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Resumo

RESUMO

Os Papilomavirus humanos (HPVs) séo virus de DNA divididos em dois grupos. O de baixo
risco, associado a lesdes benignas, e o de alto risco, associado a diversos tipos de cancer. As
oncoproteinas E6 e E7 sdo as principais proteinas envolvidas no processo de carcinogénese
decorrente da infeccdo por esses virus, de forma que compostos naturais tém sido utilizados
na busca por drogas que inibam a expressdo viral. Paralelamente, devido aos diversos efeitos
colaterais e alto indice de reincidéncia dos tratamentos tradicionais contra o cancer, a procura
por agentes antitumorais € intensa. Nesse contexto, diversas pesquisas estdo sendo realizadas
afim de explorar as inUmeras propriedades da curcumina, uma substancia que apresenta
atividade antiinflamatoria, imuno-modulatéria, antioxidante, anti-angiogeénica,
quimioprotetora, antiproliferativa, antitumoral e antimicrobiana. Assim, uma estratégia
promissora utilizada é a busca por analogos de curcumina que consigam aumentar a eficacia
terapéutica desse fitoterapico. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é analisar in vitro a agdo
de diferentes derivados semi-sintéticos de curcumina (AC1, AC2, AC7, AC10 E AC13) sobre
a expressdo dos oncogenes virais E6 e E7 em linhagem de carcinoma cervical HPV-16
positiva (CasKi) e a atividade antitumoral do composto AC13 em diferentes linhagens
tumorais (CasKi, HeLa, MDA-MB- 231, MCF-7 e 786-0). Para isso, apés a incubacdo com
os compostos em diferentes concentracdes, a viabilidade das células foi analisada por ensaio
MTT e uma linhagem imortal transformada de queratindcito humano (HaCaT) foi utilizada
como controle para analise da citotoxicidade. Posteriormente, a avaliacdo da expressdo do
RNAmM de E6 e E7 foi realizada por PCR em tempo real, a determinacdo da expressdo da
proteina p53 por Western Blotting e a detec¢do da atividade das caspases 3 e 7 foi analisada
por meio de ensaio luminescente de apoptose. Embora nenhum composto tenha inibido a
expressao de E6 e E7 na linhagem CasKi, as analises de citotoxicidade do composto AC13
sugerem que ele apresente vantagens em relagdo a curcumina nessa linhagem celular, pois foi
menos citotoxico do que a curcumina para as células ndo tumorais (HaCaT) e causou queda
de viabilidade um pouco maior para a linhagem CasKi do que para a HaCaT nas
concentragdes de 50, 75 e 100 puM. Além disso, 0 AC13 induz aumento da atividade das
caspases, 0 que indica que as células séo levadas a morte por apoptose. Dessa forma, os dados
obtidos sugerem que o derivado de curcumina AC13 apresenta interessante atividade

antitumoral nas células CasKi

Palavras-chave: HPV, cancer, curcumina, derivado semi-sintético, antitumoral



Abstract

ABSTRACT

High risk Human Papilomavirus (HPVs) are DNA virus divided in two groups. Low risk,
associated with benign lesions, and high risk, associated with several types of cancer.
Oncoproteins HPV E6 and E7 are the main proteins involved in the carcinogenesis process
due to infection by this virus, so that natural coumponds have been used in the search for
drugs that inhibit viral expression. At the same time, due to various side effects and high
relapse rate of traditional cancer treatments, the search for antitumor agents is intense. In
this context, several studies are being conducted in order to explore the numerous properties
of curcumin, a substance that has anti-inflammatory, immune-modulatory, anti-oxidant, anti-
angiogenic, chemoprotective, anti-proliferative, anti-tumor and anti-microbial properties.
Thus, a promising strategy used is the search for curcumin analogues which are able to
increase the therapeutic efficacy of phytotherapy. Thus, the aim of this study is to analyze the
action of different semi-synthetic derivatives of curcumin (AC1, AC2, AC7, AC10 and AC13)
on the E6 and E7 viral oncogenes expression in positive HPV-16 cervical carcinoma cell line
(CasKi) and the antitumor activity of AC13 compound in different tumor cell lines (CasKi,
HeLa, MDA 231, MCF-7 and 786-0). For this, after incubation with the compounds at
different concentrations, cell viability was analyzed by MTT assay and a spontaneously
transformed immortal keratinocyte cell line (HaCaT) was used as a control to analyze the
cytotoxicity. Subsequently, E6 and E7 mRNA expression evaluation was performed by real-
time PCR, p53 protein expression determination was analyzed by Western Blotting, and
detecting the caspases 3 and 7 activity was analyzed using the luminescent assay of apoptosis.
Although no compound has inhibited E6 and E7 expression in the CasKi cell line, AC13
cytotoxicity analyzes suggest that it has advantages in relation to curcumin in this cell line,
because it was more cytotoxic than curcumin to no tumoral cells (HaCaT) and caused
viability decrease less pronunced for CasKi line than for HaCaT at 50, 75 e 100 pM.
Furthermore, AC13 induces increased caspases activity, suggesting cell death by apoptosis.
Thus, our datas suggest that AC13 derivative of curcumin presents interesting antitumor

activity in CasKi cells.

Keywords: HPV, cancer, curcumin, semi-synthetic derivatives, antitumoral



Lista de abreviaturas e simbolos

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

pL: microlitro

HUM: micromolar

cDNA: DNA complementar, do inglés complementary DNA

CUR: curcumina

DMSQO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido Desoxirribonucleico, do inglés Deoxyribonucleic Acid
dNTP: Desoxirribonucledtidos 5 -trifosfatados

DOXO: doxorrubicina

FBS: soro fetal bovino, do inglés fetal bovine serum

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase

HPV: Papilomavirus humano, do inglés Human Papillomavirus

nm: nandmetro

PCR: Reacdo em cadeia da polymerase, do inglés polymerase chain reaction
pPRBB: proteina do retinoblastoma, do inglés retinoblastoma protein
Primer: Cadeia de &cidos nucleicos iniciadora da replicacdo

PVDF: do inglés polyvinylidene difluoride

RNA: acido ribonucléico

RNAmM: RNA mensageiro

RPM: rotagdes por minuto

SDS: Dodecilsulfato de sédio, do inglés Sodium Dodecyl Sulphate

UL: unidade relativa de luz
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céncer € uma doenca que se inicia com o surgimento de eventos que conferem a
uma célula a condi¢do de malignidade que permite que ela se prolifere mais rapidamente,
originando uma populacdo de células que vdo acumulando alteracbes que as tornam
fenotipicamente diferentes do tecido normal (CURRY et al., 2015; NOWELL, 1976). Assim,
0 cancer origina-se por meio da transformacgdo de uma Unica célula normal em tumoral e esse
processo é resultado de uma interacdo entre causas genéticas, epigenéticas e ambientais.
Dentre as causas ambientais estdo os raios ultravioletas, a exposi¢do a produtos quimicos
cancerigenos como o tabaco e o contato com agentes bioldgicos como os virus. Além disso, o
proprio envelhecimento configura um fator de risco (WHO, 2015). Dessa forma, a
carcinogénese € um processo que envolve o acumulo de anormalidades genéticas e
epigenéticas que levam a disfuncdo celular, resultando na proliferacdo descontrolada e
organizacao atipica das células (COOPER, 2000).

E estimado que o nimero de casos anuais de cancer aumente de 14 milhdes em 2012
para 22 milhdes nas proximas duas décadas e, dentre as mortes causadas pelo cancer, os tipos
tumorais mais comumente envolvidos sdo o de pulmdo, figado e estbmago (WCR, 2014). O
cancer de mama € o tipo tumoral que mais acomete mulheres em todo o mundo, sendo
também a maior causa de morte feminina por cancer. Ainda entre as mulheres o cancer de
colo de Gtero é o quarto tipo mais comum, sendo sua incidéncia maior em paises em
desenvolvimento e a infeccdo pelo HPV o principal fator de risco para o surgimento dessa
neoplasia (INCA, 2014).

