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RESUMO 

A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR está frequentemente ativada nos 

carcinomas de células escamosas HPV-positivos, nos quais se inclui o câncer 

escamoso do colo do útero. Assim, esse trabalho propõe-se avaliar os efeitos 

biológicos dos inibidores do mTOR associados ou não à radioterapia em células de 

câncer do colo do útero HPV positiva. Foram utilizadas linhagens de células de câncer 

do colo do útero (HeLa) e queratinócito humano (HaCaT), usada como controle. Os 

inibidores de mTOR utilizados foram o temsirolimus, o everolimo, o resveratrol, a 

curcumina e o EGCG. O ensaio de viabilidade celular com o MTT foi realizado para 

obter a curva dose-resposta e determinação do IC50 para cada inibidor do mTOR. Para 

efeito de comparação entre os medicamentos, realizou-se análise da viabilidade 

celular em concentrações fixas de 50M para os inibidores derivados da dieta e de 

10M para o everolimo e o temsirolimus. O pré-tratamento das células com os 

inibidores do mTOR no IC50 seguido por radioterapia foi realizado para avaliar efeito 

de radiossensibilização. O teste de lesão em monocamada foi realizado pós-

tratamento com a curcumina e o everolimo. O perfil de morte celular induzido pelo 

tratamento com o temsirolimus, o resveratrol e a curcumina na linhagem HeLa foi 

avaliado pelo ensaio de citometria de fluxo. Os resultados mostraram que os inibidores 

do mTOR rapanálogos na concentração de 10M e os derivados da dieta na 

concentração de 50M induziram citoxicidade leve ou moderada nas 2 linhagens. 

Quando associados à radioterapia, os inibidores do mTOR apresentaram maior 

citotoxicidade em relação à radioterapia isolada. A curcumina interferiu no fechamento 

das feridas com as 2 linhagens de forma mais intensa que o everolimo. Observou-se 

ainda que o temsirolimus pode levar à apoptose tardia ou necrose após 24h de 

tratamento na linhagem HeLa. Dessa forma, podemos inferir que os inibidores do 

mTOR são ativos no tratamento do câncer do colo do útero e em especial associados 

à radioterapia. 

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores do mTOR, câncer do colo do útero, viabilidade 

celular, radioterapia. 
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ABSTRACT 

The PI3K/AKT/mTOR signaling pathway is frequently activated in HPV-positive, 

squamous cell cancers, such as cervical cancer. This study aims to investigate the 

biological effects of mTOR inhibitors associated or not with radiotherapy in a HPV-

positive cervical cancer cell (Hela). A human keratinocytes cells (HaCaT) was used as 

control. Temsirolimus, everolimus, resveratrol, curcumin and EGCG were the mTOR 

inhibitors evaluated. The MTT cell viability assay was performed in order to obtain the 

dose response curves and the IC50 for each mTOR inhibitor. As comparison among 

the mTOR inhibitors, a cell viability analysis was done in a fixed concentration of 50M 

for the diet derived mTOR inhibitors and 10M for everolimus and temsirolimus. The 

cells were also pre-treated with the mTOR inhibitors at IC50 followed by radiotherapy 

to evaluate the radiosensitization. The scratchy assay was performed with curcumin 

and everolimus. The cell death profile after treatment of HeLa cells with temsirolimus, 

resveratrol and curcumin was assessed with flow cytometry. The results showed that 

the rapanalogs in a a fixed concentration of 10M and the diet derived mTOR inhibitors 

in a fixed concentration of 50M caused mild and moderate citotoxicity in both cell lines. 

The association of mTOR inhibitors with radiotherapy resulted in more intense 

citotoxicity than radiotherapy alone. Curcumin interferes more with wound closure than 

everolimus in both cell lines. After 24h, temsirolimus treatment can cause late 

apoptosis or necrosis in HeLa cells. Based on these data, mTOR inhibitors are active 

in thre treatment of cervical cancer, specially in association with radiotherapy. 

 

KEYWORDS: mTOR inhibitors, cervical cancer, cell viability, radiotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO  

  

Os países em desenvolvimento como os do continente africano, da América 

Central, América do Sul e Ásia contribuem com 76% a 85% dos casos do câncer do 

colo do útero (1). O tratamento da doença metastática tem finalidade paliativa e a 

vasta maioria das pacientes com doença recidivada evolui para óbito, embora 

o tratamento sistêmico tenha evoluído para drogas-alvo como o erlotinibe e o 

bevacizumabe (2, 3). Os efeitos antitumorais das terapias atuais são limitados, 

provavelmente devido à alta heterogeneidade clonal e complexidade das vias de 

sinalização intracelular (4).  

Mais de 95% dos tumores das pacientes com câncer do colo do útero são 

positivos para o ácido desoxirribonucleico (DNA) oncogênico do Papiloma Vírus 

Humano (HPV), sendo este vírus causa necessária para o desenvolvimento do tumor 

(5, 6) A infecção pelo HPV tem múltiplos efeitos intracelulares em diferentes vias de 

sinalização, como a via PI3K/AKT/mTOR, a qual está comumente desregulada nos 

tumores ginecológicos e em particular nos tumores relacionados ao HPV (7). Foi 

descrita em linhagens tumorais de câncer do colo do útero maior sensibilidade ao 

tratamento com inibidores do alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) em 

comparação às células normais (8).  

A rapamicina foi o primeiro inibidor do mTOR descrito, porém outros 

rapanálogos, com propriedades farmacocinéticas mais favoráveis, foram 

desenvolvidos como o temsirolimus e o everolimo (9). Alguns compostos naturais 

também possuem propriedades de inibidores do mTOR, como a curcumina, 

o resveratrol e o epigallocatechin gallate (EGCG). O temsirolimus e o everolimo já 

foram incorporados ao tratamento do câncer de rim, tumores pancreáticos 

neuroendócrinos, e mama (10-12).  

Nesse contexto, esse trabalho foi desenvolvido para avaliar os efeitos 

biológicos dos inibidores do mTOR associados ou não à radioterapia em células de 

câncer do colo do útero. 



14 
 

2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CÂNCER DO COLO DO ÚTERO 

 

Foram estimados, mundialmente, 528 mil novos casos de câncer do colo do 

útero e 266 mil óbitos por esta neoplasia no ano de 2012. A grande maioria dos casos 

ocorre em países menos desenvolvidos, sendo estes responsáveis por até 12% dos 

casos desses tumores, devido possivelmente ao rastreamento inadequado (1). 

No Brasil, segundo estimativa de 2016 do Instituto Nacional do Câncer, 

o câncer do colo do útero, excetuando as neoplasias de pele, foi o terceiro tumor mais 

frequente em mulheres, responsável por 5,7% dos tumores malignos no sexo feminino. 

Foram estimados 16.340 novos diagnósticos, com um risco de 15,85 casos a cada 

100 mil mulheres brasileiras (13).  Em 2013, ocorreram 5.430 óbitos por esse tipo de 

câncer  (14). 

Os principais tipos histológicos do câncer do colo do útero são o escamoso e o 

adenocarcinoma (15). Ambos possuem os mesmos fatores de risco e estão 

associados à infecção pelo HPV ou à resposta deficiente do sistema imune à infecção 

pelo HPV (16). A infecção persistente pelos subtipos de alto risco do HPV é causa 

necessária, mas não suficiente para o desenvolvimento do câncer do colo do útero 

(17). Para cada 1 milhão de mulheres infectadas, cerca de 10% desenvolverão 

alterações potencialmente malignas no colo do útero. Dessas, 8% apresentarão 

câncer limitado à camada epitelial do colo do útero (carcinoma in situ) e um número 

menor apresentará doença invasiva (18). Mais de 95% dos casos podem ser 

atribuídos a algum subtipo de HPV, especialmente os subtipos 16 e 18 (19).  

O câncer do colo do útero representa 53,4% do total de tumores associados ao 

HPV nas mulheres (20). Cerca de 5% do total de tumores em humanos estão 

relacionados ao HPV (21). O Dr. Harald Zur Hausen formulou a hipótese em 1975 

segundo a qual o fator causal das lesões cervicais pré-malignas e câncer eram 

causadas pelo HPV e, por essa descoberta, recebeu o prêmio Nobel em Medicina em 

2008 (22). A transmissão do HPV se dá por via sexual, tendo perfil das doenças 

sexualmente transmissíveis (6). Cerca de 75% das mulheres com vida sexual ativa 

adquirem infecção pelo HPV em algum momento da vida (17). 

Mulheres do grupo de alto risco para esse tipo de câncer são as com risco de 

infecção persistente pelo HPV (23). Fatores-chave para a aquisição e persistência da 
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infecção pelo HPV estão relacionados à idade precoce do início da atividade sexual, 

múltiplos parceiros sexuais, multiparidade, baixo nível socioeconômico, tabagismo, 

uso de contraceptivos, história de doenças sexualmente transmissíveis ou uma 

combinação desses fatores (24-26) 

Em termos de saúde pública, a associação entre infecção pelo HPV e 

o desenvolvimento tumoral permite que sejam tomadas importantes medidas efetivas 

para redução da incidência da doença e para sua prevenção (27). Dessa forma, a 

vacinação em meninas antes do início da atividade sexual oferece potencial 

prevenção primária contra os tumores relacionados às infecções do HPV-16 ou HPV-

18 (28). O rastreamento com citologia cervical, associado ou não aos testes 

moleculares de detecção do DNA-HPV oncogênico, permite a detecção de lesões 

precursoras (29, 30). 

2.2 HPV E CARCINOGÊNESE DO CÂNCER DO COLO DO ÚTERO  

A maioria das infecções pelo HPV de alto risco é transitória e assintomática e 

mesmo lesões sintomáticas podem ter resolução espontânea dentro de 6 a 18 meses 

após a infecção, através da eliminação pela resposta imune do hospedeiro (27). Em 

uma minoria dos casos não há resolução da infecção, sendo que mulheres 

acometidas pelo HPV 16 têm 40% de risco de desenvolver lesões pré-malignas após 

3 a 5 anos da infecção (31). O pico de incidência da doença é entre 30 a 35 anos (16). 

Foram descritos, até o momento, mais de 200 subtipos de HPV (32).  As 

oncoproteínas virais E6 e E7, as quais estão consistentemente expressas nos tumores, 

são necessárias tanto para indução quanto para manutenção do fenótipo tumoral (33, 

34). De forma geral, para os tumores anogenitais, os subtipos de HPV de maior risco 

e maior prevalência são 16, 18, 31 e 45. Outros subtipos de HPV de alto risco são: 33, 

35, 39, 51, 54, 56, 58, 59, 68. (32) 

Os vírus HPV são da família Papillomaviridae e gênero Papilomavírus e têm 

tropismo por células epiteliais escamosas (35). São vírus não envelopados com 

genoma circular em fita dupla de DNA contendo 8000 pares de bases (8Kb) (32). 

