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RESUMO

O cancer de colo de utero ¢ o quarto tipo de cancer mais frequente e ¢ a quarta causa de morte
por cancer em mulheres no mundo, ele ¢ mais comum em paises em desenvolvimento que
contribui com 70% dos casos. Isso ocorre porque o principal fator envolvido com o
desenvolvimento tumoral nas células cervicais ¢ a infec¢ao pelo virus do papiloma humano
(HPV) 16 e 18. A infecgdo por esse virus leva a incorporagdo das oncogenes £S5, E6 ¢ E7 nas
células cervicais que revoga os principais reguladores da proliferacdo celular, além de
desencadear um  processo  inflamatério mediado pela ativagdo da  via
ciclooxigenase-prostaglandina (PTGS2-PGE?2). Sabe-se que essas vias inflamatorias atuam
sobre o desenvolvimento do processo tumoral e metastase nas células do colo uterino. Os
agentes anti-inflamatdrios sdo capazes de inibir a via da cicloxigenase e a piperina ¢ um
desses agentes que possui inumeras propriedades farmacologicas, sendo que a que mais se
destaca ¢ a antitumorigénica, cujo mecanismo de atuacao € sob as vias génicas de regulagao
do ciclo celular e da apoptose. Em fun¢do desses relatos, o presente projeto teve como
objetivo geral investigar se a piperina modula a morfologia celular e a expressdo dos
oncogenes E6 e do virus HPV16. Assim, a piperina foi aplicada nas células neoplésicas de
colo de tutero (SiHa e CasKi, que sdo infectadas pelo HPV 16) para avaliagcao da morfologia
celular, pela analise em microscopia Optica e para a analise da expressdo dos genes £6 ¢ E7 do
HPV16, por PCR quantitativo. Foi observado que a piperina tem efeito na alteragdo
morfologica das células tumorigénicas SiHa e CaSki, demonstrando intensa vacuolizagdo e
condensacgdo citoplasmatica nas respectivas células; e que a mesma modula a expressao dos
genes E6 e E7, reduzindo a expressdo desses genes apenas na linhagem CaSki. Assim, esse
fitoterapico pode ser um grande aliado no tratamento coadjuvante na carcinogénese de colo de

utero.

Palavras-chave: Cultura de células. CasKi. SiHa. Oncogenes.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common type of cancer and is the fourth leading cause of
cancer death in women worldwide, and is most common in developing countries where it
accounts for 70% of cases. This is because the main factor involved in tumor development in
cervical cells is infection with the human papilloma virus (HPV) 16 and 18. Infection by this
virus leads to the incorporation of the oncogenes ES, E6, and E7 in cervical cells that override
the main regulators of cell proliferation, in addition to triggering an inflammatory process
mediated by activation of the cyclooxygenase-prostaglandin pathway (PTGS2-PGE2). These
inflammatory pathways are known to act on the development of the tumor process and
metastasis in cervical cells. The anti-inflammatory agents are able to inhibit the
cyclooxygenase pathway and piperine is one of these agents that has numerous
pharmacological properties, and the one that stands out the most is the anti-tumorigenic,
whose mechanism of action is on the gene pathways of cell cycle regulation and apoptosis. In
light of these reports, the present project had as a general objective to investigate whether
piperine modulates cell morphology and the expression of E6 and HPV16 oncogenes. Thus,
piperine was applied to cervical neoplastic cells (SiHa and CasKi, which are infected by HPV
16) for the evaluation of cell morphology by light microscopy analysis and for the analysis of
the expression of E6 and E7 genes of HPV16 by quantitative PCR. It was observed that
piperine has an effect on the morphological alteration of SiHa and CaSki tumorigenic cells,
showing intense vacuolization and cytoplasmic condensation in the respective cells; and that
it modulates the expression of genes E6 and E7, reducing the expression of these genes only
in the CaSki lineage. Thus, this phytotherapy may be a great ally in the coadjuvant treatment

in cervical carcinogenesis.