Assim, 0 cancer é uma das principais causas de morte no mundo e, portanto, pesquisas
que visem prevencdo, deteccdo precoce e tratamentos eficazes para essa doenca sdo de
extrema importancia (VISVADER, 2011). Os tratamentos tradicionais para o cancer
disponiveis atualmente, além da cirurgia, sdo a quimioterapia e a radioterapia. Embora a
quimioterapia, quando comparada com a radioterapia, apresente a vantagem de danificar
menos os 0rgdos (ROBOVA, 2008), ambos procedimentos desencadeiam diversos efeitos
colaterais, incluindo neutropenia, leucopenia, nauseas, vOmitos, alopecia, diarréia e
complicagdes intestinais e urinarias (LI, 2013). Além disso, cerca de 30% dos pacientes com
cancer renal submetidos a nefrectomia desenvolvem metastase ap6s o tratamento e

apresentam tempo médio de sobrevivéncia de um ano (GIRGIS et al., 2012).
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Dessa forma, considerando a situacdo de dor e estresse fisiologico e a forte
vulnerabilidade emocional pela qual o paciente é exposto durante o tratamento (BROWN,
RAMIREZ, FARQUHAR-SMITH, 2014), a fim de superar as desvantagens dos tratamentos
convencionais para 0 cancer, a pesquisa por tratamentos utilizando fitoterapicos tem ganhado
intensa atencdo e, nesse contexto, compostos naturais estdo sendo amplamente estudados
contra diversos tipos tumorais por apresentarem diferentes propriedades terapéuticas
(YALLAPU, JAGGI, CHAUHAN, 2013). Nesse contexto, a atividade antiproliferativa e
proapoptotica ja foi relatada em diferentes estudos utilizando, por exemplo, a berberina (LI et
al., 2015; BARZEGAR et al., 2015). Também ja foi observada a indugdo de autofagia em
células tumorais por meio do uso de compostos polifendlicos naturais (HASIMA, OZPOLAT,
2014). Ainda, foi identificada atividade antiangiogénica e antimetastatica no uso de
flavonoides (WANG et al., 2014). Portanto, é de grande interesse explorar o potencial

terapéutico dos compostos naturais para o tratamento do cancer (SULTANA et al., 2014).

1.2 HPV e cancer

Os Papilomavirus humanos (HPVs) pertencem a familia de virus de DNA
Papillomaviridae e comecaram a ser isolados e clonados na década de 1980 com auxilio de
técnicas moleculares. Hoje sdo conhecidos mais de 180 tipos numerados sequencialmente
(NEVES et al., 2002; zur HAUSEN, 2002; BERNARD et al., 2010), sendo a sua diversidade
um aspecto importante para a epidemiologia, uma vez que as variantes diferem em sua
histéria natural e patogenicidade, influenciando nos aspectos clinicos resultantes da infecg¢do
(BERNARD, CALLEJA-MACIAS, DUNN, 2006; MAMMAS, SPANDIDOS,
SOURVINQOS, 2014).

Os HPVs medem aproximadamente 55 nm de didmetro, sdo virus ndo envelopados e
apresentam um genoma de aproximadamente 8000 pares de bases. Possuem oito genes
organizados em um DNA dupla fita circular envolto por um capsideo proteico icosaédrico
(SCHWARTZ, 2008; ZANDBERG et al., 2013). Os HPVs sdo divididos em dois grupos de
acordo com seu potencial oncogénico: os de baixo risco, cujos principais genotipos sdo 0 6 e
11, e os de alto risco, representados principalmente pelos tipos 16 e 18. Infecces por
gendtipos de baixo risco causam lesdes benignas, enquanto infeccdes pelos tipos de alto risco
sdo associadas ao desenvolvimento de doencas malignas (ZUR HAUSEN, 2002; BURD,
2003; GOLDSTEIN et al., 2009).
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De modo geral, é estimado que 5,2% dos casos de céancer estejam associados a
infecgBes por HPV e isto, somado as verrugas e demais lesdes intra-epiteliais desencadeadas
por HPVs de baixo risco, atribui ao HPV uma relacdo importante com a satude (STANLEY,
2012). Os Papilomavirus humanos tém mostrado exercer um importante papel no
desenvolvimento de diversos tipos de carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco,
0s quais compdem o sexto tipo de cancer mais prevalente no mundo e incluem, por exemplo,
tumores malignos localizados na cavidade oral, laringe e cavidade nasal (SYRJANEN, 2005;
FAKHRY et al., 2008). Estima-se que 26% dos casos de carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescoco sejam positivos para HPV, sendo que em 90% destes € encontrado o DNA
do HPV 16 (ALIBEK, KAKPENOVA, BAIKEN, 2013).

Os HPVs de alto risco também representam fator de risco importante para o
desenvolvimento de céanceres de vulva, vagina, pénis e anus (DUNNE, PARK 2013).
Entretanto, o tipo tumoral para o qual é considerado agente etiolégico mais importante é o
cancer cervical, pois a integracdo do seu DNA em células hospedeiras € um evento critico no
desenvolvimento desse tipo tumoral (LI et al., 2008; BADULESCU et al., 2010), de forma
gue mais de 96% dos casos sdo positivos para HPV de alto risco (KIM et al., 2010). Dentre 0s
tipos de HPV associados ao cancer de colo de Utero, os principais gendétipos sdo o HPV 16,
que é o0 mais prevalente, e 0 HPV 18, que é o segundo mais comum (LI et al., 2011). Juntos
esses dois genotipos sdo responsaveis pela causa de mais de 70% dos carcinomas cervicais
(MAMMAS, SPANDIDOS, SOURVINOS, 2014).

Nos HPVs de baixo risco as proteinas E6 e E7 desempenham, in vitro, baixa ou
nenhuma atividade transformante (VILLA, 2006), diferentemente, nos HPVs de alto essas
proteinas atuam na proliferacdo das células basais e parabasais do epitélio, contribuindo para
o0 crescimento da lesdo e desempenhando, assim, um importante papel transformante
(DOORBAR, 2006; VILLA, 2006; DOORBAR et al., 2012).

A E6 é uma oncoproteina que tem como principal alvo o gene supressor de tumor p53
que, na presenca de estresse ou dano celular, leva a parada do ciclo celular ou apoptose. A E6
liga-se a proteina E6AP, que atua como uma ubiquitina ligase, e a proteina p53 levando a
ubiquitinacdo e consequente degradagdo de p53. Dessa forma, a fungdo de p53 € inibida e a
célula infectada ndo sofre os processos de parada de ciclo e apoptose (SCHEFFNER et al.,
1990; HUIBREGTSE, SCHEFFNER, HOWLEY, 1991), permitindo proliferacdo celular
descontrolada (NARISAWA-SAITO, KIYONO, 2007). A oncoproteina E7 leva a
desregulacdo do ciclo celular ao interagir com a proteina supressora de tumor pRb e

promovendo, assim, a liberacdo de proteinas da familia E2F, as quais atuam como fatores de
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transcricdo que ativam genes necessarios para que a celula entre na fase S do ciclo celular e,
em condi¢fes normais, tém sua funcdo inibida pela ligacdo direta com a proteina pRb
(STEVAUX, DYSON, 2002; FERA et al., 2000).

O tratamento cirdrgico, embora seja delicado para canceres de cabeca e pescoco, é
uma técnica bastante empregada em pacientes com cancer cervical. No entanto, a reincidéncia
apos a cirurgia é frequente para os canceres associados ao HPV (YUAN, FILIPPOVA,
DUERKSEN-HUGHES, 2012). Drogas que inibem a expressdo viral apresentam a vantagem
de tratar concomitantemente a infeccdo e a doenca por ela desencadeada (STANLEY, 2012).
Na busca por um composto eficaz, tém sido realizados estudos que visam estratégias
moleculares que sejam capazes de inibir a expressdo do HPV, principalmente focando as
oncoproteinas E6 e E7, seja essa inibicdo realizada de forma direta ou indireta (VICI et al.,
2014). O foco a essas proteinas se da pelo fato de que a expressdo destas aumenta durante a
transformacdo maligna das células infectadas, enquanto a expressdo de E1 e E2, por exemplo,
diminui durante esse processo (HEBNER, BEGLIN, LAIMINS, 2007).

1.3 Curcumina e derivados semi-sintéticos

A curcumina € uma substancia presente em quantidades elevadas no rizoma da
planta neotropical Curcuma longa de onde ¢é extraida (SHISHODIA, SETHI,
AGGARWAL, 2005), o qual é utilizado ha milénios em paises asiaticos como especiaria e
para tratamento de infeccfes, inflamacdes, queimaduras e distarbios digestivos. Assim,
embora a curcumina tenha sido inicialmente isolada em 1870 (CHATTOPADHYAY et al.,
2004), o seu uso na medicina indiana e chinesa e seu emprego na dieta sdo praticas
tradicionais na cultura asidtica (CHEN, XU, JOHNSON, 2006). A curcumina possui
coloracdo amarela e é o curcumindide mais abundante dentre os trés principais encontrados
no rizoma da C. longa, sendo o0s outros dois a desmetoxicurcumina e a
bisdemetoxicurcumina. Por ser uma substancia natural oriunda de um alimento e que
apresenta propriedades medicinais, a curcumina é considerada um composto nutracéutico
(GUPTA et al., 2010; ZLOTOGORSKI et al., 2013).

A curcumina exibe intensa atividade anti-inflamatéria, imuno-modulatoria,
antioxidante, anti-angiogénica, quimioprotetora, anti-proliferativa e antimicrobiana (LIN,
2007; MENON, SUDHEER, 2007; LIU et al., 2008; DULBECCO, SAVARINO, 2013).

