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RESUMO

O câncer de colo de útero é o quarto tipo de câncer mais frequente e é a quarta causa de morte

por câncer em mulheres no mundo, ele é mais comum em países em desenvolvimento que

contribui com 70% dos casos. Isso ocorre porque o principal fator envolvido com o

desenvolvimento tumoral nas células cervicais é a infecção pelo vírus do papiloma humano

(HPV) 16 e 18. A infecção por esse vírus leva a incorporação das oncogenes E5, E6 e E7 nas

células cervicais que revoga os principais reguladores da proliferação celular, além de

desencadear um processo inflamatório mediado pela ativação da via

ciclooxigenase-prostaglandina (PTGS2-PGE2). Sabe-se que essas vias inflamatórias atuam

sobre o desenvolvimento do processo tumoral e metástase nas células do colo uterino. Os

agentes anti-inflamatórios são capazes de inibir a via da cicloxigenase e a piperina é um

desses agentes que possui inúmeras propriedades farmacológicas, sendo que a que mais se

destaca é a antitumorigênica, cujo mecanismo de atuação é sob as vias gênicas de regulação

do ciclo celular e da apoptose. Em função desses relatos, o presente projeto teve como

objetivo geral investigar se a piperina modula a morfologia celular e a expressão dos

oncogenes E6 e do vírus HPV16. Assim, a piperina foi aplicada nas células neoplásicas de

colo de útero (SiHa e CasKi, que são infectadas pelo HPV 16) para avaliação da morfologia

celular, pela análise em microscopia óptica e para a análise da expressão dos genes E6 e E7 do

HPV16, por PCR quantitativo. Foi observado que a piperina tem efeito na alteração

morfológica das células tumorigênicas SiHa e CaSki, demonstrando intensa vacuolização e

condensação citoplasmática nas respectivas células; e que a mesma modula a expressão dos

genes E6 e E7, reduzindo a expressão desses genes apenas na linhagem CaSki. Assim, esse

fitoterápico pode ser um grande aliado no tratamento coadjuvante na carcinogênese de colo de

útero.

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 E5, 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 INTRODUÇÃO

Carcinomas são derivados de crescimentos celulares anormais que perdem habilidades

em cessar seu desenvolvimento, prejudicando os mecanismos básicos de controle celular em

tecidos ou órgãos do corpo humano (YIN et al., 2021). Cada vez que uma célula se divide

durante o processo de divisão celular, erros ocorrem na replicação do DNA introduzindo

novas mutações nos genomas das células-filhas, o que leva ao desenvolvimento de tumores

responsáveis por liberar controles inibidores do ciclo celular ou bloquear a apoptose

(GRAHAM, 2017). O câncer pode ser detectado incidentalmente por exames básicos de

rotina em laboratórios, sendo que deve atingir o tamanho de 1 centímetro, ou ser composto

por 1 milhão de células, antes de ser detectado (ROY, 2016).

O câncer é a causa de, aproximadamente, 90 mil mortes e 12 mil novos casos no

mundo, a cada ano. Tal mortalidade consequente da doença advém principalmente da

exposição a certos fatores de risco: ambientais (tabagismo, hábitos alimentares, peso corporal,

exposição à substâncias químicas etc.), assim como fatores genéticos (predisposição genética,

por exemplo). Segundo a Organização Mundial de Saúde, no planeta, existem mais mortes

ocasionadas pelo câncer do que devido à doenças cardiovasculares, em que 35% delas

derivam de fatores de risco envolvendo estilo de vida do paciente, como hábitos de fumar,

ingestão de álcool, infecções, parasitas, exposição exacerbada à luz ultravioleta, entre outros

aspectos (LEWANDOWSKA, 2019).

