com o controle 

B) A) 
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positivo, as concentrações 6,25 e 12,5 μM  apresentaram um valor de de p≤0.001 e a 

concentração de 25 μM apresentou valor de p≤0.01, como mostrado na imagem xx.  

 

Figura 14. Análise Estatística de JSK6 em CasKi: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey 

com comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). 

Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações com o 

controle positivo e negativo. 

 

Os resultados dos ensaios de Quercetina na linhagem celular CasKi mostraram 

que ocorreu um efeito de dose-resposta no período de tratamento por 72 horas. Os 

valores de viabilidade mostram que houve ação nas células, mas quando comparado 

com o composto padrão, doxorrubicina, existe uma diferença que indica que o 

composto natural mata menos (Tabela 6).  
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Tabela 6. Resultados experimentais do tratamento com Quercetina em CasKi no período de 72 horas. 

 

O CI50 encontrado com o tratamento de CasKi com quercetina foi de 81,26μM, 

valor bem abaixo do CI50 encontrado para a HaCaT. O índice de seletividade foi igual 

a 2,06, mostrando que esse composto apresenta maior ação sobre a CasKi do que 

sobre as células normais de queratinócitos.  

 

Figura 15. Relação concentração x viabilidade celular de Quercetin em CasKi: Resultados da média 

dos experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes na linhagem celular SiHa, indicados 

através da porcentagem da viabilidade celular. A) Gráfico obtido através do Excel para visualização da 

curva dose-resposta e obtenção de equação para cálculo de CI50. B) Representação gráfica obtido 

utilizando software Graph Pad Prism 5.1 para análise estatística dos resultados, indicados através de 

“***”.  Quando comparado com o controle negativo, as concentrações 100 e 50 μM (***) apresentaram 

uma significância de p≤0.001 e de 25 μM uma significância de p≤0.01. 

 

Para esse experimento, o relatório estatístico demonstrou que houve valores 

significativos nas concentrações de 100 e 50 μM (***), sendo p< 0,001, e na 

concentrações de 25 μM, sendo p≤0.01. Quando comparado com o controle positivo, 

as concentrações 6,25, 12,5, 25 e 50 μM apresentaram significância de p≤0.001 e a 

concentração de 100 μM apresentou significância de p≤0.01.  

 

B) A) 
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Figura 16. Análise Estatística de Quercetina em CasKi: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de 

Tukey com comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, 

USA). Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações 

com o controle positivo e negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Ensaio em monoterapia: C33-A 

Finalizando os testes em monoterapia, a linhagem celular C33-A apresentou 

uma curva dose-resposta frente ao tratamento com o composto JSK6 em 72 horas. 

Os resultados indicaram uma ação eficiente sobre a linhagem de câncer de colo de 

útero, mostrando uma ação mais potente do que o composto padrão, ver tabela 7. 

Entretanto, abre-se uma interpretação dos resultados de que o composto não seja 

seletivo para a presença de HPV, visto que a linhagem celular apresenta células de 

câncer, sem cópias virais.  
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Tabela 7. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em C33-A no período de 72 horas.

 

O CI50 encontrado foi de 88,00μM, valor maior do que o CI50 encontrado para a 

HaCaT. Entretanto, através do Índice de seletividade obteve-se um valor de 0,67, o 

que indicou uma maior ação nas células normais do que nas células tumorais. 

 

Figura 17. Relação concentração x viabilidade celular de JSK6 em C33-A: Resultados da média dos 

experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes na linhagem celular C33-A, indicados 

através da porcentagem da viabilidade celular. A) Gráfico obtido através do Excel para visualização da 

curva dose-resposta e obtenção de equação para cálculo de CI50. B) Representação gráfica obtido 

utilizando software GraphPad Prism 5.1 para análise estatística dos resultados, indicados através de 

“***”.  Quando comparado com o controle negativo, todas as concentrações apresentaram valores 

significantes de p≤0.001. 

 

Através dos resultados estatísticos, pode-se concluir que apenas houve valores 

significativos de p para a comparação do composto com o não tratamento, de forma 

que quando comparado com o controle negativo, todas as concentrações 

apresentaram uma significância de  p≤0.001. Quando comparado com o controle 

positivo, nenhuma concentração apresentou valor significante de p, todos estavam 

acima do valor de corte de p<0.05. 

B) A) 
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Figura 18. Análise Estatística JSK6 em C33-A: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey com 

comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). Em 

vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações com o 

controle positivo e negativo. 

 

Por fim, nos resultados do ensaio com o tratamento de Quercetina, foi possível 

observar um platô, e não uma curva dose-resposta. Esse acontecimento pode indicar 

que o composto está diretamente ligado à presença de HPV, visto que a linhagem 

celular C33-A apresenta o câncer, porém sem cópias virais. Quando comparado com 

o controle positivo, a droga padrão ainda apresentou uma maior eficácia. A partir 

desses resultados, pode-se criar a hipótese de que a Quercetina seja específica para 

o tratamento do câncer de colo de útero associado ao vírus do HPV. 
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Tabela 8. Resultados experimentais do tratamento com Quercetina em C33-A no período de 72 horas.