Ainda, a curcumina é termoestavel e pouco sensivel as variacdes de pH (SIMOES,
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MARIQOT, 2003) e, dessa forma, a administragcdo da curcumina pode inibir potencialmente
diversas fases do processo carcinogénico, incluindo a transformacgdo, a angiogénese e a
metéstase (AGGARWAL, KUMAR, BHARTI, 2003). Esse fitoterdpico pode atuar em
diversos niveis moleculares, interagindo diretamente com o alvo ou regulando, por
exemplo, fatores de transcricdo (YAN et al., 2005). Dessa forma, as propriedades
farmacologicas da curcumina conferem a esse composto alto potencial terapéutico
(DULBECCO, SAVARINO, 2013).

Em decorréncia de suas inimeras propriedades terapéuticas, a curcumina vem sendo
intensivamente estudada contra diversos tipos de cancer, apresentando atividade promissora
em diversas fases do processo de carcinogénese (SHANMUGAM et al., 2015). Koohpar e
colaboradores (2015), por exemplo, observaram que em células de cancer de mama da
linhagem MCF-7 a curcumina induziu queda de viabilidade de maneira dose e tempo
dependente. Da mesma forma, esse composto exerceu citotoxicidade significativa em células
A549 de cancer de pulméo (LIAO et al., 2015) e, em outro estudo, foi relatada atividade
antiproliferativa e proapotética da curcumina em células de melanoma humano A375
(ZHANG et al., 2015).

Nas linhagens de carcinoma cervical HeLa, SiHa e CasKi a proliferacdo celular foi
reduzida de modo dose dependente, sendo observado aumento na porcentagem de células
mortas conforme a elevacdo da concentracdo de curcumina (DIVYA, PILLAI, 2006;
MAMHER et al., 2011). Ainda, a citotoxicidade da curcumina foi seletiva as linhagens HPV
positivas, sendo pouco expressiva nas células HPV negativas C33A (DIVYA, PILLALI,
2006). Também foi relatada a diminui¢do nos niveis de RNAm de E6 ap6s a incubagdo com
a curcumina (DIVYA, PILLAI, 2006; MAHER et al., 2011), sendo que, nas linhagens
CasK:i e SiHa foi possivel observar uma queda significativa de expressdo de E6 com apenas
6 horas de tratamento. Esse resultado refletiu na restauracdo dos niveis da proteina p53
(MAHER et al., 2011).

Entretanto, embora apresente diversas caracteristicas de interesse para estudos na
area biomédica, principalmente contra o cancer, a farmacocinética da curcumina confere a
esse composto algumas limitagdes, como a baixa biodisponibilidade e rapido metabolismo
(PADHYE et al., 2009; PADHYE et al, 2010). Essas limitacdes sdo resultado da baixa
solubilidade, rapido metabolismo de primeira passagem, baixa absor¢éo e rapida eliminacéo
sistémica (ANAND et al., 2007). Embora esse fitoterapico seja lipossoluvel e, assim, capaz

de atravessar livremente a membrana celular (FUJISAWA et al.,, 2004), a baixa
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biodisponibilidade faz com que a sua concentracdo no sangue prejudique seus efeitos
terapéuticos (ANAND et al., 2007).

Vérias abordagens vém sendo aplicadas na tentativa de driblar essas caracteristicas
desvantajosas, tais como modificacdo quimica e encapsulacdo (MA et al., 2008; GANTA,
AMUJI, 2009; SHAIKH et al.,, 2009). Ainda, devido ao fato de que os diversos tipos
celulares respondem de forma diferente a um composto, tem-se buscado compostos mais
eficazes (SANDUR et al., 2009). Ja foi relatado que os metabdlitos da curcumina também
apresentam grande potencial terapéutico (SANDUR et al., 2007) e, assim, diversos estudos
tém sido realizados visando o desenvolvimento de indimeros derivados e analogos de
curcumina (BEEVERS, HUANG, 2011). Portanto, a busca por compostos sintéticos torna-se
uma estratégia interessante para aumentar a eficacia terapéutica desse fitoterapico (PADHYE
etal., 2009; PADHYE et al., 2010).

Dessa forma, considerando que o cancer € uma das maiores causas de mortalidade e
que os efeitos colaterais da radioterapia e da quimioterapia sdo intensos, diversos estudos
buscam por novas estratégias terapéuticas. Da mesma forma, os tratamentos tradicionais para
as doencas malignas desencadeadas por HPV de alto risco envolvem cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. No entanto, essas técnicas resultam em fortes efeitos colaterais e frequentemente
apresentam reincidéncia do tumor, visto que sdo direcionadas para as manifestacGes clinicas e
ndo para a infeccdo em si (DUNNE, PARK, 2013). Assim, o interesse por drogas derivadas de
plantas com potencial de inibir a expressdo viral tem crescido. Nesse sentido, inumeras
pesquisas com diversos compostos naturais descrevem atividade anticancer sobre diferentes
processos envolvidos na carcinogénese, tais como a proliferacdo celular, apoptose,
angiogénese e metastase (HOSSEINI, GHORBANI, 2015).

Esse € o caso da curcumina, uma substdncia que apresenta inUmeras propriedades
terapéuticas e vem sendo alvo de muitos estudos (DULBECCO, SAVARINO, 2013). Nesse
contexto, uma estratégia alternativa para melhorar a atividade farmacolédgica da curcumina
assim como de outros fitoterapicos, é a producdo de sintéticos analogos (PADHYE et al.,
2010). Dentre as outras vantagens da sintese de compostos esta a diminui¢do do custo de
alguns produtos. Assim, a biologia sintética, dentre suas inimeras aplicacGes, é considerada
uma fonte inovadora para melhorar intervengdes terapéuticas tradicionais (ROOKE, 2013) e,
portanto, & promissora na busca de derivados de curcumina que superem as limitagdes do

composto  original e apresentem maior eficicia (VYAS et al, 2013).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista 0 exposto e utilizando a curcumina em todos 0s experimentos como
controle para comparacgéo, o objetivo deste projeto foi analisar in vitro a acdo de diferentes
derivados semi-sintéticos de curcumina sobre a expressdo dos oncogenes virais E6 e E7 em
linhagem celular HPV-16 positiva (CasKi) e a atividade antitumoral desses compostos em
diferentes linhagens tumorais (CasKi, HeLa, MDA 231, MCF-7 e 786-0).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese dos derivados semi-sintéticos de curcumina

Os derivados semi-sintéticos de curcumina (Tabela 1) foram preparados no
Laboratorio de Quimica Verde e Medicinal, sob supervisdo do Prof. Dr. Luis Octavio
Regasini, do Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais, Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas de Sdo José do Rio Preto (UNESP/IBILCE). A sintese foi realizada
a partir da curcumina comercial (Sigma-Aldrich) cuja formula molecular é C21H2006. A

mesma foi utilizada como controle dos experimentos.

Tabela 1. Derivados semi-sintéticos de curcumina sintetizados e suas respectivas formulas

moleculares.
Derivado semi — sintético de curcumina Foérmula molecular
AC1 C17H140
AC2 C17H12F20
AC7 C19H180
AC10 C19H1803
AC13 C17H12Br20

3.2 Linhagens celulares (CasKi, HeLa, MDA 231, MCF-7, 786-O e HaCaT)

As linhagens celulares de carcinoma cervical contendo o genoma de HPV 16 (CasKi)
e HPV 18 (HeLa), de cancer de mama metastatico (MDA-MB-231 e MCF7), de carcinoma
renal (786-O) e a linhagem ndo tumoral de queratindcito humano imortalizado (HaCaT)
foram descongeladas e mantidas em meio de cultivo celular (GIBCO-BRL, Grand Island, NY,
USA) RPMI (linhagem 786-O) ou DMEM (demais linhagens celulares) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) e 100 mg/L streptomicina/penicilina e incubadas a 37°C em
estufa com 5% de CO2.
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3.3 Analise da citotoxicidade (Ensaio MTT)

Para a triagem inicial de citotoxicidade dos diferentes compostos, células da linhagem
de carcinoma cervical HPV 16 positiva (CasKi) foram cultivadas na quantidade de 0,75 x 10*
células por poco em placas de 96 orificios. No dia seguinte, 0 meio de cultura DMEM foi
trocado por meio novo contendo as diferentes concentragfes (10, 20, 40 e 80 uM) de
curcumina e dos compostos semi- sintéticos (curcuminoides) em um volume total de 100 pL
por poco. Apds 24, 48 e 72 h de incubacdo a citotoxicidade foi avaliada por meio de ensaio
MTT de viabilidade celular. As células incubadas com a curcumina (CUR) foram utilizadas
para comparacao dos resultados obtidos com os curcumindides. Além disso, como controle
experimental foram utilizadas células incubadas com meio de cultura livre de compostos.