O câncer de colo de útero, também denominado câncer cervical, representa uma alta

porcentagem mundial de mortes por cânceres que atingem mulheres, sendo essa,

aproximadamente, de 8%. Esta doença é classificada como o quarto câncer mais

frequentemente diagnosticado, causado pelo papiloma vírus humano (HPV) (FERNANDES et

al. 2022). Cerca de nove em cada dez óbitos, por câncer do colo do útero, ocorrem em regiões

menos desenvolvidas, onde o risco de morte, em decorrência deste câncer antes dos 75 anos, é

três vezes maior (FERLAY et al. 2014). Isso ocorre porque a maioria dos casos de câncer

cervical são causados por infecção persistente com genótipos carcinogênicos do HPV (SUNG

et al., 2021). Segundo o Instituto Nacional do Câncer (Inca), no Brasil, em 2023, são

esperados 17.010 casos novos, o que representa uma taxa ajustada de incidência 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 estão associados ao câncer de colo do útero, variando apenas em seu tropismo tecidual,

nas associações com diferentes lesões e no seu potencial oncogênico, 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 estabeleça uma infecção persistente com genótipos de alto risco,

como o HPV 16 e 18, estará altamente associado ao desenvolvimento do câncer cervical.

Ambos os subtipos são responsáveis por 70 a 75% do desenvolvimento deste câncer

(FERNANDES et al., 2022).

O HPV é um vírus sexualmente transmissível que possui predileção por tecidos de

revestimentos (pele e mucosas) e provocam na região infectada alterações localizadas que

resultam no aparecimento de lesões decorrentes do crescimento celular irregular. Felizmente,

existem estratégias de prevenção contra a doença: a vacinação é altamente recomendada para

qualquer pessoa entre 9 a 14 anos. A implantação de programas de testagem e o manejo

apropriado de lesões pré-invasivas também são estratégias eficazes que devem ser utilizadas

(FERNANDES et al., 2022). O câncer de colo de útero também está relacionado a outras

infecções sexualmente transmissíveis (HIV e Chlamydia trachomati), alto número de

gravidez e uso prolongado de contraceptivos orais (BUSKWOFIE et al., 2020).

O vírus em questão é organizado em três diferentes regiões: região precoce (E), região

tardia (L) e região reguladora (URR). Os genes L1 e L2 codificam as proteínas do capsídeo

viral, e os genes E codificam as proteínas envolvidas na replicação viral e na transformação

celular. Os genes E1 e E2 estão envolvidos na replicação viral. Os genes E5, E6 e E7

codificam proteínas responsáveis pela transformação celular. O HPV é produto de

oncoproteínas denominadas E6 e E7, capazes de alterar o comportamento das células de colo

do útero por meio de sua expressão contínua, em consequência de sua interação com proteínas

reguladoras do ciclo celular: p53 e Proteína do Retinoblastoma (pRB). Tais proteínas

determinam o desbloqueio do ciclo celular e instabilidade genética, levando ao câncer por

impedirem a apoptose e causar imortalização celular. Portanto, as oncoproteínas E6/E7

são consideradas marcadores precoces do câncer de colo de útero. (BRINGHENTI, 2010)

Dentre as linhagens celulares de câncer de colo de útero que possuem o HPV, duas

delas merecem destaque: as linhagens celulares de carcinoma epitelial de colo de útero SiHa e

CaSKi, que foram avaliadas nessa pesquisa. A SiHa é infectada pelo HPV 16 (ROSA et al.,

2019) e a linhagem CaSKi é infectada pelo HPV 16 e 18 (YEE et al., 1985). Os tipos

histológicos mais comuns do câncer de colo de útero são o escamoso e o adenocarcinoma,

representando 70% e 25%, respectivamente, na qual a SiHa e CaSki são escamosas (SMALL

et al., 2017).