 

O CI50 encontrado foi de 187,30 μM, valor acima do encontrado na HaCaT. O 

índice de seletividade encontrado foi de 0,89, o que mostrou que houve mais ação 

sobre as células normais do que nas células tumorais.  

 

Figura 19. Relação concentração x viabilidade celular de Quercetina em C33-A: Resultados da média 

dos experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes, indicados através da porcentagem 

da viabilidade celular. À esquerda, gráfico obtido através do Excel para visualização da curva dose-

resposta e obtenção de equação para cálculo de CI50. À direita, representação gráfica obtido utilizando 

software Graph Pad Prism 5.1 para análise estatística dos resultados, indicados através de “***”.   

 

Relacionado com os dados estatísticos, pode-se observar que quando 

comparado com o controle negativo, nenhuma concentração apresentou valor 

significativo de p. Quando comparado com o controle positivo, todas as concentrações 

apresentaram significância de p≤0.001.  

 

 

 

B) A) 
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Figura 20. Análise Estatística Quercetina em C33-A: Teste One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey 

com comparações múltiplas entre os grupos. Software  GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). 

Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significância para as comparações com o 

controle positivo e negativo.  

 

4.5 Ensaio em terapia combinada: JSK6 e Quercetina 

Considerando os resultados obtidos através do ensaio de MTT em monoterapia 

e o tempo restante para conclusão da pesquisa, foi escolhido as células HaCat e SiHa 

para serem submetidas ao teste de terapia combinada de JSK6 e Quercetina. As 

linhagens celulares escolhidas devem-se devido à representatividade, uma vez que 

uma das células é formada por queratinócitos (HaCaT) e outra células tumoral com 

cópia viral do HPV (SiHa).  A fim de obter-se o máximo de combinações possíveis das 

concentrações dos compostos, optou-se por seguir através da metodologia de 

checkerboard. Os experimentos foram realizados em triplicatas independentes, 

expondo a célula ao composto por 72h, calculado a média e desvio padrão.  

     A combinação dos compostos, em sua grande maioria, apresentou uma 

ação inibitória no crescimento de HaCaT, entretanto não são encontrados valores 

altos de inibição como foi encontrado no teste de JSK6 nessa linhagem celular. Esse 

acontecimento pode indicar que a combinação poderia auxiliar na menor seletividade 
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do composto JSK6. Para controle, foi realizado o plaqueamento puro das substâncias, 

sem combinação dos compostos, como pode ser observado na Tabela 9, e os 

resultados obtidos foram similares aos encontrados na primeira etapa da pesquisa. 

 

Tabela 9. Resultados terapia combinada em HaCat: Representação do tratamento dose-

resposta da combinação dos compostos Quercetina e JSK6 na linhagem celular HaCaT por 72 horas, 

considerando os três experimentos independentes, obtidos através de leitura em espectrofotômetro. 

Sendo que, à esquerda a média da porcentagem de células viáveis frente ao tratamento utilizando a 

combinação dos compostos, considerando os três experimentos. À direita a tabela indica o desvio 

padrão das viabilidades nos três experimentos. 

  

Para a exposição de SiHa à combinação dos compostos, pode-se observar na 

Tabela 10 que também houve inibição do crescimento celular, porém, em sua maioria, 

também não apresentou grandes valores de inibição, diferente dos resultados obtidos 

em monoterapia, nos quais obteve-se uma maior inibição, tanto para JSK6 como para 

Quercetina. Esse fato pode ser compreendido como uma possível ação antagônica 

dos compostos, que poderá ser comprovada com a utilização do Synergyfinder. 

 

Tabela 10. Resultados terapia combinada em SiHa: Representação gráfica do tratamento dose-

resposta da combinação dos compostos Quercetina e JSK6 na linhagem celular SiHa por 72 horas, 

considerando os três experimentos independentes, obtidos através de leitura em espectrofotômetro. 

Sendo que, a primeira tabela indica numericamente a média porcentagem de células viáveis frente ao 

tratamento utilizando a combinação dos compostos, considerando os três experimentos. A segunda 

tabela indica o desvio padrão das viabilidades nos três experimentos.  
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4.6 Análise do ensaio de terapia combinada 

       Após a obtenção dos resultados experimentais de viabilidade celular com 

a combinação dos compostos, os dados foram analisados pelo software Synegyfinder 

2.0. O programa permite a compreensão do comportamento dos compostos quando 

testados de forma conjunta, uma vez que, através da sua base de dados, ele cria um 

score que indica o tipo de ação quando há combinação de dois ou mais compostos,  

e desenvolve um mapa que identifica as regiões e as diferentes interações.  