Ao fim de cada tempo experimental, o volume contido em cada orificio foi substituido
por 100 pL de solucdo de MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium
bromide]) previamente dissolvido em meio DMEM (SIGMA) e a placa foi incubada por 30
minutos em estufa Gmida enriquecida com CO2 a 37°C. Ao fim da incubagéo, toda a solucéo
de MTT foi retirada de cada poco e substituida por 100 uL de DMSO. A placa foi agitada por
5 minutos com rotacdo de 100 RPM para a dissolugéo dos cristais de formazan e a leitura foi
realizada em leitor de placas em comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicatas em dois eventos independentes e o limite minimo de viabilidade
celular aceito para prosseguir para a proxima etapa foi de 80%. Posteriormente, foi feito o
ajuste fino. Para isso, foram avaliadas concentracfes situadas entre a concentra¢do ndo toxica
e a que apresentou o inicio de toxicidade acima do valor estabelecido, utilizando os dados
obtidos na triagem inicial para estabelecer esse intervalo. Essa etapa também foi feita em
triplicatas e em dois eventos independentes.

Além de avaliar a citotoxicidade na linhagem celular de carcinoma cervical (CasKi), a
linhagem de queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foi utilizada como controle a fim
de avaliar a citotoxicidade desses compostos em células ndo tumorais. Essa linhagem tem sido
utilizada como controle em outros estudos realizados com as linhagens de carcinoma cervical
Hela, SiHa e Caski (BRAVO-CUELLAR et al., 2010; LIU et al. 2012).

Posteriormente, a viabilidade celular de outras linhagens tumorais (HeLa, MDA 231,
MCF-7 e 786-0) também foi avaliada para o composto semi-sintético AC13. Nessa etapa,
células dessas linhagens foram incubadas por 24 e 48 h com a curcumina e 0 composto AC13
nas concentragdes de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e 160 uM. Por fim, foram selecionadas

apenas as linhagens CasKi e HaCaT para dar continuidade ao estudo, tendo sido necessaria a
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realizacdo de um novo ensaio de MTT para analisar a viabilidade celular mais
detalhadamente, sendo avaliadas as concentracOes de 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 50; 75;
100 e 125 puM nos tempos experimentais de 24 e 48 h. Além disso, como controle de morte
celular, foi incluida a doxorrubicina (DOXQ) nas concentracdes de 2,5; 5 e 10 uM.

Os dados de viabilidade celular foram medidos por absorbancia utilizando
comprimento de onda de 570 nm e obtidos a partir de quantificagdo em
espectofotdmetro. A viabilidade celular é proporcional a formacdo de cristais de
formazan no interior das células, os quais sdo formados de acordo com a atividade
metabolica celular. A absorbancia das amostras tratadas com curcumina e seus
derivados semi-sintéticos foi normalizada com absorbancia das amostras sem tratamento
do seu respectivo evento. A viabilidade foi expressa em porcentagem e foram
consideradas concentracdes ndo tdxicas aquelas em que a viabilidade celular obtida foi

superior a 80%.

3.4 Extracao de RNA total e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA total, 1,5 x 10° células CasKi foram semeadas em placas de 6
orificios e, no dia seguinte, 0 meio de cultivo foi substituido por meio novo contendo 0s
diferentes compostos (CUR, AC7, AC10 E AC13) nas concentracfes estabelecidas por meio
do MTT no ajuste fino (10; 12,5; 15,0 e 17,5 uM, respectivamente). Apds 24 h de exposi¢do
aos diferentes derivados semi-sintéticos de curcumina, as células foram coletadas e 0 RNA
total foi extraido conforme a técnica descrita por Sambrook com modificacbes (SAMBROOK
e RUSSELL, 2001). Apbés a quantificacdo, cada amostra foi submetida a uma corrida
eletroforética em gel de agarose 1% para andlise da integridade do RNA. Posteriormente, 0s
RNAs totais foram utilizados para sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando o kit
High-Capacity cDNA Archive ® (Applied Biosystems- USA) conforme as instrucdes do

fabricante para ser utilizado na analise de expressdo génica por PCR em tempo real.

3.5 Analise da expressdo de RNAm dos oncogenes virais E6 e E7 de HPV 16 por PCR

em tempo real

Para andlise da expressdo génica dos oncogenes virais E6 e E7 de HPV 16, o cDNA

das amostras foi amplificado com os oligonucleotideos iniciadores para HPV16 E6, E7 e para
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0 gene endogeno GAPDH utilizado como normalizador (Tabela 2). Para as reagdes dos genes
E6 e E7 foram utilizados 7 pL de agua, 0,5 uM de primer forward, 0,5 pM de primer reverse,
10,0 uL de SYBR Green e 25,0 ng de amostra. Para o gene GAPDH foram utilizados 7,4 uL
de &gua, 0,4 uM de primer forward, 0,4 UM de primer reverse, 10,0 uL de SYBR Green e
25,0 ng de amostra.

Em seguida, as reagdes foram submetidas ao equipamento para PCR em tempo real
ABI Prism® 7300 (Applied Biosystem), sendo que a ciclagem compreendeu uma etapa inicial
de 2 minutos a 50 °C para a ativacdo da enzima UNG, seguido de 10 minutos a 95 °C para
inativacdo da UNG, evitando que a enzima degrade os produtos da amplificagéo, iniciada em
seguida, e também para a ativacdo da enzima AmpliTaq Gold®. Posteriormente, seguiu 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60°C para extensdo. O anelamento dos iniciadores
ocorreu durante a rampa de descida de 95°C para 60°C. A coleta do sinal ocorreu nos 30
segundos finais da etapa de extens&do. Ao final, foi acrescentado um passo de dissociagdo que
compreende duas etapas de 15 segundos a 95°C intercaladas por uma etapa de 30 segundos a
60°C. A curva de dissociacdo tem como objetivo a verificacdo de ocorréncia de dimeros de
iniciadores, produtos inespecificos e de contaminagcbes. O experimento foi realizado em
triplicatas e em dois eventos independentes.

O valor da expressdo relativa dos oncogenes E6 e E7 ap6s tratamento das células
CasKi com curcumina e seus derivados semi-sintéticos foi medido por meio da técnica de
gPCR, e determinado em relacdo a expressdo do gene enddégeno GAPDH usado como
controle (normalizador). Para o calculo da expressdo diferencial foi utilizado o modelo
matematico proposto por Pfaffl (2001). Esse modelo leva em consideracdo a eficiéncia
de amplificacdo dos iniciadores no calculo da expressdo relativa, permitindo a
quantificacdo relativa da expressdo quando as eficiéncias de amplificacdo dos iniciadores
sdo diferentes entre si. Foi considerado que houve uma reducdo ou aumento significativo da
expressao génica dos oncogenes selecionados quando o valor da expressdo génica foi maior

que 2 ou menor que -2, quando usado a expresséo de log2.
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Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados para analise da expressao
dos oncogenes E6 e E7 de HPV16 por meio da técnica de Real Time.

Gene Sequéncia

E6 F:5- GACCCAGAAAGTTACCACAG - &

R: 5- CATAAATCCCGAAAAGCAAAG - ¥

E7 F:5- ACAAGCAGAACCGGACAGAG -3

R:5- TGCCCATTAACAGGTCTTCC - 3

GAPDH F:5- ACCCACTCCTCCACCTTTGA -3

R:5- CTGTTGCTGTAGCAAATTCGT -3

3.6 Avaliacao da expressao das proteinas p53 por Western Blotting

Nessa etapa, foram plaqueadas 1,5 x 10° células CasKi por poco em placas de 6
orificios para extragdo de proteinas e, no dia seguinte, o meio foi aspirado e meio fresco
contendo os diferentes compostos (CUR, AC7, AC10 e AC13) nas concentracdes
selecionadas de 10 e 20 uM foi adicionado. Decorridas 24 h de incubacdo, as ceélulas
aderentes foram coletadas em tampdo de lise MCell Lysis gelado e incubadas por 20
minutos a 4 °C. Apds a centrifugacdo do lisado celular a 13.000 rpm por 10 minutos
a 4°C, 50 pyL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo gelado, misturado
com tampdo 4x NuPage LDS (Invitrogen), fervido por 10 minutos e estocado em
freezer -80 0 C para andlise por Western Blotting para avaliacdo da expressdo da proteina
p53. A eletroforese SDS-PAGE foi realizada com gel SDS poliacrilamida 12% e as
proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF.