Apesar do pequeno tamanho, sua biologia molecular é complexa. As sequências do 

DNA dos subtipos de HPV, como o 16 e 18 – que são os mais relacionados às 

neoplasias –, codificam dois genes de leitura tardia L1 e L2 e seis genes de leitura 

precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (36). Três oncogenes E5, E6 e E7 modulam os 
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processos de transformação. Duas proteínas reguladoras E1 e E2 modulam 

a transcrição e replicação. Duas proteínas estruturais L1 e L2 compõem o capsídeo 

viral. (35) Uma representação da organização do genoma do HPV 16 está ilustrada 

na Figura 1. 

 

Figura 1: Representação esquemática da estrutura do HPV. Retirada de Hellner et al. (32) 

Nas lesões pré-neoplásicas e no câncer há integração física dos genes E6 e 

E7 do genoma viral ao genoma do hospedeiro. Dessa forma, o vírus reprograma 

o DNA das células infectadas e desencadeia a produção das oncoproteínas virais (19, 

34, 36, 37). As oncoproteínas E5, E6 e especialmente a E7 possuem atividade 

imortalizadora, com interações diretas e indiretas com o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR) e com as proteínas supressoras tumorais do 

retinoblastoma (pRb) e p53 (32). 

A oncoproteína E5 tem papel na ativação do EGFR, ocasionando atraso da sua 

degradação, promovendo a proliferação celular e também inibindo a via de apoptose 

de forma direta (36, 38). A oncoproteína E6 interage com os complexos 1 e 2 da 

esclerose tuberosa (TSC1 e TSC2) e os degrada, levando ao aumento da atividade 

do mTOR (39). A degradação de p53, estimulada pela E6, desregula o controle da 

progressão do ciclo celular, levando ao crescimento da célula tumoral (5, 18, 36, 37). 

A oncoproteína E7 interfere com a interação entre pRb e os fatores de transcrição E2F, 

resultando na liberação dos fatores E2F1-3 nas suas formas ativas, aumentando a 

entrada no ciclo celular com progressão da fase G1 para S, diminuindo a apoptose e 

aumentando a instabilidade genômica (18).  

Além da inibição do p53 e do pRb, o HPV também interage com quatro vias de 

sinalização principais: os fatores de crescimento, o notch receptor, o Ras e o gene 

que codifica PI3K (PI3KCA), para estimular a sobrevivência e proliferação da célula 
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do hospedeiro, levando à carcinogênese pela ativação e alteração dos componente 

da via PI3K/AKT/mTOR (21). 

A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR em células infectadas pelo HPV está 

ativa tanto por mutação de componentes da via quanto por ativação das moléculas de 

sinalização. A ativação desta via contribui para a instabilidade genética, desregulação 

da proliferação, resistência à apoptose e mudanças nas características do 

metabolismo, eventualmente levando à transformação maligna das células infectadas 

(8).  

2.3 A VIA DE SINALIZAÇÃO PI3K/AKT/MTOR 

A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR regula a proliferação e sobrevivência 

celular e angiogênese (40). Outro papel importante da via foi identificado na resposta 

das células à hipóxia e depleção de energia (41). As células não tumorais como 

linfócitos, células endoteliais e fibroblastos, bem como as células tumorais, dependem 

dessa via de sinalização. A ativação aberrante dessa via está ligada à carcinogênese 

(42). A Figura 2 ilustra a cascata de sinalização da via PI3K/AKT/mTOR. 

 

Figura 2: A cascata de sinalização PI3K/AKT/mTOR. Retirada de Willems et al. (41) 

O mTOR é uma serina-treonina quinase e é a subunidade catalítica de dois 

complexos: complexo 1 do alvo da rapamicina em mamíferos (mTORC1) e complexo 

2 do alvo da rapamicina em mamíferos (mTORC2) (43). Os estímulos positivos para 
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o mTORC1 são os fatores de crescimento, as citocinas, os nutrientes e o status de 

energia celular (alta taxa de adenosina trifosfato em relação à adenosina monofosfato 

ativada (ATP/AMP) (44).  

A ligação de fatores de crescimento aos receptores de tirosina quinase ou aos 

receptores acoplados à proteína G (GPCR) estimula a fosforilação e ativação da 

fosfatidilinositol -3 -cinase (PI3K) (45). A ativação da PI3K resulta na produção do 

segundo mensageiro fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), enquanto o fosfatase 

e homólogo de tensina (PTEN) reverte essa reação. A proteína serina/treonina cinase 

(AKT) migra para a membrana celular, interage com PIP3 que é fosforilada pela 

proteína cinase-1 dependente de 3- fosfoinositide (PDK1) (46). Uma vez ativa, a AKT 

se transloca para o citoplasma e núcleo e fosforila vários substratos efetores 

envolvidos na regulação de diversas funções celulares, incluindo mTORC1 (47). 

O mTORC1 é composto por mTOR, proteína regulatória associada ao mTOR 

(RAPTOR), alvo da subunidade do complexo da rapamicina LST8 (mLST8) e proteína 

ligante do RAPTOR (PRAS40) (46). A AKT pode ativar e fosforilar diretamente o 

mTOR ou pode ativá-lo indiretamente através de TSC2 (45, 48). O TSC2 forma 

complexo inibitório com o TSC1 para inativar a proteína homóloga a Ras enriquecida 

no cérebro (Rheb). Quando o TSC2 é fosforilada pela AKT, a atividade do complexo 

TSC1/TSC2 é inibida, permitindo acúmulo de Rheb ligado a Guanosina-5'-trifosfato 

(GTP) (49). A ativação de Rheb causa fosforilação de PRAS40 e sua dissociação do 

raptor com resultante ativação do mTORC1 (45). Os efetores do mTORC1 ativado são 

a proteína quinase S6 ribossômica (S6K1) e a proteína de ligação do fator 4E de 

alongamento eucariótico (4E-BP1)/ fator 4E de alongamento eucariótico (eIF4E) 

envolvidos na translação de RNA mensageiros (mRNA) e síntese proteica (48). O 

mTORC2 é composto pelo mTOR e mLST8 associado à proteína ligante do mTOR 

insensível à rapamicina (RICTOR). O mTORC2 fosforila e ativa diretamente a AKT e 

outras quinases, estando envolvido na organização do citoesqueleto e sobrevivência 

celular (50).  

Diversos mecanismos levam à ativação constitutiva da via PI3K/AKT/mTOR 

nas neoplasias como: perda ou inativação do PTEN ou do p53, mutação ou 

amplificação de PIK3CA ou do AKT, mutação das proteínas reguladoras TSC1 ou 

TSC2 e superexpressão ou mutação dos receptores de tirosina quinase ou dos 

efetores do mTOR como S6K1 ou eIF4E (45, 51).  
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2.4 A ATIVAÇÃO DA VIA DE SINALIZAÇÃO PI3K/AKT/MTOR NO CÂNCER DO 

COLO DO ÚTERO 

Recentemente foi descrito que a ativação da via AKT/mTOR pode ser 

detectada após alguns minutos da exposição dos queratinócitos humanos ao HPV-16 

(52). A ativação do mTOR é frequentemente observada em carcinoma de células 

escamosas HPV positivos, como os do colo do útero, da cabeça e pescoço e da 

orofaringe (21). O gene PI3K modula diferentes sinais para prevenir apoptose 

e promover a sobrevivência e proliferação celular em uma variedade de células, 

incluindo as linhagens celulares tumorais relacionadas ao HPV (53).  

Estudos ex vivo em linhagens de câncer do colo do útero, como a  HeLa (HeLa) 

mostraram que a proteína PI3K está superexpressa nessa linhagem e o tratamento 

com inibidores de PI3K inibiu o crescimento celular (53). A inibição da atividade do 

mTOR com rapamicina nas linhagens HeLa, Siha, Caski e C33A do câncer de colo do 

útero resultou em diminuição da proliferação das mesmas (54). Análises 

morfoproteômicas revelaram ativação constitutiva e superexpressão do mTOR 

fosforilado em lesões in situ de alto grau e no câncer escamoso do colo do útero, bem 

como ativação de outros locais da via de transdução como o EGFR (54, 55). A 

amplificação do cromossomo 3q26 que contém o gene PIK3CA, o qual codifica a 

subunidade catalítica da PI3K, ocorre em 50% dos tumores do colo do útero. (56). 

A oncoproteína E5 é capaz de aumentar a sensibilidade do EGFR ao estímulo 

do EGF de forma a aumentar a ativação das vias PI3K/AKT/mTOR e da proteína 

quinase ativada por mitógenos (MAPK) (36, 50). A oncoproteína E6 inativa PTEN, 

através das proteínas PSD95, Dlg1, ZO-1 (PDZ), leva ao aumento de AKT fosforilada 

(pAKT) e à proliferação celular. A oncoproteína E6 pode ativar a PI3K através de 

receptores de tirosina quinase ou interação direta com a PI3K. A E6 bloqueia TSC1 e 

TSC2 através do aumento da atividade do mTORC1, levando ao crescimento celular 

(36). A oncoproteína E7 ativa a via PI3K/AKT/mTOR através da sua ligação à pRb 

com subsequente inibição da pRb, levando ao aumento da atividade de AKT (36). A 

Figura 3 ilustra os efeitos das oncoproteínas do HPV nas proteínas p53 e Rb e na via 

do mTOR. 
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Figura 3: Efeitos das oncoproteínas do HPV nas proteínas p53, Rb e na via do mTOR. 
Retirada de Zhang et al. (21) 

2.5 OS INIBIDORES DO MTOR 

A rapamicina (sirolimus) é o protótipo do inibidor do mTOR. É produzida pelo 

fungo Streptomyces hygroscopicus e foi primeiramente encontrada em amostras do 

solo na Ilha de Páscoa em 1975 (56). A pobre solubilidade aquosa e estabilidade 

química da rapamicina restringiram sua aplicação na terapia do câncer, apesar da 

atividade antiproliferativa contra diversos tipos de neoplasia em estudos pré-clínicos. 

Dessa forma, diversos análogos da rapamicina (rapanálogos), com propriedades 

farmacológicas mais favoráveis foram desenvolvidos, incluindo o CCI-779 

(Temsirolimus, Wyeth) e o RAD001 (Everolimo, Novartis) (57). 