Keywords: Cell culture. CasKi. SiHa. Oncogenes.
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1 INTRODUCAO

Carcinomas sdo derivados de crescimentos celulares anormais que perdem habilidades
em cessar seu desenvolvimento, prejudicando os mecanismos basicos de controle celular em
tecidos ou orgdos do corpo humano (YIN et al., 2021). Cada vez que uma célula se divide
durante o processo de divisdo celular, erros ocorrem na replicagio do DNA introduzindo
novas mutagdes nos genomas das células-filhas, o que leva ao desenvolvimento de tumores
responsaveis por liberar controles inibidores do ciclo celular ou bloquear a apoptose
(GRAHAM, 2017). O cancer pode ser detectado incidentalmente por exames basicos de
rotina em laboratdrios, sendo que deve atingir o tamanho de 1 centimetro, ou ser composto
por 1 milhdo de células, antes de ser detectado (ROY, 2016).

O cancer ¢ a causa de, aproximadamente, 90 mil mortes e 12 mil novos casos no
mundo, a cada ano. Tal mortalidade consequente da doenga advém principalmente da
exposicao a certos fatores de risco: ambientais (tabagismo, habitos alimentares, peso corporal,
exposicao a substancias quimicas etc.), assim como fatores genéticos (predisposi¢ao genética,
por exemplo). Segundo a Organizacdo Mundial de Satde, no planeta, existem mais mortes
ocasionadas pelo cancer do que devido a doencas cardiovasculares, em que 35% delas
derivam de fatores de risco envolvendo estilo de vida do paciente, como habitos de fumar,
ingestdo de alcool, infecgdes, parasitas, exposicdo exacerbada a luz ultravioleta, entre outros
aspectos (LEWANDOWSKA, 2019).

O cancer de colo de tutero, também denominado cancer cervical, representa uma alta
porcentagem mundial de mortes por canceres que atingem mulheres, sendo essa,
aproximadamente, de 8%. Esta doenca ¢ classificada como o quarto cancer mais
frequentemente diagnosticado, causado pelo papiloma virus humano (HPV) (FERNANDES et
al. 2022). Cerca de nove em cada dez obitos, por cancer do colo do utero, ocorrem em regioes
menos desenvolvidas, onde o risco de morte, em decorréncia deste cancer antes dos 75 anos, €
trés vezes maior (FERLAY et al. 2014). Isso ocorre porque a maioria dos casos de cancer
cervical sdo causados por infecgdo persistente com gendtipos carcinogénicos do HPV (SUNG
et al.,, 2021). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (Inca), no Brasil, em 2023, sdo
esperados 17.010 casos novos, o que representa uma taxa ajustada de incidéncia de 13,25
casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022).

Existem mais de 200 tipos de HPV, em que cerca de 40 infectam o trato genital e, 20
destes estdo associados ao cancer de colo do utero, variando apenas em seu tropismo tecidual,

nas associagdes com diferentes lesdes € no seu potencial oncogénico, o que permite que sejam
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classificados em baixo risco, provavelmente de alto risco (médio risco) e de alto risco
(BRINGHENTI, 2010). Caso estabeleca uma infec¢do persistente com geno6tipos de alto risco,
como o HPV 16 e 18, estara altamente associado ao desenvolvimento do cancer cervical.
Ambos os subtipos sdo responsaveis por 70 a 75% do desenvolvimento deste cancer
(FERNANDES et al., 2022).

O HPV ¢ um virus sexualmente transmissivel que possui predilecdo por tecidos de
revestimentos (pele e mucosas) e provocam na regido infectada alteragdes localizadas que
resultam no aparecimento de lesdes decorrentes do crescimento celular irregular. Felizmente,
existem estratégias de prevencao contra a doenca: a vacinagao ¢ altamente recomendada para
qualquer pessoa entre 9 a 14 anos. A implantagdo de programas de testagem e o manejo
apropriado de lesdes pré-invasivas também sdo estratégias eficazes que devem ser utilizadas
(FERNANDES ef al., 2022). O cancer de colo de ttero também estd relacionado a outras
infecgdes sexualmente transmissiveis (HIV e Chlamydia trachomati), alto numero de
gravidez e uso prolongado de contraceptivos orais (BUSKWOFIE et al., 2020).

