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RESUMO

O céancer cervical é o quarto tipo de cancer mais comum em mulheres. Este
cancer esta majoritariamente associado a infec¢éo persistente por tipos oncogénicos
do Papilomavirus Humano (HPV). A familia do HPV apresenta cerca de 200 tipos
diferentes de virus, sendo o HPV 16 e 18 0s mais comuns e responsaveis por 70% a
80% do cancer cervical. O HPV é um virus de DNA, pequeno e circular, envolto em
um capsideo proteico icosaédrico. Apresenta trés importantes regides genémicas que
sdo denominadas: Regido reguladora up-stream (URR); Early (E) e Late (L). E2 é um
repressor transcricional e tem sua funcéo perdida apos a integracdo do genoma viral,
resultando no aumento de expressao dos genes E6 e E7. Esse evento resulta no
acumulo de danos ao DNA, degradando p53 e pRb e, por consequéncia,
interrompendo controles celulares como apoptose e proliferacdo descontrolada.
Dentre as alteracdes epigenéticas, destaca-se o processo de desacetilacdo das
histonas como alternativa no tratamento de algumas doencas. As HDACs (Histona
Deacetilase) removem grupamentos acetil de lisinas presentes na cromatina,
causando alteracdo em seu estado conformacional, retornando ao estado
condensado. A disfuncdo da enzima HDAC de classe |, tipo 8 esta sendo proposta
como alternativa para o cancer cervical associado ao HPV. A terapia combinada é
uma modalidade de tratamento que agrega dois ou mais agentes terapéuticos, que
pode ter acdo sinérgica aditiva ou antagonica, possibilitando um aumento da eficacia
em comparacdo com a abordagem de monoterapia. Neste trabalho avaliamos o
potencial de dois compostos: Quercetina e 0 composto estilbeno (derivado sintético,
JSK6) de atuar como possiveis antivirais com acdo 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 anadlise de resultados
utilizando Graph Pad Prism 5.1 e SinergyFinder. A Quercetina apresentou melhor
acao nas células infectadas com HPV, apresentando um IC50 de 104,83uM em SiHa
e 81,26uM em CasKi. O composto JSK6 apresentou uma curva dose resposta em
todas linhagens. No tratamento combinado, os compostos apresentaram acéo,
majoritariamente, antagdnica nas ceélulas de queratindcitos (HaCat) e de com a
presenca de HPV (SiHa).

Palavras-chave: HPV. CANCER CERVICAL. TRATAMENTO. EPIGENETICO.



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 |,
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 104.83uM in SiHa and 81.26uM 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. INTRODUCAO

1.1 HPV

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus pertencente a familia
Papovaviridae, considerado pequeno contendo cerca de 55nm de diametro, nao
envelopado, com capsideo icosaédrico de 72 capsdmeros formado por duas proteinas
de capsideo, L1 e L2 . O material genético € de DNA, pequeno e circular (OKUNADE,
2020). Atualmente, ja foram identificados mais de 200 gendtipos, sendo divididos em
géneros: Alpha, Nu-/Mu-, Beta- and Gamma-papilomavirus (SANJOSE, 2017). Dentre
esses genotipos, os virus sdo classificados em: alto risco (oncogénicos), 0s
associados com o desenvolvimento de cancer cervical, de orofaringe, anus, vagina,
vulva e pénis, e de baixo risco ou ndo oncogénico, os relacionados com os tipos virais
gue causam verrugas genitais e no trato respiratorio (ROMAN; ARAGONES, 2021).
Os HPV 16 e 18 séo os virus de alto risco mais comuns e responsaveis por 70% a
80% do cancer cervical (GUPTA; MANIA-PRAMANIK, 2019).

O HPV apresenta uma organizacdo gendmica dividida em trés importante
partes: Regido reguladora up-stream (URR); Early (E), [E1, E2, E4, E5, E6 e E7] €
Late (L), [L1 e L2] (PAL; KUNDU, 2020). A primeira regido (URR) & considerada
regulatéria e apresenta maior grau de variagdo no genoma. A regidao “E” esta
relacionada com genes envolvidos na replicacéo viral e na tumorigénese e a regiao
“L” relacionada com a codificacdo para formacéao das proteinas L1 e L2, presentes no
capsideo (OKUNADE, 2020). As proteinas E1 e E2 sdo ativadas para que ocorra
ativacdo da maquinaria de reparo de danos ao DNA do hospedeiro, o que proporciona
0 acesso do virus a DNA polimerase e que garante a replicagdo do genoma viral
(BORDIGNON et al, 2017). Entretanto, a regido E2 € também considerada um
repressor transcricional viral e tem sua funcéo perdida apés a integracédo ao DNA do
hospedeiro, e isso resulta no aumento de expressao dos genes E6 e E7 (MCBRIDE;
WARBURTON, 2017). Esse evento resulta no acimulo de danos ao DNA, degradando
p53 e pRb e, por consequéncia, interrompendo controles celulares, como apoptose e
proliferacdo descontrolada (HOPPE-SEYLER et al.,, 2018). As proteinas E4 e E5
desempenham um papel na regulagéo das fun¢des virais tardias, liberando virions e
proporcionando um escape das células imunoldgicas, respectivamente (BORDIGNON
et al, 2017).
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1.2 Cancer cervical associado ao HPV

Quando a célula do hospedeiro estd em seu estado normal, existem
mecanismos que podem ser ativados e sao capazes de reparar danos no DNA quando
necessario e, nos casos que esse dano ndo pode ser corrigido, sdo ativados
mecanismos de controle, induzindo proteinas sinalizadoras de apoptose celular.
Entretanto, quando a célula esta infectada pelo HPV, as oncoproteinas E6 e E7
interrompem a via de controle, inibindo as proteinas de parada celular p53 e pRb.
Esse mecanismo ocorre através da ligagcdo da E6 com a p53 que desencadeia a
degradacédo proteossémica mediada por ubiquitina, ou pelo bloqueio de sua ativacao.
A degradacdo de pRb ocorre de maneira similar, de forma que E7 inativa a proteina
através de ligacdo, o que promove uma maior liberacdo do fator de transcricdo E2F
e inibicdo da p21. Esse conjunto de a¢des garante que a apoptose ndo ocorra e, além
disso, que a célula entre na fase S da diferenciacéo, possibilitando a proliferacéo
celular e a integragao do virus ao DNA do hospedeiro. (BALASUBRAMANIAM, 2019;
FISCHER, 2017).

Os virus infectam o hospedeiro através de microabrasfes e se replicam nos
epitélios mucosos e cutaneos. Nas células basais do epitélio estratificado, o HPV
desenvolve um reservatorio e a medida que as células infectadas se diferenciam ha
amplificacdo do genoma e sintese das proteinas do capsideo viral, de modo a ser
eliminado na camada superficial do epitélio. Esse processo garante a infeccdo a longo
prazo e uma evasao imunoldgica, o que desencadeia o aparecimento de verrugas,
devido ao espessamento da camada celular, ou o céancer, caso nao haja eliminagéao
viral (MCBRIDE, 2022).

O céancer cervical, também conhecido como cancer de colo uterino, acomete a
populacao feminina e € consequéncia do processo infeccioso persistente causado por
tipos oncogénicos do Papilomavirus Humano (HPV) em 99% dos pacientes (KOPS et
al, 2019). Esse tipo de cancer se desenvolve nas células que revestem o colo do utero,
células glandulares e escamosas, sendo mais predominante na zona de
transformacdo ou juncdo escamo-colunar, local onde as células glandulares do
endocérvix encontram as células escamosas do exocérvix. Aproximadamente 70%
dos canceres cervicais sao do tipo de células escamosa e quase 25% sao de células

glandulares (adenocarcinoma) (STUMBAR et al, 2019). Entretanto, estudo de Herfs et
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al revela que a juncédo escamocolunar do colo de Utero pode ser o local precursor do
cancer associado ao HPV, devido a proximidade com o tecido de infeccéo e por sua
caracteristica imunoldgica (HERFS et al, 2012).

O HPV consegue escapar da resposta imunoldgica através de diversos
mecanismos. O fato de todo ciclo de replicacdo do virus ocorrer fora da membrana
basal das células garante com que fiqguem longe das células imunes residentes na
camada dérmica, e, devido a producédo de L1 e L2 nas células epiteliais superficiais,
h& reducéo no reconhecimento nas células onde ha infecgéo e replicacao. Além disso,
0 virus apresenta um mecanismo capaz de desregular a resposta de Interferons
negativamente (IFN). As proteinas E6 e E7 alteraram a expressao de IFNa , que atua
como uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa, devido as propriedades
antivirais, anti proliferativas e imunoestimuladoras (BORDIGNON et al, 2017).

A transmissdo do virus 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 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). O curso natural da infeccdo por HPV ocorre através da infeccéo,
persisténcia na infeccdo e desenvolvimento do cancer. Entretanto, na maioria dos
casos, as infeccfes sdo eliminadas nos seus estagios iniciais através do sistema
imune do hospedeiro (DELLA FERA et al, 2021).