A rapamicina e seus rapanálogos agem como inibidores alostéricos específicos 

do mTORC1 (45). O temsirolimus e o everolimo são pró-drogas semi-sintéticas, cujo 

metabólito ativo é a rapamicina. Esses fármacos formam complexo inibitório com seu 

receptor intracelular: a proteína ligante de FK506 (FKBP12). Esse complexo se liga 

ao domínio FRB do mTOR, levando à inibição da função catalítica do complexo 

mTORC1, interferindo na transdução de proteínas fundamentais que codificam 

mRNAs, os quais estão envolvidos na regulação do ciclo celular, glicólise e adaptação 

às condições com baixo teor de oxigênio (hipóxia) (51). Dessa forma, ocorre inibição 

do crescimento tumoral e da expressão de fatores induzidos por hipóxia, resultando 

na expressão reduzida de fatores envolvidos na angiogênese tumoral (46). 
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Os rapanálogos são diferentes no metabolismo, estrutura e esquema de 

administração (45). O temsirolimus, um éster de rapamicina, pode ser administrado 

por via oral ou endovenosa (57). Esse fármaco demonstrou atividade antitumoral em 

uma variedade de células neoplásicas, em particular tumores com deleção do 

PTEN (45). O temsirolimus está aprovado para o tratamento do câncer de rim (44). Da 

mesma forma, o everolimo é um análogo da rapamicina disponível na forma oral. Ele 

está aprovado para uso no câncer de rim, no tumor neuroendócrino de pâncreas e no 

câncer de mama (44).  

Os produtos naturais derivados da dieta incluindo a curcumina, o resveratrol, o 

EGCG, a genisteína e a cafeína também podem interferir na via PI3K/AKT/mTOR 

direta ou indiretamente (57). O EGCG, componente do chá verde, é um potente 

antioxidante com potencial terapêutico (58). Em células de hepatocarcinoma, o EGCG 

ativou a proteína quinase ativada por AMP (AMPK), resultando em supressão dos 

efetores da sinalização, incluindo o mTOR e o 4E-BP1 (59). O resveratrol, um 

flavonoide derivado das uvas e vinho tinto, apresenta potenciais antioxidante e 

antitumoral (60). Em linhagem de células de glioma U521, o resveratrol diminuiu a 

sinalização da via PI3K/AKT/mTOR e a combinação com a rapamicina aumentou a 

morte celular induzida pelo resveratrol (61). O resveratrol pode suprimir o potencial de 

invasão das células tumorais por inibir a hipóxia mediada por ativação da AKT, 

levando a redução da proteína induzida por hipóxia (HIF) (62). A curcumina é um 

polifenol natural isolado da planta Curcuma longa que demonstrou inibição da 

proliferação de linhagens de leucemia pela inibição da via AKT/mTOR (63). Um dos 

mecanismos de ação da curcumina na inibição da proliferação decorre da inibição da 

sinalização das vias do fator de crescimento epidérmico (EGF) e do fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e da indução da apoptose através da 

redução da fosforilação da PI3K e AKT (64). A curcumina induziu diminuição do m-

TOR fosforilado (p-mTOR), assim como das proteínas RAPTOR e RICTOR, 

integrantes de mTORC1, e p70S6K e 4E-BP1, efetores do final da via 

PI3K/AKT/mTOR, em células de câncer colorretal (65). 

 

2.6 ESTUDOS CLÍNICOS COM INIBIDORES DO MTOR EM CÂNCER DO COLO DO 

ÚTERO 
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Os inibidores do mTOR já foram avaliados em estudos clínicos de fase 1 e fase 

2 em pacientes com câncer de colo do útero. 

O estudo de fase 1 não randomizado de Moroney et al. avaliou 74 pacientes 

com tumores ginecológicos e de mama, submetidas a 4 linhas de tratamento prévias, 

tratadas com doxorrubicina lipossomal, bevacizumab e temsirolimus. Foram incluídas 

13 pacientes com câncer do colo do útero, sendo 10 com câncer escamoso. Houve 

duas respostas parciais (RP) nas pacientes envolvidas no estudo (66). 

O estudo de fase 1 não randomizado de Piha-Paul et al. avaliou 41 pacientes 

com tumores ginecológicos avançados submetidas a 4 linhas de tratamento prévias, 

para tratamento com bevacizumab e temsirolimus. Seis pacientes com câncer do colo 

do útero foram incluídas, sendo 4 com câncer do tipo escamoso. Entre as pacientes 

adicionadas, 20% apresentou doença estável com duração maior que 6 meses (67). 

O estudo de fase 2 não randomizado de Tinker et al. avaliou 38 pacientes com 

câncer do colo do útero, sendo 22 do tipo escamoso para o tratamento com 

temsirolimus como agente único. As pacientes só haviam recebido até uma linha 

prévia de quimioterapia. Uma reposta parcial (RP) foi descrita em paciente com 

adenocarcinoma  (68). 

Em pacientes com câncer escamoso de colo do útero tratadas com agentes 

para a via PI3K/AKT/mTOR, a presença de mutações no gene PI3KCA foi associada 

ao aumento significativo da sobrevida global (mediana de 9,4 meses) em comparação 

a pacientes sem mutação no PIK3CA (mediana de 4,2 meses; p=0,019) (69-71).  

Devido à ativação da via do mTOR no câncer de colo do útero decorrente 

principalmente dos efeitos das oncoproteínas do HPV, esse trabalho foi desenvolvido 

para avaliar os efeitos biológicos dos inibidores do mTOR associados ou não à 

radioterapia em linhagem celular de câncer do colo do útero. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar os efeitos biológicos dos inibidores do mTOR associados ou não à 

radioterapia em linhagem celular de câncer do colo do útero.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Avaliar a viabilidade celular em células de câncer do colo do útero HPV 

positivas após o tratamento com inibidores do mTOR; 

2) Identificar a concentração necessária dos inibidores do mTOR para induzir 

50% de citotoxicidade celular (IC50) nas células de câncer do colo do útero; 

3) Definir se há seletividade citotóxica dos inibidores do mTOR em células de 

câncer do colo do útero, quando comparadas aos queratinócitos; 

4) Avaliar a citotoxicidade dos inibidores do mTOR associados à radioterapia 

em linhagem celular de câncer do colo do útero; 

5) Analisar o efeito dos inibidores do mTOR na migração das células de câncer 

do colo do útero; 

6) Avaliar o perfil de morte celular das células de câncer do colo do útero 

tratadas com os inibidores do mTOR. 
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4 MÉTODOS 

4.1 CULTURA DE CÉLULAS  

Foram utilizadas linhagens de células imortalizadas provenientes de culturas 

celulares humanas de câncer do colo do útero, bem como de uma linhagem de 

queratinócito humano, usada como controle para os experimentos. Dentre as 

linhagens de câncer de colo do útero, selecionamos a linhagem HeLa. Como controle, 

foi utilizada a linhagem de queratinócito humano HaCaT (HaCaT). As linhagens 

utilizadas nesse projeto estão descritas na ATCC, The Global Bioresource Center. 

A linhagem HeLa é proveniente de uma paciente negra de 31 anos portadora 

de câncer do colo do útero. A célula HeLa contém sequências de HPV-18 (72). 

A linhagem HaCaT é proveniente de pele histologicamente normal, de um homem 

branco de 62 anos (73). 

Para o cultivo das linhagens HeLa e HaCaT, foi utilizado o meio Dulbelcco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) complementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% 

e penicilina e estreptomicina a 1%. O meio de cultura foi esterilizado por filtração em 

membrana de 0,2μm e mantido a 4ºC, sendo aquecido em banho-maria à temperatura 

de 37ºC por aproximadamente 10 minutos, antes do uso. Todos os reagentes 

utilizados foram comprados da empresa Sigma Aldrich®. As células foram mantidas 

em condições ideais, em incubadora com 5% de CO2 e temperatura de 37°C e em 

média a cada três dias era realizada a troca do meio de cultura e a cada sete dias era 

realizado o repique celular.  

Para o repique, o meio de cultivo era descartado e as células lavadas uma vez 

com solução tampão de fosfato (PBS) pré-aquecido, sendo em seguida tratadas com 

solução de tripsina 0,25% acrescida de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5%, 

por 5 minutos, à temperatura de 37°C. Após o desprendimento das células da placa 

de cultivo por digestão enzimática, a tripsina era inativada por adição de 5 mL de meio 

de cultura completo. As células eram coletadas por centrifugação a 2.000 rotações 

por minuto (rpm) por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado, e o pellet de 

células ressuspendido em meio de cultivo completo. Dessa solução, foram utilizados 

10μL para a contagem de células em câmara de Neubauer, sob microscópio óptico 

invertido. O número total de células era calculado por meio da razão entre o número 
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total das células contadas nos quatro quadrantes x fator de diluição da suspensão de 

células x 104, por quatro, conforme a fórmula:  

Numero total de células x fator de diluição x 104 

                                    4 

A partir do número obtido por essa fórmula, determinamos a quantidade 

necessária de solução celular a ser plaqueada para obter a densidade desejada em 

cada experimento. 

4.2  INIBIDORES DO MTOR 

Os quimioterápicos inibidores do mTOR utilizados foram os rapanálogos 

temsirolimus e everolimo e os produtos naturais derivados da dieta foram o resveratrol, 

a curcumina e o EGCG. Todos os inibidores do mTOR foram adquiridos da empresa 

Sigma Aldrich®, em forma liofilizada, com grau de pureza analítica e mantidos 

estocados conforme instruções do fabricante. Para os experimentos, uma solução mãe 

de cada substância foi preparada. O EGCG (peso molecular 458,370u) foi diluído em 

água miliq em uma concentração de 21816M, o resveratrol (peso molecular 228,240u), 

a curcumina (peso molecular 368,380u), o temsirolimus (peso molecular 1030,290u) e 

o everolimo (peso molecular 958,220u) foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) nas 

concentrações de 43813, 9,953, 10436, 9706 M respectivamente. Essas soluções 

mãe foram armazenadas a -80oC até a sua utilização nos experimentos. 

4.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR - CURVA DOSE-RESPOSTA 

A viabilidade celular resultante do tratamento com os inibidores do mTOR foi 

aferida pelo teste de avaliação da atividade mitocondrial das células. Esse teste avalia 

a capacidade das enzimas mitocondriais das células tratadas em reduzir o MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) a cristais de formazam. 