O virus em questdo ¢ organizado em trés diferentes regides: regido precoce (E), regido
tardia (L) e regido reguladora (URR). Os genes L/ e L2 codificam as proteinas do capsideo
viral, e os genes E codificam as proteinas envolvidas na replicagdo viral e na transformagao
celular. Os genes EI e E2 estdo envolvidos na replicacdo viral. Os genes E5, E6 ¢ E7
codificam proteinas responsaveis pela transformag¢dao celular. O HPV ¢ produto de
oncoproteinas denominadas £6 e E7, capazes de alterar o comportamento das células de colo
do utero por meio de sua expressdo continua, em consequéncia de sua interagdo com proteinas
reguladoras do ciclo celular: p53 e Proteina do Retinoblastoma (pRB). Tais proteinas
determinam o desbloqueio do ciclo celular e instabilidade genética, levando ao cancer por
impedirem a apoptose e causar imortalizagdo celular. Portanto, as oncoproteinas E6/E7
sdo consideradas marcadores precoces do cancer de colo de utero. (BRINGHENTI, 2010)

Dentre as linhagens celulares de cancer de colo de utero que possuem o HPV, duas
delas merecem destaque: as linhagens celulares de carcinoma epitelial de colo de ttero SiHa e
CaSKi, que foram avaliadas nessa pesquisa. A SiHa ¢ infectada pelo HPV 16 (ROSA et al.,
2019) e a linhagem CaSKi ¢ infectada pelo HPV 16 e 18 (YEE et al., 1985). Os tipos
histologicos mais comuns do cancer de colo de ttero sdo o escamoso e o adenocarcinoma,
representando 70% e 25%, respectivamente, na qual a SiHa e CaSki sdo escamosas (SMALL
etal.,2017).

A resposta inflamatéria surge como mecanismo de protegdo contra estimulos

agressivos, incluindo uma variedade de alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e imunologicas,



15

que dao origem a inflamagdo. Os mediadores inflamatdrios, como citocinas e quimiocinas,
agem localmente de forma a restringir as consequéncias e a extensao do dano tecidual, mas,
caso o estimulo persista, a inflamagao torna-se cronica (VOLTARELLI, 1994). A inflamagao
crOnica, ou persistente, decorrente de agentes infecciosos ou lesdes por exposi¢do a agentes
nocivos, esta altamente ligada ao desenvolvimento do cancer humano, em uma porcentagem
de cerca de 20%. O cancer cervical serve como exemplo, uma vez que a inflamagao cronica
apo6s infeccao persistente por HPV contribui para a génese e progressao tumoral, através da
inducdo de mutagdes génicas (SINGH et al., 2019; YE et al., 2020).

A relagdo entre a estimulacdo da via da inflamag¢do e a inducdo do cancer tem sido
considerada por muitos anos. A inflamagao cronica, ap6s danos nos tecidos, pode contribuir a
transformagao e proliferagao celular (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). A proliferacao
celular, por si sd, ndo € capaz de desenvolver tumores cancerigenos. Acredita-se que a via da
prostaglandina (PG) seja a principal causa da inflama¢do induzida por HPV E5, E6 e E7,
devido a regulacdo positiva da expressdo de ciclooxigenase PTGS2 e prostaglandina E2
(PGE2) seguido pela ativacdo da via ciclooxigenase-prostaglandina (PTGS2-PGE?2)
(HEMMAT; BAGHI, 2018). Acredita-se que a via transdutora de sinais dos receptores da
ciclooxigenase-2- prostaglandina E2 (PTGS2-PGE2-PTGERs) ¢ a via central envolvida na
inflamacdo cronica associada a transformagdes oncoldgicas nas carcinogéneses ginecologicas
(YE et al., 2020).

Existem trés classes génicas responsaveis pelo processo tumoral: oncogenes, genes
supressores de tumor e genes de reparo. Os oncogenes envolvem uma sequéncia de
transformagoes celulares, como mutagdes génicas, amplificagdes, delegdes e translocacdes em
genes que codificam proteinas associadas ao ciclo celular, apoptose e proliferagdo celular
(SCHMIDT, 2015). Dentre esses oncogenes, podemos ressaltar as oncoproteinas £6 e E7, que
interferem no controle do ciclo celular resultando em uma proliferacao celular descontrolada,
sendo que a oncoproteina E6 interfere nos mecanismos de apoptose e reparo do DNA, ¢ a
oncoproteina E7 age na proteina supressora tumoral pRb (retinoblastoma protein), também
resultando em disturbios do controle do ciclo celular (KARIN et al., 2018).