A resposta inflamatória surge como mecanismo de proteção contra estímulos

agressivos, incluindo uma variedade de alterações bioquímicas, fisiológicas e imunológicas,
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que dão origem à inflamação. Os mediadores inflamatórios, como citocinas e quimiocinas,

agem localmente de forma a restringir as consequências e a extensão do dano tecidual, mas,

caso o estímulo persista, a inflamação torna-se crônica (VOLTARELLI, 1994). A inflamação

crônica, ou persistente, decorrente de agentes infecciosos ou lesões por exposição a agentes

nocivos, está altamente ligada ao desenvolvimento do câncer humano, em uma porcentagem

de cerca de 20%. O câncer cervical serve como exemplo, uma vez que a inflamação crônica

após infecção persistente por HPV contribui para a gênese e progressão tumoral, através da

indução de mutações gênicas (SINGH et al., 2019; YE et al., 2020).

A relação entre a estimulação da via da inflamação e a indução do câncer tem sido

considerada por muitos anos. A inflamação crônica, após danos nos tecidos, pode contribuir à

transformação e proliferação celular (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). A proliferação

celular, por si só, não é capaz de desenvolver tumores cancerígenos. Acredita-se que a via da

prostaglandina (PG) seja a principal causa da inflamação induzida por HPV E5, E6 e E7,

devido a regulação positiva da expressão de ciclooxigenase PTGS2 e prostaglandina E2

(PGE2) seguido pela ativação da via ciclooxigenase-prostaglandina (PTGS2-PGE2)

(HEMMAT; BAGHI, 2018). Acredita-se que a via transdutora de sinais dos receptores da

ciclooxigenase-2- prostaglandina E2 (PTGS2-PGE2-PTGERs) é a via central envolvida na

inflamação crônica associada a transformações oncológicas nas carcinogêneses ginecológicas

(YE et al., 2020).

Existem três classes gênicas responsáveis pelo processo tumoral: oncogenes, genes

supressores de tumor e genes de reparo. Os oncogenes envolvem uma sequência de

transformações celulares, como mutações gênicas, amplificações, deleções e translocações em

genes que codificam proteínas associadas ao ciclo celular, apoptose e proliferação celular

(SCHMIDT, 2015). Dentre esses oncogenes, podemos ressaltar as oncoproteínas E6 e E7, que

interferem no controle do ciclo celular resultando em uma proliferação celular descontrolada,

sendo que a oncoproteína E6 interfere nos mecanismos de apoptose e reparo do DNA, e a

oncoproteína E7 age na proteína supressora tumoral pRb (retinoblastoma protein), também

resultando em distúrbios do controle do ciclo celular (KARIN et al., 2018).

Os agentes anti-inflamatórios são capazes de inibir a via da ciclooxigenase PTGS1 e

PTGS2 do metabolismo do ácido araquidônico, que produz prostaglandinas. Esses agentes

inibem inicialmente a enzima cicloxigenase, que está envolvida na síntese da prostaglandina

(TASLEEM et al., 2014). Dessa maneira podemos apontar a piperina como um agente

anti-inflamatório, sendo um produto natural que atua inibindo PGE2, MMP-3 e MMP-13, por

meio da supressão do gene PTGS2 (YING et al., 2013). As MMPs são proteínas proteolíticas
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que degradam a matriz extracelular (MEC), contribuindo para a metástase, angiogênese,

reparo tecidual e processos inflamatórios. Sendo assim, a piperina se apresenta como um

agente promissor no que diz respeito ao combate do processo inflamatório.

Recentemente, a medicina integrativa vem ganhando cada vez mais atenção por meio

da validação científica de medicamentos à base de propriedades herbais. A Piperina

(1-piperoilpiperidina) é um alcalóide considerado o principal metabólito derivado do fruto da

Piper nigrum (pimenta do reino) e da Piper longum (pimenta longa), que possui, além da

atividade anti-inflamatória, outras propriedades farmacológicas e bioquímicas, sendo elas:

imunomoduladoras, anti-oxidantes, anti-asmáticas, anti-úlceras, anti-amebianas e

anti-cancerígenas (N. B. KONDAPALLI et al., 2022). Nas últimas décadas, os

fitomedicamentos demonstraram um papel fundamental na descoberta de medicamentos, onde

50% deles, aprovados pela Administração de Alimentos e Medicamentos (FDA), são de

origem natural (NEWMAN et al., 2012).

