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RESUMO 

 

MARTINS, Thiago Martino. Avaliação da ação antitumoral in vitro da 
pterocarpanoquinona LQB 118 e estudo de alguns mecanismos de ação. 2013. 101f. 
Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara 
Gomes, Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 
 
 Tem sido descrito que o acúmulo de mutações em proto-oncogenes e genes 
supressores de tumor contribui para o direcionamento da célula à carcinogênese. Na 
maioria dos casos de câncer, as células apresentam proliferação descontrolada 
devido a alterações na expressão e/ou mutações de ciclinas, quinases dependentes 
de ciclinas e/ou inibidores do ciclo celular. Os tumores sólidos figuram entre o tipo de 
câncer mais incidente no mundo, sendo a quimioterapia e/ou hormônio-terapia, 
radioterapia e cirurgia os tratamentos mais indicados para estes tipos de tumores. 
Entretanto, o tratamento quimioterápico apresenta diversos efeitos colaterais e 
muitas vezes é ineficaz. Portanto, a busca por novas moléculas capazes de conter a 
proliferação destas células e com baixa toxicidade para o organismo se faz 
necessário. Este trabalho teve por objetivo avaliar a ação antitumoral in vitro de um 
novo composto sintético, a pterocarpanoquinona LQB118, sobre algumas linhagens 
tumorais humanas de alta prevalência e estudar alguns dos seus mecanismos de 
ação. As linhagens tumorais estudadas neste trabalho foram os adenocarcinomas 
de mama (MCF7) e próstata (PC-3), e carcinoma de pulmão (A549). A citotoxicidade 
foi avaliada pelo ensaio do MTT e a proliferação celular pela contagem de células 
vivas (exclusão do corante azul de tripan) e análise do ciclo celular (citometria de 
fluxo). A expressão gênica foi avaliada por RT-PCR e a apoptose foi avaliada por 
condensação da cromatina (microscopia de fluorescência-DAPI), fragmentação de 
DNA (eletroforese) e marcação com anexina V (citometria de fluxo). Das linhagens 
tumorais testadas, a de próstata (PC3) foi a que se mostrou mais sensível ao LQB 
118, e em função deste resultado, os demais experimentos foram realizados com 
esta linhagem tumoral. O efeito citotóxico do LQB 118 se mostrou tempo e 
concentração dependente. Esta substância inibiu a proliferação celular e prejudicou 
a progressão do ciclo celular, acumulando células nas fases S e G2/M. Buscando 
esclarecer os mecanismos desta ação antitumoral, demonstrou-se que o LQB 118 
inibe a expressão do mRNA do fator de transcrição c-Myc e das ciclinas D1 e B1, e 
induz a apoptose de tais células tumorais. Em suma, o LQB 118 é capaz de inibir a 
proliferação das células tumorais de próstata, alterando a expressão do mRNA de 
alguns genes reguladores do ciclo celular, resultando em interrupção do ciclo celular 
e indução de apoptose, indicando este composto como um potencial candidato a 
futuro medicamento no tratamento do câncer de próstata. 

 

Palavras-chave: Pterocarpanoquinona LQB 118. Apoptose. Ciclo cellular. Câncer de 

próstata e linhagem celular PC3.  

           

 

 



ABSTRACT 

 

 It has been reported that accumulation of mutation on proto-oncogenes and 
tumor suppressor genes directs cells to carcinogenesis. In most described cancer, 
cells display uncontrolled proliferation due to altered expression or mutations of 
cyclins, cyclin-dependent kinases and cell cycle inhibitors. The solid tumors are the 
most common cancer type in world. Chemotherapy and/or hormone-therapy, 
radiotherapy and surgery are the suitable treatment for this disease. However, 
chemotherapy has been shown several side effects and often ineffective. Therefore, 
the search for new molecules with antitumoral activity low cytotoxicity is needed. The 
aim of this work was to evaluate the in vitro antitumoral effects of a new synthetic 
compound, the pterocarpanquinone LQB 118, on tumor cell lines of high prevalence 
in the world and to study some mechanisms of action. Tumor cell lines of breast 
(MCF7), lung (A549) and prostate (PC3) were cultivated at RPMI medium with 10% 
of serum fetal bovine. The cytotoxicity was evaluated by MTT assay and the cell 
proliferation by cell counting (trypan blue exclusion) and cell cycle analysis (flow 
cytometry). Apoptosis was evaluated by chromatin condensation (fluorescence 
microscopy with DAPI), DNA fragmentation (electrophoresis) and annexin-V and 
iodide propidium staining. Gene expression was studied by RT-PCR. As LQB 118 (5 
µg/ml) induced cytotoxic effect mainly on prostate tumor cells, further experiments 
were then performed only with this tumor cell line. The LQB 118 cytotoxic effects 
were time and concentration-dependent. Furthermore, this substance inhibited cell 
proliferation and promoted cell cycle arrest, increasing cell number in S and G2/M 
phases. Studying the mechanisms of the LQB 118 antitumoral action, it was 
demonstrated that this substance inhibited the mRNA expression of the transcription 
factor c-Myc, cyclin D1 and cyclin B1 and also induced apoptosis of PC3. 
Concluding, LQB 118 impairs prostate tumor cells proliferation due to altered mRNA 
expression of some cell cycle regulator genes, resulting in cell cycle arrest and 
apoptosis induction, suggesting this compound as a good candidate for a future drug 
in prostate cancer treatment. 

 

 

Keywords: Pterocarpanquinone LQB 118. Apoptosis. Cell cycle. Prostate cancer and 

cell line PC3. 
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INTRODUÇÃO 

 

 O aumento na expectativa de vida, a evolução tecnológica do diagnóstico de 

doenças, o estilo de vida da população e alguns outros fatores podem explicar a alta 

incidência de diferentes tipos de câncer na população mundial. Esta doença se 

desenvolve através do acúmulo de mutações em genes específicos no DNA das 

células, conferindo características proliferativas e resistência à morte (INCA, 2012). 

Geralmente o tratamento do câncer consiste em cirurgia, radioterapia e/ou 

quimioterapia. Existem diversos tipos de quimioterápicos disponíveis para o 

tratamento de diferentes tipos de tumores (Goodman e Gilman, 2012), entretanto a 

utilização dos quimioterápicos tem sua eficácia alterada devido à baixa ou nenhuma 

seletividade dos sobre as células tumorais, desencadeando diversos efeitos 

colaterais durante o tratamento, assim como o desenvolvimento da resistência aos 

quimioterápicos pelas células. Neste sentido, diversos campos da ciência têm 

tentado buscar novos compostos que apresentem baixa toxicidade ao organismo 

e/ou maior eficiência no tratamento da progressão da doença (INCA, 2012). Diante 

disto, a síntese de moléculas com atividade farmacológica direcionada é um campo 

proeminente na pesquisa, visto que o entendimento da relação entre estrutura e 

atividade permite o desenvolvimento de análogos de compostos já utilizados, porém 

com atividade melhorada (Hussain et al., 2007). 
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1  PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

 

1.1. Ciclo celular 

 

 

 Nos organismos multicelulares existe um controle elaborado na proliferação 

das células, para manutenção da integridade do organismo, tanto em termos de 

número de células, quanto em organização espacial do mesmo. As células 

somáticas se reproduzem através da duplicação de seus constituintes, originando 

duas células-filhas geneticamente idênticas, mecanismo este altamente regulado 

denominado de ciclo celular. Tradicionalmente, este processo é dividido em duas 

fases; intérfase, o período mais longo do ciclo (compreende as fases G1, S e G2) e 

mitose ou fase M. Na intérfase a célula aumenta seu tamanho e realiza a síntese de 

DNA. G1 corresponde ao intervalo entre a fase M e a fase S. Durante a fase G1, a 

célula aumenta de tamanho e sintetiza proteínas necessárias para a duplicação do 

DNA nuclear, que ocorre na fase S. G2 consiste no intervalo entre a fase S e a fase 

M, na qual ocorre crescimento celular, síntese proteica e duplicação das organelas 

(Vermeulen et al., 2003). A mitose na maioria das células dura uma hora, sendo de 

fato a fase de divisão celular. Nesta fase ocorre a segregação do material genético 

duplicado para os polos celulares, seguido da divisão da célula (citocinese) em duas 

células-filhas (McGowan, 2003).  

 A duração do ciclo depende do tipo celular e principalmente do período que a 

célula permanece na fase G1, pois nesta fase, as células não estão comprometidas 

com a replicação do DNA, podendo entrar em um estado de descanso especializado 

ou quiescência celular (fase G0), ocorrendo quando as células não recebem 

estímulos proliferativos apropriados, embora permanecendo metabolicamente ativas 

(Evan e Vousden, 2001). 

 A mitose pode ser dividida em quatro etapas: prófase, metáfase, anáfase e 

telófase. Na fase M, a célula interrompe seu crescimento, e a energia celular é 

direcionada para o processo de divisão da célula. De forma geral, ocorre 

condensação da cromatina em cromossomos, e rearranjo do citoesqueleto, que 
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permite a formação do fuso mitótico a partir dos microtúbulos (prófase). A membrana 

nuclear é rompida, favorecendo o alinhamento dos cromossomos no equador da 

célula (metáfase). As cromátides-irmãs movem-se em direção aos polos celulares 

(anáfase), seguida da construção da nova membrana nuclear ao redor dos 

cromossomos (telófase). Por fim, ocorre a separação do citoplasma (citocinese), 

originando duas células-filhas geneticamente idênticas (Alberts et al., 2009; 

Robinson, 2001). 

 

 

Figura 1: Ciclo celular e sua regulação. (A) Componentes reguladores de cada fase do ciclo 
celular. (B) Expressão das ciclinas ao longo do ciclo (©Terese Winslow, Lydia Kibuik, 2001, 
adaptado).  

 

 

1.2 Regulação do ciclo celular 

 

 

1.2.1 Proteínas reguladoras 

 

 

1.2.1.1 Quinases dependentes de ciclinas (Cdks) e ciclinas 

 

 

 A maquinaria do ciclo celular envolve diversos mecanismos que permitem a 

sensibilização para fatores de crescimento, fatores inibidores ou danos que 

impedem a progressão do ciclo celular. A síntese e a degradação de proteínas, ao 

longo do ciclo celular, como as ciclinas, promovem sua regulação. Além disso, 

A B 



 18 

existem diferentes checkpoints (pontos de restrição) que impedem o início de 

eventos subsequentes até que o anterior seja concluído com sucesso (Berthet e 

Kaldis, 2007). Análises moleculares mostram que proteínas reguladoras do ciclo 

celular encontram-se mutadas na maioria dos tumores humanos (Park e Lee, 2003).  

 A atividade das ciclinas é modulada por alterações nos níveis de expressão 

de seu RNA mensageiro (mRNA) e expressão proteica (controle transcricional e 

traducional, respectivamente), sendo estas proteínas moléculas ativadoras de 

enzimas quinases dependentes de ciclinas (Cdks). Por outro lado, as Cdks são 

expressas constitutivamente e sua atividade é modulada por fosforilação. As Cdks 

são subunidades catalíticas de serina/treonina quinases, que desencadeiam 

cascatas de sinalização, fosforilando diversos substratos. Assim, a formação do 

complexo ciclina-Cdk específico de cada fase, ativa a proteína Cdk, que fosforila 

alvos-chave, permitindo a progressão pelas fases do ciclo celular (Murray, 2004). 

 A holoenzima Cdk ativa é um dímero, sendo composta por duas subunidades, 

uma catalítica e outra reguladora, que é a ciclina. Cada ciclina é sintetizada em um 

estágio particular do ciclo celular, sendo degradada via proteassoma. Esta variação 

controlada da concentração de ciclinas é crítica para a dinâmica unidirecional do 

ciclo celular. Por exemplo, a ciclina D é sintetizada na fase inicial da fase G1, a 

ciclina E é sintetizada tardiamente na fase G1 e início da fase S, enquanto a ciclina A 

é sintetizada durante as fases S e G2 e a ciclina B nas fases G2 e M. Logo, uma 

subunidade catalítica não pode se tornar ativa até que uma ciclina específica seja 

sintetizada (Park e Lee, 2003). Existem descritos aproximadamente 29 genes que 

codificam proteínas com domínio de 150 aminoácidos, característico das ciclinas 

(Golias et al., 2004). A tabela 1 exemplifica algumas Cdks e a associação com 

ciclinas específicas em cada fase do ciclo celular. 
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Tabela 1: Ciclinas e Cdks envolvidas em cada fase do ciclo celular (Park e Lee, 2003; 
Vermeulen et al., 2003, adaptado). 
 

CDK Ciclinas Fase do ciclo celular 

Cdk4/6 D1, D2 e D3 Fase G1 

Cdk2 E Transição G1/S 

Cdk2 A Fase S 

Cdk1 A Transição G2/M 

Cdk1 B Mitose 

 

 

1.2.1.2 Inibidores do ciclo celular 

 

 

 A regulação do ciclo celular é coordenada por diversos fatores, sejam estes 

extracelulares ou intracelulares. Um importante regulador são os pontos de restrição 

ao longo do ciclo celular. Estes garantem a replicação e a separação fiel dos 

cromossomos, mantendo a estabilidade genética. Existem dois pontos de restrição, 

um situado no meio da fase G1, após o qual as células tornam-se independentes de 

fatores de crescimento e comprometem-se com a divisão celular, e outro ponto 

localizado no final da fase G2, pois se houver lesão ou erro no DNA pode acarretar a 

interrupção do ciclo celular (Pardee, 1974; Morrison, 2012). Outro importante 

regulador é a proteína retinoblastoma (pRb). Estudos mostram que a associação do 

complexo repressor pRb-E2F com genes que controlam o ciclo celular é importante 

para a interrupção do crescimento celular (Zhang et al., 1999: Talluri e Dick, 2012).  

 Os pontos de restrição do ciclo celular são regulados por duas classes de 

proteínas, através do complexo ciclina/Cdk e de inbidores de Cdk (CIKs). Estes 

últimos se ligam ao complexo ciclina/Cdk, mantendo-o no estado inativo. Existem 

duas famílias de proteínas inibidoras de quinases, epecífica (INK), composta por 

p16INK4, p14INK4a, p15INKb, p18INKc e p19INKd, membros desta família têm a capacidade 

de se ligar e inibir as Cdk4 e Cdk6, impedindo a fosforilação de Rb. A outra família, 

inibe todas as Cdks (CIP/KIP), a qual inclui p21CIP1, p27KIP1 e p57KIP2. Estas 

proteínas podem se ligar a ambas as subunidades, ciclinas e Cdks. Membros da 
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família p21CIP1 interagem tanto com ciclinas D e E, porém preferencialmente inibem 

a atividade da Cdk2. A síntese destas proteínas é estimulada por sinais mitogênicos 

e sua degradação ocorre via proteassoma. Estudos têm demonstrado a regulação 

da atividade das proteínas p21CIP1 e p27KIP1 através da fosforilação pela via Akt. A 

fosforilação destas proteínas irá determinar sua localização celular, visto que no 

estado fosforilado, p21 e p27 são retidas no citoplasma, permitindo a manutenção da 

atividade Cdk2. A localização citoplasmática destas proteínas deve estar associada 

à função anti-apoptótica. Além disso, existe um aumento na expressão de p27, 

através do contato célula-célula (Swanton, 2004). 