Os agentes anti-inflamatorios sdo capazes de inibir a via da ciclooxigenase PTGS! e
PTGS2 do metabolismo do acido araquidonico, que produz prostaglandinas. Esses agentes
inibem inicialmente a enzima cicloxigenase, que estd envolvida na sintese da prostaglandina
(TASLEEM et al., 2014). Dessa maneira podemos apontar a piperina como um agente
anti-inflamatorio, sendo um produto natural que atua inibindo PGE2, MMP-3 e MMP-13, por
meio da supressao do gene PTGS2 (YING et al., 2013). As MMPs sdo proteinas proteoliticas
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que degradam a matriz extracelular (MEC), contribuindo para a metéstase, angiogénese,
reparo tecidual e processos inflamatdrios. Sendo assim, a piperina se apresenta como um
agente promissor no que diz respeito ao combate do processo inflamatorio.

Recentemente, a medicina integrativa vem ganhando cada vez mais ateng¢@o por meio
da validagdo cientifica de medicamentos a base de propriedades herbais. A Piperina
(1-piperoilpiperidina) ¢ um alcaldide considerado o principal metaboélito derivado do fruto da
Piper nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta longa), que possui, além da
atividade anti-inflamatdria, outras propriedades farmacoldgicas e bioquimicas, sendo elas:
imunomoduladoras, anti-oxidantes, anti-asmaticas, anti-Ulceras, anti-amebianas ¢
anti-cancerigenas (N. B. KONDAPALLI et al., 2022). Nas ultimas décadas, os
fitomedicamentos demonstraram um papel fundamental na descoberta de medicamentos, onde
50% deles, aprovados pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA), sdo de
origem natural (NEWMAN et al., 2012).

A propriedade antitumorigénica da piperina foi evidenciada em funcdo da inducao da
parada do ciclo celular, aumento da autofagia e apoptose, bem como desequilibrio redox da
homeostase. Além disso, piperina inibe a angiogénese e a degradacdo da matriz extracelular
(MEC), afeta direta e indiretamente a sobrevivéncia das células tumorais e extingue os
processos de invasdo e metastase, sem efeitos toxicos significativos nas células normais
(SUNILA; KUTTAN, 2004; KUMAR et al., 2011; PAARAKH et al., 2015).

Quanto ao cancer de colo de utero, ¢ pouco relatado o efeito da piperina, entretanto,
quando a linhagem celular de carcinoma epitelial de colo de ttero (SiHa) ¢ exposta a piperina
ocorre a inibi¢ao do crescimento de células com um aumento na geracao de espécies reativas
de oxigénio (ERO), além da condensacdo nuclear e cicatrizagdo da ferida tardiamente.
Ademais, a piperina estimula a morte celular por apoptose pela perda de MMP, fragmentagao
de DNA, ativacdao da caspase-3 e inibi¢do do crescimento celular devido a parada de fase
G2/M ¢ acimulo em G1 (JAFRI et al., 2019).

Podemos verificar que os estudos sobre a piperina se baseiam no envolvimento de
vias genéticas relacionadas com o ciclo celular e apoptose, porém, a via inflamatéria ainda
ndo foi investigada, mesmo sabendo-se que a infeccdo por HPV 16 ¢ uma das principais
causas do cancer de colo de utero. Sendo assim, criamos a hipotese que o efeito
antitumorigénico da piperina em cancer de colo de Utero pode ser modulado pelas vias
inflamatérias da cicloxigenase prostaglandina, bem como pelos oncogenes do HPV. Dessa

forma, a piperina seria influente na morfologia das células tumorigénicas modulando a
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expressao dos genes E6 e E7, sendo um grande aliado do futuro do fitoterdpico como

tratamento coadjuvante na carcinogénese de colo de ttero.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Em fun¢do da importadncia da atividade antitumoral da piperina, foi proposto o
presente trabalho, o qual teve como objetivo geral avaliar o seu potencial efeito na morfologia
celular e na modulagdo da expressdo dos genes E£6 ¢ E7 do HPV 16, observando como esse

fitoterapico age e como essas alteragdes podem participar do processo tumoral.