O produto de formazam apresenta uma coloração arroxeada que após ser diluído em 

solvente alcoólico pode ter sua absorbância aferida em uma leitora de microplaca 

(Thermo Plate TP reader) a 570 nm e comparada à absorbância dos devidos controles.  
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As células metabolicamente ativas reduzem o MTT a cristais de formazam 

insolúveis em água e solúveis em etanol. Dessa forma, quanto mais células viáveis, 

mais cristais são formados e maior será a absorbância da amostra (74). 

Para a realização desse experimento, as linhagens foram plaqueadas em 

placas de 96 poços (TPP) na densidade de 5.000 células por poço e mantidas em 

incubadora em condições ideais por 24 horas. Após esse período, as células foram 

tratadas com os inibidores do mTOR. Os inibidores do mTOR foram diluídos em meio 

de cultura para obter as concentrações desejadas para a curva dose-resposta 

específicas para cada inibidor.  

Para o EGCG, as concentrações utilizadas foram de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5, 

1,25 M. Para o resveratrol, as concentrações utilizadas foram de 150, 100, 50, 25, 

10, 25, 2,5 M. Já para a curcumina, as concentrações utilizadas foram de 50, 25, 10, 

5, 2,5, 1,25, 0,75 M. Para o temsirolimus e o everolimo as concentrações utilizadas 

foram de 10, 7,5, 5, 2,5, 1,25, 0,75, 0,375 M. As células também foram tratadas com 

os devidos controles negativos (água milliq para o EGCG e DMSO para Resveratrol, 

curcumina, temsirolimus e everolimo) em concentração semelhante à maior utilizada 

com cada inibidor de mTOR. Os valores de concentrações utilizadas foram utilizadas 

em outros estudos com linhagens tumorais. 

Após 24 e 48 horas de tratamento, as células eram retiradas da incubadora 

e para cada 100μL de meio com inibidor do mTOR foram adicionados 10μL de solução 

a 5mg/mL de MTT (Sigma – Aldrich, EUA). As placas foram recobertas com papel 

alumínio e retornavam à incubadora. Após 4 horas, era aspirado o meio de cultura 

com a solução de MTT e acrescentado 100 μL de isopropanol acidificado (25mL de 

isopropanol + 104μL de ácido clorídrico (HCl) 100%). As placas eram agitadas por 10 

minutos à velocidade média. Finalmente, a absorbância das células foi verificada em 

uma leitora de microplaca a 570 nm. Para obter a viablidade resultante do tratamento 

a absorbância das células tratadas, foi comparada à absorbância de seu devido 

controle negativo, estabilizado como 100% de células viáveis. 

A concentração necessária de inibidor de mTOR capaz de induzir 50% de 

citotoxicidade celular (IC50) foi calculada e os dados obtidos permitiram estimar 

o índice de seletividade tumoral (IST) para o qual foi realizada a razão entre o IC50 

obtido para a célula controle (HaCaT) e as células neoplásicas, HeLa. Esse índice foi 

calculado conforme publicado anteriormente (75) segundo a fórmula:  
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4.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR DOS INIBIDORES DO MTOR 

ASSOCIADOS À RADIOTERAPIA 

As células das linhagens HeLa e HaCaT foram plaqueadas em 02 placas 

distintas de 96 poços na densidade de 5.000 células/poço e mantidas nas condições 

ideais de crescimento em incubadora. Após 24 horas do plaqueamento, foi realizado 

o tratamento com os inibidores do mTOR no IC50 e seus respectivos controles 

negativos. Após 24h do tratamento, o meio de cultura foi removido e foram acrescidos 

100 μL de PBS em cada um dos poços conforme descrito por Elias et al (76). As 

placas foram transportadas para o Centro de Alta Complexidade em Oncologia do 

Hospital Universitário de Brasília (CACON-HUB), sendo, uma das placas irradiada a 

2 Gray/minuto (Gy/min) com o equipamento acelerador linear Siemens Primus linear 

com 6MV photon beams. A outra placa foi armazenada em meio ambiente sem 

irradiação. Após a radioterapia as placas retornaram ao laboratório. O PBS era 

aspirado e as células mantidas em 100 μL de meio de cultura em condições ideais por 

24 horas. Decorrido esse tempo, as células foram submetidas ao teste MTT e a 

absorbância das células submetidas a radioterapia foi aferida e comparada à 

absorbância das células que não sofreram radiação.  

4.5 TESTE DE LESÃO EM MONOCAMADA- SCRATCH ASSAY 

Para realizar o ensaio de fechamento da ferida, foram utilizadas placas de 

6 poços. Para o preparo das placas, foram adicionados 2 mL de solução de 

fibronectina a 10μg/mL em cada poço e a placa foi incubada à 4oC overnight. Após 

incubação, a solução de fibronectina foi aspirada e a placa permaneceu em fluxo 

laminar até secar completamente. As placas foram armazenadas à 4oC até seu uso. 

Para o plaqueamento, as células foram usadas em concentração de 1x106 

células/poço.  

IST=      IC
50

 células controle           

             IC
50

 células tumorais 
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Após 24h, a monocamada de células foi riscada manualmente com uma ponta 

de pipeta de plástico de 200μL, lavada com PBS e tratada com uma solução de 

inibidores do mTOR na concentração referente ao IC50 e controle negativo. Os poços 

foram fotografados nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72 horas em um 

microscópio invertido (Zeiss Primo Vert, Göttingen, Alemanha), equipado com câmera 

digital (Zeiss ERC 5s, Göttingen, Alemanha) em objetiva de 10x, com Software ZEN 

Blue Edition. (Zeiss, Göttingen, Alemanha). O fechamento da ferida foi medido através 

da área da ferida em cada período de tempo, expresso como porcentagem da área 

inicial no tempo 0, com os inibidores do mTOR comparados aos seus respectivos 

controles. Para essa medida, foram utilizadas áreas de 2 poços independentes para 

cada tratamento. 

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO-MORTE CELULAR 

Com o objetivo de identificar o perfil de morte celular induzido pela ação dos 

inibidores do mTOR na concentração referente ao IC50, a linhagem HeLa foi plaqueada 

na concentração de 2x105 células/poço em placa de 6 poços e mantida em condições 

ideais por 24 horas. Após 24 horas de exposição das células ao tratamento com os 

inibidores do mTOR, o meio de cultura em que as células estavam foi armazenado em 

tubos falcon de 15 mL. Posteriormente, as células foram tripsinizadas e armazenadas 

no mesmo tubo que continha o meio de tratamento e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante foi aspirado, as células lavadas com 1 mL de PBS 1x gelado 

e novamente centrifugadas (2000 rpm, 5 minutos). O pellet foi ressuspendido em 100 

μL de tampão de ligação 1x.  

Para cada linhagem foi realizada uma leitura sem nenhuma marcação, a fim de 

determinar a fluorescência natural das células. As amostras foram coradas com 

Anexina V- Isotiocianato de fluoresceína (FITC) e marcador nuclear fluorescente, 7-

aminoactinomicina D (7-AAD), utilizando-se do kit PE Annexin V Apoptosis Detection 

Kit I (BD Biosciences, EUA), conforme instruções do fabricante e posteriormente foram 

analisadas no citômetro de fluxo FACSCALIBUR (BD Biosciences, EUA).   

A marcação das células com anexina permite detectar a presença de apoptose 

pela dosagem de fosfatidilserina (PS), que predominantemente é observada na 

superfície interna da bicamada lipídica celular, voltada para o citosol. Nas células em 
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processo inicial de apoptose, quando a membrana celular ainda permanece intacta 

mas sofre uma desorganização, a PS é translocada para a superfície exterior da 

bicamada. A anexina V é uma proteína que se liga aos fosfolipídios e possui alta 

afinidade pela PS na presença de íons de cálcio. Ao conjugar a Anexina V ao FITC é 

possível identificar e quantificar as células apoptóticas em citometria de fluxo. O 7-

AAD é utilizado para distinguir células apoptóticas de células necróticas visto que ele 

tem forte afinidade por DNA, desde que a membrana celular esteja permeável. Desse 

modo, corar células simultaneamente com Anexina V-FITC e 7-AAD permite a 

discriminação de células intactas, viáveis (FITC- 7-AAD-), no início de apoptose 

(FITC+ 7-AAD-), células tardiamente apoptóticas e/ou necróticas (FITC+ 7-AAD+) ou 

necróticas (FITC- 7-AAD+) (77). 

4.7  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada com pelo menos três triplicatas 

independentes para os testes de viabilidade celular e em triplicatas independentes 

para os demais experimentos. As curvas dose-resposta foram realizadas por 

regressão não linear, com variável slope da dose de inibição versus resposta e 

cálculo do IC50. Para a avaliação da viabilidade celular com concentrações fixas, 

foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis, com teste de comparação múltipla de 

Dunn em amostras sem distribuição normal, e o OneWay ANOVA, com teste de 

comparação múltipla de Tukey para amostras com distribuição normal. Para 

a análise do tipo de morte celular foi utilizado o teste Mann Whitney. Para a análise 

das áreas das feridas no ensaio de lesão em monocamada, foi utilizado o teste de 

comparação para grupos TwoWay ANOVA, seguida pela análise de Bonferroni. Para 

todas as análises foi utilizado o programa GraphPadPrism versão 5.0. Os valores 

com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1  TESTE DE VIABILIDADE CELULAR- CURVA DOSE-RESPOSTA 

As linhagens foram tratadas com os inibidores do mTOR em distintas 

concentrações, levando a valores de viabilidade celular também distintos. Para 

o estabelecimento da curva dose-resposta de cada inibidor, foram utilizados valores 

de citotoxicidade, calculados a partir da viabilidade celular observada em cada 

concentração.  

O objetivo da curva dose-resposta foi determinar a concentração necessária 

dos inibidores do mTOR para causar 50% de morte celular nas linhagens estudadas. 

Tal valor de IC50 foi calculado individualmente para cada inibidor do mTOR e em cada 

linhagem celular.  

Os valores de IC50 para 24h e 48h nas duas linhagens estão listados na tabela 1. 

Os menores IC50 em 24h e em 48h foram apresentados pelas células HeLa tratadas 

com o inibidor everolimo e HaCaT tratadas com temsirolimus respectivamente. Os 

maiores IC50 em 24h e em 48h foram apresentados com o inibidor resveratrol nas 

células HaCaT. 

Tabela 1 – Valores de IC50 em 24h e 48h para os inibidores do mTOR 
nas linhagens HeLa e HaCaT 

Linhagem Celular Inibidor mTOR IC50 24h IC50 48h 

 

HeLa 

EGCG 91,1 M 65,98 M 

Resveratrol 325,8 M 144,6 M 

Curcumina 50,15 M 43,36 M 

Temsirolimus 31,28 M 21,78 M. 