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

parada do ciclo celular, aumento da autofagia e apoptose, bem como desequilíbrio redox da

homeostase. Além disso, piperina inibe a angiogênese e a degradação da matriz extracelular

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

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

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

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

quando a linhagem celular de carcinoma epitelial de colo de útero (SiHa) é exposta à piperina

ocorre a inibição do crescimento de células com um aumento na geração de espécies reativas

de oxigênio (ERO), além da condensação nuclear e cicatrização da ferida tardiamente.

Ademais, a piperina estimula a morte celular por apoptose pela perda de MMP, fragmentação

de DNA, ativação da caspase-3 e inibição do crescimento celular devido a parada de fase

G2/M e acúmulo 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 inflamatória ainda

não foi investigada, mesmo sabendo-se que a infecção por HPV 16 é uma das principais

causas do câncer de colo de útero. Sendo assim, criamos a hipótese que o efeito

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

inflamatórias da cicloxigenase prostaglandina, bem como pelos oncogenes do HPV. Dessa

forma, a piperina seria influente na morfologia das células tumorigênicas modulando a
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expressão dos genes E6 e E7, sendo um grande aliado do futuro do fitoterápico como

tratamento coadjuvante na carcinogênese de colo de útero.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Em função da importância 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 modulação da expressão dos genes E6 e E7 do HPV 16, observando como esse

fitoterápico age e como essas alterações podem participar do processo tumoral.

2.2 Objetivos Específicos

a) Avaliar alterações morfológicas em linhagens celulares de SiHa e CaSki, por

microscopia óptica;

b) Analisar as alterações na modulação da expressão dos genes E6 e E7 em linhagens

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

3.1 Materiais

A. Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens tumorigênicas da American Tissue Cell Culture (ATCC):

ambas carcinoma epidermoide de colo de útero, 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 concentração

de 150 μM, diluídas em DMSO (ZHANG et al., 2015; FOFARIA; KIM; SRIVASTAVA,

2014), por 24 horas. Por meio de estudos preliminares do grupo, pelo ensaio de proliferação e

viabilidade celular, foi visto que tal concentração e tempo de exposição são determinantes

para que a piperina aja de forma significativa na célula. Assim, com base em estatísticas,

essas duas condições são melhores quando comparadas às circunstâncias da célula. A piperina

deve estar diluída em concentrações menores do que 1% em DMSO, pois este é tóxico em

altas concentrações (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 aminoácidos não essenciais, 100mM piruvato de sódio, 1x

antibiótico/antimicótico. Essas células foram mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por

24 horas, até se fixarem no substrato. Após esse período, o meio foi trocado a cada dois ou

três dias, ou até se tornar confluente. As células serão avaliadas diariamente em microscópio

invertido e, quando a densidade celular se mostrar alta, o material foi submetido à

tripsinização e subdividido em três réplicas. Para todos os experimentos foi realizada a

sincronização celular, pelo privamento de soro fetal bovino por 24 horas.

B. Análise da morfologia celular pela microscopia óptica

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

e a morfologia celular foram avaliados diariamente em microscópio 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 à

tripsinização e subdividido em réplicas.

C. Extração de RNAs e confecção do cDNA

O RNA total das amostras foi extraído usando o reagente TRIzol e tratado com DNase. A

síntese 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 reações para os oncogenes virais E6 e E7 foram realizadas em termociclador 7500 Fast

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reações foram realizadas em termociclador

7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), no Laboratório de Biomarcadores e

Bioinformática Médica, na Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto, FAMERP, SP.

Todas as reações foram preparadas em triplicata, incluindo o controle endógeno 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 expressão gênica obtidos nas análises foram

novamente normalizados pelo resultado da quantificação da amostra controle, escolhida como

calibrador de todas as amostras. Foi utilizado o método de Pfaffl, 2001 para os cálculos de

análise comparativa.