       Inicialmente, esperava-se que os compostos apresentassem ação 

sinérgica, de forma a somar sua ação, potencializar o tratamento e reduzir ação em 

células normais, uma vez que ambos teriam ação de inibição de HDAC. Por meio da 

análise do programa foi possível observar que na linhagem celular HaCaT os 

compostos apresentam, na maior parte das concentrações testadas, um efeito 

antagônico, identificado nas áreas em verde do mapa. Ademais, nas concentrações 

50 e 12,5μM da JSK6 e 6,25 e100μM de quercetina, foi identificado uma região 

sinérgica, sinalizada em vermelho, como pode ser visualizada na figura 23.  

Entretanto, quando analisado o escore resumido, fornecido pela média dos escores 

de cada combinação, a mistura desses compostos apresentou uma ação aditiva frente 

a linhagem de queratinócitos, visto que o escore de -3.46 está dentro dos valores 

padrão estabelecidos para ação aditiva, entre - 10 e 10. Esse resultado mostra que a 

ação da combinação dos compostos se equipara a ação dos compostos isolados, fato 

que poderia não ser interessante, visto que os compostos isolados apresentaram ação 

sobre as células de câncer associado ao HPV, ao mesmo tempo que apresentam ação 

em queratinócitos (JSK6) e menor eficácia em relação ao padrão comercial 

(Quercetina).   
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Figura 21. Relatório fornecido pelo software Synergyfinder da HaCat: análise gráfica a respeito da 

viabilidade da linhagem celular HaCat frente ao tratamento com os compostos Quercetina e JSK6. Em 

verde encontram-se as regiões que apresentaram possível ação antagônica e em vermelho as regiões 

que apresentaram ação sinérgica.  

 

Para a linhagem celular tumoral, SiHa,  a combinação da JSK6 com a 

Quercetina apresentou um comportamento semelhante aos resultados obtidos nas 

células de queratinócitos, porém, não apresentou nenhuma área que indicasse uma 

ação sinérgica. Através dos mapas desenvolvidos pelo software, é possível verificar 

que todas as áreas analisadas apresentam uma coloração verde, mostrados na figura 

24. Além disso, o escore médio confirma a ação antagônica, uma vez que o valor 

obtido é de -25.916, valor dentro do padrão estabelecido como ação antagônica (< -

10). Essa ação antagônica já havia sido visualizada na etapa pré-análise, uma vez 

que foi identificado menores valores de inibição celular de SiHa nos experimentos com 

a combinação dos compostos em relação aos testes dos mesmos em monoterapia. 

Esses resultados não demonstraram ser interessante para o tratamento de câncer de 

colo de útero associado com HPV, pois indica que o efeito dos compostos combinados 

têm menor eficácia do que eles separados, e os valores de tratamento encontrado em 

monoterapia, para ambos os compostos, havia indicado ação eficaz frente a linhagem 

celular para os dois compostos.  
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Figura 22. Relatório fornecido pelo software Synergyfinder da SiHa: Análise gráfica a respeito da 

viabilidade da linhagem celular SiHa frente ao tratamento com os compostos Quercetina e JSK6. Em 

verde encontram-se as regiões que apresentaram possível ação antagônica. 

 

Dessa forma, a partir desses resultados é possível verificar que, para essas 

linhagens celulares e nas concentrações testadas, a combinação dos compostos 

quercetina e JSK6 não demonstram uma ação mais eficaz do que quando comparado 

entre o tratamento em monoterapia.  

5. CONCLUSÕES 

Os resultados alcançados através dos ensaios realizados em monoterapia nas 

diferentes linhagens celulares permitem concluir que o composto sintético se mostra 

como opção promissora de uma possível opção para o tratamento do câncer 

associado ao HPV. Essa hipótese decorre pela ação citotóxica do composto em todas 

as células de câncer e, embora tenha mostrado ação nas células de queratinócitos, 

sua ação ainda foi inferior do que o composto padrão, doxorrubicina. Em relação ao 

composto natural, quercetina, também pode ser concluído que esse composto tem 

potencial para ser utilizado como uma opção de tratamento, porém apresenta 

características distintas do composto sintético. Para um tratamento eficaz, seriam 
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necessárias maiores concentrações para se obter o efeito equivalente da 

doxorrubicina.  Entretanto, em relação à associação dos dois compostos, os 

resultados dos ensaios experimentais mostraram que não há uma potencialização do 

efeito sobre a morte celular. Assim, sua combinação não se demonstrou interessante 

para o tratamento de câncer cervical, visto que a ação individualizada de cada uma 

se mostrou mais eficiente, inibindo uma maior porcentagem de crescimento celular. 

Porém, devido ao potencial encontrado dos compostos de forma individual, a 

combinação não deve ser descartada, podendo ser realizada em outras linhagens 

celulares para compreender se as características apresentadas seriam mais benéficas 

do que maléficas para o tratamento. Ademais, a inibição celular provocada pelos 

compostos poderia ser utilizada como parâmetro para furtura análises, de forma a 

compreender melhor o mecanismo de ação dessas novas moléculas.  
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