Everolimo 28,31 M 22,0 M 

    

 

HaCaT 

EGCG 128,5 M 66,29 M 

Resveratrol 355,3 M 260,3 M 

Curcumina 47,25 M 141,0 M. 

Temsirolimus 26,54 M 12,85 M 

Everolimo 28,5M 83,12 M. 

As curvas dose-resposta de 24h e 48h dos inibidores do mTOR nas linhagens 

HeLa e HaCaT podem ser analisadas nas Figuras 4 e 5. 
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Figura 4: Curva dose-resposta dos inibidores do mTOR  na linhagem HeLa em 24 horas e 48 horas  
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Figura 5: Curva dose-resposta dos inibidores do mTOR na linhagem HaCaT em 24 horas e 48 horas   
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5.2 ÍNDICE DE SELETIVIDADE TUMORAL (IST) 

Os valores de IC50 permitiram calcular o índice de seletividade tumoral 

(IST) de 24h e de 48h para o qual foi feita a razão entre IC50 da célula controle 

(HaCaT) e as células neoplásicas (HeLa) (75). Os valores obtidos estão 

descritos na Tabela 2. 

Tabela 2 – Índice de seletividade dos inibidores do mTOR com 24h e 48h de 
tratamento 

 

Linhagem Inibidor mTOR IC50 24h IST 24h IC50 48h IST 48h 

 

HeLa 

EGCG 91,1 M 1,41 65,98 M 1,00 

Resveratrol 325,8 M 1,09 144,6 M 1,8 

Curcumina 50,15 M 0,94 43,36 M 3,25 

Temsirolimus 31,28 M 0,84 21,78 M. 0,58 

Everolimo 28,31 M 1,00 22,0 M 3,77 

 

O índice de seletividade igual a 1 significa que não há seletividade entre 

as linhagens estudadas; menor que 1 significa que o tratamento é mais seletivo 

para a linhagem de queratinócitos do que para a linhagem neoplásica e maior 

que 1 significa que há seletividade para a linhagem tumoral estudada. 

Dessa forma, concluímos que em 24h o EGCG e o resveratrol foram 

mais seletivos para HeLa em relação aos queratinócitos. O everolimo, 

a curcumina e o temsirolimus foram seletivos para a linhagem de 

queratinócitos em relação à linhagem tumoral HeLa. Em 48h, o resveratrol, 

a curcumina e o everolimo foram seletivos para a linhagem neoplásica. Já 

o EGCG não foi seletivo e temsirolimus foi mais tóxico para a linhagem de 

queratinócito do que para a linhagem tumoral. 
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5.3  TESTE DE VIABILIDADE CELULAR EM CONCENTRAÇÕES FIXAS 

Para efeito comparativo entre os inibidores do mTOR estudados nas 

linhagens HeLa e HaCaT, foi estabelecida uma concentração fixa da qual 

os resultados de viabilidade celular em 24 horas e 48 horas de tratamento 

foram especificamente avaliados. Para os inibidores do mTOR derivados da 

dieta, usamos a concentração fixa de 50 M, pois esta concentração foi testada 

nas curvas dose-resposta do EGCG, resveratrol e curcumina e era um valor 

próximo do IC50 da curcumina em 24h nas linhagens HeLa e HaCaT. 

Os valores de viabilidade celular para os inibidores do mTOR derivados da 

dieta na concentração fixa de 50 M estão listados na tabela 3. Para os 

rapanálogos everolimo e temsirolimus usamos a concentração fixa de 10 M, 

pois esta concentração foi testada nas curvas dose-resposta do temsirolimus 

e do everolimo, com os seguintes resultados de viabilidade celular listados na 

Tabela 4. 

Consideramos de toxicidade leve as substâncias que resultaram em 

viabilidade celular entre 50 a 75%, toxicidade moderada as substâncias que 

resultaram em viabilidade celular entre 25 e 50% e toxicidade intensa as 

substâncias que resultaram em viabilidade celular abaixo de 25%.  

 

Tabela 3 – Porcentagem de células viáveis (%) após o tratamento com os inibidores 
do mTOR derivados da dieta nas linhagens HeLa e HaCaT na concentração de 

50M. (* p<0,05 tratamento versus controle negativo) 

Inibidores do 

mTOR 50M 

Células Viáveis (%) 

HeLa HaCaT 

24h 48h 24h 48h 

EGCG 56,5 51,7 60,6 46,2* 

Resveratrol 73,7 89,0 92,9 93,4 

Curcumina 44,1* 37,7 49,3* 59,0 
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Tabela 4 – Porcentagem de células viáveis (%) após o tratamento com os 

rapanálogos nas linhagens HeLa e HaCaT na concentração de 10M. 
(* p<0,05 tratamento versus controle negativo) 

Inibidores do mTOR 

10M 

Células Viáveis (%) 

HeLa HaCaT 

24h 48h 24h 48h 

Temsirolimus 56,7 52,7 68,3 46,2* 

Everolimo 60,4 58,1* 57,9 70,6* 

A Figura 6 mostra o efeito dos inibidores do mTOR derivados da dieta 

na concentração de 50M nas linhagens HeLa e HaCaT. Houve diferença 

estatística para os inibidores naturais EGCG em 48h na linhagem HaCaT com 

46,2% de viabilidade celular, e curcumina 24h nas linhagens HeLa com 44,1% 

de viabilidade celular e HaCaT com 49,3% de viabilidade celular.  

 

Figura 6: Efeito dos inibidores do mTOR derivados da dieta na viabilidade celular 

nas linhagens HeLa e HaCaT na concentração de 50M.(* p<0,05 tratamento versus 
controle negativo). 

A Figura 7 mostra os efeitos dos rapanálogos na concentração de 10M 

nas linhagens HeLa e HaCaT. Houve diferença estatística para temsirolimus 48h 

na linhagem HaCaT com 46,2% de viabilidade celular, everolimo 24h na 

linhagem HaCaT com 57,9% de viabilidade celular e everolimo 48h nas 

linhagens HeLa com 58,1% de viabilidade celular e HaCaT com viabilidade 

celular de 70,6%. 
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Figura 7 – Efeito dos rapanálogos na concentração de 10M na viabilidade celular 
nas linhagens HeLa e HaCaT. (* p<0,05 tratamento versus controle negativo). 
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em 24 horas e 48 horas, a curcumina na linhagem HaCaT em 24h, EGCG na 
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Tabela 5 – Porcentagem de células viáveis (%) após o tratamento com os inibidores 
do mTOR associados ou não à radioterapia. (*p < 0,05 radioterapia versus sem 

radioterapia). 

 

Inibidor de mTOR IC50 
Viabilidade celular  % 

Sem RT Com RT 

HeLa HaCaT HeLa HaCaT 

EGCG 64,44 49,49 33,88 41,65 

Resveratrol 63,28 59,16 33,41 36,40 

Curcumina 52,62 42,38 36,55 31,68 

Temsirolimus 54,06 54,42 35,04 35,89 

Everolimo 50,96 51,40 37,37 31,54 

A Figura 8 mostra os valores de viabilidade celular da linhagem HeLa 

em gráfico, no qual é possível observar que a viabilidade celular resultante do 

tratamento com todos os inibidores do mTOR associados à radioterapia 

é significativamente menor que a viabilidade celular observada após 

tratamento com os  inibidores do mTOR exclusivos. 

 

Figura 8: Viabilidade celular (%) na linhagem HeLa com e sem radioterapia (RT) 
associada aos inibidores do mTOR no IC50. (*p<0,05 radioterapia versus sem 

radioterapia). 
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em gráfico, no qual é possível observar que a viabilidade celular resultante do 

tratamento com o EGCG associado à radioterapia é significativamente menor 

HeLa

E

GC
G

Re

sv
er
at

ro

l

Cu

rc

umi n
a

Te
m

si
ro

lim

us

Ev

er
olim

u

s

0

20

40

60

80

100

Sem RT

Com RT

*
* *

*
*

V
ia

b
il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
)



38 
 

que a viabilidade celular observada após tratamento com EGCG exclusivo. 

Para os demais inibidores do mTOR avaliados, não houve diferença estatística.  

 

 Figura 9: Viabilidade celular (%) na linhagem HaCaT com e sem Radioterapia (RT) 
associada aos inibidores do mTOR no IC50. (*p<0,05 radioterapia versus sem 

radioterapia). 

5.5 TESTE DE LESÃO EM MONOCAMADA – SCRATCH ASSAY 
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fechado. Até 12h, nos poços tratados com a curcumina e o everolimo, as 

margens da ferida foram mantidas. A área da ferida nos poços tratados com a 

curcumina manteve-se nas 12 primeiras horas de tratamento entre 96% 

e 100% da área da ferida na hora 0. Por outro lado, a área da ferida no controle 

nessas mesmas 12 primeiras horas variou entre 78% e 98%. Para as horas 6, 

8 e 12, essa diferença foi considerada estatisticamente significante, conforme 

mostra a Figura 10. Como pode ser observado na Figura 11, com 24 horas de 

tratamento com a curcumina, a célula HeLa já estava completamente inviável, 

não sendo mais possível determinar as margens da ferida. Nos poços tratados 

com o everolimo, observou-se uma tendência ao fechamento da ferida tempo-

dependente da mesma forma que os poços com controle, diferentemente do 

observado com a curcumina. Com 24h de tratamento com o everolimo, foi 

observada diferença estatística da área da ferida em relação ao controle, 

nesse tempo já é observada morte celular, mas as margens da ferida ainda 

estão visíveis. 