Quando ndo eliminado, o virus tem sua replicacdo acelerada nas células
diferenciadas, causando alteracBes celulares microscopicas no Papanicolaou
denominada por atipia coilocitotica, aumento nuclear (cariomegalia), hipercromasia e
auséncia de coloragao com impressao de um “buraco” no citosol. Tais alteracfes séo
conhecidas como neoplasia intraepitelial cervical 1 (NIC 1) ou lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau (LSIL), acometendo o terco inferior do epitélio e
apresentando uma menor evidéncia. Em 90% dos casos, a lesdo desaparece dentro
de 2 anos e nao requerem tratamento, porém, pode se desenvolver para NIC 2, uma
alteracdo moderada, localizada nos dois tercos inferiores, e sem seguida em NIC 3,
uma alteracao displasica que chega até o terco superior do epitélio. A NIC 2 e 3 sé@o
conhecidas como lesdes 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 céancer de colo de utero foi classificado como o quarto cancer de maior
incidéncia 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 incidéncia de cancer devido ao HPV foi associado
com o PIB do pais, de modo que paises em desenvolvimento apresentam um maior
namero de casos. Assim, € possivel identificar uma taxa de incidéncia de 9,6 a cada
100.000 mulheres em paises desenvolvidos, enquanto em paises em
desenvolvimento essa incidéncia cresce para 267 a cada 100.000 mulheres (ARBYN,
2020).

Estimated number of incident cases and deaths World, females, ages 10+ (excl. NMSC)

Breast
Colorectum
Lung

Cervix uteri
Thyroid
Corpus uteri
Stomach

Ovary

Incidence

Liver B Mortality

Non-Hodgkin lymphoma

T T T T T T
0 400000 200 000 1200 000 1600000 2000000 2400000

Data source:GLOBOCAN 2020 Numbers Lermaionl Agercy for Resaarc oa Gancer

Graph production: Global Cancer Observatory (http://gco.iarc.fr/) .
© International Agency for Research on Cancer 2023 ) Sranaaten

Figura 1. Numero estimado da incidéncia e mortalidade de casos de cancer no mundo no ano de 2020
segundo a Organizacdo Mundial da Saude. Imagem retirada do site GLOBOCAN /IARC/OMS.

No Brasil, em 2020, ocorreram 6.627 6bitos devido ao cancer de colo de utero,
indicando uma taxa de mortalidade de 4,60 a cada 100 mil mulheres, ocupando a
terceira posicao de incidéncia e a quarta de mortalidade por cancer em mulheres no
pais (INCA, 2022). Em 2023, sédo estimados cerca de 17.010 novos casos,
representando uma taxa de incidéncia de 13,25 casos a cada 100 mil mulheres.
Entretanto, h4 uma diferenca na incidéncia quando se compara os diferentes estados

do pais. Em uma analise regional, € possivel identificar que a regido Norte apresenta
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a maior taxa de incidéncia (20,48/100 mil mulheres), seguido pela regido 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
cancer

Os mecanismos celulares de metilacdo, fosforilacdo e acetilagdo, quando
desregulados, podem ser considerados como alteracdes epigenéticas promotoras da
carcinogénese. Em um estado celular normal, o processo de acetilacdo e
desacetilagdo das histonas permite a RNA polimerase promover a transcricdo de
genes ou devolvé-los a um estado reprimido (n&o transcricional), regulagdo normal de
uma célula (SOTO; SONG; MCLAUGHLIN-DRUBIN, 2017). O processo de acetilacao
ocorre através das enzimas HATs (Histona acetiltransferase), que adicionam
grupamentos acetil em residuos de lisina nas histonas, provocando o afrouxamento
da cromatina, enquanto e a desacetilacdo 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 | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e
HDACS), lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7 e HDAC9), IIB (HDAC6 e HDAC10) e IV
(HDAC11) (HO; CHAN; GANESAN, 2020).

Nos ultimos anos, a procura por tratamentos epigenéticos para o cancer vem
crescendo, sendo a inibicdo da disfuncéo da enzima HDAC de classe I, tipo 8, uma
importante proposta para o tratamento do cancer cervical associado ao HPV, visto
gue essa enzima tem um aumento de expressdo em alguns tumores (FREITAS et al,
2021). Embora seja considerada da classe | das enzimas, analises filogenéticas
indicam que as caracteristicas sdo semelhantes as de classe | e Il. A HDAC 8 pode
ser expressada em diversos tecidos, sendo encontrada no nucleo celular (FASS,
2012). A HDAC 8 tem acado de deacetilagdo em todas as histonas, porém estudos
mostram que o principal alvo sdo as proteinas H3 e H4 das histonas tetraméticas.
Além disso, ha o indicio de que proteinas também foram identificadas como substratos
para deacetilagdo, como por exemplo a p53 (HO; CHAN; GANESAN, 2020).
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Considerando essas caracteristicas, muitos farmacos estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de ser utilizado com um tratamento especifico de
cancer, visto que a acado das HDAC podem ser interrompidas com a utilizacdo de
inibidores de histona deacetilases (HDACI), moléculas que tém a capacidade de se
ligar ao sitio ativo destas enzimas (GANAI; SHEIKH; BABA, 2020). Além disso, ha
procura de moléculas naturais que apresentem essas mesmas caracteristicas, uma
vez que produtos naturais sdo uma das fontes mais eficientes e produtivas para o
desenvolvimento de novos farmacos. Estudos relatam o potencial da quercetina
(composto da classe das isoflavonas) como inibidor de HDACi 8, com acdo em
linhagens celulares para diferentes tipos de cancer, incluindo de céncer cervical
associado ao HPV (XU et al., 2021).

A terapia combinada é uma modalidade de tratamento, que agrega dois ou
mais agentes terapéuticos, podendo aumentar a eficacia em comparacdo com a
abordagem de monoterapia (MOKHTARI et al., 2017). Desta maneira, a terapia
combinada de inibidores HDACs podem ter acdo sinérgica, aditiva ou antagonica,
atuando em mecanismos moleculares que favorecem o tratamento do cancer (XU et
al., 2021).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia antitumoral in vitro, em monoterapia de um composto sintético
inibidor de HDACI 8 (JSK6) e do flavonoide Quercetina, um composto natural também
ja descrito como inibidor de HDAC 8; e avaliar o sinergismo ou antagonismo desses
compostos no tratamento. Ambos os testes, utilizando o ensaio de efeito citotoxico em
diferentes concentracdes, a fim de verificar a viabilidade celular por meio do ensaio
de MTT.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar curva dose resposta no tempo de 72 horas do JSK6 e quercetina em
monoterapia, nas linhagens celulares de cancer cervical HPV 16 positiva (SiHa
e CasKi), cancer cervical HPV-negativo (C33-A) e queratinécito imortalizado de

pele ndo tumoral (HaCaT), nas concentrag¢des 100, 50, 25, 12,5 e 6,25uM.
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e Estabelecer o indice de 50% de Inibi¢&o (IC50) dos compostos em monoterapia
em todas as linhagens celulares e o indice de seletividade (IS)

e Verificagdo do efeito da combinagdo dos compostos utilizando o software
SynergyFinder.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estrutura quimica de composto HDACI 8 e Quercetina

Figura 2. Estrutura dos compostos: A) Quercetina obtida em colaboragdo com o Prof Dr André
Gonzaga*; B) Composto sintetizado HDACi 8 (JSK6), colaboracdo do Prof. Dr. Jean Leandro do

Santos*, *Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP).
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3.2 Preparo das solucdes

Apos o recebimento dos compostos puros, foram preparadas aliquotas de
solugbes de estoque, utilizando 100% de DMSO para solubilizacdo. Segundo
protocolo, a solucdo para uso no tratamento das células deve conter apenas 0,5 a 1%
de DMSO, dessa forma, foi preparado uma solucdo méae contendo 10% de DMSO e a
solucéo para uso, com meio de cultura e apenas 0,5% de DMSO. Cada solucéo 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 solugcdo de antibidtico/antimicotico (penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pug/mL e anfotericina B 0,25 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) a 37° C em atmosfera com CO2 5%. As células foram mantidas em condi¢cbes
de cultivo até se obter subconfluéncia de 80% para os ensaios e colhidas com solu¢ao
tripsina 0,5% (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) em solugéo salina de Hank (HBSS) (v/v).
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As linhagens celulares utilizadas foram as linhagens de cancer cervical transformadas
com HPV16 positiva SiHa (1 a 2 copias virais), HPV16 positiva CasKi (400 a 600
cOpias virais), linhagem ndo tumoral de pele espontaneamente imortalizada (HaCaT)
e linhagem de cancer cervical HPV-negativo (C33-A).