Nesse experimento, devido a dificuldade no uso dos anticorpos comerciais
disponiveis para E6, a andlise da expressdo dessa oncoproteina foi feita de forma
indireta através da expressdo de seu principal alvo celular, a proteina p53. Para isso foi
utilizado o anticorpo p53 (Abcam) na diluicdo 1:500. O anticorpo para GAPDH (Life) na
diluicdo 1:2000 foi utilizado como controle enddgeno. Os anticorpos primarios foram
detectados por um anticorpo sencundario-HRP com imunoreatividade a espécie

apropriada de cada anticorpo primario seguida de incubagdo com Pierce ECL Western
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Blotting Substrate (Thermo Scientific, SA). Para determinacdo do nivel de expressdo da
proteina p53, a intensidade das bandas foi normalizada com o GAPDH. Nesse
experimento foi utilizada uma amostra de células de carcinoma cervical negativas para HPV
(C33) como um controle positivo, visto que nessas células a proteina p53 € expressa.

A anélise da expressdo da oncoproteina E6 foi realizada por meio da técnica de
western blotting e obtida indiretamente utilizando anticorpos para seu principal alvo
celular, a proteina p53. A visualicdo das bandas proteicas foi realizada no equipamento
Molecular Imager Chemi- Doc MP System (BioRad) e, para normalizacdo dos dados,

foi utilizado anticorpo para o controle endégeno GAPDH.

3.7 Deteccdo da atividade enzimatica da caspase 3/7 por meio de ensaio de apoptose

Afim de avaliar se 0 composto AC13 atua sobre a atividade enzimatica da caspase 3/7
em células CasKi e HaCaT, foi realizado o ensaio de apoptose utilizando o kit Caspase-Glo
3/7 (Promega). Para isso, foram plaqueadas 0,75 x 10* células por pogo em placas de 96
orificios de fundo branco. O experimento incluiu células submetidas a incubagcdo com o
tratamento (AC13 ou CUR), controle negativo (células incubadas com meio de cultura sem
tratamento) e um branco da reacdo (meio de cultura sem tratamento na auséncia de células).
Para a execucdo dessa etapa foi selecionado o tempo experimental de 24 h e a concentracdo
de 50 uM, visto que foi a que apresentou resultados que atendiam melhor as condigdes para a
utilizacdo do Kit.

Dessa forma, decorrido o tempo de incubacéo, foram adicionados 100 puL do Reagente
Caspase-Glo (Promega) em cada poco e a placa foi submetida a agitacdo por 30 segundos a
4000 RPM. Em seguida, a placa foi incubada durante 1 h em temperatura ambiente e,
posteriormente, seguiu para a leitura luminescente cujo sinal é emitido proporcionalmente a
atividade da caspase 3/7 da amostra. O Reagente Caspase-Glo 3/7, além de promover a lise
celular, contém um substrato luminescente que inclui a sequencia tetrapeptidica DEVD que é
reconhecida pelas caspases 3 e 7. Nas celulas em que as caspases estdo ativas ocorre a
clivagem do substrato e a consequente liberacdo da aminoluciferina que é, entdo, consumida
pela luciferase produzindo um sinal luminescente.

A atividade enzimatica da caspase 3/7 foi determinada a partir da normaliza¢do dos

valores obtidos para as amostras de células tratadas em relagdo as amostras controles (células
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incubadas com meio de cultura livre de tratamento), sendo o percentual de atividade da

caspase calculado da seguinte maneira: UL amostra / UL controle x 100%.

3.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas com auxilio do software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., CA, USA), utilizando Analise de
Variancia (Two-way ANOVA) seguida de Teste de Bonferroni, sendo que as diferencas

serdo consideradas estatisticamente significativas quando P<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlise da citotoxicidade (Ensaio MTT) em linhagem Caski com o primeiro lote de

curcumindides sintetizados.

Para avaliar a viabilidade de células CasKi foi feito o ensaio MTT utilizando os
tempos experimentais de 24, 48 e 72 h de incubagdo com os derivados semi-sintéticos de
curcumina. Primeiramente, foi realizada a triagem inicial utilizando a curcumina (CUR) e
0s compostos AC1, AC2, AC7, AC10 e AC13 nas concentracbes de 10, 20, 40 e 80 uM
(Figura 1). Foi observado que a viabilidade celular diminuiu de maneira dose e tempo
dependente. No entanto, os compostos AC1 e AC2 foram altamente citotoxicos desde o
primeiro tempo experimental (24 h) em todas as concentracfes testadas, apresentando uma
queda de mais de 60% da viabilidade celular ja a partir da concentracdo mais baixa (10
puM). Em decorréncia do carater citotoxico, o AC1 e o AC2 foram, entdo, excluidos das
etapas seguintes: PCR em tempo real e Western Blotting. Por outro lado, a viabilidade das
células incubadas com a CUR e com os compostos AC7, AC10 e AC13 manteve-se acima
dos 80% na menor concentragdo utilizada (10 pM) e esses quatro compostos seguiram
para o ajuste fino de concentracdo e posteriormente para PCR em tempo real e Western

Blotting.
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Figura 1. Ensaio MTT para andlise de citotoxicidade em células CasKi apds 24, 48 e 72h de
incubacdo com os compostos nas concentracdes de 10; 20; 40 e 80 pM. Porcentagem
de viabilidade celular apés a incubacdo com (A) CUR, (B) ACL, (C) AC2, (D) AC7,
(E) AC10 e (F) AC13.

Dessa forma, os compostos AC7, AC10 E AC13 foram selecionados para passar por
ajuste fino (Figura 2) entre a concentracdo ndo téxica (10 pM) e a que comeca a causar queda
da viabilidade celular acima do limite estabelecido (20 pM). Nessa etapa, para cada
composto foi selecionada a concentracdo maxima em que a viabilidade das células manteve-
se acima de 80% até o tempo experimental de 72 h. Essas concentracdes foram de 12,5;
15,0 e 17,5 uM, respectivamente, para AC7, AC10 e AC13. Com relacdo a CUR
utilizada como controle, o ajuste fino mostrou ndo ser possivel utilizar uma
concentracdo acima de 10 pM. Assim, nessas concentracOes estabelecidas, 0s compostos

seguiram para a analise de expressao génica por PCR em tempo real.
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Figura 2. Ensaio de MTT para analise de citotoxicidade em células CasKi apos 24, 48 e 72h
de incubacdo com o0s compostos nas concentracbes de 12,5; 15 e 17,5 upM.
Porcentagem de viabilidade celular apds a incubacdo com (A) CUR, (B) AC7, (C) AC10 e
(D) AC13.

Para controle de citotoxicidade testamos os mesmos compostos (AC1, AC2, AC7,
AC10, AC13) em uma linhagem celular ndo tumoral de queratindcitos humanos imortalizados
(HaCaT) (Figura 3). Os dados revelaram dose e tempo dependéncia na queda da viabilidade
celular. Ainda, em comparacdo a linhagem tumoral (CasKi), os compostos AC1l e AC2
mostraram-se mais citotoxicos para as células HaCaT, enquanto AC7, AC10 e AC13
exerceram menor citotoxicidade, especialmente nas concentragfes mais baixas (10 e 20 puM).
A viabilidade das células HaCaT incubadas com a CUR manteve-se abaixo dos 80% ja na
menor concentragdo utilizada (10 pM), sendo que esse composto mostrou-se mais

citotoxico para essa linhagem do que paraa linhagem CasKi.
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Figura 3. Ensaio MTT para analise de citotoxicidade em células HaCaT apds 24, 48 e 72h
de incubacdo com o0s compostos nas concentragdes de 10; 20; 40 e 80 pM.
Porcentagem de viabilidade celular apds a incubacdo com (A) CUR, (B) ACL, (C)
AC2, (D) AC7, (E) AC10 e (F) AC13.

Considerando que na concentracdo de 20 pM a incubacdo com o derivado semi-
sintético AC13 levou a queda acentuada de viabilidade celular na linhagem CasKi enquanto
ndo exerceu citotoxicidade significativa sobre células HaCaT, esse composto mostrou-se um
potencial candidato a ter sua atividade antitumoral estudada.

4.2 MTT do AC13 em linhagens celulares derivadas de carcinomas

Dessa maneira, 0 AC13 foi selecionado para ser testado em mais quatro linhagens
tumorais (HeLa, MDA 231, MCF-7 e 786-0) nas concentragdes de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80
e 160 uM pelos tempos experimentais de 24 e 48h. As células também foram incubadas com
a curcumina nas mesmas concentragoes.

No entanto, para as demais celulas tumorais (HeLa, MDA 231, MCF-7 e 786-0) o

composto AC13 apresentou citotoxicidade significativa apenas em concentragdes acima de 20
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MM (Figura 4). A incubagdo com CUR resultou em queda dose e tempo dependente para todas

as linhagens celulares e apresentou maior citotoxicidade do que a exposicdo das células ao

semi-sintético AC13 (Figura 5).
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Figura 4. Ensaio MTT para analise de citotoxicidade em células (A) HelLa, (B) MDA-231,

(C) MCF-7 e (D) 786-O ap0s 24 e 48 h de

incubacdo com o composto AC13 nas

concentragfes de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e 160 pM.
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Figura 5. Ensaio MTT para analise de citotoxicidade em células (A) HelLa, (B) MDA-231,
(C) MCF-7 e (D) 786-0 ap6s 24 e 48 h de incubacdo com a CUR nas concentracGes de
1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e 160 pM.