 

Figura 10:  Cálculo do tamanho da área da ferida expresso em porcentagem para a 
linhagem HeLa após tratamento com controle, curcumina e everolimo (*p<0,05 

tratamento versus controle) 
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Figura 11: Avaliação do fechamento de lesão em monocamada da linhagem HeLa após tratamento com controle, curcumina e everolimo.
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Para a linhagem HaCaT, a área da ferida do controle em relação à área 

da ferida na hora zero variou de 64% a 99% até 72 horas de observação. As 

margens da ferida nos poços tratados com curcumina e everolimo foram 

mantidas até 12 horas. A área da ferida nos poços tratados com a curcumina 

manteve-se nas 12 primeiras horas de tratamento entre 98,9% e 99,7% da 

área da ferida na hora 0. Por outro lado, área da ferida no controle nessas 

mesmas 12 primeiras horas variou entre 94.4% e 99.3%. Para as horas 6 e 12, 

essa diferença foi considerada estatisticamente significante, conforme mostra 

a Figura 12. Como pode ser observado na Figura 13, com 24 horas de 

tratamento com a curcumina, as células HaCaT já se apresentavam bastante 

inviáveis, não sendo mais possível determinar claramente as margens da 

ferida. Nos poços tratados com o everolimo, observou-se uma tendência ao 

fechamento da ferida tempo-dependente da mesma forma que os poços 

tratados com o controle, com área da ferida em relação à área da hora 0 

variando entre 86,9% e 97,4%, durante as 72 horas de observação. A 

diferença das áreas dos poços com everolimo em relação ao controle foi 

estatisticamente significante com 2, 4, 12, 24, 48 e 72 horas. Como pode ser 

observado na Figura 13, as células HaCaT mantiveram-se consideravelmente 

viáveis até 72 horas de tratamento com everolimo.   

 

Figura 12: Cálculo do tamanho da área da ferida expresso em porcentagem para a 
linhagem HaCaT após tratamento com controle, curcumina e everolimo (*p<0,05 

tratamento versus controle) 
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Figura 13: Avaliação do fechamento de lesão em monocamada da linhagem HaCaT após tratamento com controle, curcumina e everolimo
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5.6 AVALIAÇÃO DE MORTE CELULAR 

 

O perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os inibidores do 

mTOR na linhagem HeLa foi identificado pelo ensaio de citometria de fluxo 

com marcação por Anexina V-FITC e 7-AAD. As células foram tratadas por 24h 

com o temsirolimus, a curcumina e o resveratrol no IC50 obtidos no ensaio de 

viabilidade. 

As células, ao serem analisadas no citômetro, ficam distribuídas nos 

quadrantes R1, R2, R3 e R4. O quadrante R1 refere-se a células intactas, 

viáveis (A- 7-AAD-). O quadrante R2 refere-se a células em necrose (A- 7-

AAD+). O quadrante R3 refere-se a células em apoptose inicial (A+ 7-AAD-). 

O quadrante R4 refere-se a células necróticas ou em apoptose tardia (A- 7-

AAD+). 

A Figura 14 mostra a distribuição dos eventos com o temsirolimus. Para 

as triplicatas, a mediana de eventos em R1 foi de 90,59% (variando de 89,56 

a 92,86%) em R2 foi de 1,37% (variando de 1,1 a 1,41%), em R3 foi de 0,92% 

(variando de 0,86 a 0,92) e em R4 foi de 4,45% (variando de 3,69 a 4,77%). 

 

Figura 14: Distribuição das células HeLa após tratamento com temsirolimus 
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A Figura 15 mostra a distribuição dos eventos com a curcumina. Para 

as triplicatas, a mediana de eventos em R1 foi 91,14% (variando de 88,27 

a 92,18%), em R2 foi 0,35% (variando de 0,21 a 0,36%), em R3 foi de 1,53% 

(variando de 1,41 a 2,46%) e em R4 foi de 0% (variando de 0 a 0,01%). 

 

Figura 15: Distribuição das células HeLa após tratamento com curcumina 

 

A Figura 16 mostra a distribuição dos eventos com o resveratrol. Para 

as triplicatas, a mediana de eventos em R1 foi 92,92% (variando de 92,84 

a 96,45%), em R2 foi 79,2% (variando de 61,88 a 80,74%), em R3 foi de 0,22% 

(variando de 0,18 a 0,81%) e em R4 foi de 0,48% (variando de 0,25 a 0,51%). 

 

 

Figura 16: Distribuição das células HeLa após tratamento com resveratrol 



45 
 

A Figura 17 mostra a avaliação do perfil de morte celular induzido pela 

curcumina e pelos temsirolimus e resveratrol na linhagem HeLa. Após 24 horas, 

as células tratadas com temsirolimus apresentaram aumento de eventos 

positivos (1,61 vezes) para anexina e 7ADD (A+ 7ADD+) que corresponde a 

apoptose tardia ou necrose comparado às células controle. Não houve 

aumento do número de eventos positivos para apoptose inicial (A+ 7ADD-) e 

para necrose (A- 7ADD+) com o tratamento com temsirolimus.  

Após 24 horas, a linhagem HeLa tratada com a curcumina não 

apresentou aumento de eventos positivos para apoptose inicial (A+ 7ADD-), 

apoptose tardia/necrose (A+ 7ADD+) ou necrose (A- 7ADD+). A curcumina 

apresenta padrão de fluorescência semelhante à anexina. Dessa forma, o 

método apresenta limitações para avaliação dessa substância (78). Outros 

ensaios para avaliar apoptose como tunel ou western blot podem ser mais 

adequados para a curcumina.  

Apesar do tratamento com o resveratrol levar a aparente aumento de 

66,55 vezes dos eventos positivos com marcação para 7ADD (A- 7ADD+), que 

corresponderia a necrose comparado às células controle, essa análise fica 

prejudicada. A porcentagem de células em R2 foi muita alta (73,94%,) quando 

comparada à porcentagem de células em R1 (94,07%). Dessa forma a análise 

citométrica não conseguiu diferenciar de forma clara os eventos R1 e R2 para 

células tratadas com o resveratrol. 

Não foi identificada apoptose inicial com nenhum dos tratamentos. 

Apesar do temsirolimus ter identificado maior número de eventos marcados 

com anexina e 7ADD (apoptose tardia ou necrose) na linhagem HeLa, a falta 

de marcação com apenas anexina, indicativo de apoptose inicial, não permite 

a afirmação categórica de que o medicamento causa apoptose de fato, pois 

pode ter ocorrido necrose (79, 80).  

 

 

 

 



46 
 

 

Figura 17: Avaliação do perfil de morte celular induzido pelos inibidores do mTOR curcumina, temsirolimus e resveratrol no IC50 na linhagem 
HeLa. Marcação de eventos com anexina e/ou 7AAD após 24 horas de tratamento com os inibidores.* p < 0,05 tratamento versus controle (A= 

Anexina V-FITC). 
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6 DISCUSSÃO 

A quimioterapia paliativa com cisplatina e taxanes permanece como tratamento 

padrão do câncer do colo do útero metastático (81). Poucos avanços ocorreram nos 

últimos anos para o tratamento dos tumores ginecológicos avançados, os quais 

permanecem com prognóstico ruim. Nesse sentido, a terapia baseada em alvo 

molecular se torna uma opção importante (9). 

O mTOR é uma proteína quinase da via de sinalização PI3K/AKT com papel 

crítico no controle do crescimento celular, metabolismo e progressão do ciclo celular 

(82). A sinalização aberrante por PI3K ocorre frequentemente em muitos tipos de 

tumores, incluindo as neoplasias ovarianas, endometriais e do colo do útero (7). A 

infecção do colo do útero pelo HPV está ligada à patogênese da doença e suas 

oncoproteínas têm efeitos importantes na via PI3K/AKT/mTOR, sendo que estudos 

pré-clínicos in vitro usando linhagens de câncer do colo do útero positivas para HPV 

já mostraram que a rapamicina pode reduzir o crescimento tumoral (36, 83, 84). Por 

tudo isso, o mTOR é um alvo terapêutico bastante atraente no câncer do colo do 

útero (85). 

Os efeitos da rapamicina e dos inibidores do mTOR derivados da dieta têm sido 

descritos em estudos in vitro. As células HeLa, quando expostas à rapamicina em 

diferentes concentrações, mostraram marcação para anexina, indicando apoptose 

concentração dependente (54). Estudos in vitro demonstraram que a curcumina é um 

indutor eficiente de apoptose e apresenta seletividade para as células tumorais (86). 

O resveratrol também induziu apoptose em linhagens de câncer do colo do útero, 

como a C33A, HeLa, CaSki e SiHa (87). O EGCG demonstrou induzir apoptose e 

inibição da atividade da telomerase, enzima transcriptase reversa que adiciona 

sequências específicas e repetitivas de DNA aos cromossomos, em linhagens de 

câncer do colo do útero (88).  

O mecanismo pelo qual a curcumina inibe a via do mTOR é reportado ser pela 

interferência no complexo mTOR/RAPTOR (89). O resveratrol e o EGCG por sua vez, 

inibem o mTOR direta ou indiretamente pela alteração na sinalização da via 

PI3K/AKT/mTOR.(61, 90) Por tudo isso, a curcumina, o resveratrol e o EGCG também 

foram avaliados como inibidores do mTOR no presente estudo. 
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 O ensaio de viabilidade celular com o MTT foi realizado para obter a curva 

dose-resposta e determinação do IC50 para cada inibidor do mTOR em 24h e 48h. 

Com exceção de everolimo em 48h para linhagem HeLa, os resultados mostraram 

menores valores de IC50 para os rapanálogos temsirolimus e everolimo em relação 

aos inibidores derivados da dieta nas duas linhagens avaliadas em 24h e 48h. 

Em estudo de Thangapazham et al. realizado com linhagens de câncer de 

mama, o IC50 em 48h para o EGCG foi de 50 g/ml (91). Em linhagens de 

adenocarcinoma do colo do útero, a apoptose e a atividade de telomerase foram 

avaliadas com o EGCG na concentração de 100M (92). Foi observado em outro 

estudo que a inibição da taxa de crescimento celular com o EGCG nas concentrações 

entre 50 a 100M também pode estar relacionada ao tipo histológico, pois em estudo 

com linhagens de câncer escamoso do colo do útero SiHa e ME180, o EGCG inibiu o 

crescimento em 70-85%, enquanto na linhagem de adenocarcinoma do colo do útero 

TMCC-1, a inibição foi de 30-38%, após 72h de tratamento com o EGCG na dose de 

50M (88). Dessa forma, os valores de IC50 para o EGCG definidos no presente 

estudo para linhagem HeLa foram maiores que os definidos na literatura em 24h 

(91,1M) e em 48h (65,98M) (92). Na linhagem HaCaT, os IC50 definidos em 24h e 

em 48h foram de 128,5 M e 66,29M, respectivamente, ambos maiores que os 

apresentados na linhagem Hela. Nas duas linhagens o IC50 em 24h foi maior que em 

48h, mostrando tendência a efeito tempo-dependente e a curva dose resposta do 

EGCG mostra tendência a efeito dose-dependente. O EGCG foi seletivo para Hela em 

24h.  

Os valores de IC50 definidos para o EGCG em diversos estudos são variados. 