3.4. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT

A avaliacao 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 viaveis, pela acdo da enzima desidrogenase
existente na mitocondria, sendo que a quantidade de formazan obtido esta
diretamente relacionado com a porcentagem de células vivas (BURANAAMNUAY,
2021). Dessa forma, para determinacgdo da citotoxicidade e seletividade do composto
sobre as linhagens, as células foram plagueadas em microplacas de cultura de células
de 96 pocos, na quantidade de 1,0 x 10%células/poco (1,0x10° células/mL) e cultivadas
em estufa a 37°C 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 concentragdes, sendo elas: 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM
e 6,25uM, de HDACI 8 e Quercetina. ApGs o periodo de tratamento com 0s compostos,
foi adicionado 10 pL de MTT, a 5 mg/mL em PBS, em cada poco. A placa foi incubada
por mais 3 horas nas mesmas condi¢Oes de cultivo para ocorrer a reducao do sal
formazan. O sal foi solubilizado com 100uL de dimetilsulfoxido, seguida de leitura em
espectrofotometro iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA) no comprimento de onda 540 nm. A estimativa de células vivas é obtida pela

formula;

% Células Vivas = Absorbéancia Teste - Absorbéncia Branco x100

Absorbéncia Controle Negativo - Absorbéancia Branco

Para ambos os compostos foram realizados em triplicatas e trés experimentos
independentes. Ao final, utilizando os resultados obtidos através da leitura de cada
poco, o célculo de média e desvio padrdo foram realizados para obtencdo da

viabilidade celular.
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3.5. Desenho do experimento

Além dos compostos testados, cada experimento continha: um poco
denominado “branco”, contendo somente meio de cultura suplementado com 10%
soro fetal bovino e antibiéticos, controle negativo, contendo a linhagem celular testada
com meio de cultura suplementado com 10% soro fetal bovino e antibiéticos, controle
de veiculo, contendo meio de cultura suplementado com 10% soro fetal bovino,
antibiéticos e preparado com 0,5% de DMSO, e o controle positivo, utilizando
doxorrubicina 100uM. Dessa forma, o experimento foi desenhado e realizado como

demonstrado na figura 3.

Figura 3. Modelo de plaqueamento: demonstracéo grafica de como os experimentos foram plaqueados,
sendo que a esquerda estdo localizados os compostos testados e suas respectivas concentracdes em
triplicatas. A esquerda estéo localizados os controles utilizados: CN (controle negativo), CV (controle
de veiculo), CP (controle positivo) e B (branco).
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B = Meio de cultura estéril sem células
CN = Suspensao Celular com meio

CV = Suspensdo Celular com 0,5% DMSO
CP = Doxorrubicina

3.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos em triplicata e em trés experimentos independentes

foram avaliados pelo teste One-Way ANOVA com Pés-Test de Tukey de
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comparac¢des multiplas 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 “nivel de significancia observado”, considerado um
resumo estatistico 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 sdo declarados
estatisticamente significativos e declarados ndo significativos caso esteja acima do
ponto de corte (GREENLAND, 2016).

A determinacédo das concentracdes capazes de inibir 50% da viabilidade celular
(Clso) foram obtidas através do excel utilizando a regresséo linear da curva dose
resposta dos compostos. O calculo do indice de seletividade das substancias (IS), que
avalia quanto cada substancia foi seletiva para as linhagens tumorais, foi calculada
através da razéo entre o Clso da linhagem n&o tumoral em relagéo ao Clsoda linhagem
tumoral, conforme indicado abaixo:

. o IC50 linhagem nao tumoral
Indice de seletividade (IS) =

IC50 linhagem tumoral

Para o indice de seletividade, os valores encontrados que demonstram ser
>1,0 indicam que o composto foi mais toxico 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 nao tumoral (MAKI et al, 2022).

3.7 Método Checkerboard

O ensaio de checkerboard tem como finalidade a avaliacdo da combinacéo de
substancias contra diferentes células ou microrganismos in vitro, utilizando de um
padrao de diluicao distribuido na placa de cultivo (MEDEIROS, 2012). Apés o cultivo,
utiliza-se do ensaio de MTT para realizar a revelacdo dos resultados, verificando
assim, a atividade inibitoria de crescimento da linhagem celular. A figura 4 exemplifica
o plagueamento experimental, onde na vertical, cada po¢o continha uma diferente
concentracéo do composto JSK6, enquanto na horizontal diferentes concentracdes de

Quercetina, como pode ser visualizado na imagem de desenho de placa.
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Figura 4. Plagueamento CheckBoarder: demonstracao grafica de como os experimentos foram

a

plagueados, sendo que a esquerda estdo localizados os compostos testados e suas respectivas
concentracdes em triplicatas, as concentragdes de Quercetina estdo sinalizadas em marrom e da JSK6

em verde. A esquerda estfo localizados os controles utilizados: CN (controle negativo) e B (branco).
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B = Meio de cultura estéril sem células
CN = Suspensao Celular com meio

3.8 SynergyFinder

O software SynergyFinder é um aplicativo web autdnomo que foi desenvolvido
por Jing Tang, da Faculdade de Medicina na Universidade de Halsinki. O programa
tem como intuito a andlise interativa e visualizacdo da combinacdo multidose de
diferentes compostos. O programa estabelece resultados utilizando uma base de
dados cientificos e diferentes modelos matematicos de andlise. Dessa forma, para
cada combinacdo de droga testada é gerado um valor denominado escore, na qual os
valores < -10 indica uma provavel interacdo antagdnica entre duas drogas, no intervalo
de -10 a 10 uma interacdo aditiva e um valor maior que 10 a interacdo entre duas
drogas é provavelmente sinérgica. Esses resultados podem ser analisados atraves de
mapas 3D e 2D que interpretam os dados numéricos dos escores em cores,
mostrando através da cor verde areas que apresentaram escores indicativos de uma
acdo antagbnica e na cor vermelha areas com acgdo sinérgica. Além disso, o
SynergyFinder auxilia na visualizagdo da area considerada como mais sinérgica dos
experimentos e cria um escore de sinergia resumida para a combinac&o de uma forma

geral do composto, utilizando da média dos escores de cada combinagéo
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(SYNERGYFINDER, 2022). Para este trabalho, foi escolhido o método de analise ZIP,
que captura as relacdes de interacdo medicamentosa comparando a mudanca na
poténcia das curvas dose-resposta entre medicamentos individuais e suas

combinagoes.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio em monoterapia: HACAT

Os experimentos tiveram inicio 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 trés 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
viaveis, como podemos observar na figura 5. Dessa forma, esse resultado pode indicar
gue o composto tem acéo sobre a linhagem testada e, por se tratar de uma linhagem
de queratindcitos, esse efeito pode ser ndo desejado, visto que indica que haveria
acdo em células normais. Entretanto, analisando o resultado do controle positivo,
doxorrubicina 100uM, é possivel concluir que, embora a JSK6 apresenta acao sobre
células saudaveis, a acao é reduzida quando comparada, na mesma concentragao,
com o0 composto ja comercializado, sendo assim um ponto positivo para o composto.
Por fim, o IC50 obtido foi de 58,80uM.

Tabela 1. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em HaCaT no periodo de 72 horas.

% media da viabilidade celular Desvio médio

Controle negativo 100,00 0,00
Controle de veiculo 104,83 5,42
Controle Positivo 4,50 0,40
100uM 26,02 2,96
50uM 35,36 3,21

25uM 72,98 9,91
12,5uM 95,58 5,62
6,25uM 105,34 34,48

Branco 0,00 0,00
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Figura 5. Relacdo concentracao 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) Grafico obtido através do Excel para visualizacdo da curva dose-resposta e obtencdo de equagédo
para célculo de IC50. B) Representacao grafica obtido utilizando software GraphPad Prism 5.1 para
analise estatistica dos resultados, indicados através de “***”. Quando comparado com o controle

negativo, as concentracdes de 25, 50 e 100uM (***) apresentaram uma significancia de p < 0.001.
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Através do relatério com andlises estatisticas, indicados na secdo 3.6, foi
possivel identificar que houve valores significativos de tratamento com o composto,
comparando com dois parametros, o ndo tratamento e o tratamento com a
doxorrubicina 100uM (controle positivo), pois os valores encontrados para p estao
abaixo do valor de corte de 0,05. Na figura 6, pode ser observado que o0 composto
apresentou significancia de tratamento quando comparado com o controle negativo,
nas concentracoes de 25, 50 e 100uM (***), sendo uma significancia de p< 0.001, e
em relacdo ao controle positivo, nhas concentracdes de 6,25, 12,5, 25, 50 (***), sendo
p< 0.001, e em 100uM (**), sendo p < 0.01. Além disso, pode-se observar que o foi
obtido uma significancia de tratamento de p < 0.001 comparando o controle negativo

com o controle positivo.
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Figura 6. Analise Estatistica JSK6 em HaCat: Teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey com
comparacdes multiplas entre os grupos. Software Graph Pad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). Em
vermelho, encontram-se destacados os resultados de significAncia para as compara¢es com o

controle positivo e negativo.