Considerando os resultados acima, foram selecionadas apenas as linhagens CasKi e
HaCaT para dar continuidade aos experimentos, visto que para as demais linhagens néao foi
possivel observar vantagem do AC13 em relacdo a CUR em nenhuma das concentracdes
testadas. Assim, foi feito um ensaio de citotoxicidade para essas duas linhagens utilizando o
AC13 e a CUR nas concentragdes de 1,25 a 160 uM. No entanto, os dados obtidos foram
discordantes dos resultados iniciais para essas linhagens, de modo que a viabilidade
permaneceu muito alta, sugerindo que o composto tenha perdido a atividade, o que
provavelmente ocorreu devido ao processo de congelamento e descongelamento ao longo do
desenvolvimento do trabalho.

Dessa forma, um novo lote de AC13 foi sintetizado no Laboratério de Quimica Verde
e Medicinal do IBILCE/UNESP sob supervisdo do Prof. Dr. Luis Octavio Regasini. Nesse
momento, como nas menores concentracdes a viabilidade celular se mantinha em 100%, foi
decidido descartar as menores de 5 UM e aumentar os pontos dentro do screening de
concentragdes acima de 5 pM para analisar de forma mais detalhada a agdo do composto.
Assim, foram usadas as concentragdes de 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 50; 75; 100 e 125 uM.



Resultados 35

Além disso, como um controle de morte celular, foi feito também um ensaio de citotoxicidade
da doxorrubicina (DOXO) nessas linhagens usando as concentragdes de 2,5; 5 e 10 M.

Analisando os dados obtidos foi possivel observar que a atividade do novo lote de
AC13 ndo foi totalmente compativel com a do primeiro lote e isso provavelmente €
decorrente da possivel diferenca de pureza entre os lotes. Embora ambos estejam no minimo
95% puros, durante o processo de purificagdo ndo € possivel garantir que lotes diferentes
atinjam o mesmo grau de pureza, o que pode refletir na acdo do composto.

De modo geral ocorre queda dose dependente na viabilidade das duas linhagens apos a
incubagdo com AC13, embora a citotoxicidade s6 comece a ser mais expressiva nas maiores
concentragdes. Ainda, podemos observar que nas concentragcbes de 50; 75 e 100 uM a
viabilidade da linhagem HaCaT permanece um pouco acima do que a da linhagem CasKi.
Enquanto a linhagem CasKi tem sua viabilidade diminuida para 60% em 50 uM, para a

linhagem HaCaT isso acontece em 75 uM (Figura 6).
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Figura 6. Ensaio MTT para analise de citotoxicidade em células CasKi (A) e HaCaT (B)
apos 24 e 48 de incubacdo com o composto AC13 nas concentracbes de 5; 10; 15; 20;
25; 30; 35; 40; 50; 75; 100 e 125 pM.

Com relacdo a CUR, a citotoxicidade também foi dose dependente, mas foi mais
elevada que a do composto AC13 para as duas linhagens. Além disso, a CUR apresentou
maior citotoxicidade para celulas HaCaT, levando a uma queda de viabilidade em 24h de mais
de 50% ja na concentracdo de 15 pM, enquanto a viabilidade das células CasKi é mantida

acima de 90% nessa mesma concentragao (Figura 7).
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Figura 7. Ensaio MTT para andlise de citotoxicidade em células CasKi (A) e HaCaT (B)
apos 24 e 48 de incubacdo com a CUR nas concentragbes de 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35;
40; 50; 75; 100 e 125 pM.

Por fim, a DOXO utilizada como controle de morte apresentou citotoxicidade
significativa ja na menor concentracdo utilizada (2,5 uM), levando a uma queda de
viabilidade de mais de 50% para as células CasKi e mais de 80% para células HaCaT no
primeiro tempo experimental (24h). Assim, em uma concentra¢do bem mais baixa a DOXO ja

exerce maior citotoxicidade que o AC13 e a CUR (Figura 8).

A CasKi-DOXO B HaCaT - DOXO
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Figura 8. Ensaio MTT para anélise de citotoxicidade em células CasKi (A) e HaCaT (B)

apos 24 e 48 de incubagdo com a DOXO nas concentraces de 2,5;5e 10 uM.
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4.3 Anélise da expressao do oncogenes virais E6 e E7 por PCR em tempo real (QPCR)

Para analisar se 0s compostos semi-sintéticos do primeiro lote que foram selecionados
levam a diminuicdo dos niveis de RNAm de E6 e E7, amostras de células CasKi incubadas
24h com AC7, AC10, AC13 e CUR nas concentracOes determinadas pelo ajuste fino (12,5;
15,0; 17,5 e 10,0 UM, respectivamente) foram avaliadas por PCR em tempo real ap6s extracéo
de RNA e sintese de cDNA. No entanto, os dados obtidos mostraram que nenhum dos

compostos resultou em uma diminuicdo significativa da expressdo dos oncogenes E6 e E7

(Figura 9).
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Figura 9. Analise da expressdo dos oncogenes virais (A) E6 e (B) E7 de HPV de alto risco
em células CasKi apds 24 h de incubacdo com a CUR e 0s compostos semi-sintéticos de
curcumina AC7, AC10 e AC13 nas concentracOes de, respectivamente, 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5
HM.
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4.4 Avaliacdo da expressdo da proteina p53 por Western Blotting

Para confirmacéo dos resultados obtidos no Real Time, foi feito Western Blotting para
analisar o nivel de expressdo da proteina p53 apds a incubacdo de células CasKi com os
compostos do primeiro lote. Com isso, podemos analisar indiretamente a expressao da
proteina E6, visto que E6 liga-se a p53 degradando-a. Dessa forma, se o nivel de p53 fosse
restaurado significaria indiretamente que a expressao da oncoproteina E6 estaria diminuida.
No entanto, corroborando com os dados obtidos no Real Time, ndo foi possivel observar
expressdo da proteina p53 em nenhuma amostra, 0 que nos indica que a expresséo de E6 néo
foi alterada apds a incubacdo das células com os compostos AC7, AC10, AC13 e CUR. Isso é
confirmado pela amostra controle (C33) visto que esta € uma linhagem HPV negativa e nos

permite observar a expressdo proteica de p53 (Figura 10).
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Figura 10. Andlise da expressdo da proteina celular p53 em células CasKi apds 24 h de
incubacdo com (A) CUR 10 puM (B) CUR 20 pM e os compostos semi-sintéticos de
curcumina (C) AC7 10 uM (D) AC7 20 uM (E) AC10 10 uM (F) AC10 20 uM (G) AC13 10
UM (H) AC13 20 uM (1) células CasKi sem tratamento e (J) células C33.
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4.5 Deteccdo da atividade enziméatica da caspase 3/7 por meio de ensaio de apoptose

Afim de avaliar a ocorréncia de apoptose em células CasKi e HaCaT ap0s a incubacao
com AC13 do segundo lote e CUR, foi realizado um ensaio luminescente de apoptose
(utilizando a concentracdo de 50 uM) que analisa a atividade enzimatica das caspases 3 e 7
utilizando um reagente que contém um substrato luminogénico que é clivado pelas caspases.
Dessa forma, o sinal luminescente gerado é proporcional a atividade das caspases na amostra.

Na linhagem CasKi os dados revelam que a incuba¢do com AC13 induziu um
aumento de 401,8 % na atividade das caspases 3/7 em relacdo as células controle e de 268,9
% em relagdo as células incubadas com a CUR. Para a linhagem HaCaT foi observado que o
AC13 aumentou em 339,9 % a atividade das caspases 3/7 em relacdo as celulas controle e
55,2 % em relacdo as células tratadas com a CUR. Dessa maneira, esses resultados indicam
que com 24 h o composto AC13 desencadeia morte celular por apoptose nas linhagens CasKi
e HaCaT e que a indugdo de aumento da atividade das caspases é maior ap0s a incubagdo com
0 AC13 do que com a CUR (Figura 11).
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Figura 11. Analise da atividade das caspases 3 e 7 em células CasKi e HaCaT apds 24 h de
incubacdo com o composto AC13 e a CUR na concentracdo de 50 pM. CasKi: *** p < 0,001
vs CUR e CONTROLE; ### p < 0,001 vs CONTROLE. HaCaT: *** p < 0,001 vs
CONTROLE.
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5. DISCUSSAO

A curcumina é uma substancia amarela oriunda do rizoma da planta Curcuma longa
(HATCHER et al., 2008) que vem sendo largamente estudada em pesquisas sobre cancer
(LIU, CHEN, 2013) por apresentar diversas propriedades terapéuticas interessantes, tais como
atividades anti-inflamatdria, antioxidante, antitumoral, anti-angiogénica e anti-metastatica
(MIMEAULT, BATRA, 2011). No entanto, existem algumas limitacbes no uso dessa
substancia, tais como o seu rapido metabolismo e baixa biodisponibilidade. Estudos como o
de Zhao e colaboradores (2014) descrevem derivados sintéticos que apresentam maior efeito
antiviral do que seus precursores naturais. Assim, afim de superar essas desvantagens algumas
pesquisas tém se dedicado a modifica¢do quimica da curcumina (OHORI et al., 2006).