Foi feito estudo para comparação de diferentes métodos para avaliação da viabilidade 

celular em diferentes linhagens tumorais com o EGCG, utilizando corantes diferentes 

para quantificar ATP e DNA. O uso do MTT e MTS ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)) como indicadores de mitocôndrias metabolicamente ativas 

superestimou o número de células viáveis em comparação às determinações com 

ATP, DNA ou azul tripan. Como resultado, os IC50 para o EGCG determinado pelos 

ensaios do MTT e MTS foram duas vezes maior quando comparados com corantes 

para quantificar ATP e DNA. Por isso, os ensaios baseados em MTT e MTS podem 

subestimar o efeito antiproliferativo do EGCG. Isso pode ter ocorrido no presente 
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estudo. Ainda observamos que na linhagem HeLa os valores de IC50 para o EGCG só 

não foram mais altos que para o resveratrol (93).  

Para o resveratrol na linhagem HeLa, o IC50 estimado em 24h foi de 325,8M 

e em 48h foi de 144,6M. Em estudo com linhagens de câncer colorretal (HCT116 e 

CaCo2), o IC50 em 48h para o resveratrol foi de 50μM para a linhagem HCT 116 e de 

131μM para a linhagem Caco2, valores menores que os determinados no presente 

estudo (94). A avaliação do resveratrol e seus derivados em linhagens HeLa também 

mostrou em outro trabalho um valor menor de IC50 em 24h de 112μM (95). Para a 

linhagem HaCaT, os IC50 em 24h e em 48h foram de 355,3μM e 260,3μM 

respectivamente, sendo os dois valores maiores para a linhagem de queratinócitos 

que para a linhagem tumoral. Nas duas linhagens, o IC50 em 24h foi maior que em 

48h, mostrando tendência a efeito tempo-dependente e a curva dose resposta do 

resveratrol mostra tendência a efeito dose-dependente. Apesar de ter o maior IC50 

dentre os inibidores avaliados em 24h e em 48h nas duas linhagens, o resveratrol foi 

o único inibidor seletivo para HeLa nessas duas avaliações. 

Para a curcumina na linhagem HeLa, o IC50 em 24h foi de 50,15M e em 48h 

foi de 43,36M. Em estudo com a linhagem Caski de câncer do colo do útero, foi 

realizado tratamento com 10, 25 e 50 M em 24h, 48h e 72h, sendo a proliferação das 

células Caski inibida de forma tempo e dose-dependente e os ensaios de western blot 

e de invasão realizados com concentração de 50M em 72h (96), Outro trabalho 

avaliou o tratamento com a curcumina nas concentrações de 5, 10, 25 e 50M na 

linhagem HeLa, sendo que a curcumina inibiu a proliferação de forma dose-

dependente, com resultados mais expressivos na maior concentração de 50M (97). 

De certa forma, o valor de concentração de curcumina de 50,15M utilizado no 

presente estudo está alinhado com a literatura. Para a linhagem de queratinócitos, os 

IC50 em 24h e em 48h foram de 47,25M e 141M respectivamente. Nas duas 

linhagens, a curva dose-resposta da curcumina mostra tendência a efeito dose-

dependente. A curcumina foi seletiva para HeLa em 48 horas. 

Os mecanismos pelos quais a curcumina é seletiva para as células tumorais 

ainda não são totalmente elucidados. O influxo de curcumina é maior nas células 

tumorais que nas células normais, como foi demonstrado por métodos de 

espectroscopia de fluorescência e absorção, podendo ser uma explicação (98). Além 
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disso, os níveis do antioxidante glutationa nas células tumorais tendem a ser menores 

que nas células normais. Dessa forma, a sensibilidade das células tumorais fica 

exarcebada (99). A seletividade da curcumina também foi avaliada em estudo com 

linhagem de epitélio mamário humano e linhagem de câncer de mama MCF-7/TH, 

sendo que a linhagem tumoral foi 3,5 vezes mais sensível à curcumina que a linhagem 

do epitélio de mama. Apesar das duas linhagens acumularem curcumina, a 

porcentagem de células apopóticas foi maior na linhagem tumoral. O tratamento com 

curcumina levou à redução da expressão de mRNA de Ki67 (proteína marcadora de 

proliferação celular), antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e p53 na 

linhagem tumoral enquanto na linhagem de célula epitelial de mama houve diminuição 

de mRNA de p21 e aumento do mRNA da proteína reguladora da apoptose BAX 

(BAX).(100) 

Para a linhagem HeLa, o IC50 para temsirolimus em 24h foi de 31,28M e em 

48h de 21,78M, no presente trabalho. O temsirolimus foi avaliado na linhagem de 

hepatocarcinoma Bel-7402 nas concentrações de 0,25μM a 28.0μM por 48h, sendo 

que a partir da concentração de 0,312μM houve diferença estatística na viabilidade 

cellular (101). Em estudo com linhagens de câncer de mama BT474, SKBr3, T47D, 

MCF7, MCF7-ADR, MAB27, CG5, ZR 75-1 e MDA-MB-231, o IC50 foi calculado para 

cada linhagem após exposição ao temsirolimus em concentrações entre 0,05 nmol/L 

a 50 M. O IC50 variou entre 1,6nmol/L a 4,3 nmol/L nas linhagens com amplificação 

do gene HER2 a IC50 de 15M em linhagem HER2 negativa (102). Os resultados no 

presente estudo com temsirolimus na linhagem HeLa mostraram, dessa forma, 

maiores valores para o IC50 com esse inibidor do que os descritos na literatura. Para 

HaCaT, os IC50 estimados em 24h e em 48h foram de 26,54M e 12,85M, 

respectivamente, ambos menores do que os IC50 da linhagem tumoral HeLa. Nas duas 

linhagens, o IC50 em 24h é maior que em 48h, mostrando tendência ao efeito tempo-

dependente e a curva dose-resposta de temsirolimus mostra tendência a efeito dose-

dependente. Apesar do temsirolimus ter um dos menores IC50 no presente estudo, ele 

não foi seletivo para a linhagem tumoral em 24h e em 48h. Dessa forma, infere-se 

que, mesmo sendo eficaz na redução da viabilidade celular, isso ocorre na presença 

de toxicidade às células saudáveis. 

 



51 
 

Para a linhagem HeLa, o IC50 para o everolimo em 24h foi de 28,31M e 22,0M 

em 48h. Em estudos em linhagens de carcinoma nasofaríngeo HONE-1, CNE-2, 

C666-1, HK1 e CNE-1, tratadas com everolimo, o IC50 foi de 0,63nM (0,00067M) na 

linhagem indiferenciada (HONE-1) (103). Em linhagem de tumor pancreático 

neuroendócrino BON tratada com everolimo, o IC50 foi de 35nM (0,035M) (104). 

Dessa forma, os valores de IC50 estimados no presente estudo foram superiores aos 

descritos para outras linhagens na literatura. Para HaCaT, os IC50 estimados em 24h 

e em 48h foram 28,5M e 83,12M respectivamente. A curva dose reposta do 

everolimo mostra tendência ao efeito dose-dependente. O everolimo foi seletivo para 

a célula HeLa em 48 horas, com um dos menores IC50. 

 O MTT é um ensaio que possui limitações na avaliação da viabilidade celular. 

A viabilidade celular pode ser sub ou superestimada devido às adaptações 

metabólicas e reprogramação das mitocôndrias que sofrem influência dos efeitos 

inibitórios e stress mediado pelos tratamentos. Alguns medicamentos como o 

imatinibe, o resveratrol e a genisteína mostraram interferência com a taxa de redução 

do MTT levando a resultados inconsistentes entre os ensaios de MTT e outros testes 

de viabilidade celular  (105). Foi reportado que o tratamento com resveratrol aumenta 

a formação de formazan em linhagens de leucemia, mas não nas de câncer de 

próstata. Tanto ativação quanto inibição do complexo mitocondrial I após tratamento 

com resveratrol já foram descritas (106).  

 Para efeito de comparação entre os inibidores do mTOR, foi feita análise da 

viabilidade celular em concentração fixa de 50M para os inibidores derivados da dieta 

e em concentração fixa de 10M para o everolimo e o temsirolimus. Definiu-se 

toxicidade leve as substâncias que resultaram em viabilidade celular entre 50 a 75%, 

toxicidade moderada as substâncias que resultaram em viabilidade celular entre 25 e 

50% e toxicidade intensa as substâncias que resultaram em viabilidade celular abaixo 

de 25%. Na linhagem tumoral, apenas a curcumina levou à toxicidade moderada em 

24h e 48h, mas também ocasionou toxicidade moderada na linhagem de 

queratinócitos em 24h. Além disso, houve toxicidade moderada para a linhagem de 

queratinócitos com EGCG e temsirolimus em 48h. Os inibidores do mTOR 

rapanálogos na concentração 10M e os derivados da dieta na concentração de 50M 

mostraram potencial de toxicidade leve ou moderada nas duas linhagens, apesar de 

nenhuma toxicidade ser intensa.  
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A radioterapia tem papel crucial no manejo do câncer do colo do útero. Muitos 

tumores de estádio IB1, menores que 4 cm, são tratados com a mesma eficácia com 

cirurgia ou radioterapia, sendo que lesões mais avançadas são melhor tratadas com 

radioterapia (107). Por outro lado, o tratamento concomitante com quimio-radioterapia 

se mostrou superior à radioterapia isolada, por levar à radiossensibilização do tumor 

(108).  

Além de apresentarem atividade citotóxica na linhagem HeLa, os inibidores do 

mTOR testados também demonstraram ter efeito radiossensibilizante no presente 

estudo. O pré-tratamento das células com os inibidores do mTOR no IC50, seguido por 

tratamento radioterápico (2Gy), apresentou melhores resultados de citotoxicidade 

celular que a radioterapia isolada, demonstrando ter efeito aditivo com significância 

estatística. Os efeitos aditivos dos inibidores do mTOR associados à radioterapia já 

foram descritos na literatura. O temsirolimus, associado à radioterapia, foi avaliado em 

linhagens de câncer de cabeça e pescoço (FaDu e SCC40) e modelos xenográficos, 

apesar de não ter sido radiossensibilizante para as linhagens FaDu e SCC40. No 

modelo xenográfico, a combinação com a radioterapia suprimiu o crescimento tumoral 

de forma mais eficiente (109). Nas células HaCaT, o tratamento com os inibidores do 

mTOR mostrou efeito radiosensibilizante com diferença estatística apenas com o 

EGCG, apesar da tendência à menor viabilidade com associação à radioterapia aos 

outros inibidores do mTOR. O ensaio de radioterapia permitiu avaliar a viabilidade 

celular das linhagens após tratamento com os inibidores do mTOR no IC50 sem 

radioterapia, mostrando que o tratamento exclusivo com os inibidores do mTOR 

resulta em viabilidade celular ao redor de 50% para todas as linhagens. 