16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff Jc: ‘Slgnlﬂcant? P‘Summary' L95% Cl of diff
17 | CN(*)vs CV(*™) -4.830 1714 No ns -18.6310 8.968
18 [ CN(*)vs CP(**) 95.50 3389 Yes 817010 109.3
19 [ CN (") vs 6,25uM -5.333 1.893 No ns 19.13t0 8.465
20 § CN(*)vs 12,5uM 4.417 1.567 No ns 9.382t0 18.22
21 | cN () vs 25pM 27.02 9588 Yes 32210 40.82
22 J CN (") vs 50pM 64.64 2294 Yes 50.84 t0 78.44
23 | cn () vs 100 7398 26.26 Yes Jo.181087.78
"24 | Cy(t)vs CP () 100.3 3561 Yes 86,5310 114.1
25 | cv(*)vs 6,25uM -0.5033 0.1786 No ns -14.30t0 13.30
26 | Cv(**)vs 12,5uM 9.247 3282 No ns 455210 23.05
27 | cv(™)vs 25uM 3185 11.30 Yes e 18.05t0 45.65
28 | cv(*)vs 50pM 69.47 2465 Yes 55.67 to 83.27
29 | cvemvs 100uM 78.81 27.97 Yes £5.01t0 92.61
730 [ cp (**)vs 6.25uM -100.8 3579 Yes 114610 -87.04
31§ CP ("*)vs 125uM -91.09 3233 Yes 104.910-77.29
32 || cP (***)vs 25uM -68.49 2431 Yes 8229 t0 -54.69
33 [ cP (***)vs S0uM -30.86 1095 Yes 446610 -17.08
34 | cP s 100ul -21.52 7.637 Yes - 3532t0-7.722
735 | 5.25uMvs 12.5uM 9.750 3.460 No ns -4.04810 23.55
36 | 5,25uMvs 25uM 3235 1148 Yes 18.5510 46.15
37 | 5,25uM vs 50uM 69.97 2483 Yes 56.17t0 83.77
38 | 5,25uM vs 100pM 79.32 28.15 Yes 655210 93.12
39 | 125uMvs 25uM 2260 8.021 Yes 8.802 to 36.40
40 | 125uMvs 50uM 60.22 21.37 Yes 46.42t074.02
41 | 12 5uMvs 100pM 69.57 2469 Yes 55.77 to 83.37
42 | 25uMvs 50pM 37.62 13.35 Yes 2382105142
43 | 25uMvs 100pM 46.97 16.67 Yes 3317 t0 60.77
44 | 50uMvs 100pM 9.343 3.316 No ns -4.4551t023.14

Os resultados obtidos pelo tratamento com Quercetina em 72 horas na
linhagem celular HACAT, podem ser observados na tabela 2. Quando a dose de
100uM do composto € comparada com o controle positivo, pode-se verificar que a
acdo da Quercetina é baixissima nas células normais de queratinécitos, visto que a

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

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

horas.

% méedia da viabilidade celular Desvio médio

Controle negativo 100,00 0,00

Controle de veiculo 104,83 5,42

Controle Positivo 4,50 0.40

100uM 68,63 4,35

50uM 8865 416

25uM 94.48 2.41

12,5uM 94,27 4,01

6,25uM 97.97 472

Branco 0,00 0,00

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

resposta no tempo de 72h, sendo observado um platd nos dados obtidos, como é
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possivel verificar na figura 7. Esse resultado pode ressaltar a baixa resposta das
células normais de queratindcitos frente as doses testadas do composto, podendo ser
associado como um ponto positivo da Quercetina, uma vez que, ao apresentar acao
contra células de cancer associado ao HPV, pode ser considerada seletiva. O Clso
obtido foi de 167,14uM.

Figura 7. Relacdo concentragéo 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) Gréfico obtido
através do Excel para visualizacdo da curva dose-resposta e obtencdo de equacgéo para célculo de
Clso. B) representacéo gréfica obtido utilizando software Graph Pad Prism 5.1 para andlise estatistica
dos resultados, indicados através de “***”. Quando comparado com o controle negativo, a concentragéo
de 100uM (***) apresentou uma significancia de p< 0.001. e a concentragédo de 50 uM (*) apresentou
uma significancia de p < 0.05.
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Através do relatorio de andlises estatisticas, foi possivel identificar que houve
valores significativos de tratamento com o0 composto, comparando com dois
paradmetros, o0 ndo tratamento e o tratamento com a doxorrubicina 100uM (controle
positivo), apenas para as concentragdes de 50 e 100uM. Na figura 8, pode-se
observar que o composto apresentou significancia de tratamento quando comparado
com o controle negativo nas concentragdes de 50 (*) e 100uM (***), sendo uma
significancia de p < 0.05 e p< 0.001, respectivamente. Em relagdo ao controle positivo,

todas as concentracfes apresentaram significancia de p< 0.001.
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Figura 8. Analise Estatistica do tratamento com Quercetina em HaCat: Teste One-Way ANOVA com
pos-teste de Tukey com comparag@es miltiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc.,
La Jolla, CA, USA). Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significancia para as

comparagdes com o controle positivo e negativo.

Tukey's Multiple Comparison Test |Mean Diff. q Significant? P < 0.05?| Summary 95% Clof diff
CN (*) vs CV(™) -4.063 1.957 No ns -14.23 t0 6.107

bl il (=) 2220 i3 yes - 85.3310 105.7
CN (*) vs 6,25uM 2033 0.9791 No ns -8.137 to 12.20
CN (*) vs 12,5uM 5727 2757 No ns -4.443 to 15.90
CN (*) vs 25uM 5.520 2658 No ns |-4.650 to 15.69
CN (*) vs 50uM 11.35 5.464 Yes * 1.177 to 21.52
CN (*) vs 100uM 31.37 15.10 Yes = 2120 to 4154
CV(*) vs CP (**) 99.57 47.94 Yes - 89.40t0 109.7
CV(™) vs 6,254 6.097 2936 No ns -4.073 to 16.27
CV(™) vs 12,5uM 9.790 4714 No ns -0.3802 to 19.96
CV(*) vs 25uM 9.583 4614 No ns -0.5868 to 19.75
CV(**) vs S0pM 15.41 7.420 Yes - 5.240t0 25.58
L s 1000l 35.43 1206 Yes - 5.26 to 45.60
CP (***} vs 6,25uM -93.47 45.01 Yes - -102.6 to -83.30
CP (***) vs 12,5uM -89.78 43.23 Yes - -99.95 to -79.61
CP (***) vs 25uM -89.98 4333 Yes - 100.2 to -79.81
CP (***) vs 50uM -84.16 40.52 Yes = - 94.33 t0 -73.99
CP (**) vs 100uM £4.13 30.88 Yes == |-74.30 to -53.96
52500 vs 12,51 3653 1778 o ms B4TT1013.86
6,25uM vs 25)M 3.487 1679 No ns -6.683 to 13.66
6,25uM vs S0pM 9313 4484 No ns -0.8568 to 19.48
6,25uM vs 100pM 29.34 1413 Yes - 19.17 t0 39.51
12,5pM vs 25uM -0.2067 0.09951 No ns -10.38 to 9.963
12,5uM vs S0pM 5.620 2.706 No ns -4.550 to 15.79
12,5uM vs 100pM 2564 1235 Yes - 15.47 to 35.81
25uM vs S0uM 5.8271 2.806 No ns -4.343 to 16.00
25pM vs 100pM 25.85 12.45 Yes - 15.68 to 36.02
S0pM vs 100pM 20.02 9641 Yes - 9.853 10 30.19

4.2 Ensaio em monoterapia: SiHa

Os resultados dos experimentos com a linhagem de cancer cervical HPV16
positiva (SiHa) com tratamento dose-resposta em 72 horas utilizando o composto
JSKG6, indicaram que houve uma acdo 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 agao da JSK6 na concentragao de 100uM apresentou
uma acdo bem semelhante a doxorrubicina, visto a proximidade dos numeros da

viabilidade celular obtidos.

Tabela 3. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em SiHa no periodo de 72 horas.

% méedia da viabilidade celular Desvio medio

Controle negativo 100,00 0.00
Controle de veiculo 8517 1,03
Controle Positivo 8.08 211
100uM 12,32 3,99

S0 50,07 7.15

25uM 658,15 6,56

12 Gl 80,60 G.16

6, 25uM 89 22 7.36

Branco 0,00 0,00
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Além disso, o composto apresentou uma curva dose-resposta, indicando a
relacdo inversa de dose e viabilidade, e ressaltando uma boa acdo em células
cancerigenas infectadas com o HPV, como mostrado na figura 9. O Clso encontrado
foi igual a 51,38uM, valor muito proximo do Clso do composto para linhagem celular
HaCaT (58,8uM), fato que pode nao ser interessante pensando no quesito
seletividade celular. Entretanto, o indice de seletividade encontrado foi de 1,14, o que
demonstra que o valor encontrado ainda permite com que o0 composto seja seletivo

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

Figura 9. Relagdo concentragdo 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) Gréfico obtido através do Excel para visualiza¢éo da
curva dose-resposta e obtencdo de equacdo para calculo de IC50. B) representagcdo grafica obtido
utilizando software GraphPad Prism 5.1 para andlise estatistica dos resultados, indicados através de

Quando comparado com o controle negativo, a concentracdo de 25, 50 e 100uM (***)

apresentaram uma significancia de p<0.001 e a de 12,5 yM (**) significancia de p< 0.01.
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Para esse experimento, o relatério de analises estatisticas demonstrou que
houve valores significativos de tratamento com o composto, quando comparado com
o controle negativo nas concentracdes de 25, 50 e 100 yM (***), sendo uma
significancia de p<0.001, e na concentragao 12,5 pyM(**), p< 0.01. Quando comparado
com o controle positivo, as concentragbes de 6,25, 12,5, 25 e 50 uyM (***)

apresentaram significancia de p<0.001 (figura 10).