 

 

1.2.2. Transição entre as fases do ciclo celular 

 

 

 Fatores de crescimento e sinais mitogênicos convergem no ciclo celular para 

estimular a expressão de ciclinas da família D (D1, D2 e D3). A ciclina D inicia a 

progressão inicial da fase G1, através da associação com as Cdks 4/6. Esta ligação 

permite a fosforilação e parcial inativação da atividade repressora da pRb. A pRb 

existe em vários estados de fosforilação, progredindo de um estado repressor não-

fosforilado, representando a fase G0, à forma hiperfosforilada, representando a etapa 

tardia da fase G1. No estágio hipofosforilado, a pRb encontra-se associada ao fator 

de elongação do tipo 2, mais conhecido como fator de transcrição E2F, além de 

recrutar a enzima histona deacetilase (HDAC), impedindo, desta forma, a transcrição 

de genes que favorecem a progressão do ciclo celular (Harbour et al., 1999; Emori et 

al.,2012). 

 Uma vez fosforilada pelo complexo ciclina-D/Cdk4 ou Cdk6, a pRb perde 

afinidade ao fator de transcrição E2F, liberando-o para a transcrição de genes 

envolvidos nas fases seguintes do ciclo celular, como a ciclina E (E1, E2). Esta 

ciclina, por sua vez, associa-se à sua Cdk específica, Cdk2. O complexo formado 

aumenta o estágio de fosforilação da pRb e simultaneamente a ciclina D1 é 

ubiquitinada e sofre degradação, direcionando o ciclo celular para a fase seguinte 

(Kufe et al., 2003).  

 Antes de sua degradação, a ciclina D/Cdk4 ou Cdk6 promove o sequestro do 

inibidor do complexo ciclina E/Cdk2 (p27KIP1). Após a ativação do complexo ciclina 
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E/Cdk2, este realiza a fosforilação do seu inibidor, p27KIP1, auxiliando na degradação 

do mesmo e garantindo a progressão do ciclo celular (Swanton, 2004).   

 O complexo ciclina E/Cdk2 promove a fosforilação de diversos substratos, 

principalmente componentes da maquinaria de duplicação do DNA, como por 

exemplo, a fosforilação da nucleosfosmina, que leva à dissociação dos 

centrossomos favorecendo sua duplicação. Os níveis de ciclina E permanecem até a 

entrada na fase S, seguido de ubiquitinação e degradação, concomitante com o 

aumento nos níveis da ciclina A. Estas alterações favorecem a formação do 

complexo ciclina A/Cdk2 ou ciclina A/Cdk1, que controla a transcrição de genes para 

a síntese completa do DNA. Além disto, a ciclina A também é capaz de fosforilar a 

pRb, mantendo o fator de transcrição E2F ativo. Ao final da fase S a ciclina A é 

degradada e aumenta a expressão de ciclina B, a qual se associa à Cdk1 ou Cdc2 

(Malumbres e Barbacid, 2005).  

 A sinalização positiva no ponto de restrição da fase G2 é guiada pela Cdc2, a 

qual é modulada pela associação à sua ciclina específica (ciclina B1), assim como 

por fosforilação e desfosforilação de resíduos de treonina e tirosina (Thr 14 e Tyr 

15), pela fosfatase Cdc25. A desfosforilação é essencial para a ativação do 

complexo ciclina B1/Cdc2, crucial para a entrada na fase M do ciclo celular. Caso 

haja algum erro na duplicação do DNA ou este não tenha sido duplicado, a fosfatase 

Cdc25 é fosforilada pela checkpoint quinase (Chk1/2), e consequentemente tem sua 

atividade inibida, evitando que a célula com o dano prossiga para a fase M 

(Perdiguero e Nebreda, 2004). Caso não haja danos ao DNA, a célula ingressa na 

fase M, com consequente degradação da ciclina B1 por ubiquitinação através da via 

proteolítica, regulada por uma E3 ubiquitina ligase, denominada complexo promotor 

de anáfase (APC) (Harper, 2002; Polanski et al., 2012). 

 

 

1.2.3. Transdução de sinal e ciclo celular 

   

 

 A transdução de sinal é realizada inicialmente pela ligação de um fator 

presente no meio extracelular (ligante) a um receptor específico, presente na 

membrana plasmática da célula. Esta associação pode promover alteração 

conformacional ou auto-fosforilação do receptor. Como consequência deste evento 
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proteínas citoplasmáticas são recrutadas desencadeando uma cascata de 

sinalização intracelular (Irish et al., 2004). 

 

 

1.2.3.1 c-Myc 

 

 

 Esta proteína pertence a uma pequena família com funções celulares bem 

estabelecidas como crescimento celular, proliferação, estruturação do citoesqueleto, 

adesão celular e motilidade, diferenciação e apoptose (Cole e Henriksson, 2006; 

Meyer et al., 2008). Membros desta família compartilham uma similaridade na 

sequencia proteica e são caracterizados por pertencerem à família de fatores de 

transcrição que contém a porção C-terminal contemplando três domínios 

importantes; (a) região básica, responsável pelo reconhecimento específico da 

sequencia de DNA, (b) hélice-alça-hélice e (c) zíper de leucina. Estes últimos sendo 

responsáveis pela formação de heterodímeros específicos com os ligantes de c-Myc 

(Cotterman et al., 2008). Geralmente se heterodimerizam em E-boxer com seu 

monômero Max, entretanto recentes evidências sugerem uma ação E-boxer 

independente (Amati et al., 1993; Cascón e Robeldo, 2012).  

 Praticamente toda c-Myc celular está complexada com a proteína Max, que é 

expressa constitutivamente. A expressão do c-Myc é indispensável ao 

desenvolvimento embrionário normal e sua atividade é regulada por sinais externos, 

como fatores de crescimento e componentes da matriz extracelular, bem como por 

sinais internos, como a maquinaria de ativação do ciclo celular (Gardner, Lee e 

Dang, 2002). A regulação da expressão gênica do c-Myc ocorre através da ativação 

do fator nuclear potencializador de cadeia leve kappa de células B ativadas (NFκB) 

(Duyao et al., 1990; Sacco et al., 2010).  

 Estudos informam que o c-Myc se liga a regiões gênicas e intergênicas para 

controlar a expressão de aproximadamente 10% de todos os genes (Fernandez, 

2003). Dentre os genes regulados por c-Myc encontram-se os genes responsáveis 

pela progressão do ciclo celular como Cdc25, Cdk4, Ciclina D, E e A, além de 

promover a inibição de genes supressores do ciclo, assim como suas atividades, tais 

como dos inibidores p15INK4b, p21CIP1 e p27KIP1 (Brenner et al., 2005; White e Dalton, 

2005). Paradoxalmente, evidenciou-se que, em certas circunstâncias, o c-Myc 
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poderia atuar induzindo a apoptose, pois muitos genes envolvidos na morte celular 

programada, como p53, p21CIP1 e BAX contêm regiões em seus promotores 

responsivas ao c-Myc (Lutz, Leon e Eilers, 2002).  

 Sabendo-se que o c-Myc tem níveis de expressão aumentados em diversos 

tipos de tumores, este fator de transcrição torna-se um possível alvo terapêutico, 

visto que atua na regulação do ciclo celular, assim como em mecanismos de morte 

celular por apoptose (Meyer et al., 2008). 
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2. APOPTOSE 

 

 

  A existência de diferentes modalidades de morte celular foi inicialmente 

suspeitada por Kerr e colaboradores (1972), quando foi observada a diferença 

morfológica de dois tipos de morte celular: necrose, desencadeada por rápida e 

violenta degeneração celular, afetando uma extensa população de células e 

caracterizada por rompimento da membrana plasmática, extravasamento de 

componentes intracelulares e processo inflamatório; e apoptose, um tipo de morte 

celular pontual, dependente de energia e altamente regulado, que não induz 

inflamação. Este tipo de morte pode ser ativada por diversos estímulos, incluindo 

estresse intracelular e sinalização mediada por receptores. 

 Morfologicamente, a apoptose tem como característica a retração do 

citoplasma, causada por inicial desidratação e perda de aderência à matriz 

extracelular. As organelas mantêm-se integras, com exceção da mitocôndria, que 

em alguns casos pode apresentar ruptura na membrana externa. A cromatina sofre 

condensação (núcleo picnótico) e ocorre fragmentação do DNA (cariorrexis), visto 

que durante este processo, endonucleases são ativadas, promovendo a ruptura do 

DNA em fragmentos de tamanho variados, porém múltiplos de 200 pares de bases. 

As células apoptóticas são rapidamente fagocitadas in vivo por macrófagos, devido 

ao reconhecimento de um fosfolipídio de membrana (fosfatidilserina), que é 

externalizado na célula durante esse processo de morte celular. Caso as células 

apotóticas não sejam fagocitadas, a membrana plasmática emite prolongamentos 

(blebbs) englobando organelas e DNA, resultando na formação de grande número 

de corpos apoptóticos, o que caracteriza um estágio tardio da apoptose ou necrose 

secundária à apoptose (Ziegler e Groscurth, 2004; Kay e Grinstein, 2011; Galluzzi et 

al., 2012). 

 Grande parte do processo apoptótico é regulada pela família das proteases 

chamadas de caspases (cisteína-proteases). Estas são sintetizadas na forma de 

zimogênio e sinais upstream estimulam a atuação destas proteases. Caspases 

iniciadoras (caspase-1, -8, -9, -10) são ativadas por oligomerização das mesmas, 

enquanto as caspases executoras (caspase-3, -6 e -7) são ativadas por ação de 

caspases iniciadoras e por outras proteases como granzima B. Três vias principais 

de apoptose podem ser direcionadas pelas caspases iniciadoras: via extrínseca, via 
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induzida por estresse no reticulo endoplasmático (RE) e via mitocondrial (Guimarães 

et al., 2004). 

 A via extrínseca é mediada pela interação de ligantes a receptores da família 

dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF). Estes receptores possuem 

domínio extracelular rico em resíduos de cisteína, que proporcionam o 

reconhecimento do ligante (Grivicich et al., 2007). A interação resulta na trimerização 

do receptor e consequente recrutamento de proteínas adaptadoras (FADD e 

TRADD), formando o complexo de morte celular (DISC). Uma vez formado este 

complexo, ocorre ativação da caspase iniciadora (caspase 8) e progressão na 

cascata de sinalização apoptótica (figura 2) (Huerta et al., 2007). 

 Danos ao DNA, estresse intracelular, hipóxia e/ou ativação de oncogenes são 

fatores que promovem ativação da apoptose pela via intrínseca ou mitocondrial. 

Estes sinais são direcionados à mitocôndria, levando ao colapso do potencial de 

membrana, bem como à transição da permeabilidade mitocondrial (TPM), com 

consequente liberação de proteínas pró-apoptóticas para o citoplasma (Grupta, 

2003). Dentre estas proteínas, o citocromo-c é liberado, associando-se ao fator de 

ativação de peptidases envolvidas na apoptose (Apaf-1), adenosina trifosfato (ATP) 

e pró-caspase 9, formando o apoptossoma. Este complexo ativa a caspase 

iniciadora, que por sua vez ativa outras caspases executoras (figura 2) (Shi, 2001; 

Huerta et al., 2007). 

 Proteínas da família Bcl-2 pró-apoptóticas (Bid, Bak e Bax) e anti-apoptóticas 

(Bcl-2 e Bcl-XL) auxiliam na formação de poros mitocondriais, visto que formam 

complexos heterodiméricos capazes de alterar a permeabilidade da membrana 

mitocondrial (Belizário et al., 2007). Juntamente com o citocromo-c, outras proteínas 

são liberadas do espaço mitocondrial, como as proteínas inibidoras de apoptose 

(IAPs), dentre estes, a survivina, capazes de inibir a atividade das caspases. Por 

outro lado, ocorre a liberação de reguladores secundários da apoptose, 

Smac/DIABLO e HtrA2/Omi, que antagonizam a ação das IAPs, garantindo a 

progressão da apoptose. Além disso, são liberadas também proteínas com atividade 

endonucleásica como a Endo-G e o fator de indução de apoptose (AIF).  

 A via de estresse do retículo endoplasmático está associada ao acúmulo de 

proteínas mal enoveladas dentro do retículo. Este fenômeno ocorre por diversos 

fatores, como descontrole do mecanismo redox, causado por hipóxia, agentes 

oxidantes ou redutores (Frand et al., 2000; Ludwig-Galezowska et al., 2011), 
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ausência de glicose, interferindo na glicosilação das proteínas e alterações na 

homeostase do cálcio (Ma et al., 2004). Esta via apoptótica é mediada por ativação 

da caspase-12 (figura 2) (Yoneda et al., 2001; Huerta et al., 2007). 

 A comunicação destas vias pode ocorrer em diversas situações (figura 2), 

como por exemplo, a ativação da caspase-8 pode desencadear a ativação da Bid, 

em Bid-t, que é translocada para mitocôndria, favorecendo a liberação do citocromo-

c (Huerta et al., 2007).  

 

Figura 2: Principais vias de ativação da apoptose (Huerta et al., 2007). 

 

 

 Muitos estudos relatam alterações em proteínas que regulam as vias de 

ativação da apoptose, resultando em diversas doenças com caráter proliferativo, 

dentre elas o câncer (Kepp et al., 2011). Diante deste cenário, diversas técnicas 

foram desenvolvidas ao longo dos anos para detectar a ação de possíveis fármacos 

na indução da morte celular por apoptose (Galluzzi et al., 2009). 
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3. CÂNCER 

 

 

 O ciclo celular e a apoptose são críticos para o entendimento do câncer, visto 

que a célula tumoral apresenta duas características marcantes: divisão celular 

descontrolada e resistência à apoptose. Este quadro é estabelecido, quando há 

acúmulo de mutações em proto-oncogenes, cujos produtos promovem divisão 

celular, transformando-os em oncogenes, e em genes supressores de tumor, cujos 

produtos reprimem o ciclo de divisão celular e promovem apoptose (Futreal et al., 

2001). As células malignas apresentam imortalidade, capacidade de induzir 

angiogênese, perda de função, poder de invasão e capacidade metastática 

(Robbins, 2012).  

 Os cânceres são classificados de acordo com o tecido e o tipo celular que são 

originados. Os que são derivados de epitélios externos e internos de revestimento 

são denominados carcinomas, os de origem muscular, sarcomas, e quando o 

epitélio de origem for glandular trata-se de um adenocarcinoma. Os tumores que não 

se enquadram nestes grandes grupos incluem as leucemias, derivadas de células 

hematopoiéticas, e cânceres derivados do sistema nervoso (Almeida et al., 2005). 

 

 

3.1 Câncer de Próstata 

 

 

 A próstata é uma glândula do sistema reprodutor masculino. Está localizada 

na frente do reto e abaixo da bexiga, rodeando a uretra (figura 3) e produz parte do 

sêmen, líquido espesso que contém espermatozoides, além de sintetizar 

substâncias que protegem a uretra de infecções. A próstata normal apresenta 

tamanho comparado a uma castanha, representando cerca de 20 gramas no jovem 

adulto, após ação dos hormônios da puberdade (Tanagho et al., 2007).  
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Figura 3: Localização anatômica da glândula prostática (WHO, 2012) 

 

 

 O crescimento das células prostáticas pode ser benigno ou maligno (câncer). 