Tabela 1. Primers utilizados na PCR em tempo real

Oligonucleotídeos Sequência

HPV16-E6 anti-sense 5’ CTACGTGTTCTTGATGATCTG 3’
HPV16-E6 sense 5’ CTTACCACAGTTATGCACAGAG 3’

HPV16-E7 anti-sense 5’ TGCCCATTAACAGGTCTTCC 3’
HPV16-E7 sense 5’ ACAAGCAGAACCGGACAGAG 3’

GAPDH anti-sense 5′-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3
GAPDH sente 5′-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’

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

4.1 Piperina causa modificação na morfologia celular

A piperina tem sido associada à redução do desenvolvimento de diversos tipos de

câncer, uma vez que previne ou retarda os danos às células e aos tecidos, inibindo as reações

de oxidação, tanto in vitro quanto in vivo, causadas por radicais livres. Dito isso, outros

estudos envolvendo câncer indicam que a piperina é capaz de induzir células cancerígenas de

cólon e de melanoma, por exemplo, à 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 metastática, 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 à célula epitelial

(CANALI, 2013). Os tecidos epiteliais apresentam características básicas semelhantes como

células poliédricas e justapostas (coesão), com pouca ou nenhuma matriz extracelular (MEC),

avascularizados e nutridos por lâmina 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 plasmática (apontado pela seta

pequena). Na linhagem CaSki, por sua vez, foi observado formação de vesículas intracelulares

(apontado pela ponta de seta) após tratamento com piperina.

Dessa forma, foi observada intensa vacuolização e condensação citoplasmática, além

de invaginações na membrana plasmática, o que constitui características marcantes da

ativação do processo apoptótico (CANALI, 2013). Somado a isso, a Figura 1 ainda mostra as

principais alterações morfológicas identificadas na linhagem SiHa, como uma intensa retração

citoplasmática quando as células são submetidas ao tratamento com a piperina. Enquanto nas

células CaSki foi possível observar uma retenção progressiva do citoplasma e vacuolização

das células quando comparadas às células controle. Em suma, podemos inferir que a piperina

altera a morfologia celular das linhagens SiHa e CaSki levando à formação de vacúolos que
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tendem a uma morte celular programada, o que seria vantajoso para a redução do processo

tumoral.

Figura 1 - Piperina altera morfologia celular.

Subtítulo: Fotomicrografia da morfologia das linhagens celulares SiHa e CaSki após 24h de tratamento com

DMSO (controle) e piperina [150µM]. Seta mostrando rompimento da membrana e ponta de seta mostrando as

vesículas intracelulares. Fonte: ELABORADO PELA AUTORA, 2022.

Outros autores realizaram pesquisas sobre modificação da morfologia celular quando

células leucêmicas foram tratadas com piperina, indicando que o fitoterápico causa mudanças

significativas em K562, Lucena-1, e ainda mais marcantes em células FEPS. Tais linhagens

celulares resistentes, de leucemia, sofreram um aumento na formação de vacúolos em seu

citoplasma, em comparação 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 oncogênicos são caracterizados pela

associação do desenvolvimento do câncer cervical com a perda do ciclo reprodutivo do HPV.

Tal evento está ligado ao aumento da expressão dos genes E6 e E7 que se estende mais

amplamente na espessura do epitélio, da profundidade para a superfície, com diminuição

simultânea da expressão daqueles genes importantes nos estágios finais da infecção, fato que

impossibilita que o ciclo produtivo se complete. É justamente esta perda da capacidade de
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completar o ciclo que caracteriza uma infecção viral transformante e tumoral (CARVALHO,

2010).