Figura 10. Andlise Estatistica JSK6 em SiHa: Teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey com
comparacdes multiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). Em
vermelho, encontram-se destacados os resultados de significAncia para as comparagdes com o

controle positivo e negativo.
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Tukey's Multiple Comparison Test |Mean Diff. g Significant? Summary |95% Clof diff
CN (*) vs CV(*™) 1483 5.040 Yes * 0.421510 29.23
CN (*) vs CP (*=*) 81.92 31.25 Yes i 77.51t0 106.3
CN (*) vs 6,25uM 10.78 3.665 No ns -3.625 to 25.19
CN (*) vs 12,5uM 19.40 6.595 Yes - 4.998 to 33.81
CN (*) vs 25uM 31.85 10.83 Yes . 17.44 to 46.26
CN (*) vs S0uM 4993 16.97 Yes = 35.52to 64.33
CN (*) vs 100pM 8768 29.81 Yes e 73.27 to 1021

T CV(™) v8 CP (™) 700 2e2T . |ves T 62.68 to 91.50
CV(**) vs 6,25uM -4.047 1.376 No ns -18.45t0 10.36
CV(*™) vs 12,5uM 4577 1.556 No ns -9.828 to 18.98
CV(™) vs 25uM 17.02 5787 Yes * 2618 to 31.43
CV(**) vs S0uM 3510 11.93 Yes e 20.69 to 49.51
CVi**) vs 100yl 72.85 24.77 Yes - 58.4510 87.26
CP (***) vs 6,25uM -81.14 27.58 Yes e 1.95.54 to 66.73
CP (*™*) vs 12,5uM -72.51 2465 Yes = -86.92 to -58.11
CP (***) vs 25uM -60.07 20.42 Yes £ 74,47 to -45.66
CP (***) vs S0pM -41.99 14.27 Yes i |-56.40 to -27.58
CP (™) vs 100pM -4.237 1.440 No ns -18.64t0 10.17
6,25uM vs 12,5uM 8.623 293 No ns -5.782t0 23.03
6,25uM vs 25pM 21.07 7.163 Yes - 6.665 to 35.48
6,25uM vs 50uM 39.15 13.31 Yes b 247410 53.55
6,25uM vs 100pM 76.90 26.14 Yes e 62.49 to 91.31
12,5uM vs 25uM 12.45 423 No ns -1.958 to 26.85
12,5uM vs S0pM 30.52 10.38 Yes - 16,12 to 4492
12,5uM vs 100pM 68.28 2321 Yes - 53.87 to 8268
25uM vs S0pM 18.08 6.145 Yes = 367210 3248
25pM vs 100pM 55.83 18.98 Yes - 41.4210 70.24
S0uM vs 100uM 37.75 12.83 Yes e 23.35t0 52.16

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 presenca
da acdo do composto na linhagem celular, mostrando que ele induz a morte das
células. Entretanto, quando comparado com o controle positivo, nota-se grande
diferenga no poder citotoxico, 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 periodo de 72 horas.

% meédia da viabilidade celular Desvio médio
Controle negativo 100,00 0.00
Controle de veiculo 85,17 1,03
Controle Positivo 8,08 2.1
100uM 56,90 8,40
S50uMm 71,69 1.84
25uM 88,86 6,88
12,5uM 102,18 0,54
6,25uM 108,12 2,75

Branco 0,00 0.00
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O IC50 encontrado foi de 104,83uM, valor menor do que o Clso para HaCat, o
que seria algo interessante, visto que nessa concentracdo o composto poderia ter
mais acdo sobre as células com HPV do que na células saudaveis. O indice de
seletividade obtido foi de 1,54, mostrando-se seletivo para a linhagem celular.
Ademais, analisando o Clso de Quercetina, para esse composto requer uma maior
concentracdo, 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 Clso de 140uM e
160uM (CLEMENTE-SOTO et al, 2019; YADAV et al, 2022). Ambos os resultados
encontram-se abaixo dos alcancados neste trabalho, este fato pode indicar a
possibilidade de que ao aumentar o tempo de exposicéo, é possivel diminuir a dose

necessaria para atingir a concentracao capaz de inibir 50% das células.
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Figura 11. Relacdo concentracéo x viabilidade celular de Quercetina em SiHa: Resultados da média
d% experimentos de citotoxicidade com MTT em independentes na linhagem celular SiHa, indicados
através da porcentagem da viabilidade celular. A) grafico obtido através do Excel para visualizagdo da
curva dose-resposta e obtencdo de equacgdo para calculo de Clso. B) representacdo grafica obtido
utilizando software GraphPad Prism 5.1 para andlise estatistica dos resultados, indicados através de
P

. Quando comparado com o controle negativo, a concentragéo de 50 e 100uM (***) apresentaram

uma significancia de p<0.001.
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Para esse experimento, o relatério estatistico demonstrou que houve valores
significativos de tratamento com o composto quando comparado com o controle
negativo nas concentragdes de 50 e 100 uM (***), com uma significancia de p<0.001.
Quando comparado com o controle positivo, todas as concentracdes testadas
apresentaram significancia de p<0.001 (figura 12).

Ademais, vale ressaltar que nos experimentos com SiHa, os valores de morte
celular encontrados no controle de veiculo podem indicar que houve possivel
interferencia do composto veiculo, o DMSO. Esse fato pode ser verificado na figura
12 que indicou valore significante, quando compara o controle negativo com o controle

veiculo, sendo p<0.01.
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Figura 12. Andlise Estatistica de Quercetina em SiHa: Teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey
com comparagOes multiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA).
Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significAncia para as comparacdes com o

controle positivo e negativo.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? F| Summary S5% Cl of diff
CN {*} vs CV[*) 14.83 6.281 Yes - 3.230 to 26.42
CN () vs CP (™) 91.92 3881 Yes - 80.32 to 103.5
CN () vs 8,25uM 2117 3.427 ns -19.71 to 3.480
CN (%) vs 12,5uM 2.180 0.5208 No ns -13.78 to 5.417
CN (") vs 25uM 11.14 4704 ns -D.4567 to 22.74
CN (7) vs 50uM 28.31 11.85 Yes - 16.71 to 35.91
CN (%) vs 100uM 42,10 18.20 Yes - 31.51 1o 54.70
CV(*) vs CP {~) TT.09 32.55 Yes - 85.459 1o 88.65
CWV{~) vs 8, 25uM -22.54 9.688 Yes o -34 54 tp -11.35
CV(™) vs 12 5uM -17.01 T.181 Yes - -28.60 1o -5.410
SN xs 2ould -3.687 1.557 No ns -15.28 to 7.910
CV(**) vs 50pM 12.48 5,694 Yes - 1,887 to 25.08
CV(~) vs 100pM 28.28 11.94 Yes == 18.68 to 39.87
CP (=) vs 8,25uM -100.0 4224 Yes - <1116 to -B8.44
CP (=) vs 12,5uM -54.10 35.73 Yes - -105.7 to -82.50
CP (~) vs= 25pM -20.T8 4N Yes - -82.37 to -89.18
Ll IR T e rer -75.20 to -52.01
CP (=) vs 1004M -48.81 2061 Yes - 8041 to -37.22
6. 25uM vs 12,5uM 5.9a7 2.507 No ns -5.800 to 17.53
6,25pM vs 25pM 1928 8.132 Yes - 7.880 to 30.85
8.25uM vs SOpM 35.43 15.38 Yes - 24.83 to 48.02
8.25uM vs 100pM 51,22 21.63 Yes - 39,62 1o 62.82
12,5uM vs 25uM 13.32 5.825 Yes - 1.723 to0 24.52
12, 5pM vs S0pM 30.45 12.88 Yes - 18.89 to 42.09
12,5uM vs 10DuM 4528 19.12 Yes == 33.89 10 58.88
25uM vs S0pM 17147 7.250 Yes - 5573 w0 2B.77
25pM vs 100pM 31.96 13.50 Yes - 20.3T 10 43.56
50pM vs 100pM 14.79 8.247 Yes - 3.197 to 28.29

4.3 Ensaio em monoterapia: CasKi

Através do ensaio de citotoxicidade em monoterapia na linhagem celular CasKi,
foi possivel verificar que o composto JSK6 apresentou uma curva dose-resposta no
tempo de 72h (Figura 13). Neste experimento, as porcentagens de viabilidade indicam
gue o composto apresentou forte agéo sobre a linhagem celular CasKi e mostram uma
possivel maior poténcia em relacdo ao proprio controle positivo, como € possivel

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

% meéedia da viabilidade celular Desvio médio

Controle negativo 100,00 0,00
Controle de veiculo 92,10 5,42
Controle Positivo 17,85 1,47
100uM 7.23 0,74
50umM 19.25 8,37

25umM 43,24 8,22
12,5uM 60,99 9,95
6,25uM 67,39 12,65
Branco 0,00 0.00

O Clso encontrado foi de 22,56uM, valor bem abaixo do valor de Clso do mesmo
composto nas células de queratindcitos (HaCaT). O indice de seletividade obtido foi
de 2,61, confirmando a seletividade para a linhagem com coépias virais, Esse
experimento, reafirma a hipotese de que a JSK6 apresenta uma acdo em células
cancerigenas positivas para HPV, uma vez que também apresentou bons resultados
na linhagem celular SiHa. Além disso, poderia ser deduzido uma possivel relacédo da
maior poténcia do composto com a maior quantidade de copias virais, entretanto seria

necessario estudos mais aprofundados para confirmar tal afirmacao.