Uma explicação para o efeito sinérgico dos inibidores do mTOR e radioterapia 

nas linhagens tumorais vem de um estudo em linhagens de câncer de mama MDA-

MB-231 e MCF-7. Análise do western blot mostrou que a expressão de p-mTOR está 

superexpressa nas linhagens tumorais após a radioterapia. O tratamento com 

everolimo (20 nmol/L) associado à  radioterapia reduziu a viabilidade celular, com 

aumento da apoptose dependente de caspase e bloqueio do aumento da fosforilação 

da S6K1, efetora da via do mTOR (110). 

O teste de lesão em monocamada- scratch assay foi realizado pós-tratamento 

com a curcumina e o everolimo. Nas linhagem HeLa e HaCaT, as áreas das feridas 

nos poços tratados com a curcumina no IC50 apresentaram estabilidade nas 12 horas 
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iniciais, sem tendência de fechamento, sendo estatisticamente diferentes do controle 

nas horas 6 e 12 nas duas linhagens. Em linhagens tumorais de glioblastoma 

multiforme, a curcumina, nas concentrações de 10, 20 e 50M, também reduziu a 

migração celular de forma dose-dependente após tratamento de 2 horas (111). Com 

24 horas de tratamento com a curcumina, as células HeLa e HaCaT, no presente 

estudo, já estavam inviáveis, não sendo mais possível determinar as margens da 

ferida para a linhagem HeLa. Dessa forma, um ensaio com concentração menor que 

a utilizada (no caso o IC50 de 50,15M) poderia resultar em outras conclusões.  

Nos poços tratados com o everolimo, observou-se uma tendência ao 

fechamento da ferida tempo-dependente com as linhagens HeLa e HaCaT, assim 

como o controle. Com 24h houve diferença estatisticamente significativa da área da 

ferida em relação ao controle para HeLa. Para a HaCaT houve diferença estatística 

das áreas dos poços com o everolimo em relação ao controle com 2, 4, 12, 24, 48 e 

72 horas. O teste de lesão em monocamada também foi realizado com controle e o 

everolimo em 7 linhagens de câncer escamoso de orofaringe nas concentrações 1nM, 

10nM e 100nM, com diminuição significativa do fechamento da ferida em 12h (112). 

Outro estudo mostrou que a superexpressão do mTOR e dos efetores da sinalização 

aumentam o potencial de invasão e migração, enquanto a inibição da sinalização da 

via do mTOR com inibidores do mTOR diminui invasão e migração em linhagens de 

câncer de esôfago após tratamento com o everolimo na concentração de 20 nM (113). 

Dessa forma, o presente estudo apresentou menor interferência do everolimo na 

migração celular, ao contrário do descrito na literatura, mesmo o ensaio tendo sido 

realizado com concentração maior de everolimo (28,31 M). 

O perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os inibidores do mTOR 

na linhagem HeLa foi identificado pelo ensaio de citometria de fluxo com marcação 

por Anexina V-FITC e 7-AAD. As células foram tratadas por 24h com o temsirolimus, 

a curcumina e o resveratrol no IC50. 

O resveratrol resultou em aparente aumento dos eventos positivos para 

necrose. Contudo, a análise citométrica não conseguiu diferenciar de forma clara os 

eventos R1 (células viáveis/não marcadas) e R2 (necrose) para células tratadas com 

resveratrol, por isso a análise ficou prejudicada. O presente estudo fez a análise da 

citometria após 24h do tratamento, apenas na concentração do IC50. O ensaio com 

tratamento em menor concentração ou leitura mais precoce antes de 24h podem 
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resultar em outros achados. O estudo de Fouad et al. com linhagens de câncer de 

cólon avaliou o efeito do tratamento com resveratrol, apresentando ativação dos 

marcadores de apoptose caspase 3, caspase 6 e aumento da taxa de BAX/ proteína 

reguladora da apoptose BCL-2 (BCL-2).(94) No presente estudo, não se observou 

apoptose com o tratamento com o resveratrol após 24h. Esse resultado se deu, 

provavelmente em decorrência do experimento ter sido realizado 24h após o 

tratamento. Possivelmente a apoptose poderia ter sido observada caso o tratamento 

e análise fossem realizados em menor tempo (76). 

Após o tratamento com o temsirolimus, houve maior número de eventos 

marcados para R4 (apoptose tardia/necrose) no presente estudo. A falta de marcação 

com apenas anexina, indicativo de apoptose inicial, não permite a afirmação 

categórica de que o temsirolimus causasse apoptose de fato, pois pode ter ocorrido 

necrose. O tratamento com o everolimo 20nM, durante 48h em linhagens de câncer 

escamoso de esôfago, ocasionou apoptose inicial (anexina+/iodeto de propídeo-) 

(113). Por outro lado, dois estudos não reportaram apoptose após tratamento com o 

temsirolimus. Estudo em linhagens de câncer de mama tratadas com o temsirolimus 

nas concentrações de 0,05nmol/L a 50M não evidenciou apoptose, sugerindo que a 

inibição do crescimento celular seja resultado de efeitos anti-proliferativos (102). Um 

estudo com linhagens de câncer de pulmão tratadas com o temsirolimus, na 

concentração 10nM/L, também não demonstrou a presença de apoptose, sugerindo 

que o temsirolimus suprime a proliferação celular por efeito citostático (114). 

A curcumina, no presente estudo, não resultou em marcação para apoptose ou 

necrose. Da mesma forma, estudo com linhagem tumoral de glioblastoma multiforme, 

tratada com a curcumina 10M por 24h, também não revelou apoptose no ensaio das 

caspases, apesar dos efeitos anti-proliferativos determinados na avaliação com MTT 

(111). Entretanto, três estudos com células HeLa e a curcumina chegaram a 

conclusões distintas do presente estudo. Estudo com células HeLa tratadas com a 

curcumina, na dose de 25M por 48h, evidenciou aumento da expressão de caspase 

3, efetora direta da apoptose e redução da expressão das proteínas anti-apoptóticas 

BCl-2 e BCl-xl (115). Outro estudo avaliou a apoptose com o ensaio de citometria de 

fluxo de forma semelhante ao presente trabalho, sendo que o tratamento com a 

curcumina por 48h, na linhagem HeLa nas concentrações de 5 a 50M, mostrou 

aumento da apoptose inicial em até 12,37%, com relevância estatística (97). O estudo 
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de Singh et al., com linhagens de câncer do colo do útero HeLa, SiHa e CaSki com o 

tratamento com a curcumina entre 50 e 100M, evidenciou apoptose com os ensaios 

de citometria de fluxo e teste TUNEL (116). 

Algumas limitações do presente estudo merecem ser consideradas. O ensaio 

do MTT pode apresentar resultados inconsistentes para o resveratrol e o EGCG 

devido a interferências com a taxa de redução do MTT pelos medicamentos. No teste 

de monocamada, após 24h de tratamento com a curcumina, as células estavam 

inviáveis. Dessa forma, um ensaio com concentração menor que a utilizada poderia 

resultar em outras conclusões para a migração celular. A citometria de fluxo com 

marcação por Anexina V-FITC e 7-AAD não parece ser o método mais adequado para 

avaliação de apoptose com a curcumina, devido à interferência do medicamento na 

fluorescência. O ensaio de morte celular foi inconclusivo para apoptose, após o 

tratamento com os inibidores do mTOR no IC50 por 24h. Dessa forma, os tratamentos 

por menor intervalo de tempo e/ou menor concentração poderiam resultar em outros 

achados.  

O everolimo, o temsirolimus, o EGCG, o resveratrol e a curcumina têm 

interferência na viabilidade celular na linhagem de câncer do colo do útero. Eles 

também têm efeito sinérgico em associação à radioterapia. Um resultado importante 

foi que, dentre os inibidores avaliados, o único inibidor que foi seletivo para a linhagem 

tumoral tanto em 24h quanto em 48h foi o resveratrol, muito embora tenha 

apresentado os maiores resultados de IC50. O everolimo e o temsirolimus, que já estão 

incorporados no tratamento de câncer de rim e câncer de mama e já foram avaliados 

em estudos de fase 1 e fase 2 para o câncer do colo do útero, tiveram os menores 

valores de IC50 no presente estudo. O everolimo e o temsirolimus não foram seletivos 

para a linhagem tumoral e isso é compatível com o perfil de toxicidade apresentados 

nos estudos clínicos.  

Baseado nos resultados apresentados, novos estudos certamente merecem 

ser feitos com os inibidores do mTOR no tratamento do câncer do colo do útero e, em 

especial, associados à radioterapia. Os inibidores derivados da dieta podem ser 

aliados poderosos no tratamento do câncer do colo do útero, especialmente se 

confirmada a seletividade para a célula tumoral. Considerando que a carcinogênese 

do câncer do colo do útero, pela interação das oncoproteínas do HPV com o genoma 

humano, leva à interferência na via da PI3K/AKT/mTOR e as vias de sinalização 
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intracelular têm vários pontos de convergência, sendo o mTOR um importante efetor 

de várias vias, os inibidores do mTOR como alvo terapêutico no câncer do colo do 

útero têm importante racional biológico. 
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7 CONCLUSÃO 

Frente aos objetivos propostos podemos concluir que: 

Os inibidores do mTOR rapanálogos na concentração 10M e os derivados da 

dieta na concentração de 50M mostraram potencial de toxicidade leve ou moderada 

nas linhagens HeLa e HaCaT. Porém, nenhuma citotoxicidade demonstrou ser 

intensa; 

O resveratrol foi o inibidor do mTOR mais seletivo para a linhagem tumoral de 

câncer do colo do útero, muito embora tenha apresentado os maiores valores de IC50; 

O pré-tratamento das células com os inibidores do mTOR no IC50, seguido por 

tratamento radioterápico (2Gy), apresentou maiores resultados de citotoxicidade que 

a radioterapia isolada, demonstrando ter efeito aditivo com significância estatística; 

A curcumina interferiu no fechamento das feridas nos experimentos com as 

linhagens de HeLa e HaCaT de forma mais intensa que o everolimo; 

O temsirolimus pode levar à apoptose tardia ou necrose após 24h de 

tratamento da HeLa e os resultados de apoptose com a curcumina e o resveratrol para 

HeLa foram inconclusivos. 
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