Neste último caso, as células tumorais podem migrar para outras regiões do corpo, 

através dos vasos sanguíneos, estabelecendo novos focos tumorais. O câncer de 

próstata tem evolução silenciosa, e quando os pacientes apresentam algum sintoma, 

estes se resumem em aumento na frequência ou dificuldade em urinar. Por outro 

lado, na fase avançada da doença, observa-se dores ósseas, sintomas urinários, ou 

quando mais graves, infecção generalizada e insuficiência renal (Tanagho et al., 

2007). 

 Estimativas da Organização Mundial da Saúde (WHO, 2008) apontam o 

câncer de próstata como o primeiro tipo de câncer mais diagnosticado nos homens 

(13% do total), aproximadamente 75% dos casos diagnosticados no mundo 

ocorrendo em países desenvolvidos. No Brasil, dados do Instituto Nacional do 

Câncer (INCA, 2012) revelam o câncer de próstata como o primeiro mais frequente 

nos homens (figura 4). O aumento da expectativa de vida e a melhoria e evolução 

tecnológica nos diagnósticos podem explicar o aumento na incidência de câncer ao 

longo dos anos.  
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Figura 4: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 
2012 por sexo, exceto pele não-melanoma. (INCA, 2012). 
 

 

 Assim como em outros cânceres, a idade é um marcador de risco importante 

para o câncer de próstata, pois a incidência e a mortalidade aumentam de forma 

exponencial após os 50 anos. Histórico familiar de câncer de próstata e a dieta 

podem exercer influência sobre a carcinogênese. Outros fatores associados ao 

câncer de próstata incluem aumento do fator de crescimento análogo à insulina, 

consumo excessivo de álcool e tabaco, e a vasectomia (INCA, 2002). 

 O toque retal é o teste mais utilizado para diagnosticar o câncer de próstata, 

apesar de suas limitações, uma vez que somente as porções lateral e posterior da 

próstata podem ser apalpadas, deixando 40% a 50% dos tumores fora de alcance. A 

dosagem de antígeno prostático específico (PSA), produzido pelas células 

prostáticas, surgiu como um teste promissor no diagnóstico inicial de câncer de 

próstata, embora haja uma falta de consenso entre os valores do ponto de corte e 

aqueles clinicamente significativos (alguns autores consideram valores acima de 4 

ng/mL de PSA sanguíneo suficiente para realização de biópsia). Entretanto, muitos 

casos são falso-positivos, pois o PSA também é produzido pela célula prostática 

normal e não exclusivamente pela célula tumoral, podendo o valor preditivo de PSA 

para o câncer ser confundido com valores associados a outras doenças da próstata 

(prostatite, hiperplasia benigna da próstata, dentre outras) (Vickers et al., 2012). 

 O diagnóstico do câncer de próstata é realizado pela análise histopatológica, 

após verificação de anormalidade no toque retal e dosagem de PSA. A 

histopatologia deve fornecer a graduação histológica do sistema de Gleason, cujo 

objetivo é informar a taxa de crescimento do tumor e a tendência à disseminação. A 

escala de graduação do câncer de próstata varia de 1 a 5, sendo o grau 1 a forma 

menos agressiva. Para obter o escore total, o patologista gradua duas áreas do 
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tumor e soma estes valores. Escores de Gleason acima de 7 representam tumores 

com altas taxas de crescimento e capacidade metastática (INCA, 2012). Esta 

graduação é o fator prognóstico isolado mais importante no câncer de próstata e 

determinante para a escolha da terapia. 

 

 

3.2 Estudos com linhagens tumorais 

 

 

 Nos últimos anos a cultura de células in vitro passou de um instrumento de 

pesquisa para uma poderosa ferramenta no desenvolvimento da biotecnologia. A 

utilização da cultura de células tem se tornado uma necessidade para a ciência, pois 

permite o estudo dos mecanismos bioquímicos, moleculares e celulares de ação de 

drogas, dos fenômenos referentes à carcinogênese, resistência a drogas e 

toxicidade (Kepp et al., 2011). Existem várias linhagens celulares utilizadas nos 

estudos de diferentes tipos de tumores. No caso do tumor de próstata, as linhagens 

celulares mais utilizadas nos estudos são a PC3, a LNCaP e a DU145 (Stone et al., 

1978; Kaighn et al., 1979).  

 Existem diversos subtipos de câncer de próstata, sendo cerca de 80% 

sensíveis a hormônios androgênicos. Entretanto este câncer pode sofrer transição 

do estágio inicial de hormônio-sensível para um estágio mais avançado de 

hormônio-insensível (Bosland, 2000). Esta alteração no fenótipo é geralmente 

observada após longa administração de bloqueadores da ação androgênica, usados 

para inibir a progressão do câncer de próstata (Traish et al., 2009).  

 Estudos in vitro tentam mimetizar os estágios de progressão do tumor de 

próstata, sendo a linhagem celular LNCaP (hormônio-sensível) utilizada para os 

estudos nos estágios iniciais do câncer de próstata, e a linhagem celular PC3 

(hormônio-resistente) nos estágios tardios da doença (Marconett et al., 2010). 

 Muitos estudos avaliam a capacidade de diversas substâncias, sejam estas 

sintéticas ou naturais, na inibição da proliferação in vitro da célula tumoral, assim 

como seus mecanismos de citotoxicidade. Grande parte dos compostos que 

interrompe a proliferação do tumor, in vivo ou in vitro, induz morte celular (Kepp et 

al., 2011). As células em cultura devem ser consideradas como mortas, quando 

atingirem pelo menos um dos seguintes critérios: perda de integridade da membrana 
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plasmática, fragmentação celular em corpos apoptóticos ou seus fragmentos serem 

fagocitados por células vizinhas e redução do metabolismo celular (Kroemer et al., 

2009). 

 A técnica mais utilizada para acessar a morte de células em cultura é a 

marcação das mesmas com moléculas fluorescentes ou coloridas capazes de 

discriminar células mortas das vivas. Os marcadores vitais por exclusão se 

caracterizam por não serem capazes de atravessar membranas plasmáticas intactas 

(como por exemplo, Iodeto de propídio ou DAPI) e são usados na citofluorometria 

(Kepp et al., 2011). Em relação ao metabolismo celular, a técnica mais utilizada é 

baseada na ação da luciferase, que utiliza como substrato o ATP (além do oxigênio 

molecular e luciferina), resultando na emissão de luz, que permite a sensível 

quantificação de ATP intracelular (Galluzzi et al., 2009). Outros ensaios são capazes 

de mensurar o metabolismo celular, como o ensaio colorimétrico de redução do MTT 

ou outros derivados tetrazólicos (Berridge et al., 2005). O nível de adesão de células 

ao substrato de cultura também é uma técnica utilizada, que serve para avaliar a 

viabilidade de células aderentes (Shiau et al., 2008). 

 Dentre os métodos universais para detecção da morte celular por apoptose 

encontram-se: detecção da fragmentação do DNA, pela técnica do TUNEL, detecção 

da exposição da fosfatidilserina na membrana, por citometria de fluxo, através da 

marcação com Anexina-V-fluorocromo, fragmentação internucleossomal do DNA, 

por eletroforese em gel de agarose, redução do tamanho celular e condensação da 

cromatina, por coloração nuclear com DAPI ou Hoechst 33342 (Galluzzi et al., 2009; 

Kepp et al., 2011). Outras técnicas como ensaio de atividade de caspases, 

determinação do potencial de membrana mitocondrial e avaliação da expressão de 

genes correlacionados também são amplamente utilizados (Keep O et al., 2011). 

Embora diversas técnicas tenham sido desenvolvidas, a apoptose não pode ser 

determinada pelo monitoramento de uma única técnica, principalmente porque 

alguns marcadores apoptóticos, comumente utilizados, compartilham com outras 

modalidades de morte celular (Galluzzi et al., 2008). 

 É importante salientar que o estudo utilizando a técnica de cultura de células 

é uma etapa inicial da fase pré-clinica dos estudos farmacológicos, sendo 

necessária a utilização de ensaios in vivo para avaliar todos os efeitos 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos da droga, incluindo os efeitos toxicológicos 

(Pereira, 2007). 
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4. TRATAMENTO DO CÂNCER  

 

 

 O tratamento padrão para os casos de câncer consiste em cirurgia, 

radioterapia e/ou quimioterapia (incluindo manipulação hormonal). O tipo de 

tratamento a ser utilizado irá depender do tipo de câncer e no grau de malignidade 

do mesmo (Gan et al., 2009). Cirurgia e radioterapia são indicadas no tratamento da 

doença localizada e preferencialmente nos estágios iniciais. Estes tipos de 

tratamento apresentam limitações nos estágios mais avançados da doença (INCA, 

2012).  

 A quimioterapia utiliza-se de compostos químicos que apresentam toxicidade 

para as células cancerosas. Estes compostos podem ser classificados de acordo 

com o seu mecanismo de ação (quadro 2) e quanto à sua ação no ciclo celular, 

podendo atuar de forma ciclo específico ou ciclo inespecífico, neste último caso, 

quando não há uma fase do ciclo celular determinada para atuação do fármaco 

(INCA, 2012). 

 O tratamento primário para o câncer de próstata é feito pela castração 

química, através da redução dos níveis circulantes de androgênio (Lynch et al., 

2001), visto que as células prostáticas proliferam através da ação do hormônio 

testosterona. Este exerce sua função após difundir-se na célula e ser convertido, por 

ação da 5 α-redutase, à diidrotestosterona (DHT), que por sua vez se liga a 

receptores androgênicos (AR), localizados no núcleo da célula prostática (Sharifi, 

2012). 
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Tabela 2: Classificação dos agentes quimioterápicos e seus mecanismos de ação 
(Goodman e Gilman, 2012, adapado) 
 

Classe Mecanismo de ação Ex.: 

Quimioterápicos 

Agentes citotóxicos Causam danos ou matam as células Bleomicina 

Agentes alquilantes Formam ligações covalentes com o DNA Ciclofosfamida 

Antimetabólitos Interferem nas vias metabólicas de 

síntese do DNA 

5-Fluorouracila 

Antibióticos 

citotóxicos 

Impedem a divisão das células Daunorrubicina 

Derivados vegetais Afetam a função dos microtúbulos Paclitaxel 

Hormônios Suprimem ou antagonizam a ação de 

hormônios  

Tamoxifeno 

   

 

 Nos estágios tardios do câncer de próstata, os quais não respondem mais ao 

bloqueio da ação hormonal, utiliza-se o tratamento quimioterápico. Este tipo de 

tratamento apresenta alta toxicidade para as células normais, causando diversos 

efeitos colaterais ao paciente, além de promover a seleção de populações celulares 

com fenótipo de resistência a múltiplas drogas (MDR), após uso prolongado desta 

terapia (Jiang et al., 2004).  

 Com o objetivo de aumentar as alternativas terapêuticas do câncer, diversos 

campos da ciência têm tentado buscar compostos que apresentem baixa toxicidade 

ao organismo e/ou maior eficiência no impedimento/redução/erradicação da 

progressão do tumor. Neste sentido, os produtos naturais constituem uma rica fonte 

de compostos bioativos de grande valor para a medicina. Mais da metade dos 

fármacos disponíveis são compostos naturais ou relacionados a eles, e no caso de 

drogas antitumorais, esta proporção ultrapassa 60% (Newman e Cragg, 2007; 2010).  

 

 

 



 34 

 

4.1 Pterocarpanos 

 

 

 Os pterocarpanos são metabólitos secundários pertencentes à família dos 

flavonoides, especificamente da subclasse dos isoflavonóides, que são 

superexpressos quando as plantas são submetidas à estresse (Dewich, 1988; Liu et 

al., 2006). Estes compostos são prevalentes em Papilonoidae, subfamília das 

Leguminosae (Dixon e Summer, 2003). A estrutura de um exemplo de pterocarpano 

é mostrada na figura 5. A estrutura básica é formada por quatro anéis (A, B, C e D), 

sendo dois aromáticos, e sendo as diferentes estruturas associadas aos anéis A e D 

as responsáveis pela diversidade farmacológica (Liu et al., 2006).  

 Muitos trabalhos valorizam os isoflavonóides por possuírem muitas 

propriedades biológicas associadas à prevenção ao câncer. Alguns mecanismos de 

ação têm sido identificados, principalmente as atividades estrogênica/anti-

estrogênica, antiproliferativa, indutora de apoptose, inibidora do ciclo celular, anti-

oxidante e alterações na sinalização intracelular (Birt et al., 2001; Murata et al., 

2006; Chrzan e Bradford, 2007). Dentre os pterocarpanos, o composto natural 

extraído da planta da espécie Petalostemon purpureus apresenta atividade 

antitumoral nas células KB (Huang et al.,1996).  

 

Figura 5: Estrutura do pterocarpano isolado de Platymiscium floribundum (Militão et al., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

A B 

C 
D 
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4.2 Quinonas e naftoquinonas 

 

 

 As quinonas pertencem à família dos isoprenóides, compostos encontrados 

em todos os organismos. Exercem função de carreadores de prótons e elétrons na 

cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria, cloroplasto e membranas 

celulares bacterianas (Wang e Ohnuma, 1999; Cape et al., 2006). Reações de 

oxidação/redução nas quinonas ocorrem em diferentes proteínas, como por exemplo 

na NADH quinona redutase (Complexo I), citocromo bc1 oxidoredutase (complexo II) 

e succinato quinona redutase (complexo III), na mitocôndria (Saraste, 1999). Os 

xenobióticos de origem quinona podem ser reduzidos na mitocôndria a radicais 

semi-quinonas, através da ação da citocromo P450 redutase, produto este que pode 

transferir um elétron para o oxigênio molecular. O ânion superóxido resultante é 

capaz de iniciar a cascata de eventos do estresse oxidativo (Chen e Hu, 2009) 

 Estudos indicam a utilização das quinonas no tratamento de diversas 

enfermidades, dentre elas o câncer, devido à sua atividade antiproliferativa. 

Daunorrubicina e doxorrubicina são exemplos de quinonas, da classe das 

antraciclinas/antraquinonas (Zhang et al., 2006), e o lapachol, α-lapachona e β-

lapachona são derivados de quinonas (naftoquinonas), todas apresentando 

propriedades antitumorais (Duvoix et al., 2004; Linard et al., 1975; Mi et al., 2002). 

As naftoquinonas também são conhecidas por induzirem estresse oxidativo e 

inibirem a ação de topoisomerases e telomerase (Li et al., 1993; Lee et al., 2005). 

  

 

4.3 Composto sintético LQB 118 

 

 

 A síntese da pterocarpanoquinona LQB 118 resulta do processo de 

hibridização de um pterocapano, isolado de planta da espécie Pelatostemon 

purpureus, com uma naftoquinona com atividade antitumoral, o lapachol [2-hidroxi-3-

(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona] (Netto et al., 2010). A nova molécula sintetizada 

apresentou atividade citotóxica significativa sobre linhagens celulares leucêmicas. 