Figura 13. Relac¢é@o concentracéo 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) Gréfico obtido através do Excel para visualiza¢éo da
curva dose-resposta e obtencdo de equacao para calculo de Clso. B) Representagdo grafica obtido
utilizando software GraphPad Prism 5.1 para analise estatistica dos resultados, indicados através de

Quando comparado com o controle negativo, todas as concentracfes testadas apresentaram
valores significantes de p<0.001.
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Para esse experimento, o relatorio estatistico demonstrou que houve valores
significativos em todas as concentracdes testadas quando comparado com o controle

negativo, com uma significancia de p<0.001. Quando comparado com o controle
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positivo, as concentragdes 6,25 e 12,5 yM apresentaram um valor de de p<0.001 e a

concentracao de 25 uM apresentou valor de p<0.01, como mostrado na imagem Xxx.

Figura 14. Analise Estatistica de JSK6 em CasKi: Teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey
com comparag8es multiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA).
Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significAncia para as compara¢des com o
controle positivo e negativo.

Tukey's Muttiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P| Summary 95% Cl of diff
CN (*) vs CV(*™) 7.903 1.925 No ns -12.20 to 28.01

_CN. (*) vS EP (***) 82.15 20.01 Yes = 62.05 10 102.3
CN (*) vs 6,25uM 32.61 7.944 Yes b I12.51 to 52.72
CN (*) vs 12,5uM 39.01 9.502 Yes = fi2.20 to 59.11
CN (*) vs 25uM £6.76 13.83 Yes - 36.66 to 76.87
CN (*) vs S0uM 80.75 1967 Yes = £0.65 to 100.9
CN (*) vs 100pM 92.77 2260 Yes b 72.67 to 112.9
CV(**) vs CP (*%) 7425 18.09 Yes b 541510 94.35
CV(**) vs 6,25uM 2471 6.019 Yes = 4607 to 44.81
CV(*) vs 12,5uM 31.10 7.577 Yes = 11.00 to 51.21
CV(**) vs 25pM 43.86 11.80 Yes = 28.76 to 63.96
CV(**) vs S50pM 72.85 17.74 Yes b 52.74 10 92.95
CWV(**) vs 100uM g84.87 20.67 Yes b 64.77 to 105.0
CP () vs 6,254 2958 12.07 Yes = (69,64 to 29 22
CP (***) vs 12,5uM -43.15 10.51 Yes L6325 to -23.04
CP (***) vs 25pM -25.39 6.185 Yes = |-45.49 to -5.287
CP (™) vs S0pM -1.403 0.3418 No ns 1-21.51 to 18.70
Ch () vs 1000l 10.62 2.587 No ns 19.483 to 30.72
6,25uM vs 12,SpM 6.393 1.557 No ns -13.71 to 26.50
6,25uM vs 25pM 2415 5.883 Yes * 4.047 to 4425
6,25uM vs S0uM 4514 11.73 Yes b 28.03 10 6824
6,25uM vs 100pM 60.16 1465 Yes b 40.06 to 80.26
12,5uM vs 25pM 17.76 4325 No ns -2.347 to 37.86
12,5uM vs S0pi 41.74 1017 Yes = 2164106185
12,5uM vs 100uM 83.77 13.10 Yes = 33.66 to 73.87
25pM vs SOpM 23.99 5.843 Yes ® 3883104409
25pM vs 100pM 36.01 8.772 Yes b 15.91 to 56.11
S0pM vs 100pM 12.02 2.929 No ns -8.080to 32.13

Os resultados dos ensaios de Quercetina na linhagem celular CasKi mostraram
que ocorreu um efeito de dose-resposta no periodo de tratamento por 72 horas. Os
valores de viabilidade mostram que houve acdo nas células, mas quando comparado
com o composto padrdo, doxorrubicina, existe uma diferenca que indica que o

composto natural mata menos (Tabela 6).



36

Tabela 6. Resultados experimentais do tratamento com Quercetina em CasKi no periodo de 72 horas.

% media da viabilidade celular Desvio médio

Controle negativo 100,00 0,00
Controle de veiculo 92,10 542
Controle Positivo 17,85 1,47
100uM 42.05 3,98

50uM 64.10 5,35

25uM 78,32 5,67
12,.5uM 92,63 S$.40
6,.25uM 101,01 8,47
Branco 0,00 0,00

O Clso encontrado com o tratamento de CasKi com quercetina foi de 81,26uM,
valor bem abaixo do Clso encontrado para a HaCaT. O indice de seletividade foi igual
a 2,06, mostrando que esse composto apresenta maior acao sobre a CasKi do que

sobre as células normais de queratindcitos.

Figura 15. Relac@o concentracéo 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) Gréfico obtido através do Excel para visualizacdo da
curva dose-resposta e obtencdo de equacdo para calculo de Clso. B) Representagdo grafica obtido
utilizando software Graph Pad Prism 5.1 para andlise estatistica dos resultados, indicados através de
‘%2 Quando comparado com o controle negativo, as concentragdes 100 e 50 yM (***) apresentaram
uma significancia de p<0.001 e de 25 yM uma significancia de p<0.01.
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Para esse experimento, o relatorio estatistico demonstrou que houve valores
significativos nas concentracbes de 100 e 50 uyM (***), sendo p< 0,001, e na
concentracdes de 25 uM, sendo p<0.01. Quando comparado com o controle positivo,
as concentracoes 6,25, 12,5, 25 e 50 yM apresentaram significancia de p<0.001 e a

concentragédo de 100 uM apresentou significancia de p<0.01.
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Figura 16. Andlise Estatistica de Quercetina em CasKi: Teste One-Way ANOVA com pds-teste de

Tukey com comparacg6es multiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA,

USA). Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significancia para as comparacdes

com o controle positivo e negativo.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff q Significant? P| Summary 95% Cl of diff
CN (*) vs CV(™) 7.903 2.479 No ns -7.71210 23.52
CN (*) vs CP (*) 8215 25.76 Yes 66.54 to 97.77
CN (*) vs 6,25pM -1.007 0.3157 No ns -16.62 to 14.61
CN (*) vs 12,5pM 7.370 231 No ns -8.24510 22.99
CH (*) vs 25pM 2169 G801 Yes = 6.071 10 37.30
CN (%) vs S50pM 35.90 11.26 Yes == 20.28 to 51.51
CN (*) vs 100pM 57.95 1817 Yes e 42.34 to 73.57
CV(**) vs CP (™) 7425 2329 Yes - |58.63 to 89.87
CV(**) vs 6,25l 8910 2.794 No ns 2453106708

-cv(-) vs 12,5ul -0.5333 0.1673 No ns -16.15 to 15.08
CV(**) vs 25pM 13.78 4322 No ns -1.832 to 25.40
CV(**) vs 50uM 27.99 8.779 Yes b 12.38 to 43.61

Ll ye 10001 50,05 1570 Yes = 344310 6567
CP (™) vs 6,25uM -83.16 26.08 Yes e -898.78 to -67.54
CP (**) vs 12,5uM -74.78 23.45 Yes b -90.40 to -59.17
CP (™) vs 25uM -£0.47 18.96 Yes = -76.08 to -44.85
CP (**) vs SOpM -45.26 14.51 Yes = -61.87 1o -30.64
CP (***) vs 100pM -24.20 7.589 Yes =n -39.82 to -8.585

T B.250M VS 12,501 ixcray ra: g o 3 72390 23.99
6,25uM vs 25uM 2269 717 Yes - 7.078 to 38.31
6,25uM vs S0uM 36.90 11.57 Yes e 21.29to 5252
6,25uM vs 100pM 58.96 18.49 Yes - 433410 74.58
12,5uM vs 25uM 14.32 4.490 Ne ns -1.299 10 29.93
12,5uM vs S0uM 28.53 8.945 Yes i 12.91 to 44.14
12,5uM vs 100pM 50.58 15.86 Yes = 34.97 to 66.20
25pM vs S0pM 14.21 4.456 No ns -1.405 to 29.83
25uM vs 100pM 36.27 11.37 Yes e 20.65to 51.88
S0uM vs 100uM 22.06 6.917 Yes - 6.441 to 37.67

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 acéo eficiente sobre a linhagem de cancer de colo de

Gtero, mostrando uma acao mais potente do que o composto padrdo, ver tabela 7.

Entretanto, abre-se uma interpretacdo dos resultados de que o composto ndo seja

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

cancer, sem copias virais.
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Tabela 7. Resultados experimentais do tratamento com JSK6 em C33-A no periodo de 72 horas.

% media da viabilidade celular Desvio medio
Controle negativo 100,00 0,00
Controle de veiculo 10017 6 83
Controle Positivo 20,35 11.45
100M 19.39 10.97
S0uM 26,84 818
25uM 30,74 8,28
12.5uM 32,75 6,33
6, 25uM 35,84 13,92
Branco 0,00 0,00

O Clso encontrado foi de 88,00uM, valor maior do que o Clso encontrado para a
HaCaT. Entretanto, através do indice de seletividade obteve-se um valor de 0,67, o

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

Figura 17. Relag&o concentragdo 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) Gréfico obtido através do Excel para visualizacdo da
curva dose-resposta e obtencdo de equacédo para calculo de Clso. B) Representagdo grafica obtido
utilizando software GraphPad Prism 5.1 para analise estatistica dos resultados, indicados através de
“**”  Quando comparado com o controle negativo, todas as concentra¢des apresentaram valores

significantes de p<0.001.