2.2 Objetivos Especificos
a) Avaliar alteragdes morfoldgicas em linhagens celulares de SiHa e CaSki, por
microscopia optica;
b) Analisar as alteragdes na modulagdo da expressdo dos genes E6 e E7 em linhagens

celulares de SiHa e CaSki, por meio do PCR quantitativo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A. Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens tumorigénicas da American Tissue Cell Culture (ATCC):
ambas carcinoma epidermoide de colo de utero, SiHa e CasKi, porém SiHa infectada pelo

HPV 16 e Caski pelo HPV 16 e HPV 18.
B. Piperina

Foi utilizado o composto piperina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentragao
de 150 pM, diluidas em DMSO (ZHANG et al., 2015; FOFARIA; KIM; SRIVASTAVA,
2014), por 24 horas. Por meio de estudos preliminares do grupo, pelo ensaio de proliferagdo e
viabilidade celular, foi visto que tal concentracdo e tempo de exposi¢do sao determinantes
para que a piperina aja de forma significativa na célula. Assim, com base em estatisticas,
essas duas condi¢des sao melhores quando comparadas as circunstancias da célula. A piperina
deve estar diluida em concentragdes menores do que 1% em DMSO, pois este € toxico em

altas concentragdes (CARDOSO et al., 2022).
3.2 Métodos
A. Cultivo celular

As linhagens celulares SiHa e CasKi foram semeadas em MEM, suplementadas com 10%
de soro bovino, 10mM aminoacidos ndo essenciais, 100mM piruvato de sdédio, 1x
antibiotico/antimicoético. Essas células foram mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de CO, por
24 horas, até se fixarem no substrato. Apos esse periodo, o meio foi trocado a cada dois ou
trés dias, ou até se tornar confluente. As células serdo avaliadas diariamente em microscopio
invertido e, quando a densidade celular se mostrar alta, o material foi submetido a
tripsinizagdo ¢ subdividido em trés réplicas. Para todos os experimentos foi realizada a

sincronizagdo celular, pelo privamento de soro fetal bovino por 24 horas.
B. Analise da morfologia celular pela microscopia optica

Foi utilizado o corante azul de tripan para observar se a célula estava viavel. O crescimento

e a morfologia celular foram avaliados diariamente em microscopio invertido (Olympus
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CKX41) e fotografadas (5 fotos por campo nas diferentes objetivas de 4, 10 e 40 vezes),
quando a densidade celular se mostrou alta (entre 70 e 80%). O material foi submetido a

tripsinizagdo e subdividido em réplicas.
C. Extra¢ao de RNAs ¢ confeccao do cDNA

O RNA total das amostras foi extraido usando o reagente TRIzol e tratado com DNase. A
sintese do cDNA foi realizada usando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Forster City, CA, USA), conforme descrito pelo fabricante.

D. PCR quantitativo

As reagoes para os oncogenes virais £6 ¢ E7 foram realizadas em termociclador 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas em termociclador
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), no Laboratério de Biomarcadores e
Bioinformatica Médica, na Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, FAMERP, SP.
Todas as reagdes foram preparadas em triplicata, incluindo o controle endogeno GAPDH, que
foi utilizado como normalizador, e processados em volume final de 20uL contendo 200 ng de
cDNA, SYBR® Green PCR Master Mix e 100nM de cada primer, segundo protocolo da
Applied Biosystems. Finalmente, os valores de expressdo génica obtidos nas analises foram
novamente normalizados pelo resultado da quantificagdo da amostra controle, escolhida como
calibrador de todas as amostras. Foi utilizado o método de Pfaffl, 2001 para os calculos de

analise comparativa.

Tabela 1. Primers utilizados na PCR em tempo real

Oligonucleotideos Sequéncia

HPV16-E6 anti-sense 5’ CTACGTGTTCTTGATGATCTG 3’
HPV16-E6 sense 5’ CTTACCACAGTTATGCACAGAG 3’
HPV16-E7 anti-sense 5’ TGCCCATTAACAGGTCTTCC 3°

HPV16-E7 sense 5’ ACAAGCAGAACCGGACAGAG 3°
GAPDH anti-sense 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3
GAPDH sente 5'-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Piperina causa modificacdo na morfologia celular

A piperina tem sido associada a redu¢do do desenvolvimento de diversos tipos de
cancer, uma vez que previne ou retarda os danos as células e aos tecidos, inibindo as reagdes
de oxidacdo, tanto in vitro quanto in vivo, causadas por radicais livres. Dito isso, outros
estudos envolvendo cancer indicam que a piperina ¢ capaz de induzir células cancerigenas de
colon e de melanoma, por exemplo, a apoptose e ao bloqueio do ciclo celular, podendo
corroborar com os resultados do presente estudo (SCHMIDT, 2015).