Apesar do seu mecanismo de ação ainda ser pouco conhecido, o grupo para-

quinona, presente na estrutura do LQB 118, pode participar de reações redox na 
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célula, atuando como precursor de espécies reativas de oxigênio e causando, 

consequentemente, estresse oxidativo. Além disso, o LQB 118 pode ser ativado por 

reações de redução, in situ, gerando conjugados intermediários, os quais são 

poderosos agentes alquilantes (Netto et al., 2010). 

 

 

Figura 6: Estrutura da pterocarpanoquinona LQB 118.  

 

 

 A partir do conhecimento de que alguns pterocarpanos e quinonas 

apresentam ação antitumoral (Duvoix et al., 2004; Linard et al., 1975; Mi et al., 2002; 

Murata et al., 2006; Chrzan e Bradford, 2007), que o LQB 118 é sintetizado a partir 

de um pterocarpano e uma quinona, e que o LQB 118 apresenta ação antileucêmica 

in vitro, decidiu-se neste trabalho investigar o efeito cototóxico do LQB 118 sobre 

algumas linhagens celulares de tumores sólidos de alta prevalência no homem.  
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5  OBJETIVOS 

 

 

 Objetivo geral 

 

 

- Avaliar a ação antitumoral in vitro da pterocarpanoquinona LQB 118.  

 

 

 Objetivos específicos 

 

- Determinar o efeito do LQB 118 sobre as linhagens tumorais de adenocarcinomas 

de mama (MCF7) e próstata (PC3), e carcinoma de pulmão (A549);  

- Comparar os efeitos citotóxicos do LQB 118 sobre a linhagem celular epitelial 

tumoral e normal; 

- Avaliar os efeitos do LQB 118 sobre os seguintes parâmetros da linhagem celular 

tumoral: 

 - Proliferação celular;  

 - Morte celular por apoptose.  

- Estudar o efeito do LQB 118 sobre a expressão do mRNA de genes envolvidos na 

proliferação celular, como possível mecanismo de ação. 
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6  MATERIAL 

 

 

6.1 Pterocarpanoquinona (LQB 118) 

 

 

 A síntese orgânica da pterocarpanoquinona, LQB 118, foi realizada no 

Laboratório de Química Bioorgânica (LQB), no departamento de Núcleo de 

Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN), situado no Centro de Ciências da Saúde 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A amostra foi fornecida pelos 

doutores Paulo Ribeiro Costa, Alcides José Monteiro da Silva e Chiaquip Daher 

Netto. Uma patente para o composto LQB 118 foi depositada no ano de 2008, 

devido ao seu alto potencial como agente antitumoral (pedido de patente 

WO2010054452-A1). 

 O estoque desta amostra foi solubilizado em dimetil sulfóxido (DMSO) para a 

concentração de 20 mg/mL e mantido na geladeira, ao abrigo da luz. 

 

 

6.2 Linhagem celular 

 

 

- Carcinoma de pulmão (A549): Esta linhagem de origem epitelial foi estabelecida 

por Giard et al. 1973, através do explante de tecido pulmonar carcinomatoso de um 

indivíduo do sexo masculino, caucasiano de 57 anos.  

- Adenocarcinoma de mama (MCF7): Linhagem celular provinda de glândulas 

mamárias de origem epitelial, derivadas de um sítio metastático e obtidas por efusão 

pleural de um indivíduo do sexo feminino, caucasiano de 69 anos (Soule et al., 

1973).  

- Adenocarcinoma de próstata (PC3): A linhagem prostática de origem epitelial foi 

iniciada de uma metástase óssea de um adenocarcinoma de próstata grau IV, de um 

indivíduo caucasiano de 62 anos. Estas células não são responsivas a hormônios 

androgênios, glicocorticóides e fatores de crescimento epidermal ou fibroblásticos 

(Kaighn et al., 1979). 
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- RWPE-1: Linhagem celular prostática normal de origem epitelial obtida da zona 

periférica da próstata, histologicamente normal, de um indivíduo adulto de 54 anos, e 

transfectadas com uma única cópia do gene HPV-18. Estas células quando 

estimuladas com hormônios androgênios secretam PSA (Bello et al., 1997). 

 As informações das linhagens celulares estudadas foram extraídas do manual 

American Type Culture Collection: The Global Bioresource Center (ATCC). As 

linhagens celulares MCF7 e A549 foram comparadas do Banco de Células do Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil, e a PC3 e RWPE-1 foram obtidas pelo Instituto Nacional do 

Câncer do Rio de Janeiro (INCA). As células são mantidas no laboratório 

criopreservadas.  

 

 

6.3 Reagentes 

 

 

6.3.1 Cultura de células 

 

 

- Meio RPMI 1640, Sulfato de estreptomicina, Sigma Chemical Co, EUA. 

- Penicilina G potássica, Fontoura-Wyerth, Brasil. 

- Soro Fetal Bovino (SFB), Vitrocell, Brasil. 

 

 

6.3.2 Ensaios de citotoxicidade, proliferação, ciclo celular e apoptose 

 

 

- Anexina-V, Becton Dickinson (BD) Pharmigen, EUA. 

- Azul de tripan, Iodeto de propídio (PI), Triton X-100, RNAse, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-

il]-2,5difenil-tetrazol brometo (MTT), Dodecil sulfato de sódio (SDS), Sigma Chemical 

Co, EUA. 

- Paclitaxel (Bristol Myers Squibb Farmacêutica S.A). 
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6.3.3 Extração de RNA e RT-PCR 

 

- Dietilpirocarbonato (DEPC), USB, EUA. 

- Enzima que hidrolisa DNA (DNAse, 1 U/µL), Promega, EUA. 

- Oligonucleotídeos senso e antisenso para ciclinas D1 e B1, c-myc e beta actina, 

Imprint, Brasil. 

- Trealose 1,5 M, Sigma Chemical Co, EUA. 

- Mistura de desoxirribonucleotideos (dNTP mix) 10 mM, Trizol, 1st stread buffer (5x), 

Inibidor de Ribonucleases (10 U/µL), Ditiotreitol (DTT, 0,5 M), SuperScript™ II 

RNAse H-Reverse Transcriptase (200 U/µL). Oligonucleotídeos Randômicos, 

Tampão (10x), MgCl2 (50 mM), Taq polymerase platinum (5 U/µL), Invitrogen, EUA. 

 

O quadro 1 mostra as sequências dos oligonucleotídeos estudados: beta-actina e 

ciclina D1 (Ullmannová et al., 2003), c-Myc (Yokoyama et al., 1996) e ciclina B1 

(Marconett et al., 2010) bem como as temperaturas de anelamento, o número de 

ciclos e os tamanhos dos produtos de cada gene. 

 

Quadro 1: Sequência dos oligonucleotídeos senso e antisenso, temperatura de anelamento 
ao cDNA de cada oligonucleotídeo, número ciclos e tamanho do produto em pares de 

bases. 
 

Oligonucleotídeo Sequência (5’-3’) T (ºC) Ciclos Produto 

(pb) 

Ciclina D 

 multisenso 

CTGGCCATGAACTACCTGGA  

59 

 

 

30 

 

482 

Ciclina D1 

 antisenso 

GTCACACTTGATCACTCTGG  
 

Ciclina B1  

senso 

AGGAAGAGCAAGCAGTCAGAC   

60 

 

30 

 

 

178 

Ciclina B1 

antisenso 

GCAGCATCTTCTTGGGCACAC 

c-Myc senso GTCCTCGGATTCTCTGCTC  
 

 

60 

 

30 

 

318 
c-Myc antisenso GACTCTGACACTGTCCAACT  
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Beta actina 

senso 

TCCTGTGGCATCCACGAAACT  
 

 

59 

 

30 

 

315 

Beta actina  

antisenso 

GAAGCATTTGCGGTGGACGAT  
 

 

6.3.4. Fragmentação de DNA 

 

 

- Fenol equilibrado pH 8,0, USB, EUA. 

- Isopropanol, Biosystems, Brasil. 

- Proteinase K, Sigma, EUA. 

- RNAse, Sigma Chemical Co, EUA. 

- Ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Merck, Alemanha. 

 

 

6.3.5 Gel em agarose para eletroforese 

 

 

- Agarose, Sigma Chemical Co, EUA. 

- SyBR® Safe DNA Gel Stain (10000x), Invitrogen, EUA. 

- Loading Dye solution (6x), Fermentas, Brasil. 

- GelRed™, Biotium, EUA. 

 

 

6.3.6 Microscopia de fluorescência – DAPI 

 

 

- Silano, Azul de Evans, Dilactato de 4’,6-diamidino-2-fenindol (DAPI), Sigma, EUA. 

Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analítico. 
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6.4 Equipamentos e Softwares 

 

 

- Balança analítica, modelo B200, Micronal, Brasil. 

- Banho-maria De Leo & Cia, Ltda, Brasil 

- Câmaras de fluxo laminar, modelo FLV, série 301, Trox do Brasil, Ltda. E modelo 

VLFS, série FL4761, Veco, Brasil. 

- Centrifuga clínica Universal II, Hettich, Brasil. 

- Microcentrífuga Eppendorf, modelo 5418, Eppendorf, Brasil. 

- Microcentrífuga refrigerada, modelo 5417 R, Eppendorf, Brasil. 

- Cuba horizontal para eletroforese, Life Technologies, Brasil. 

- Espectrofotômetro de microplacas universal, modelo µQuant, Bio-Tek Instruments 

Inc., EUA. 

- Espectrofotômetro Nano drop, Thermo Fisher Scientific Inc, EUA. 

- Estufa com incubadora de CO2, Sanyo, EUA. 

- Gallios™, modelo A94303, Beckman Coulter, Inc., EUA. 

- Microscópio invertido, com contraste de fase, modelo CK2: Olympus, Japão. 

- Microscópio de fluorescência Olympus, modelo BX51WI. Sistema de captura TX72, 

Brasil 

- Sistema de captura de imagem, Kodak, EUA 

- Software Adobe Photoshop versão 5.0, EUA. 

- Software Alfaimage, EUA. 

- Software GIMP versão 2.0, EUA. 

- Software KC4 versão 3.0 com Power Reports, Bio-Tek Instruments Inc., EUA. 

- Software LabImage, EUA. 

- Software Summit, EUA. 

- Thermo Hybaid PCR Express, EUA.  

- Transiluminador modelo TFX-20M, Life Thecnologies (GIBCO), Brasil. 
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6.5 Material descartável e vidrarias especiais. 

 

 

- Câmara de Neubauer, BOECO, Alemanha. 

- Garrafas plásticas para cultura de células, Corning, EUA. 

- Falcon, Corning, EUA 

- Lâminas (26 x 76 mm) e lâminulas (13 mm), Perfecta, Brasil. 

- Placas de cultura de fundo chato com tampa de 96 e 24 poços estéreis, Falcon, 

Beckton Dickinson Labware, EUA. 

- Membranas esterilizantes tipo GSW 02500 e 04700 de 0,22 µm, Millipore 

Corporation, EUA. 

- Tubos tipo eppendorf, Axygen, EUA. 
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7 METODOLOGIA 

 

 

7.1  Linhagens celulares e Cultura de células 

 

 

 As linhagens celulares tumorais de pulmão (A549), mama (MCF7) e próstata 

(PC3) foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de 

Soro Fetal Bovino (SFB), enquanto a linhagem celular normal de próstata (RWPE-1) 

foi cultivada em meio de cultura K-SFM suplementado com extrato bovino pituitário 

(BPE) e fator de crescimento epidermal (EGF), na estufa a 37ºC com 5% CO2, com 

passagens regulares de duas a três vezes por semana, utilizando-se do processo de 

tripsinização (0,25% de tripsina + 0,53 mM EDTA) para soltar as células aderidas na 

garrafa. 

 

 

7.2 Ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT 

 

 

 Esta é uma técnica colorimétrica e se baseia na redução do sal de tetrazol 

(amarelo) em cristais de formazan (violeta), por desidrogenases mitocondriais de 

células viáveis (Mosmann, 1983), determinando, portanto, a atividade redutora 

mitocondrial (ARM) de tais células. 

 As células (1 x 105/mL) foram cultivadas overnight em meio RPMI 1640, 

suplementado com 10% SFB, em placas de 96 poços de fundo chato, a 37ºC, com 

5% de CO2, para permitir a adesão das células ao substrato. Posteriormente, 

adicionou-se diferentes concentrações do LQB 118 e Paclitaxel (1 – 10 µg/mL), 

exceto no controle, que recebeu somente meio de cultura com SFB. As culturas 

foram realizadas em um volume final de 100 µL, por 24 e 48 h. Duas horas antes do 

final da incubação, foram adicionados 10 µL/poço de solução de MTT (5 mg/mL em 

PBS), sendo a placa novamente incubada nas mesmas condições descritas 

anteriormente, por mais 2 h. Com o objetivo de solubilizar os cristais de formazan 

resultantes da redução do sal de tetrazol pelas células viáveis, adicionou-se 100 µL 
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de SDS 10% com HCl 0,01 N (v/v) e incubou-se novamente, as placas na estufa, a 

37ºC, overnight, para dissolução completa dos cristais de formazan. Então, realizou-

se a leitura da absorvância em espectrofotômetro de microplacas a 570 nm.  

 Foram realizados ensaios controle cultivando-se células com DMSO, não 

tendo este mostrado efeito citotóxico. A maior concentração de DMSO utilizada nos 

ensaios foi 0,5%. Também foram realizados ensaios controle constituído de meio de 

cultura e diferentes concentrações de LQB 118, que resultou em absorvância igual 

ao meio sozinho, indicando que o LQB 118 não induz absorvância de luz em 570 

nm, indicando que, sem as células, não é capaz de reduzir o MTT. Passou-se então 

a utilizar como branco somente meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB. A 

média da absorvância do branco foi descontada dos valores de absorvância das 

amostras. Os ensaios foram feitos em triplicata. A absorvância obtida com as células 

que não foram submetidas ao tratamento com LQB 118 e/ou Paclitaxel (cultura 

controle) foi considerada como 100% de viabilidade. Os resultados encontram-se 

expressos na forma de percentual de viabilidade, em relação ao controle. 

 

ARM (% controle) =     Absorvância das amostras      x (100) 

                      Média da absorvância do controle 

 

 

7.3 Curva de crescimento celular 

 

 

 Foram realizados experimentos para determinar a capacidade antiproliferativa 

do LQB 118, comparando-se ao controle positivo (tratamento com Paclitaxel) e o 

controle negativo (sem tratamento), sobre a linhagem tumoral de próstata. As células 

(1 x 105/mL) foram cultivadas overnight em meio RPMI 1640 suplementadas com 

10% de SFB a 37ºC com 5% CO2, em microplacas de 24 poços, em duplicatas. 

Após adesão das células, as mesmas receberam LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL 

final) ou somente meio de cultura (controle), em um volume final de 1 mL e foram 

cultivadas por 72 h. As células vivas foram contadas em câmara de Neubauer, por 

microscopia de luz, utilizando-se solução de azul de tripan para exclusão das células 

mortas, em diferentes tempos de cultura (12, 24, 36, 48 e 72 h). 
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7.4 Avaliação do Ciclo celular  

 

 As células PC3 (1 x 105/mL) foram cultivadas overnight em meio RPMI 1640 

com 10% SFB, em garrafas de cultura de 75 cm2, a 37ºC, com 5% de CO2. 