Infecgcdes por HPVde alto risco estdo relacionadas com diversos canceres das regifes
orofaringea e anogenital, estando estritamente relacionadas com o tipo cervical (ZUR
HAUSEN, 2002). O potencial oncogénico dos HPVs de alto risco necessita de uma infecgéo
permanente e esta relacionado com a expressdo das oncoproteinas virais E6 e E7 (MOODY,
LAIMINS, 2010). A proteina E6 liga-se a proteina celular p53 formando um complexo
estavel e resultando em sua degradacdo, desregulando assim o ciclo celular, visto que, em
situacGes normais, p53 leva a parada de ciclo ou apoptose na presenca de estresse ou dano
celular (TALIS, et al., 1998). A proteina E7 liga-se a proteinas supressoras de tumor da
familia retinoblastoma (pRb) levando a inibicdo da funcdo dessas proteinas (DYSON et al.,
1989). Assim, em conjunto, essas duas oncoproteinas virais desempenham importante papel
transformante, desregulando processos como apoptose e a proliferacdo celular e, dessa forma,
a inibicdo de E6 e E7 pode levar a recuperacdo funcional das vias de supressdo tumoral
(HONEGGER et al., 2015).

Mishra e colaboradores (2015) relataram que a curcumina diminui a expresséo de E6 e
restaura 0s niveis de p53 em células de cancer oral positivas para HPV 16. A inibicdo das
oncoproteinas E6 e E7 e 0 aumento da expressdo proteica de p53 e pRb apds tratamento com
a curcumina também ja foi observada em estudos com células de carcinoma cervical. Além
disso, foi relatado que a curcumina também levou a uma diminui¢do dos niveis de RNAm de
E6 e E7 (DIVYA, PILLAI, 2006; MAHER et al., 2011). Nesse estudo, determinamos por
meio de ensaio de citotoxicidade em células CasKi as concentracdes de trés derivados semi-
sintéticos de curcumina (AC7, AC10 e AC13) e avaliamos por meio de PCR em tempo real a
acdo desses compostos sobre a expressédo dos oncogenes E6 e E7 de HPV de alto risco. No

entanto, os dados obtidos mostraram que nenhum dos derivados resultou em uma diminuigéo
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significativa nos niveis de RNAm de E6 e E7. Ainda, corroborando com os dados do PCR em
tempo real, ndo foi identificada expresséo proteica de p53 em nenhuma das amostras tratadas,
0 que indiretamente indica que ndo houve inibicdo de E6.

Comparando os resultados obtidos por meio dos primeiros ensaios de MTT entre as
linhagens celulares CasKi e HaCaT, foi observado que a citotoxicidade do composto AC13
foi bem mais expressiva nas células tumorais (CasKi) do que nas ndo tumorais (HaCaT). Isso
também foi observado por Selvendiran e colaboradores (2010) ao investigar o efeito de um
analogo de curcumina denominado HO-3867 em diversas linhagens tumorais e ndo tumorais.
No presente trabalho, na concentracdo de 20 UM a viabilidade das células HaCaT manteve-se
préximo a 100% até o Gltimo tempo experimental (72 h), enquanto as células CasKi tiveram
sua viabilidade diminuida para menos de 60% apds 24 h de incubacdo, chegando a menos de
40% no tempo de 72 h.

Além disso, observamos outra caracteristica interessante do composto AC13 na
linhagem n&do tumoral ao comparé-lo com a curcumina. Na concentracdo de 20 UM, enquanto
a incubagdo com a curcumina resulta na queda da viabilidade das células HaCaT para cerca de
40% ja no primeiro tempo experimental (24 h) e 10% no ultimo (72 h), a viabilidade dessas
células permanece préximo de 100% em todos os tempos experimentais apds a incubacao
com AC13. Samaan e colaboradores (2014) também relataram como potentes agentes
antitumorais quatro analogos de curcumina que tiveram resultados mais promissores que a
curcumina em células tumorais de diferentes linhagens metastaticas e que ndo exerceram
citotoxicidade em células epiteliais mamarias ndo tumorais.

Assim, considerando a conhecida atividade antitumoral da curcumina (WILKEN et al.,
2011) e comparando os resultados obtidos na analise de citotoxicidade dos compostos nas
linhagens HaCaT e CasKi, o composto AC13 apresentou importantes vantagens em relacéo a
curcumina, visto que o potencial terapéutico de substancias que apresentam maior atividade
citotoxica em células tumorais do que em células ndo tumorais vem sendo destacado em
estudos como o de Martins e colaboradores (2014) no qual o composto arborescin, oriundo da
planta Artemisia gorgonum, é relatado como uma molécula antitumoral promissora apds ser
observado que a citotoxicidade por ele desencadeada em uma linhagem ndo tumoral de
estroma de medula Ossea € significativamente mais baixa do que em linhagens de
neuroblastoma e hepatocarcinoma.

Nesse contexto, considerando que a proliferacdo celular descontrolada é um processo
necessario para a carcinogénese (FANTINI, et al., 2015), hda um grande interesse em

pesquisas que busquem por agentes antitumorais que sejam seletivamente citotdxicos e
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diversos analogos de curcumina tem sido sintetizados para essa finalidade (FADDA,
BADRIA, EL-ATTAR, 2010). O analogo de curcumina B19 foi relatado como um potente
agente anti-angiogénico por inibir a migracdo de células endoteliais humanas de veia
umbilical e, consequentemente, a formacdo de novos vasos sanguineos (SUN et al., 2014).
Zhou e colaboradores (2014) relataram a atividade anti-proliferativa do anélogo de curcumina
IHCH sobre células de cancer de pulmdo. Em outro estudo foi detectada atividade anti-
inflamatdria no uso de andlogos manocarbonilos assimétricos de curcumina (ZHANG et al.,
2014). Em um estudo de Paulraj e colaboradores (2015) quatro derivados de curcumina foram
avaliados e percebeu-se que a citotoxicidade dos mesmos era superior a da curcumina e maior
em células de carcinoma cervival (CasKi e HelLa) do que em uma linhagem ndo tumoral de
fibroblastos de pulmdo (MRC9). Ainda, o composto MS17, por ter sido 0 composto mais
citotoxico, foi selecionado para estudos mais abrangentes que revelaram atividade anti-
proliferativa e indutora de apoptose (PAULRAJ et al., 2015).

Dessa forma, com base nas andlises de viabilidade celular, podemos sugerir que o
derivado semi-sintético de curcumina AC13 é um possivel composto interessante para estudos
de tratamentos antitumorais, de modo que se torna valido avaliar a sua citotoxicidade em
outras linhagens tumorais. Para isso foi adotado um screening maior de concentragdes que
permitisse analisar de forma mais completa a citotoxicidade da droga, mas, diferente do que
observamos em células CasKi, em nenhuma das concentracfes estudadas a citotoxicidade
desencadeada pelo AC13 foi menor na linhagem ndo tumoral (HaCaT) do que nas demais
linhagens tumorais HeLa, MDA 231, MCF-7 e 786-0.

A seletividade de drogas por determinados tipos de cancer é descrita em trabalhos
como o de Wei e Malhotra (2012) em que uma série de compostos sintéticos foram testados
em um painel de linhagens tumorais humanas de diferentes histologias e apresentaram
citotoxicidade seletiva por células de cancer de rim e mama. Da mesma forma, em um estudo
realizado utilizando o mesmo painel de linhagens tumorais, foi relatado que a pré-droga CLO
exerceu citotoxicidade seletiva por células de melanoma, apresentando carater citotdxico para
trés das seis linhagens de melanoma utilizadas. (WEBSTER et al., 2014).

Nesse contexto, apenas as linhagens CasKi e HaCaT foram selecionadas para dar
continuidade ao trabalho e, para isso, foi necessario repetir o ensaio de MTT para essas
linhagens afim de adicionar as concentraces de 1,25; 2,5; 5 e 160 uM. No entanto, 0s
resultados obtidos mostraram que mesmo nas maiores concentragdes o composto AC13
manteve a viabilidade celular em torno de 100%, sugerindo perda de atividade devido,

provavelmente, ao frequente processo de congelamento e descongelamento. Entdo, um lote
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novo foi sintetizado e, junto a isso, algumas alteracdes no screening de concentrages foram
feitas para ajustar o ensaio de modo a ter uma anélise mais detalhada do composto.