É provável ainda que as proteínas E6 e E7 causem a perda da integridade dos

cromossomos em nível numérico através de múltiplas vias, que inclui a desregulação da

expressão gênica e mitótica. Além de seu papel na desregulação do ciclo celular e do controle

da apoptose, descrito anteriormente, as proteínas E6 e E7 têm um papel importante na evasão

da resposta imune (CARVALHO, 2010). Estudos demonstraram que as proteínas E6 e E7

podem interferir na resposta imune inata contra o HPV, na medida em que inibem a expressão

de um receptor transmembrana presente na superfície da mucosa envolvido no

reconhecimento do vírus, o Toll-like receptor-9 (TLR-9) (CARVALHO, 2010).

Além disso, Aumeeruddy e Mahomoodally (2019), evidenciaram a eficácia da

piperina e outros fitoterápicos em pacientes em tratamento de câncer de mama, através da

redução da expressão de MMP-9 e MMP-1, indução da apoptose pela ativação da via

caspase-3 e inibição da expressão 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 são precedentes para conduzir testes antes de ser

descoberta a cura do câncer de mama (AUMEERUDDY; MAHOMOODALLY, 2019).

Outros autores citam a piperina como grande aliado da quimioprevenção (uso de

certas substâncias para ajudar a diminuir o risco de desenvolvimento do câncer ou impedir

que o mesmo retorne), sendo alguns de seus mecanismos de ação: ativação da apoptose,

inibição da proliferação celular, modulação do stress e autofagia da ER, inibição da

angiogênese e sensibilização de tumores à radioterapia e quimioterapia. Os mecanismos de

ação da piperina mencionados anteriormente revelam que o fitoterápico pode contribuir

significativamente para quimioprevenção do câncer (RATHER; BHAGAT, 2018).

Então, visto que outros estudos também ajudam na fundamentação da nossa hipótese,

podemos observar nos gráficos das expressões do mRNA de HPV16-E6 e HPV16-E7 (Figura

2) que a piperina reduziu a expressão significativamente (de 4 a 6 vezes menos) das

oncogenes E6 e E7 nas células CaSki, mas não modificou os níveis de expressão nas células

SiHa. Portanto, a piperina age de forma benéfica em relação às alterações que podem

participar do processo tumoral, diminuindo a progressão tumoral nas células de câncer

cervical, o que foi evidenciado por meio da alteração morfológica das linhagens estudadas e

da redução da expressão dos genes E6 e E7.

Diante do exposto, há indicações de que a piperina exerce um papel anti tumorigênico

eficaz quando manipulada em linhagens de células CaSki, já que possibilitam que haja uma
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regressão do carcinoma por meio da redução da expressão dos genes E6 e E7 do HPV, visto

que estes interferem no controle do ciclo celular resultando em uma proliferação celular

descontrolada (KARIN et al., 2018) e, como visto em nossos resultados, na alteração da

morfologia nas linhagens estudadas. Dessa forma, diante da necessidade de estudar novos

tratamentos para o câncer, a piperina mostra-se um fitoterápico promissor para ser utilizado

no tratamento complementar do câncer de colo de útero, mediado por ensaios funcionais

necessários, frente às novas tecnologias, visando aplicações clínicas.

Figura 2: Piperina reduz a expressão de oncogenes do HPV16 nas células CaSki

Subtítulo: Gráficos das expressões do mRNA de HPV16-E6 e HPV16-E7 que foram analisadas após o
tratamento com piperina (150uM), em relação às células SiHa e CaSki sem tratamento. A linha pontilhada (≥ 1,0
ou ≤ -1,0) equivale à diferença da expressão significativa, baseada no logaritmo 2. Fonte: ELABORADO PELA
AUTORA, 2022
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5 CONCLUSÕES

Diante dos resultados apresentados, foi possível aceitar nossa hipótese de que o efeito

antitumoral da piperina em câncer de colo de útero altera a morfologia celular e modula a

expressão dos genes E6 e E7 do HPV 16, nos permitindo chegar às seguintes conclusões:

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

intensa vacuolização e condensação citoplasmática nas respectivas células;

2. Piperina reduz a expressão dos genes E6 e E7 do HPV 16 nas células CaSki, mas não

modifica os níveis de expressão nas células SiHa.
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