Posteriormente, adicionou-se às culturas, LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL final) ou 

somente meio de cultura, completando o volume para 20 mL/garrafa. Após 48 h de 

incubação, as células foram soltas por ação da tripsina com EDTA, e realizou-se a 

contagem do número de células vivas e mortas, separadamente, em câmara de 

Neubauer. Alíquotas de suspensão celular de cada condição estudada, contendo 1 x 

106 células, foram centrifugadas (400 x g, 5 minutos) e o precipitado suspenso em 

500 µL de tampão citrato (43 mM, pH 8,2), contendo o fluorocromo PI (50 µg/mL) e 

Triton X-100 (0,3%), o que possibilita a permeabilização das células, facilitando a 

marcação dos ácidos nucleicos o PI. As células permaneceram incubadas à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 15 minutos. Logo após esta incubação, 

adicionou-se 500 µL de solução de enzima que hidrolisa RNA (RNAse) 100 µg/mL 

(em tampão citrato 43 mM e pH 8,2), garantindo, com isso, a marcação exclusiva de 

DNA, seguindo a incubação por mais 15 minutos à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Decorrido este tempo, o núcleo das células foram analisados por 

citometria de fluxo (laser de argônio 488 nm), sendo adquiridos 100.000 eventos de 

cada amostra. Os núcleos foram analisados inicialmente pelo tamanho (Forward 

Scatter –FSC) e intensidade de fluorescência ao PI (detectado pelo canal FL2, que 

permite a captação da fluorescência na faixa de 585 + 15 nm), através do software 

Summit 5.0. Restos celulares e agregados de núcleos foram excluídos da análise 

pela delimitação de regiões nos citogramas FSC x FL2-A. (Dalmau et al., 1999). 

 

 

7.5 Avaliação do nível de apoptose 

 

 

 O nível de apoptose foi determinado neste trabalho por três técnicas distintas; 

citometria de fluxo, onde foi avaliada a externalização do fosfolipídio fosfatidilserina 

na membrana plasmática. Eletroforese em gel de agarose, para visualizar a 
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fragmentação do DNA, mediado por endonucleases, durante o processo apoptótico 

e por fim, a microscopia de fluorescência, para avaliar a condensação da cromatina. 

 

 

7.5.1 Anexina-V  

 

 

 A anexina-V é um anticorpo monoclonal, conjugado ao fluorocromo 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), que apresenta especificidade ao fosfolipídio de 

membrana fosfatidilserina. Durante o processo apoptótico a fosfatidilserina é 

externalizada com o objetivo de sinalizar a ocorrência de apoptose. Para este ensaio 

as células foram marcadas com o anticorpo segundo o protocolo descrito pela BD 

Pharmigen™. 

 Após o cultivo das células PC3, nas mesmas condições utilizadas no estudo 

do ciclo celular, as células (5 x 105) foram centrifugadas (400 x g, 5 minutos) e 

lavadas com solução contendo 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4 e 1,5 

mM KH2PO4 (PBS), garantindo a retirada de todo meio de cultura. Posteriormente, 

as células foram suspensas em 500 µL de tampão de ligação (Hepes 10 mM NaOH, 

pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2). Uma alíquota de 100 µL (1 x 105 células) de 

cada condição de cultura foi transferida para tubo de citometria (capacidade de 5 

mL), adicionou-se 5 µL de Anexina-V/FIT-C e 5 µL de PI (100 µg/mL), misturou-se 

gentilmente e incubou-se as células ao abrigo da luz, no gelo (0ºC), por 15 minutos. 

Decorrido este tempo, adicionou-se 400 µL/amostra de tampão de ligação e a 

aquisição dos dados foi realizada no prazo de 1 h, no citometro de fluxo. A análise 

dos dados foi feita pelo software Summit 5.0, para determinar o tamanho celular 

(FSC), granulosidade (Side Scatter – SSC), fluorescência da Anexina V/FIT-C (canal 

FL1, faixa de 535 + 15 nm), enquanto a fluorescência do PI foi detectada pelo canal 

FL2, faixa de 570 + 10 nm). 
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7.5.2 Fragmentação de DNA  

 

 

 Com o objetivo de avaliar a indução da morte celular por apoptose induzida 

pelo LQB 118 e/ou Paclitaxel, realizou-se a análise dos fragmentos de DNA 

múltiplos de 200 pares de bases (formados por ação de endonucleases), padrão 

característico do processo apoptótico. Para tal, as células da linhagem PC3 (1 x 

105/mL) foram cultivadas overnight em meio RPMI 1640 com 10% SFB, em garrafas 

de cultura de 75 cm2, a 37ºC, com 5% de CO2. Após a adesão celular, LQB 118 ou 

Paclitaxel (5 µg/mL) foram adicionados às garrafas para um volume final de 20 

mL/garrafa. Decorridos 48 h de tratamento, as células foram submetidas ao 

processo de tripsinização, com posterior contagem de células totais (vivas e mortas, 

separadamente), em câmara de Neubauer, por microscopia de luz, utilizando o 

corante vital azul de tripan. Alíquotas de células (1 x 106) foram lavadas com PBS, 

centrifugadas (3000 x g, 5 minutos) e o precipitado de cada amostra suspenso em 

100 µL de tampão de lise (0,4% SDS; 50 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 mM EDTA; 0,5 

mg/mL de Proteinase K) e incubado overnight a 50ºC para expor o conteúdo celular. 

Em seguida, adicionou-se 10 µL de RNAse A (5 g/L) e incubou-se as amostras por 1 

h a 50ºC. A temperatura foi elevada para 70ºC, para inativar a ação enzimática da 

RNAse A e procedeu-se à extração química do ácido nucléico, com 100 µL de fenol-

clorofórmio-isopropanol (25:24:1). Com o processo de centrifugação (12.000 x g, 15 

minutos a 4ºC) formam-se duas fases, separadas por uma interface branca. A parte 

superior, contendo o DNA, foi transferida para um tubo novo e duas vezes esse 

volume foi adicionado de etanol absoluto gelado. Incubou-se por 2 h a -20ºC e 

novamente centrifugou-se as amostras (12.000 x g, 20 minutos a 4ºC), retirou-se 

todo o sobrenadante, suspendendo o precipitado em 20 µL de tampão Tris-EDTA 

(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). A análise dos fragmentos de DNA foi 

determinada por eletroforese em gel de agarose 1,8%. A corrida foi realizada em 

tampão  de corrida Tris base 90 mM; ácido bórico 90 mM; 20 mM EDTA 0,1 M, pH 

8,0 (TBE 1x), por 4 h a12V (Li  et al., 2004). 
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7.5.3 Marcação nuclear com DAPI 

 

 

 A condensação do núcleo das células é um evento importante durante o 

processo apoptótico e para visualização deste fenômeno utilizou-se a marcação do 

núcleo com DAPI. As células da linhagem tumoral de próstata (1 x 105/mL) foram 

cultivadas overnight em placa de 24 poços sobre lamínulas silanizadas, em meio 

RPMI 1640 com 10 % SFB, a 37ºC, com 5% de CO2. Após a adesão celular, 

adicionou-se LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL) e as células foram cultivadas por 24 e 

48 h sob as mesmas condições já descritas. Decorrido esse tempo, o meio foi 

totalmente retirado, procedeu-se à lavagem das células (duas vezes) com PBS e 

posterior adição de 500 µL de metanol absoluto gelado, para permeabilização das 

células. Estas foram lavadas com PBS contendo 5% SFB (3,5 e 7 minutos). As 

lamínulas foram retiradas dos poços, lavadas com NaCl 0,9% por 5 minutos e 

coradas com 15 µL de DAPI (0,1 µg/mL) por 5 minutos a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz, seguido de três lavagens com NaCl 0,9%, por 3, 5 e 7 minutos, 

respectivamente. Realizou-se a marcação do citoplasma incubando as lamínulas 

com 15 µL de Azul de Evans (0,001% em PBS), por 5 minutos a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz, seguida de lavagem com NaCl 0,9%. As lâminas foram 

montadas com as lamínulas, utilizando-se 10 µL de glicerol 90% em PBS e 

observadas à microscopia de fluorescência. O DAPI sofre excitação pelo 

comprimento de onda 358 nm e emite fluorescência na faixa de 461 nm. O filtro 

utilizado para visualização da fluorescência do DAPI foi o 1 e para o Azul de Evans o 

3.  

 As imagens foram adquiridas pelo software DP2-BSW, Olympus e as imagens 

foram sobrepostas através do software GIMP 2.0. Os experimentos foram realizados 

em duplicatas. 
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7.6 Análise da expressão de RNA mensageiro por RT-PCR 

 

 

7.6.1 Cultura de células 

 

 

 As células PC3 (1 x 105/mL) foram cultivadas overnight em meio RPMI 1640 

contendo 10% de SFB, em garrafas de cultura de 75 cm² a 37ºC com 5% de CO2 

para adesão. Posteriormente, adicionou-se o LQB 118 ou Paclitaxel (10 µg/mL) às 

culturas, em um volume final de 20 mL/garrafa e incubou-se sob as mesmas 

condições, por diferentes tempos (12, 24 e 48 h). Após cada tempo de cultura, as 

células totais foram contadas em câmara de Neubauer e alíquotas contendo 2 x 106 

células foram retiradas de cada condição de cultura para extração do RNA. 

 

 

7.6.2 Extração do RNA 

 

 

 A extração foi realizada utilizando-se Trizol, segundo as recomendações do 

fabricante (Invitrogen). Após centrifugação (1000 x g, 3 minutos), o precipitado 

contendo aproximadamente 2 x 106 células foi suspenso em 1 mL de Trizol seguido 

de homogeneização e incubação por 5 minutos a temperatura ambiente. Em 

seguida, foram adicionados 200 µL de clorofórmio gelado por mililitro de Trizol 

utilizado, as amostras foram misturadas gentilmente, incubadas por 3 minutos à 

temperatura ambiente e centrifugadas por 15 minutos a 12.000 x g, 4ºC. A fase 

aquosa (parte superior), contendo o RNA total, foi transferida para um tubo novo 

(livre de RNAse), ao qual foram adicionados 500 µL de isopropanol por mililitro de 

Trizol utilizado. As amostras foram incubadas por 10 minutos à temperatura 

ambiente e em seguida centrifugadas (12.000 x g, 10 minutos, 4ºC). O sobrenadante 

foi desprezado com pipeta, sendo o precipitado lavado com 1 mL de etanol 75% em 

água deionizada tratada com DEPC 0,1% (inibidor da RNAse). As amostras foram 

homogeneizadas e centrifugadas (12.000 x g, 5 minutos, 4ºC). O sobrenadante foi 

desprezado e deixou-se o precipitado secar por aproximadamente 10 minutos, o 

qual foi suspenso em 20 µL de água deionizada tratada com DEPC. 
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7.6.3 Pureza e quantificação do RNA 

 

 

 A absorvância da solução de RNA (2 µL) foi determinada em 

espectrofotômetro automático em dois comprimentos de onda (ƛ); 260 e 280 nm. A 

razão entre o primeiro e o segundo ƛ indica a pureza do ácido nucleico extraído. 

Quanto menor a relação maior a contaminação com proteínas. Essa relação deve 

estar entre 1,8 e 2,0 para que o ácido nucléico extraído esteja em um nível aceitável 

de purificação. A quantificação do RNA é expressa em µg/µL, considerando uma 

unidade de absorvância em 260 nm igual a 40 µg de ácido nucléico/mL. 

 

 

 

7.6.4 Tratamento da amostra de RNA com DNAse 

 

 

 Após a quantificação do RNA foi feito o tratamento com DNAse (de acordo 

com as instruções de fabricação – Promega), para aumentar o seu grau de pureza, 

eliminando das amostras possíveis contaminações com DNA genômico. O RNA (10 

e 20 µg) foi incubado com 2 µL de DNAse (1 U/µL), 5 µL de tampão Tris-HCl 400 

mM, pH 8,0 contendo MgSO4 100 mM e CaCl2 10 mM, e o volume foi completado 

para 50 µL com água deionizada tratada com DEPC. As amostras de RNA foram 

incubadas à 37ºC por 30 minutos, e posteriormente elevou-se o volume de cada 

amostra para 100 µL, com água deionizada tratada com DEPC. Em seguida, todos 

os passos da extração do RNA foram repetidos, porém utilizando somente 200 µL de 

Trizol. O protocolo seguiu utilizando quantidades proporcionais dos demais 

reagentes. 
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7.6.5 Determinação da integridade do RNA 

 

 

 Para determinar a integridade do RNA fez-se uma eletroforese em gel de 

agarose a 1%. O gel foi preparado solubilizando, por aquecimento, 0,25 g de 

agarose em 25 mL de tampão SB 1x (NaOH 0,01 M, ácido bórico 0,0625, pH 8,0). A 

solução foi colocada na cuba (previamente esterilizada por 30 minutos com água 

oxigenada 3% em água deionizada e autoclavada) para gelificar. Acrescentou-se à 

cuba 250 mL de tampão SB. As amostras, previamente preparadas, contendo uma 

quantidade fixa de RNA (1,5 µg), foram aplicadas no gel em um volume de 15 µL. As 

amostras foram preparadas incubando 1 µL de tampão SB 5x concentrado, 5 µL de 

formamida e 2 µL de formaldeído à 65ºC, por 15 minutos (volume final de 12 µL). 

Posteriormente, a amostra foi imediatamente transferida para o gelo e adicionados 2 

µL de tampão de amostra. A eletroforese foi desenvolvida em câmara fechada a 80V 

por aproximadamente 1 h. O gel foi corado com GelRed™ (1:10.000) e o RNA foi 

visualizado em transiluminador, sob a luz UV, e a imagem armazenada por sistema 

de captura de imagem automatizado. A qualidade das amostras de RNA foi 

determinada pela relação de bandas de RNA ribossomal 28S, 18 S e 5,8S (Gonzaga 

et al., 2012). 

 

 

7.6.6 Reação de transcrição reversa (RT) 

 

 

 Este procedimento foi dividido em duas etapas, de acordo com as instruções 

do fabricante, Invitrogen. A primeira consistiu em aquecer, por 5 minutos a 65ºC, 100 

ng de Random primers (contendo seis pares de bases) para cada 1 µg de RNA (1 a 

3 µg de RNA por amostra), completando-se com água deionizada tratada com DEPC 

para o volume final de 8 µL. Após o aquecimento, as amostras foram transferidas 

imediatamente para o gelo.  

 A segunda etapa consistiu em adicionar 21 µL de uma mistura de reagentes 

(12 µL de trealose 1,5 M, 6 µL de 1st stread buffer 5x, 1 µL de RNAsina, 1 µL de 

ditiotreitol 0,5 M e 1 µL de mistura de dNTP 10 mM) a cada amostra da primeira 

etapa e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Após um rápido pulso em 
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microcentrífuga, as amostras foram incubadas a 37ºC por 2 minutos, e em seguida, 

foi adicionado 1 µL da enzima transcriptase reversa (MMLV) em cada tubo, seguindo 

a incubação por mais 1 h. Após este tempo, os tubos foram incubadas a 70ºC por 15 

minutos para inativação da enzima. Este procedimento permitiu a construção de um 

DNA complementar (cDNA) a partir dos mRNA transcritos em cada condição.  As 

amostras foram armazenadas a -20ºC. 