De acordo com os resultados, foi evidenciado que a piperina alterou a morfologia de
todas as linhagens celulares estudadas. A linhagem celular CasKi, de origem de neoplasia de
cérvice uterina humana metastatica, com propriedade aderente, possui morfologia semelhante
a célula epitelial (BRIANEZI et al., 2021). A linhagem celular SiHa, de origem de neoplasia
de cérvice uterina escamosa humana, também possui morfologia semelhante a célula epitelial
(CANALLI, 2013). Os tecidos epiteliais apresentam caracteristicas basicas semelhantes como
células poliédricas e justapostas (coesdao), com pouca ou nenhuma matriz extracelular (MEC),
avascularizados e nutridos por lamina basal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Na figura 1, nota-se que as células SiHa, quando aderidas, possuem morfologia
alongada e fina, enquanto a linhagem celular CaSki se apresenta mais arredondada. Na
linhagem celular SiHa, as células que anteriormente apresentavam aspecto fusiforme, se
tornaram arredondadas e amorfas (sem forma), por conta da retirada do contorno celular,
ocasionado provavelmente pela ruptura da membrana plasmatica (apontado pela seta
pequena). Na linhagem CaSki, por sua vez, foi observado formagao de vesiculas intracelulares
(apontado pela ponta de seta) apds tratamento com piperina.

Dessa forma, foi observada intensa vacuolizagdo e condensacao citoplasmatica, além
de invaginacdes na membrana plasmatica, o que constitui caracteristicas marcantes da
ativacdo do processo apoptotico (CANALI, 2013). Somado a isso, a Figura 1 ainda mostra as
principais alteragdes morfologicas identificadas na linhagem SiHa, como uma intensa retragao
citoplasmatica quando as células sdo submetidas ao tratamento com a piperina. Enquanto nas
células CaSki foi possivel observar uma retengao progressiva do citoplasma e vacuolizagao
das células quando comparadas as células controle. Em suma, podemos inferir que a piperina

altera a morfologia celular das linhagens SiHa e CaSki levando a formacao de vacuolos que
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tendem a uma morte celular programada, o que seria vantajoso para a redugdo do processo

tumoral.

Figura 1 - Piperina altera morfologia celular.

SiHa CaSki

Piperina

Subtitulo: Fotomicrografia da morfologia das linhagens celulares SiHa e CaSki apos 24h de tratamento com
DMSO (controle) e piperina [150uM]. Seta mostrando rompimento da membrana e ponta de seta mostrando as

vesiculas intracelulares. Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

Outros autores realizaram pesquisas sobre modificacdo da morfologia celular quando
células leucémicas foram tratadas com piperina, indicando que o fitoterapico causa mudangas
significativas em K562, Lucena-1, e ainda mais marcantes em células FEPS. Tais linhagens
celulares resistentes, de leucemia, sofreram um aumento na formacao de vacuolos em seu
citoplasma, em comparacdo com as demais, corroborando com os resultados do presente

estudo (QUARTI et al., 2021).

4.2 Piperina modula as oncogenes E6 e E7

Como mencionado anteriormente, os HPV oncogénicos sdo caracterizados pela
associa¢do do desenvolvimento do cancer cervical com a perda do ciclo reprodutivo do HPV.
Tal evento esta ligado ao aumento da expressdo dos genes E6 e E7 que se estende mais
amplamente na espessura do epitélio, da profundidade para a superficie, com diminui¢do
simultanea da expressdo daqueles genes importantes nos estagios finais da infecgdo, fato que

impossibilita que o ciclo produtivo se complete. E justamente esta perda da capacidade de
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completar o ciclo que caracteriza uma infec¢do viral transformante e tumoral (CARVALHO,
2010).

E provavel ainda que as proteinas E6 ¢ E7 causem a perda da integridade dos
cromossomos em nivel numérico através de multiplas vias, que inclui a desregulacdo da
expressdo génica e mitotica. Além de seu papel na desregulacdo do ciclo celular e do controle
da apoptose, descrito anteriormente, as proteinas E6 e E7 t€m um papel importante na evasao
da resposta imune (CARVALHO, 2010). Estudos demonstraram que as proteinas E6 ¢ E7
podem interferir na resposta imune inata contra o HPV, na medida em que inibem a expressao
de um receptor transmembrana presente na superficie da mucosa envolvido no
reconhecimento do virus, o Toll-like receptor-9 (TLR-9) (CARVALHO, 2010).