A) MTT - C33-A-T2H i B) MTT-C33-A-72h
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2 T 50+ 08 25uM
0.0 ';?u B3 50pM
5,00 s @l 100puM
0,00 0-
0,00 20,00 40,00 60,00 30,00 100,00 12000
Concentracio JSKBE em uM Controle JSK6

Através dos resultados estatisticos, pode-se concluir que apenas houve valores
significativos de p para a comparacdo do composto com o ndo tratamento, de forma
que quando comparado com o controle negativo, todas as concentracbes
apresentaram uma significancia de p<0.001. Quando comparado com o controle
positivo, nenhuma concentracdo apresentou valor significante de p, todos estavam

acima do valor de corte de p<0.05.
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Figura 18. Anadlise Estatistica JSK6 em C33-A: Teste One-Way ANOVA com poés-teste de Tukey com
comparacdes multiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA). Em
vermelho, encontram-se destacados os resultados de significAncia para as comparacdes com o

controle positivo e negativo.

Tukey's Multiple Comparison Test MeanDif. g Significant? P < 0.057 summary  |95% Cl of diff
CN (*)vs CV(*) -0.1700 0.03223 No ns -26.00 10 25.66
CN (*)vs CP (***) 79.65 15.10 Yes 538310 1055
CN () vs 6,.25uM 64.15 12.16 Yes 38331089.08
CN (*) vs 12,5uM 87.25 1275 Yes 4142109207
CN () vs 25uM 69.27 1313 Yes 4344109500
CN (*) vs 50pM 73.16 1387 Yes 473410 98.99
CN (*) vs 100uM 80.61 15.28 Yes 547810 106.4

T CV(™) Vs CP () 7007 513 Ves = 540010 1057
CV(*)vs 6.25uM 64.32 12.20 Yes 385010 90.15
CV(™) vs 12,5uM 6742 1278 Yes 4159109324
CV(**) vs 25uM 60.44 1317 Yes 436110 95.26
CV(*™)vs 50uM 7333 13.90 Yes 475110 99.16
CV(**) vs 100pN 80.78 15.32 Yes 549510 106.6
CP (***)vs 6 25M -15.50 2939 No ns 413310 10.33
CP (**)vs 12,55l -12.41 2352 No ns -38.2310 13.42
CP (***)vs 25uM 10.39 1.969 No ns -36.2110 15.44
CP (***)vs 50uM -5.490 1231 No ns 323210 19.34
CP (***)vs 100uM 0.9567 0.1814 No ns 2487102678
6,250M vs 12,5 11 K R 1) o s -227310 2892
6,25uM vs 25M 5113 0.9695 No ns 207110 30.94
6,250M vs 50uM 9.010 1.708 No ns 16.8210 34.84
6,25uM vs 100pM 16.46 3120 No ns 9371104228
12,5uM vs 25uM 2020 0.3830 No ns 2381102785
12,5uM vs 50M 5917 1122 No ns 1991103174
12,5uMvs 100pM 13.36 2534 No ns 12.4610 39.19
25UM vs 50uM 3807 07388 No ns 2193102072
25l vs 100uM 11.34 2151 No ns 14.4810 37.17
50uM vs 100pM 7.447 1412 No ns 183810 33.27

Por fim, nos resultados do ensaio com o tratamento de Quercetina, foi possivel
observar um platd, e ndo uma curva dose-resposta. Esse acontecimento pode indicar
que o composto esta diretamente ligado a presenca de HPV, visto que a linhagem
celular C33-A apresenta o cancer, porém sem copias virais. Quando comparado com
0 controle positivo, a droga padrdo ainda apresentou uma maior eficacia. A partir
desses resultados, pode-se criar a hipotese de que a Quercetina seja especifica para
o tratamento do cancer de colo de utero associado ao virus do HPV.
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Tabela 8. Resultados experimentais do tratamento com Quercetina em C33-A no periodo de 72 horas.

% media da viabilidade celular

Desvio medio

Controle negativo
Controle de veiculo
Controle Positivo

100uM
SOpM
25
12_5uM
6.25uM
Branco

100,00
10017
20,35
80,74
104,20
108,79
111,02
118,27
0.00

0.00
G.83
11.45
19,02
16,75
7,43
F.ro
11,92
0.00

O Clso encontrado foi de 187,30 yM, valor acima do encontrado na HaCaT. O

indice de seletividade encontrado foi de 0,89, o que mostrou que houve mais acao

sobre as células normais do que nas células tumorais.

Figura 19. Relagéo concentracdo 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. A esquerda, grafico obtido através do Excel para visualizagcdo da curva dose-

resposta e obtencdo de equacio para célculo de Clso. A direita, representacéo grafica obtido utilizando

software Graph Pad Prism 5.1 para analise estatistica dos resultados, indicados através de
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Relacionado com os dados estatisticos, pode-se observar que quando

comparado com o controle negativo, nenhuma concentracdo apresentou valor

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

apresentaram significancia de p<0.001.
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Figura 20. Anélise Estatistica Quercetina em C33-A: Teste One-Way ANOVA com pos-teste de Tukey
com comparagOes multiplas entre os grupos. Software GraphPad Prism 5.1 (Inc., La Jolla, CA, USA).
Em vermelho, encontram-se destacados os resultados de significancia para as compara¢des com o

controle positivo e negativo.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff q Significant? P < 0.057? Summary 95% Cl of diff
CN (*)vs CV(*) -0.1700 0.02517 No ns -33.24 10 32.90
CN (*)vs CP (**%) 79.65 11.79 Yes o 46.5810 112.7
CN (*)vs 6,25uM -18.27 2705 No ns 51.34 10 14.80
CN (*)vs 12,5uM -10.38 1.537 No ns 43.4510 22.69
CN (*)vs 25uM -8.790 1.302 No ns 41.86t0 24.28
CN (*)vs 50uM -4.203 0.6224 No ns 37.27 t0 28.87
CN (*)vs 100pM 19.26 2852 No ns 13.811t052.33
CV(**)vs CP (***) 79.82 11.82 Yes e 46.751t0 112.9
CV(**)vs 6,25uM -18.10 2.680 No ns -51.17 to 14.97
CV(*)vs 12,5uM -10.21 1.512 No ns -43.28 to 22.86
CV(**)vs 25uM -8.620 1.276 No ns -41.69 to 24.45
CV(**) vs 50uM -4.033 0.5972 No ns -37.10 to 29.04
CV(* vs 1000l 19.43 2.878 No ns -13.64 to 52.50
CP (***)vs 6,25uM -97.92 14.50 Yes b -131.0 to -64.85
CP (***)vs 12,5uM -90.04 13.33 Yes b -123.1t0 -56.97
CP (***)vs 25pM -85.44 13.10 Yes b -121.510 -55.37
CP (***)vs 50pM -83.86 12.42 Yes b -116.9t0 -50.79
CP (***)vs 100uM -60.39 8.942 Yes e -93.46 to -27.32
6,25uM vs 12,5uM 7.887 1.168 No ns -25.18 to 40.96
6,25uM vs 25uM 9.480 1.404 No ns -23.59 to 42.55
6,25uM vs 50pM 14.07 2.083 No ns -19.00 to 4714
6,25uM vs 100uM 3753 5.558 Yes * 4.462to 70.60
12,5uM vs 25uM 1593 0.2359 No ns -31.48to 34.66
12,5uM vs 50uM 6.180 0.9151 No ns -26.89 to 39.25
12,5uM vs 100uM 2965 4.390 No ns -3.425t0 62.72
25uM vs 50uM 4587 0.6792 No ns -28.48 to 37.66
25uM vs 100pM 28.05 4.154 No ns -5.018t0 61.12
50uM vs 100pM 23.47 3475 No ns -9.605 to 56.54

4.5 Ensaio em terapia combinada: JSK6 e Quercetina
Considerando os resultados obtidos através do ensaio de MTT em monoterapia
e 0 tempo restante para conclusao 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 a representatividade, uma vez que
uma das células é formada por queratinécitos (HaCaT) e outra células tumoral com
copia viral do HPV (SiHa). A fim de obter-se 0 maximo de combinacdes possiveis das
concentracbes 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 padréo.
A combinagdo dos compostos, em sua grande maioria, apresentou uma
acdo inibitéria no crescimento de HaCaT, entretanto ndo sdo encontrados valores
altos de inibicdo como foi encontrado no teste de JSK6 nessa linhagem celular. Esse

acontecimento pode indicar que a combinacdo poderia auxiliar na menor seletividade
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do composto JSK6. Para controle, foi realizado o plagueamento puro das substancias,
sem combinacdo 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: Representacdo do tratamento dose-
resposta da combinacdo dos compostos Quercetina e JSK6 na linhagem celular HaCaT por 72 horas,
considerando os trés experimentos independentes, obtidos através de leitura em espectrofotdmetro.
Sendo que, a esquerda a média da porcentagem de células viaveis frente ao tratamento utilizando a
combinacdo dos compostos, considerando os trés experimentos. A direita a tabela indica o desvio

padrdo das viabilidades nos trés experimentos.