 

 

7.6.7 Reação de polimerização em cadeia (PCR) 

 

 

 Para realizar a PCR, misturas de reagentes específicos para cada gene a ser 

analisado foram preparadas contendo: cDNA (quantidade variável para cada gene), 

2,5 µL tampão da enzima 10x, 0,75 µL MgCl2 50 mM, 0,5 µL de mistura de 

desoxirribonucleotídeos - dNTP mix 10 mM, 2 µL de oligonucleotídeos senso e 

antisenso (40 ng/µL) para cada gene, 0,1 µL da Taq polimerase (5 U/µL) e água 

deionizada tratada com DEPC autoclavada para um volume final de 25 µL. Após 

aliquotar a mistura (25 µL/tubo), levou-se os tubos para centrífuga para um leve 

pulso e depois para o termociclador. As amostras foram aquecidas primeiramente a 

95ºC por 5 minutos. Depois disso, programou-se um determinado número de ciclos 

nas seguintes condições: temperatura de desnaturação de 94ºC por 30 segundos, 

temperatura de anelamento de cada par de oligonucleotídeos por 30 segundos e 

temperatura de extensão de 72ºC por 1 minuto. Ao final do número de ciclos, as 

amostras foram submetidas novamente a 72ºC por 10 minutos. Como controle 

positivo da expressão gênica utilizou-se o gene constitutivo da Beta actina (Pereira 

et al., 2011).  

  

 

7.6.8 Análise dos produtos da PCR 

 

 

 O padrão de expressão de cada gene estudado foi observado por eletroforese 

horizontal (gel de agarose) dos produtos da PCR. A agarose (0,375 g) foi dissolvida 

por aquecimento em 25 mL de tampão SB. Foi adicionado 1 µL de SYBR® Safe 
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(10.000x) à agarose ainda líquida e colocou-se a solução na cuba para gelificar. Foi 

adicionado 1 µL de Loading dye solution para cada 9 µL de amostra de PCR e o 

volume de cada amostra foi aplicado no gel. A corrida foi realizada em câmara 

fechada em 90V, por aproximadamente 30 minutos. Os produtos da PCR foram 

visualizados em transiluminador, sob luz UV e a imagem armazenada por sistema de 

captura de imagem automatizado. A densitometria das bandas foi determinada pelo 

programa LabImage (Pereira et al., 2011). 

 

 

7.7 Análise estatística 

 

 

 A análise da significância das diferenças entre duas amostras foi realizada 

pelo teste t Student, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. As diferenças com 

p<0,05 foram consideradas significativas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 
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8  RESULTADOS 

 

 

8.1 Ensaio de citotoxicidade  

 

 

 A fim de demonstrar o efeito citotóxico do LQB 118 sobre linhagens celulares 

de tumores sólidos de maior prevalência no mundo, determinou-se a atividade 

redutora mitocondrial (ARM) das linhagens de carcinoma de pulmão (A549), 

adenocarcinoma de mama (MCF7) e adenocarcinoma de próstata (PC3), através de 

ensaio colorimétrico, utilizando como substrato o sal tretazólico MTT, nos tempos de 

24 h (figura 7A) e 48 h (figura 7B) de incubação com a droga. O LQB 118, na menor 

concentração testada (1 µg/mL), apresentou inibição de 22,8 + 7% na ARM das 

células PC3 (p < 0,01) após 48 h de incubação (figura 7B), comparado à cultura 

controle. A diferença de inibição da viabilidade das células PC3 e MCF7, induzida 

pelo LQB 118, foi de 42,9 + 7,8%, sendo as células PC3 mais sensíveis que a MCF7 

(figura 7B). Quando a concentração do LQB 118 aumentou para 2,5 µg/mL, este 

promoveu inibição de 42 + 11% (p< 0,001) na ARM das células MCF7 e inibição de 

78 + 5,7% nas células PC3, em relação ao controle, no tempo de 24 h (figura 7A). 

Uma diferença de 61,8 + 5,7% de inibição na ARM entre as células PC3 e MCF7, 

neste mesmo tempo de incubação (figura 7A), confirmam a maior sensibilidade das 

células tumorais de próstata ao LQB 118. Este efeito inibitório foi intensificado no 

tempo de 48 h (figura 7B) tanto para as células MCF7 (76 + 5,5%) quanto para as 

PC3 (79 + 1%), em relação ao controle, não permitindo mais verificar a diferença de 

sensibilidade entre as duas linhagens tumorais. Na concentração de 5 µg/mL de 

LQB 118 houve intenso efeito inibitório (p < 0,001) da ARM nas células MCF7 (94 + 

2,3% e 92 + 2,2%) e nas células PC3 (94% + 2% e 92,3 + 3,2%), nos tempos de 24 

h (figura 7A) e 48 h (figura 7B), respectivamente, enquanto com as células A549 

houve apenas uma inibição (23 + 15% e 35 + 4%), respectivamente.  

 A ação citotóxica do DMSO (solvente utilizado para solubilizar e esterilizar o 

LQB 118) sobre as linhagens tumorais também foi investigada, utilizando-se o 

ensaio do MTT (determinação da ARM), nos tempos de 24 e 48 h. O DMSO não 

apresentou efeito citotóxico na faixa de concentração testada (0,005 a 0,5%), sendo 
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0,1% a maior concentração final utilizada nos experimentos. Também não foi 

observada, por microscopia de luz, qualquer alteração morfológica nas células, após 

incubação com o DMSO (dados não mostrados).  
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Figura 7: Efeito citotóxico do LQB 118 sobre a ARM de diferentes linhagens tumorais. (A) 24 
h e (B) 48 h de tratamento. As células (1 x 105/mL) foram incubadas na ausência (controle) 
ou presença de diferentes concentrações de LQB 118 (1, 2,5 e 5 µg/mL). Os resultados 
mostram média + desvio padrão de três experimentos independentes, com triplicatas. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, em relação ao controle (teste t de Student). 
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 Devido ao fato do LQB 118 ter apresentado efeito citotóxico significativo com 

concentrações menores sobre um modelo tumoral de próstata in vitro em estágio 

avançado (células PC3, não responsivas a hormônio), em relação ao tumor de 

mama (células MCF7, responsivas a hormônio), seguiu-se o estudo do LQB 118 com 

a linhagem celular PC3. Antes de avaliar o mecanismo de ação desta molécula, o 

efeito citotóxico da mesma foi comparado a um dos tradicionais quimioterápicos 

utilizados no tratamento do tumor de próstata, o Paclitaxel, nos tempos de 24 e 48 h. 

 É possível observar na figura 8, que no tempo de 24 h (figura 8A) as células 

PC3 tratadas com o LQB 118 apresentaram ARM semelhante à apresentada pelas 

células tratadas com o Paclitaxel, com exceção da concentração de 2,5 µg/mL, cuja 

inibição foi aproximadamente 2,5 vezes maior que a do Paclitaxel. Com 48 h (figura 

8B), o Paclitaxel foi mais potente na inibição da ARM que o LQB 118 na 

concentração de 1 µg/mL, o inverso acontecendo com 2,5 µg/mL. A construção das 

curvas com diferentes concentrações de LQB 118 e Paclitaxel permitiram determinar 

a concentração que inibe a ARM em 50% (IC50) das duas substâncias sobre esta 

linhagem celular para os tempos de 24 h (1,85 µg/mL e 3,1 µg/mL) e 48 h (1,7 µg/mL 

e 2,1 µg/mL, respectivamente). 
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Figura 8: Comparação do efeito citotóxico do LQB 118 com o do quimioterápico Paclitaxel 
sobre a linhagem celular PC3. (A) 24 h e (B) 48 h de tratamento. Os resultados mostram 
média + desvio padrão de três experimentos independentes, com triplicatas. **p<0,01 e 
***p<0,001, em relação ao controle e #p<0,05 ###p<0,001, em comparação ao Paclitaxel 
(teste t de Student).  

 

 

 A fim de determinar a citotoxicidade do LQB 118 sobre células de tecido 

normal, incubou-se células imortalizadas de origem epitelial de próstata (linhagem 

celular RWPE-1) na ausência ou presença de LQB 118 ou Paclitaxel, por 24 e 48 h. 

A B 
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A figura 9A mostra que ambos os compostos apresentaram citotoxicidade sobre as 

células normais no tempo de 24 h, entretanto o Paclitaxel, quimioterápico usado 

tradicionalmente no tratamento deste e de outros tipos de câncer, apresentou 

citotoxicidade (18,81 + 1,4%) em uma concentração 100 vezes menor (0,01 µg/mL) 

do que a do LQB 118 (1 µg/mL), a qual inibiu a ARM em 30,4 + 6,3%. Quando as 

células RWPE-1 foram tratadas com os mesmos compostos por 48 h (figura 9B) o 

efeito citotóxico de ambos foi potencializado, novamente com o Paclitaxel 

promovendo inibição mais alta da ARM (62 + 5,6%, p < 0,001) com 0,01 µg/mL, 

concentração 100 vezes menor que a do LQB 118 (1 µg/mL), a qual inibiu apenas 31 

+ 3% (p < 0,001) da ARM das células RWPE-1, quando comparado à cultura 

controle.  
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Figura 9: Comparação do efeito citotóxico do LQB 118 com o do quimioterápico Paclitaxel 
sobre células prostáticas normais (RWPE-1). (A) 24 h e (B) 48 h de tratamento. Células (1 x 
105/mL) foram cultivadas na ausência (controle) ou na presença de LQB 118 ou Paclitaxel. 
Os resultados mostram média + desvio padrão de três experimentos independentes com 

triplicatas. 
***

p<0,001, em relação ao controle e #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001, em relação ao 

LQB 118 (teste t de Student). 
 
 
 
 

 Comparando-se os efeitos citotóxicos do LQB 118 e Paclitaxel entre as 

linhagens tumorais PC3 e normais RWPE-1 (figura 10), nota-se que na 

concentração de 1 µg/mL, no tempo de 24 horas, o LQB 118 inibiu a ARM somente 

das células RWPE-1, representando uma diferença (p<0,05) entre as linhagens de 

21,7 + 6,4% (figura 10A). Quando a concentração do LQB 118 foi aumentada 2,5 

vezes, observou-se inibição da ARM sobre as duas linhagens celulares, entretanto 

as células PC3 foram mais sensíveis aos efeitos citotóxicos, quando comparadas às 

células RWPE-1, mostrando diferença (p<0,001) de 24 + 4,7% (figura 10A). Nas 

maiores concentrações testadas neste tempo não foi possível mais observar 

diferença do efeito citotóxico do LQB 118 entre as linhagens celulares. Quando o 

tempo de incubação de ambas as células foi aumentado para 48 h, na presença do 

LQB 118 (figura 10B) observou-se inibição da ARM de ambas as células em todas 

as concentrações testadas, entretanto, na menor concentração (1 µg/mL) o perfil 

observado no tempo anterior foi invertido, sendo as células RWPE-1 mais sensíveis 

(p<0,001) ao efeito citotóxico (18 + 3%) do LQB 118, quando comparadas as células 

PC3. Aumentando-se a concentração do LQB 118 só foi possível observar diferença 

significativa nas concentrações de 5 e 10 µg/mL, sendo as células RWPE-1 mais 

sensíveis (8,8 + 1% e 7,2 + 0,3%, respectivamente) quando comparada às células 

PC3 (figura 10B). 

 As linhagens celulares incubadas com Paclitaxel por 24 h (figura 10C) 

mostram uma tendência deste composto em apresentar maior efeito citotóxico sobre 

as células RWPE-1, quando comparada às células PC3 (figura 10C), entretanto 

somente na concentração de 2,5 µg/mL este efeito foi significativo (p<0,05), 

representando uma diferença de 29,7 + 3,1% (figura 10C) entre as linhagens. 

Quando o tempo de incubação com Paclitaxel aumentou para 48 h (figura 10D), as 

células RWPE-1 foram mais sensíveis aos efeitos citotóxicos em todas as 

concentrações testadas. A partir da menor concentração (1 µg/mL) a diferença na 
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inibição da ARM entre linhagens celulares foi de 40,7 + 1,4% (figura 10D), 

alcançando 65,9 + 0,7% na concentração de 2,5 µg/mL, reduzindo a diferença de 

inibição da ARM para 8 + 1,1% e 7 + 0,7%, respectivamente nas concentrações de 5 

e 10 µg/mL de Paclitaxel (figura 10D). 
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Figura 10: Comparação do efeito citotóxico do LQB 118 e do Paclitaxel sobre as células 
epiteliais prostáticas tumoral (PC3) e normal (RWPE-1). (A) 24 h e (B) 48 h incubadas com 
LQB 118, e (C) 24 h e (D) 48 h incubadas com Paclitaxel. Células (1 x 105/mL) foram 
cultivadas na ausência (controle) ou na presença de LQB 118 ou Paclitaxel. Os resultados 
mostram média + desvio padrão de três experimentos independentes com triplicatas. 
***

p<0,001, em relação ao controle e #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001, em relação ao LQB 118 

(teste t de Student). 
 

 

8.2 Curva de crescimento celular 

 

 

 Diante da redução da ARM induzida pelo LQB 118 sobre a linhagem tumoral 

de próstata PC3, decidimos avaliar o efeito deste composto na proliferação destas 
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células. Para isto, acompanhou-se o número de células PC3 na ausência (controle) 

ou presença do LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL) ao longo do tempo de cultura. 

Nota-se que tanto o LQB 118 quanto o Paclitaxel promoveram inibição da 

proliferação celular nas primeiras 12 h de tratamento e a partir deste tempo, ambos 

os compostos apresentaram um número de células menor do que no início da 

cultura, sugerindo morte das células PC3. Não houve diferença significativa, ao 

longo do tempo, entre o LQB 118 e Paclitaxel. Na figura 11 observam-se percentuais 

de inibição do crescimento celular de 35,5 + 0,3%, 77,4 + 0,1%, 82 + 0,2%, 89,2 + 

0,1%, 92,2 + 0,1% para o LQB 118 e de 48,8 + 0,3%, 64,6 + 0,3%, 67,7 + 0,1%, 80,7 

+ 0,2%, 87,8 + 0,1% para o Paclitaxel, em relação à cultura controle de cada 

respectivo tempo de de cultura (12, 24, 36, 48 e 72 h, respectivamente). 
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Figura 11: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel na curva de crescimento das células PC3. As 
células (1x105/mL) foram incubadas na ausência e presença de LBQ 118 ou Paclitaxel 
(ambos a 5 µg/mL). Após os tempos de 12, 24, 36, 48 e 72 h de incubação as células 
viáveis foram contadas, utilizando solução de azul de tripan. Os resultados expressam 
média + desvio padrão de três experimentos independentes com duplicata. **p<0,01 e 
***p<0,001 (para ambos os compostos testados), em relação ao controle de cada respectivo 
tempo de cultura (teste t de Student). 
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8.3 Ciclo celular 

 

 

 Após verificação de que o LQB 118 inibe a proliferação da linhagem celular 

tumoral PC3, decidiu-se avaliar o efeito deste composto em cada fase do ciclo 

celular nestas células.   