Além disso, Aumeeruddy e Mahomoodally (2019), evidenciaram a eficicia da
piperina e outros fitoterapicos em pacientes em tratamento de cancer de mama, através da
reducdo da expressdo de MMP-9 e MMP-I, inducdo da apoptose pela ativagdo da via
caspase-3 e inibicdo da expressdo do gene HER2. Os autores concluem que os achados in
vitro e in vivo estabelecem um futuro promissor para terapias combinadas usando os
compostos bioativos da piperina, que sdo precedentes para conduzir testes antes de ser
descoberta a cura do cancer de mama (AUMEERUDDY; MAHOMOODALLY, 2019).

Outros autores citam a piperina como grande aliado da quimioprevencgdo (uso de
certas substancias para ajudar a diminuir o risco de desenvolvimento do cancer ou impedir
que o mesmo retorne), sendo alguns de seus mecanismos de acdo: ativagdo da apoptose,
inibi¢do da proliferagdo celular, modulagdo do stress e autofagia da ER, inibi¢do da
angiogénese e sensibilizacdo de tumores a radioterapia e quimioterapia. Os mecanismos de
acdo da piperina mencionados anteriormente revelam que o fitoterapico pode contribuir
significativamente para quimiopreven¢ao do cancer (RATHER; BHAGAT, 2018).

Entdo, visto que outros estudos também ajudam na fundamentag¢do da nossa hipotese,
podemos observar nos graficos das expressdes do mRNA de HPV16-E6 e HPV16-E7 (Figura
2) que a piperina reduziu a expressao significativamente (de 4 a 6 vezes menos) das
oncogenes E£6 ¢ E7 nas células CaSki, mas ndo modificou os niveis de expressao nas c€lulas
SiHa. Portanto, a piperina age de forma benéfica em relagdo as alteracdes que podem
participar do processo tumoral, diminuindo a progressdo tumoral nas células de cancer
cervical, o que foi evidenciado por meio da alteragao morfologica das linhagens estudadas e
da reducao da expressao dos genes E6 ¢ E7.

Diante do exposto, hé indicacdes de que a piperina exerce um papel anti tumorigénico

eficaz quando manipulada em linhagens de células CaSki, ja que possibilitam que haja uma
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regressdo do carcinoma por meio da reducdo da expressdo dos genes E6 ¢ E7 do HPV, visto
que estes interferem no controle do ciclo celular resultando em uma proliferagdo celular
descontrolada (KARIN et al., 2018) e, como visto em nossos resultados, na alteracao da
morfologia nas linhagens estudadas. Dessa forma, diante da necessidade de estudar novos
tratamentos para o cancer, a piperina mostra-se um fitoterapico promissor para ser utilizado
no tratamento complementar do cancer de colo de tutero, mediado por ensaios funcionais

necessarios, frente as novas tecnologias, visando aplicagdes clinicas.

Figura 2: Piperina reduz a expressdo de oncogenes do HPV16 nas células CaSki
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Subtitulo: Graficos das expressdes do mRNA de HPVI6-E6 ¢ HPVI6-E7 que foram analisadas apos o
tratamento com piperina (150uM), em relagdo as células SiHa e CaSki sem tratamento. A linha pontilhada (> 1,0
ou < -1,0) equivale a diferenca da expressdo significativa, baseada no logaritmo 2. Fonte: ELABORADO PELA
AUTORA, 2022
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, foi possivel aceitar nossa hipdtese de que o efeito
antitumoral da piperina em cancer de colo de utero altera a morfologia celular e modula a

expressao dos genes E6 ¢ E7 do HPV 16, nos permitindo chegar as seguintes conclusdes:

1. Piperina altera a morfologia celular das linhagens SiHa e CaSki do HPV 16, demonstrando

intensa vacuolizagdo e condensacao citoplasmatica nas respectivas células;

2. Piperina reduz a expressao dos genes £6 e E7 do HPV 16 nas células CaSki, mas nao

modifica os niveis de expressao nas células SiHa.
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