I5K6 = 100pM | 50pM | 25uM | 12,5uM | 6,25uM | OpuMm 15K6 100pM | 50uM | 25uM | 12,5uM | 6,25uM | OpM
Quercetina- Quercetina

OpM 28480 | 42 485| 69,563 | 72571 | 81,866 | 100,376 opM 18,139 | 12107 | 15289 | 16,390 | 13520 | 0,767
6,25uM 55,648 | 58,640 | 67,078 [ 106,636 | 90,901 | 98,507 6,25uM 24,298 | 35,308 | 35,085 | 23,645 9,668 9,630
12,5uM 40,103 | 40,928 | 54,391 | 90,042 | 86,393 | 95,091 12,5uM 15,816 | 25,343 | 36,127 | 28,497 | 35511 | 18,017
25uM 35,175 | 36,480 | 61,900 | 85,943 [ 69,713 | 92,221 25pM 20,823 | 31,076 | 31,983 | 17,667 | 26,192 | 3,647
50puM 35,734 | 43,425 | 52,994 | 95,891 | 77,879 | 92,812 50pM 18,614 | 26,801 | 36,397 | 18,011 | 21,407 | 4,052
100pM 31,485 | 45,245 | 61,820 | 71,860 | 85,016 | 80,856 100pM 25540 | 21,109 | 40,119 | 48,962 | 14,672 | 17,176

Para a exposi¢cdo de SiHa a combinagcédo dos compostos, pode-se observar na
Tabela 10 que também houve inibicdo do crescimento celular, porém, em sua maioria,
também néo apresentou grandes valores de inibicédo, diferente dos resultados obtidos
em monoterapia, nos quais obteve-se uma maior inibicdo, tanto para JSK6 como para
Quercetina. Esse fato pode ser compreendido como uma possivel acdo antagdnica

dos compostos, que podera ser comprovada com a utilizacdo do Synergyfinder.

Tabela 10. Resultados terapia combinada em SiHa: Representacdo grafica do tratamento dose-
resposta da combinacéo dos compostos Quercetina e JSK6 na linhagem celular SiHa por 72 horas,
considerando os trés experimentos independentes, obtidos através de leitura em espectrofotbmetro.
Sendo que, a primeira tabela indica numericamente a média porcentagem de células viaveis frente ao
tratamento utilizando a combinagdo dos compostos, considerando os trés experimentos. A segunda

tabela indica o desvio padréo das viabilidades nos trés experimentos.

JSK6 —> JSK6 —>
100pM | 50puM | 25uM | 12,5uM | 6,25uM | OpM 100puM | 50pM 25uM 12,5uM | 6,25uM ouM
QuercetinaJ) Quercetina+,

OouM 22,765 | 25,375 |32,729| 57,200 | 66,922 | 93,471 oM 3,210 | 6,505 | 17,695 | 18,259 | 31,741 | 26,111
6,25uM 32,400 | 56,522 |59,896| 71,780 | 87,622 | 111,660 6,25uM 11,993 |19,793| 5964 |23,753| 18,762 | 20,950
12,5uM 34,119 | 35,429 |59,011| 74,368 | 90,827 | 88,866 12,5uM 18,950 | 4,031 | 25,943 | 18,289 | 24,019 | 6,789

25uM 28,735 | 50,987 |66,412| 85,988 | 89,723 | 85,225 25uM 9,852 |11,561| 19,156 | 12,118 | 5581 | 17,944

50uM 34,625 | 54,831 |71,873| 93,768 | 97,439 | 91,796 50pM 10,915 | 16,993 13,911 | 13,113 | 26,715 | 4,448
100pM 38,889 | 59,018 | 80,895| 96,710 | 78,608 | 94,285 100pM 15,703 |18,385| 18,496 | 28,241 | 13,529 | 12,976
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4.6 Andlise do ensaio de terapia combinada

Apés a obtencdo dos resultados experimentais de viabilidade celular com
a combinagéo dos compostos, os dados foram analisados pelo software Synegyfinder
2.0. O programa permite a compreensao do comportamento dos compostos quando
testados de forma conjunta, uma vez que, atraves da sua base de dados, ele cria um
score que indica o tipo de acdo quando h4 combinacdo de dois ou mais compostos,
e desenvolve um mapa que identifica as regides e as diferentes interagdes.

Inicialmente, esperava-se que 0S compostos apresentassem acao
sinérgica, de forma a somar sua acao, potencializar o tratamento e reduzir acdo em
células normais, uma vez que ambos teriam acdo de inibicdo de HDAC. Por meio da
andlise do programa foi possivel observar que na linhagem celular HaCaT os
compostos apresentam, na maior parte das concentracdes testadas, um efeito
antagonico, identificado nas areas em verde do mapa. Ademais, nas concentracdes
50 e 12,5uM da JSK6 e 6,25 e100uM de quercetina, foi identificado uma regiao
sinérgica, sinalizada em vermelho, como pode ser visualizada na figura 23.
Entretanto, quando analisado o escore resumido, fornecido pela média dos escores
de cada combinacéo, a mistura desses compostos apresentou uma acao aditiva frente
a linhagem de queratindcitos, visto que o escore de -3.46 esta dentro dos valores
padrao estabelecidos para acao aditiva, entre - 10 e 10. Esse resultado mostra que a
acao da combinacado dos compostos se equipara a acdo dos compostos isolados, fato
gue poderia ndo ser interessante, visto que os compostos isolados apresentaram acao
sobre as células de cancer associado ao HPV, ao mesmo tempo que apresentam acao
em queratindcitos (JSK6) e menor efichcia em relacdo ao padrdo comercial

(Quercetina).
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Figura 21. Relatério fornecido pelo software Synergyfinder da HaCat: andlise grafica a respeito da
viabilidade da linhagem celular HaCat frente ao tratamento com 0os compostos Quercetina e JSK6. Em
verde encontram-se as regides que apresentaram possivel agdo antagdnica e em vermelho as regides

gue apresentaram acgéo sinérgica.
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Para a linhagem celular tumoral, SiHa, a combinagdo da JSK6 com a
Quercetina apresentou um comportamento semelhante aos resultados obtidos nas
células de queratindcitos, porém, ndo apresentou nenhuma area que indicasse uma
acdo sinérgica. Através dos mapas desenvolvidos pelo software, € possivel verificar
que todas as areas analisadas apresentam uma coloracao verde, mostrados na figura
24. Além disso, o escore médio confirma a acdo antagdnica, uma vez que o valor
obtido é de -25.916, valor dentro do padrao estabelecido como ac¢do antagbnica (< -
10). Essa acédo antagonica ja havia sido visualizada na etapa pré-analise, uma vez
que foi identificado menores valores de inibicao celular de SiHa nos experimentos com
a combinagédo dos compostos em relacdo aos testes dos mesmos em monoterapia.
Esses resultados ndo demonstraram ser interessante para o tratamento de cancer de
colo de Utero associado com HPV, pois indica que o efeito dos compostos combinados
tém menor eficacia do que eles separados, e os valores de tratamento encontrado em
monoterapia, para ambos 0os compostos, havia indicado acéo eficaz frente a linhagem

celular para os dois compostos.
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Figura 22. Relatério fornecido pelo software Synergyfinder da SiHa: Andlise grafica a respeito da
viabilidade da linhagem celular SiHa frente ao tratamento com os compostos Quercetina e JSK6. Em

verde encontram-se as regides que apresentaram possivel acdo antagoénica.
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Dessa forma, a partir desses resultados é possivel verificar que, para essas
linhagens celulares e nas concentracfes testadas, a combinacdo dos compostos
guercetina e JSK6 ndo demonstram uma ac¢ao mais eficaz do que quando comparado

entre o tratamento em monoterapia.

5. CONCLUSOES

Os resultados alcancados através dos ensaios realizados em monoterapia nas
diferentes linhagens celulares permitem concluir que o composto sintético se mostra
como opcao promissora de uma possivel opcdo para o tratamento do cancer
associado ao HPV. Essa hipotese decorre pela acao citotoxica do composto em todas
as células de cancer e, embora tenha mostrado acéo nas células de queratindcitos,
sua acao ainda foi inferior do que o composto padrdo, doxorrubicina. Em relagdo ao
composto natural, quercetina, também pode ser concluido que esse composto tem
potencial para ser utilizado como uma opc¢do de tratamento, porém apresenta

caracteristicas distintas do composto sintético. Para um tratamento eficaz, seriam
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necessarias maiores concentracbes para se obter o efeito equivalente da
doxorrubicina. Entretanto, em relacdo a associacdo dos dois compostos, 0s
resultados dos ensaios experimentais mostraram que ndo ha uma potencializacdo do
efeito sobre a morte celular. Assim, sua combinacdo ndo se demonstrou interessante
para o tratamento de cancer cervical, visto que a acédo 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
combinagcdo ndo deve ser descartada, podendo ser realizada em outras linhagens
celulares para compreender se as caracteristicas apresentadas seriam mais benéficas
do que maléficas para o tratamento. Ademais, a inibicdo celular provocada pelos
compostos poderia ser utilizada como parametro para furtura analises, de forma a

compreender melhor o mecanismo de agao dessas novas moléculas.
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