 O ciclo celular das células PC3 foi avaliado por citometria de fluxo, após 

incubação por 48 h das células na ausência ou presença de LQB 118 (5 µg/mL), 

sendo o Paclitaxel (5 µg/mL) utilizado como controle positivo. A figura 12A compara 

o número absoluto de células vivas após o tratamento com LQB 118 ou Paclitaxel 

com o de células não tratadas (controle). Tanto o LQB 118, quanto o Paclitaxel 

promoveram inibição do crescimento celular de 67 + 0,02%. Na figura 12B os 

histogramas mostram a distribuição das células, de um experimento representativo, 

em função da intensidade de fluorescência do PI, que é proporcional ao conteúdo de 

DNA. No histograma visualiza-se um pico à esquerda, que representa a intensidade 

de fluorescência correspondente ao DNA de células contendo cromossomos 

equivalentes a 2n, ou seja, a fase G1 do ciclo celular (antes da duplicação dos 

cromossomos). A região intermediária representa as células na fase S, visto que 

apresentam eventos com quantidade diferenciada de DNA, maior que 2n e menor 

que 4n. Por fim, o pico à direita representa a fase G2/M, com intensidade de 

fluorescência ainda maior, no qual o DNA já está todo duplicado (4n). 

 Ao comparar o perfil do ciclo celular da cultura controle com o perfil das 

células tratadas com LQB 118 (figura 12B), observa-se nestas últimas, redução de 

46% no número de células na fase G1, com consequente aumento de 132,9% e 

88,8% nas fases S e G2/M, respectivamente. Por sua vez, o controle positivo, 

Paclitaxel (figura 12B) promoveu redução de 86,7% no número de células na fase 

G1, enquanto nas fases S e G2/M observam-se aumentos de 32,9% e 350,8%, 

respectivamente, em relação ao controle. 

 A figura 13 mostra o percentual médio (quatro experimentos independentes) 

de células PC3 em cada fase do ciclo celular após 48 h de incubação com LQB 118 

ou Paclitaxel (5 µg/mL). Observa-se que o LQB 118 induziu redução significativa (49 

+ 3,8%) do número de células na fase G1, assim como aumentos significativos na 

fase S (95,3 + 6,5%) e G2/M (78,6 + 5,7%), sugerindo interrupção do ciclo celular 

nestas últimas fases. Por outro lado, o Paclitaxel mostrou grande aumento no 
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número de células PC3 na fase G2/M (275,6 + 6,6%), além da redução (87,5 + 1,8%) 

na fase G1. 
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Figura 12: Proliferação e análise citofluorimétrica do ciclo celular de células PC3, após 
tratamento com LQB 118 ou Paclitaxel. (A) Número de células vivas, após 48 h de 
incubação, média + desvio padrão de quatro experimentos independentes, e (B) Histograma 
mostrando os percentuais de células nas respectivas fases G1. S e G2/M do ciclo celular 
(experimento representativo). Células (1 x 105/mL) foram incubadas na ausência (controle) 
ou presença de LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL), por 48 h. Posteriormente foram contadas e 
tratadas (1 x 106 de células) com PI, triton X-100 e RNAse para análise de ciclo celular, 
conforme descrito no item métodos. A fluorescência do PI (DNA) foi detectada em FL2 (FL2-
A, área do pico de fluorescência de cada evento) para 50.000 eventos/amostra. Debrits 
foram excluídos da análise por regiões delimitadas nos gráficos FSC x SSC e FSC x FL2. 
***p<0,001, em relação ao controle (teste t de Student). 
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Figura 13: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel sobre o ciclo celular das células PC3. Células (1 x 
105/mL) foram incubadas na ausência (controle) ou presença de LQB 118 ou Paclitaxel (5 
µg/mL), por 48 h e posteriormente tratadas (1 x 106 de células) com PI, triton X-100 e 
RNAse, conforme descrito no item métodos. A fluorescência do PI (DNA) foi detectada em 
FL2 (FL2-A, área do pico de fluorescência de cada evento) com 50000 eventos/amostra. 
Debrits foram excluídos da análise por regiões delimitadas nos gráficos FSC x SSC e FSC x 
FL2. Os resultados representam média + desvio padrão de quatro experimentos 
independentes. *p<0,05 e ***p<0,001, em relação ao controle (teste t de Student). 

 

 

8.4 Expressão de mRNA 

 

 

 Tendo a análise do ciclo celular das células PC3 mostrado que o LQB 118 e o 

Paclitaxel promovem interrupção do mesmo, o próximo objetivo deste estudo foi 

investigar alguns mecanismos de ação do LQB 118. Avaliou-se, então, por RT-PCR, 

a expressão de alguns genes envolvidos na regulação da proliferação celular, dentre 

estes, o fator de transcrição c-Myc, a ciclina D1 (envolvida na progressão da fase 

G1) e a ciclina B1 (envolvida na transição entre as fases G2 e M), após incubação 

das células na ausência ou presença de LQB 118 ou Paclitaxel (10 µg/mL) por 24 e 

48 h. A figura 14A mostra o padrão de expressão do mRNA (bandas representando 

produtos de PCR) do fator de transcrição c-Myc (gene alvo) e da beta-actina (gene 

constitutivo) de um experimento representativo, enquanto a figura 14B mostra a 

média das densitometrias relativas (gene alvo dividido pelo gene constitutivo beta-

actina) (três experimentos independentes) das bandas do c-Myc. Com 24 h de 

cultura, o tratamento com o LQB 118 ou Paciltaxel não alteraram a expressão do c-
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Myc (figura 14A), o que foi confirmado na Figura 14B. Comparando-se a expressão 

de uma mesma condição de cultura em 24 h e 48 h (figura 14A), observa-se em 48 h 

um aumento da expressão do c-Myc na cultura controle, redução pelo tratamento 

com LQB 118 e aumento pelo tratamento com Paclitaxel.  A análise das médias das 

densitometrias relativas em cada condição de cultura (figura 14B) confirmou o 

aumento na expressão do gene c-Myc (64%) na cultura controle, inibição (29%) da 

expressão pelo tratamento com LQB 118, assim como aumento (139%) da 

expressão após tratamento com o Paclitaxel em 48 h, em relação à mesma condição 

em 24 h. Comparando-se as densitometrias das bandas das diferentes culturas em 

48 h, observa-se que o LQB 118 reduziu a expressão do c-Myc em 60% e o 

Paclitaxel induziu um aumento na mesma de 39%, em relação à cultura controle 

(figura 14B). 

 A figura 15A mostra o padrão de expressão de mRNA da ciclina D1 de um 

experimento representativo, após tratamento com LQB 118 ou Paclitaxel, e a figura 

15B indica as médias das densitometrias relativas de vários experimentos 

independentes. Após 24h de cultura, a análise do gel (figura 15A) mostra que o 

tratamento com LQB 118 reduziu a expressão da ciclina D1, sem alteração na 

cultura tratada pelo Paclitaxel, o que foi confirmado na figura 15B (inibição de 27%). 

Comparando-se a mesma condição de cultura nos dois tempos estudados, observa-

se em 48 h um aumento na expressão da ciclina D1 na amostra controle, assim 

como redução na expressão com ambos os tratamentos, em relação ao tempo de 24 

h (figura 15A), no entanto, não houve diferença significativa nas culturas tratadas 

com LQB 118 entre 24 h e 48 h (figura 15B). O aumento de 52% na expressão do 

gene da ciclina D1 em 48 h na cultura controle, em relação a 24 h, indica 

proliferação celular ao longo do tempo, enquanto o Paclitaxel inibiu em 30% a 

expressão deste gene em 48 h, também em relação à mesma condição de cultura 

em 24 h (figura 15B). Analisando-se os grupos apenas no tempo de 48 h de 

incubação, as células PC3 incubadas com o LQB 118 e com o Paclitaxel mostraram 

inibições de 59% e 48% na expressão da ciclina D1, quando comparado ao controle 

de 48 h (figura 15B). 
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Figura 14: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel sobre a expressão de mRNA do fator de 
transcrição c-Myc em células PC3. (A) Gel de agarose a 1,8% representando a expressão 
gênica através da intensidade das bandas, resultado representativo. (B) Densitometria 
relativa (gene alvo dividido pelo gene constitutivo beta-actina) das bandas do gene c-Myc 
(n=3) As células (1 x 105/mL) foram tratadas na ausência ou presença dos respectivos 
compostos (10 µg/mL) e após cada tempo o RNA total de 2 x 106 células foi extraído e o RT-
PCR realizado para os genes específicos. O gráfico B mostra média + desvio padrão da 
expressão (%) do gene alvo em cada condição de cultura, em relação ao controle do tempo 
de 24 h (considerado 100%). **p<0,01 e ***p<0,001 (em relação ao controle do respectivo 
tempo de cultura) e # p<0,05 e ###p<0,001 (em relação à mesma condição de cultura no 
tempo de 24 h), pelo teste t de Student.  
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Figura 15: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel sobre a expressão de mRNA da ciclina D1 das 
células PC3. (A) Gel de agarose a 1,8% representando a expressão gênica através da 
intensidade das bandas, experimento representativo. (B) Densitometria relativa (gene alvo 
dividido pelo gene constitutivo beta-actina) das bandas do gene ciclina D1 (n=3). As células 
(1 x 105/mL) foram tratadas na ausência ou presença dos compostos (10 µg/mL) e após 
cada tempo o RNA total de 2 x 106 células foi extraído e o RT-PCR realizado para os genes 
específicos. O gráfico mostra média + desvio padrão da expressão (%) do gene alvo em 
cada condição de cultura, em relação ao controle do tempo de 24 h (considerado 100%). 
*p<0,05 e ***p<0,001 (em relação ao controle do respectivo tempo de cultura) e #p<0,05 e 
###p<0,001 (em relação à mesma condição de cultura no tempo de 24 h), pelo teste t de 
Student. 
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 A análise da expressão do mRNA do gene da ciclina B1 também foi realizada 

(figura 16), visto que o LQB 118 e o Paclitaxel promoveram interrupção do ciclo 

celular na fase G2/M. A figura 16A mostra o padrão de expressão de mRNA da 

ciclina B1 de um experimento representativo, após tratamento com LQB 118 ou 

Paclitaxel, e a figura 16B indica as médias das densitometrias relativas de vários 

experimentos independentes. Após 24h de cultura, a análise do gel (figura 16A) 

mostra que o tratamento com LQB 118 reduziu a expressão da ciclina B1, o que foi 

confirmado na figura 16B (inibição de 58%), sem alteração na cultura tratada pelo 

Paclitaxel. Comparando-se a mesma condição de cultura nos dois tempos de 

incubação estudados, observa-se em 48 h um aumento (24%) na expressão da 

ciclina B1 na amostra controle, indicando proliferação celular ao longo do tempo, e 

redução (32%) na expressão deste gene pelo tratamento com Paclitaxel, ambos em 

relação ao tempo de 24 h, não havendo diferença significativa entre os tempos nas 

culturas tratadas com LQB 118 (figuras 16A e 16B). Analisando-se os grupos 

apenas no tempo de 48 h de incubação, as células PC3 incubadas com o LQB 118 e 

com o Paclitaxel mostraram inibições de 43% e 44% na expressão da ciclina B1, 

respectivamente, quando comparadas à cultura controle de 48 h (figura 16B). 
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Figura 16: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel sobre a expressão de mRNA da ciclina B1 das 
células PC3. (A) Gel de agarose a 1,8% representando a expressão gênica através da 
intensidade das bandas, experimento representativo. (B) Densitometria relativa (gene alvo 
dividido pelo gene constitutivo beta-actina) das bandas do gene ciclina B1 (n=3). As células 
(1 x 105/mL) foram tratadas na ausência ou presença dos respectivos compostos (10 µg/mL) 
e após cada tempo o RNA total de 2 x 106 células foi extraído e o RT-PCR realizado para os 
genes específicos. O gráfico mostra média + desvio padrão da expressão (%) do gene alvo 
em cada condição de cultura, em relação ao controle do tempo de 24 h (considerado 100%). 
*p<0,05 e ***p<0,001 (em relação ao controle do respectivo tempo de cultura) e #p<0,05 e 
###p<0,001 (em relação à mesma condição de cultura no tempo de 24 h), pelo teste t de 
Student. 
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 Em virtude da observação do efeito antiproliferativo e citotóxico do LQB 118 

sobre a linhagem celular PC3, decidiu-se avaliar uma possível consequência da 

interrupção do ciclo celular, como a capacidade de induzir morte celular por 

apoptose. 

 

 

8.5 Apoptose 

 

 

8.5.1. Anexina V 

 

 

 A anexina V é um anticorpo monoclonal que, na presença de íons cálcio, se 

liga especificamente ao fosfolipídio de membrana fosfatidilserina, presente na 

camada interna da membrana plasmática de células vivas. Geralmente, a anexina-V 

está conjugada a um fluorocromo, neste trabalho à fluoresceína (FITC), a qual 

absorve luz de determinado comprimento de onda e  emite fluorescência em outro 

comprimento de onda (de menor energia), sendo possível a captação desta 

fluorescência através de diferentes técnicas, como a citometria de fluxo. Durante o 

processo apoptótico, a membrana plasmática das células sofre desorganização, 

favorecendo a externalização da fosfatidilserina. Desta forma, quando as células são 

incubadas com este anticorpo é possível determinar o nível de apoptose, através da 

ligação anexina V-fosfatidilserina. Nesta técnica, utiliza-se também outro marcador, 

o iodeto de propídio (PI), que irá se ligar às bases nitrogenadas das células que 

perdem a seletividade de permeabilidade pela membrana plasmática. 

 A figura 17A mostra o efeito do LQB 118 e do Paclitaxel sobre a distribuição 

das células em relação à intensidade de fluorescência do PI (detectada pelo canal 

FL2) e à marcação por anexina-V conjugada a FITC (fluorescência detectada pelo 

canal FL1). Logo, as células que apresentam marcação positiva somente para 

anexina-V (região inferior direita) são consideradas mortas por apoptose, em um 

estágio inicial do processo, enquanto, as células que apresentam marcação positiva 

somente para PI (região superior esquerda) são consideradas mortas por necrose. 

As células que apresentam dupla marcação positiva, para anexina-V e PI (região 

superior direita), encontram-se em um estágio mais tardio da apoptose. 
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 A análise dos citogramas (figura 17A) indica que as células da cultura controle 

(não tratada com LQB 118 ou paclitaxel) apresentou população elevada de células 

viáveis (91,2%). Após tratamento por 48 h com o LQB 118 (5 µg/mL), observou-se 

redução de 60% na população de células viáveis, enquanto  o percentual de células 

marcadas apenas com anexina-V (apoptose inicial) aumentou de 2,4% para 43,6% 

(18 vezes) e as células duplamente marcadas (apoptose tardia), aumentou de 4,8% 

para 19,5% (4 vezes). As células que receberam tratamento por 48 h com Paclitaxel 

(5 µg/mL) apresentaram redução de 25,8% na população de células viáveis e 

aumentos de 279,2% e 304,2% nas células em apoptose inicial e tardia, 

respectivamente. 