Dessa forma, nesse ensaio foram utilizadas as concentragdes de 5; 10; 15; 20; 25; 30;
35; 40; 50; 75; 100 e 125 pM. No entanto, os resultados obtidos mostraram que o novo lote de
AC13 foi menos citotdxico do que o lote inicial, apresentando queda de viabilidade
significativa apenas nas concentracbes mais altas. No entanto, ainda é possivel observar
concentragdes em que a citotoxicidade exercida pelo composto é ligeiramente maior em
CasKi do que em HaCaT (50, 75 e 100 uM). Com relacdo a CUR, para ambas as linhagens, a
CUR resultou em queda de viabilidade dose dependente, tendo exercido maior citotoxicidade
em células HaCaT do que em células CasKi. Além disso, a CUR foi mais citotoxica do que o
AC13 para a linhagem ndo tumoral. Dessa forma, o composto AC13 permaneceu
apresentando vantagens que o tornam um possivel antitumoral e, assim, foi feita uma analise
mais aprofundada sobre a agdo desse derivado semi-sintético sobre a viabilidade das células
das linhagens utilizadas.

Existem diferentes mecanismos pelos quais a morte de uma célula pode ser
desencadeada, tais como a necrose, a autofagia e a apoptose (GALLUZZI et al., 2007). A
apoptose é um processo altamente conservado que, além de desempenhar importante papel no
desenvolvimento embrionario, proporciona a manutencdo da homeostase tecidual
(HANAHAN, WEINBERG, 2011; MOHAMMAD et al., 2015), tornando-se um evento
fundamental para manter o equilibrio entre a morte e a sobrevivéncia celular, além de auxiliar
na manutencdo da integridade do genoma (PLATI, BUCUR, KHOSRAVI-FAR, 2011).

Dessa forma, a inducdo da apoptose configura uma estratégia para a inibicdo da
progressdo tumoral e diversos produtos naturais como o0s flavonoides apresentam essa
propriedade, como € o caso do composto TFC isolado da planta Herba oxytropis que suprime
o crescimento de células de cancer de prostata por meio da inducédo de apoptose (SHENG et
al., 2015). A inducdo da apoptose pela curcumina também ja foi relatada, por exemplo, em
estudos como o de Lv e colaboradores (2014) utilizando células de cancer de mama, tendo
sido observada a inibicdo do crescimento tumoral devido a indugdo de apoptose tanto in vitro
guanto in vivo. Da mesma maneira, 0 potencial terapéutico de analogos de curcumina que
induzem a apoptose também j& foi observado, como em um trabalho de Bill e colaboradores
(2010) com células de melanoma.

O processo apoptotico é caracterizado pelo arredondamento celular, condensagdo da
cromatina, reducdo do volume celular, gradual perda da integridade da membrana plasmatica

(levando a perda da sua identidade morfolégica), fragmentacéo celular (incluindo o nucleo) e
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0 seu engolfamento por células adjacentes (fagocitose). (KROEMER et al., 2009; GALLUZZI
etal., 2012).

A apoptose configura o principal tipo de morte celular (GOLDAR et al., 2015) e pode
ocorrer por dois mecanismos, a via intrinseca e a via extrinseca, embora ambas sejam
reguladas por diferentes caspases e culminem na ativacdo da caspase-3, a qual conduz a célula
a processos como a fragmentacdo do DNA, formacdo de bolhas na membrana e consequente
fagocitose (SUN, et al., 2015). As caspases sdo produzidas nas células e permanecem como
zimogénios inativos até que seja recebido um estimulo especifico de morte que leve a
ativacdo da sua atividade de protease (EARNSHAW, MARTINS, KAUFMANN, 1999;
PARRISH, FREEL, KORNBLUTH, 2013).

As caspases 3 e 7 sdo consideradas caspases executoras e, embora a caspase 3 atue
sobre uma maior gama de substratos enquanto a caspase 7 é mais seletiva, as duas sdo
enzimas intimamente relacionadas que séo ativadas durante a fase de demolicdo da apoptose
apresentando funcdes importantes durante o processo de morte celular (WALSH et al., 2008).
Assim, considerando que ja existem estudos que fornecem evidéncias de que a curcumina
induz morte celular por apoptose através da ativacdo de caspases (GOGADA et al., 2011),
celulas CasKi e HaCaT incubadas com AC13 foram avaliadas, por meio de ensaio
luminescente, quanto a atividade das caspases 3 e 7 para averiguar se a queda de viabilidade
celular observada no presente estudo era decorrente de morte por apoptose em funcdo da
ativacdo dessas proteases, visto que o aumento da atividade de caspases em linhagens
celulares de carcinoma cervical ja foi relatado em estudos utilizando a curcumina (SINGH,
SINGH, 2009) e analagos de curcumina (PAULRAJ et al., 2015).

Embora o ensaio de viabilidade realizado revele que na concentragdo de 50 UM a
citotoxicidade da curcumina seja maior que a do AC13 para ambas as linhagens, a inducdo da
atividade das caspases pelo composto AC13 foi 268,9 e 55,2 % maior em relacdo a CUR para
as linhagens CasKi e HaCaT, respectivamente. Essa diferenca pode ser decorrente do fato de
que o ensaio de detecgédo de atividade das caspases 3 e 7 indicar a ocorréncia de apoptose,
enguanto a queda de viabilidade pode ser resultado de mais de um tipo de morte celular. Ja foi
relatado, por exemplo, que na presenga de luz a curcumina pode levar células a apoptose e
necrose devido a formacgéo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (BRUZELL,
MORISBAK, TONNESEN, 2005). Além disso, ja foi descrita a ocorréncia de morte celular
autofagica em células de glioma maligno humano expostas a curcumina (THAYYULLATHIL
etal., 2014).
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Além disso, similarmente a um estudo de Lee e colaboradores (2010) em que foi
observado que o analogo de curcumina DMC ndo sO induziu a ativacdo da caspase 3 e,
consequentemente, a apoptose em células de carcinoma renal humano, como também
apresentou um resultado mais potente do que a curcumina, de acordo com os dados obtidos no
presente estudo, células CasKi e HaCaT expostas por 24 h a incubagdo com o AC13 tiveram
um aumento na atividade das caspases de, respectivamente, 401,8 e 339,9 % em relagdo as
células que receberam apenas meio de cultura. Portanto, o ensaio sugere que o derivado semi-
sintético AC13 apresenta vantagens interessantes em realacdo a curcumina na ativacdo das

caspases 3 e 7 e, consequentemente, na indugéo de apoptose.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem inferir que, na linhagem celular
de carcinoma cervical humano HPV-16 positiva (CasKi), nenhum dos compostos semi-
sintéticos de curcumina testados levaram a diminuicdo da expressdo dos oncogenes E6 e E7
de HPV de alto risco. Corroborando com esse dado, ndo foi possivel observar restauracdo do
principal alvo de EG6, a proteina celular p53, indicando de maneira indireta que a proteina viral
ndo foi afetada pela exposicdo aos compostos. No entanto, embora para as linhagens de
carcinoma cervical HPV 18 positiva (HeLa), de cancer de mama metastatico (MDA 231),
cancer de mama ndo metastatico (MCF-7) e de carcinoma renal (786-O) o composto AC13
ndo tenha exercido atividade antitumoral interessante, as analises sugerem que esse composto
possa exercer uma possivel atividade antitumoral na linhagem CasKi.

Nesse contexto, apesar dos dados de viabilidade celular obtidos terem sido diferentes
entre os dois lotes de composto, ambos apresentaram concentragdes em que a citotoxicidade
foi maior na linhagem tumoral (CasKi) do que na linhagem ndo tumoral de queratindcito
humano imortalizado (HaCaT). Além disso, nessas mesmas concentracdes, os dois lotes de
AC13 apresentaram menor citotoxicidade que a CUR para a linhagem HaCaT.

Ainda, foi possivel observar por meio de ensaio luminescente de apoptose que a
incubacdo com o segundo lote de AC13 aumentou consideravelmente a atividade das caspases
3 e 7 em relacdo ao controle e também levou a um aumento em relagdo a CUR. Assim, 0s
dados indicam que a morte celular desencadeada pelo AC13 nessas linhagens ocorre por meio
do processo de apoptose.

Portanto, os resultados obtidos da exposicdo de células CasKi e HaCaT ao derivado
semi-sintético AC13 sugerem que 0 composto apresenta vantagens interessantes em relacéo a
curcumina, como ser menos citotoxico para a linhagem ndo tumoral utilizada e levar a uma

maior ativacao das caspases 3 e 7 e, consequentemente, a uma maior indugéo de apoptose.
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