 Os dados da figura 17B, que mostram as médias (quatro experimentos 

independentes) dos percentuais de células em cada tipo/etapa do processo de morte 

celular  confirmam a indução de  apoptose nas células PC3 pelo LQB 118, visto que 

este promoveu aumento significativo na população de células em apoptose inicial 

(379,6 + 0,6%) e apoptose tardia (328,6 + 4%), entretanto não apresentou diferença 

na população de células necróticas em relação ao controle. Nas células tratadas 

com Paclitaxel também foi confirmado o seu efeito indutor de apoptose, 

demonstrado pelo aumento (p<0,05) na população de células em apoptose inicial 

(63,9 + 0,6%) e apoptose tardia (123,9 + 7,3%), não havendo diferença na 

população de células necróticas, em relação às culturas controle. 

 Com o objetivo de confirmar a capacidade indutora de apoptose do LQB 118, 

utilizou-se outras técnicas para detecção deste fenômeno, como a fragmentação 

internucleossomal do DNA e análise morfológica das células. 
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Figura 17: Efeito do LQB 118 e do Paclitaxel na apoptose de células PC3, por marcação 
com anexina V-FITC. (A) Citogramas mostrando permeabilidade de membrana plasmática 
ao PI (FL2) e intensidade de ligação da anexina V-FITC à fosfatidilserina (FL1), experimento 
representativo (B) Número relativo de células em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose 
(média + desvio padrão de quatro experimentos independentes). Células PC3 (1 x 105/mL) 
foram incubadas na ausência ou presença de LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL), por 48 h. 
*p<0,05 e **p<0,01, em relação a cultura controle (teste t de Student).  
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8.5.2. Fragmentação de DNA 

 

 

 Outro marcador bioquímico da apoptose é a fragmentação do DNA por 

endonucleases endógenas, que promovem a clivagem da dupla fita de DNA em 

fragmentos múltiplos de 180-200 pares de base, observado pelo padrão de migração 

das bandas de DNA semelhante a degraus de escada (ladder), por eletroforese 

horizontal em gel de agarose. Caso não haja degradação do DNA, o gel mostrará 

somente uma banda na origem, visto que o DNA íntegro ficará retido na porção 

inicial do gel. Por outro lado, havendo necrose, o DNA sofre fragmentação 

inespecífica, não apresentando o padrão de bandeamento em escada, e sim um 

padrão de arraste do DNA, já que sua degradação ocorre de forma aleatória.  

 A figura 18 mostra o padrão de migração do DNA de células PC3 tratadas ou 

não com LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL) por 48 h, em gel de agarose (1,5%). Na 

primeira coluna à esquerda observa-se o DNA de células de timo de camundongo 

(Swiss webster) tratadas com dexametasona (indutor de apoptose em linfócitos) por 

48 h, representando o controle positivo (CP) de apoptose. Este ponto apresenta o 

padrão de fragmentação de DNA característico da apoptose (ladder), ou seja, 

fragmentos de DNA múltiplos de 200 pares de base. Na segunda coluna da 

esquerda para direita, observa-se o DNA de células PC3 não tratadas com LQB 118 

ou Paclitaxel (controle), com pequena degradação e grande parte do DNA retido na 

porção inicial do gel. Na terceira coluna é possível observar importante degradação 

do DNA com padrão de bandeamento característico da apoptose. Neste ponto 

encontra-se o DNA de células tratadas com LQB 118. Por fim, na última coluna 

encontra-se o DNA de células tratadas com Paclitaxel, sendo possível observar um 

padrão mais leve de bandeamento em ladder. Estes resultados corroboram os 

resultados obtidos na citometria de fluxo, indicando que tanto o LQB 118 quanto o 

Paclitaxel são capazes de induzir apoptose em células PC3, e que os efeitos do LQB 

118 foram mais intensos do que o do Paclitaxel, no que refere à fragmentação 

internucleossomal do DNA e marcação com anexina-V. 
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Figura 18: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel sobre a fragmentação de DNA durante o processo 
apoptótico. As células (1 x 105/mL) foram incubadas na ausência ou na presença de LQB 
118 ou Paclitaxel (5 µg/mL) por 48 h. Após a incubação, as células (1 x 106) foram lisadas e 
o DNA extraído submetido à eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% e corado com 
SYBER Safe®. A corrida foi feita em tampão TBE por 4h a 12V e as bandas visualizadas 
através de luz UV. As imagens foram obtidas por sistema de captura de imagens Kodak. 
Resultado representativo de três experimentos independentes 

 

  

8.5.3 Marcação nuclear com DAPI 

 

 

 Com o objetivo de avaliar os efeitos do LQB 118 na morfologia celular, 

utilizou-se o DAPI, para marcação nuclear (coloração azul), e o Azul de Evans 

(coloração vermelha), para delimitação do citoplasma. As figuras 19A e 19B 

mostram os efeitos do tratamento de células PC3 por 24 h e 48 h, respectivamente, 

com o LQB 118 e o Pacliaxel. Em ambas as figuras, na primeira linha encontram-se 

as células coradas somente com o marcador de citoplasma (azul de evans), na 

segunda linha encontram-se as células coradas apenas para núcleos (DAPI), e na 

terceira linha são mostradas as células com as duas marcações sobrepostas. Após 

  LQB 118 (5 µg/mL) 

  Paclitaxel (5 µg/mL) 

         -       +       - 

          -       -        +   P 

  48 h 

CP 
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incubação das células por 24 h (figura 19A) na ausência do LQB 118 ou Paclitaxel 

(controle, primeira coluna), é possível visualizar núcleos de tamanho médio (2ª e 3ª 

linhas), com quantidade normal de citoplasma (1ª e 3ª linhas), podendo estar 

representando células com quantidade de DNA equivalente a 2n, ou seja, células 

que apresentem núcleos com DNA correspondente a 23 pares de cromossomos, 

que estejam ou não se preparando para duplicar seu material genético. Também 

podem ser observados nas mesmas figuras do controle de 24 h (2ª e 3ª linhas) 

núcleo maiores, arredondados ou alongados, podendo corresponder a células que 

estejam em fase de duplicação do material genético ou que este já esteja duplicado 

(4n). Tais núcleos encontram-se também acompanhados de uma maior área 

citoplasmática. Na figura 19B, a cultura controle (primeira coluna) apresenta maior 

número de células no campo, e estas com maior frequência de núcleos e 

citoplasmas aumentados, indicando maior proliferação celular em 48 h. Após 24 h de 

tratamento (figura 19A) das células com LQB 118 (segunda coluna) observa-se um 

pequeno número de células grandes, com quantidade aumentada de DNA, e 

frequência aumentada (em relação ao controle) de células de tamanho normal, a 

maioria destas se apresentando com núcleo de tamanho reduzido e cromatina 

condensada (núcleos apoptóticos, densos para a marcação com o DAPI, em relação 

aos núcleos das células controle). Após 48 h de incubação com o LQB 118, observa-

se redução drástica do número de células, sugerindo inibição da proliferação celular, 

com células grandes contendo núcleos aumentados, o que pode estar relacionado à 

interrupção do ciclo celular na fase G2/M, e células normais. A cultura incubada 24 h 

(figura 19A) com Paclitaxel (terceira coluna) apresenta menor número de células do 

que a cultura controle ou tratada com LQB 118, a maioria das células encontram-se 

com o núcleo e o citoplasma aumentados, sugerindo possível inibição da 

proliferação celular em algum estágio após a duplicação do DNA, embora alguns 

núcleos encontrem-se disformes e condensados, sugerindo morte por apoptose. Ao 

analisar a cultura tratada por 48 h (figura 19B) com Paclitaxel (terceira coluna), 

observa-se que o tamanho do citoplasma e do núcleo das células está aumentado, 

semelhante à cultura controle (material celular e nuclear duplicado), característico de 

proliferação celular, entretanto, o número de células foi drasticamente reduzido, 

semelhante ao efeito do LQB 118, sugerindo interrupção da divisão celular em G2/M. 
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Figura 19: Efeito do LQB 118 e Paclitaxel sobre a morfologia celular e nuclear de células 
PC3, por microscopia de fluorescência. (A) 24 h e (B) 48 h. As células (1x105/mL) foram 
incubadas na ausência ou presença de LQB 118 ou Paclitaxel (5 µg/mL). Após o tempo de 
incubação as células tiveram o citoplasma marcado com Azul de Evans e o núcleo marcado 
com DAPI, segundo descrito no item 5.5.3 da metodologia. As imagens foram visualizadas 
por microscopia de fluorescência (60x). Resultado representativo de dois experimentos 
independentes. 
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9  DISCUSSÃO 

 

 

 Diante do impacto crescente do câncer sobre a população mundial, muitas 

pesquisas vêm buscando novos compostos capazes de combaterem o câncer. 

Neste sentido, a síntese de moléculas com atividade farmacológica direcionada é 

um campo proeminente na pesquisa, visto que o entendimento da relação entre a 

estrutura e a atividade farmacológica permite o desenvolvimento de análogos de 

compostos já utilizados, porém com atividade melhorada (Balunas e Kinghorn, 2005; 

Hussain et al., 2007). Pterocarpanos são isoflavonóides encontrados em diversas 

Leguminosae (Harbone et al., 1975) e muitas atividades biológicas para esta classe 

de compostos são descritas na literatura, incluindo atividade antiviral, antitumoral e 

antimitótica (Militão et al., 2006; Militão et al., 2007). Estudos demonstram a 

atividade antileucêmica para alguns pterocarpanos isolados, assim como atividade 

citotóxica contra a linhagem tumoral de mama MCF7 (Militão et al., 2006; Netto et 

al., 2009; Leonti et al., 2010). As naftoquinonas são amplamente distribuídas na 

natureza, e o componente mais conhecido desta classe é o lapachol, que apresenta 

propriedades antitumorais bem descritas em células de câncer de ovário, mama, 

próstata, melanoma, pulmão, cólon e pâncreas (Li et al., 1999; Li et al., 1999). 

 Este trabalho estudou algumas ações farmacológicas de um composto 

sintético, obtido a partir do processo de hibridização de um composto da família dos 

pterocarpanos com um composto da família das naftoquinonas, resultando na 

pterocarpanoquinona LQB 118, que apresenta atividade antileucêmica já 

estabelecida in vitro (Netto et al., 2010; de Sá Bacelar et al., 2013). Entretanto, 

pouco se conhece sobre o efeito do LQB 118 sobre linhagens celulares de tumores 

sólidos. Diante disto, este trabalho avaliou a atividade citotóxica do LQB 118 sobre 

linhagens celulares de tumores sólidos de grande prevalência no mundo (pulmão, 

mama e próstata), e investigou possíveis mecanismos de ação do mesmo sobre a 

linhagem celular mais sensível aos seus efeitos citotóxicos.  

 Ao avaliar a citotoxicidade do LQB 118 sobre as linhagens tumorais (figura 7), 

através do ensaio colorimétrico do MTT (utiliza o metabolismo mitocondrial para 

monitorar a viabilidade das células), observou-se que a linhagem celular mais 

sensível aos efeitos citotóxicos do LQB 118 foi a linhagem tumoral prostática (PC3), 
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seguido da linhagem tumoral de mama (MCF7). A linhagem tumoral de pulmão 

(A549) só apresentou sensibilidade aos efeitos citotóxicos do LQB 118 na maior 

concentração testada (5 µg/mL), enquanto as outras células também foram 

sensíveis a 2,5 µg/mL. O LQB 118 atuou em todas as linhagens de maneira 

concentração dependente, e tempo dependente (em concentrações fixas, 

específicas para cada tipo celular).  

 Apesar de todas as linhagens celulares utilizadas serem de origem epitelial, 

estas apresentaram diferença quanto à sensibilidade aos efeitos citotóxicos do LQB 

118. Estudos mostram que resistência a compostos tóxicos geralmente estão 

associados à atividade de transportadores do tipo ABC (dependentes de ATP) 

acoplados à membrana plasmática das células, que por sua vez, promovem a 

retirada de compostos químicos de origem endógena ou exógena do interior das 

células, resultando no fenômeno conhecido como múltipla resistência a drogas 

(MDR, do inglês Multidrug Resistence). Geralmente, a glicoproteína-P (Pgp) e a 

família de proteínas de resistência a múltiplas drogas (MRP) são os principais, 

porém não únicos, transportadores responsáveis pela caracterização da resistência 

à drogas em tumores sólidos (Litman et al., 2001; Lee et al., 2004). Assim como a 

linhagem MCF7 é mais sensível à adriamicina, por apresentar menor expressão de 

Pgp e MRP, quando comparada à linhagem resistente à adriamicina (MCF-7/ADR), 

pode ser que a maior sensibilidade das células PC3 aos efeitos tóxicos do LQB 118 

esteja relacionada à menor expressão de Pgp e baixa expressão de MRP nesta 

linhagem, em relação à MCF7 ou A549. De fato, a linhagem PC3 apresenta baixa 

expressão (Lee et al., 2004) e a linhagem celular A549 é classificada no grupo de 

células que mostram alta expressão de MRP (Nooter et al., 1999; Sánchez et al., 

2009; Li et al., 2012), justificando a menor sensibilidade desta última linhagem aos 

efeitos citotóxicos do LQB 118.   

 Muitos trabalhos relacionam a atividade farmacológica das naftoquinonas ao 

metabolismo deste composto, pois as quinonas, no interior das células, são 

reduzidas pela enzima NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 (NQO1), com participação 

de coenzimas reduzidas (NADH ou NADPH), a hidroquinonas ou a semiquinonas 

(Dinkova-Kostova e Talalay, 2010). Nesta reação são geradas diversas espécies 

reativas de oxigênio intermediárias, que participariam do ciclo redox, causando 

estresse oxidativo, o que resultaria em injúrias ao DNA nuclear, peroxidação de 

lipídios de membrana, dentre outros danos à célula (Bianchet et al., 2004). 
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Corroborando os dados da literatura, as três linhagens tumorais testadas na 

presença do LQB 118 expressam a enzima NQO1 (Planchon et al., 2001; Jamshidi 

et al., 2012; Liu et al., 2012). A presença desta enzima nas linhagens tumorais seria 

capaz de metabolizar o radical naftoquinona do LQB 118 e assim promover danos 

celulares, resultando na citotoxicidade apresentada pelo composto. Entretanto, 

acredita-se que não seja somente esta enzima a responsável pelo efeito citotóxico 

do LQB 118, visto que trabalhos prévios demonstraram que o LQB 118 também 

apresenta citotoxicidade, embora menos intensa, sobre linhagens leucêmicas que 

não expressam tal enzima (de Sá Bacelar et al., 2013). 

 Sabendo-se que o efeito citotóxico do LQB 118 foi mais intenso sobre a 

linhagem tumoral de próstata, esta foi utilizada como modelo para prosseguir com os 

estudos farmacológicos e de mecanismo de ação do LQB 118. Para comparar o 

efeito citotóxico do LQB 118 com um quimioterápico padrão utilizado no tratamento 

do tumor de próstata, selecionou-se o Paclitaxel para seguir com os estudos (figura 

8), e foi possível observar que na concentração de 2,5 µg/mL o LQB 118 apresentou 

grande efeito citotóxico, sendo este bem maior do que o do Paclitaxel, tanto no 

tempo de 24 h quanto de 48 h de tratamento. Esta observação é importante, desde 

que se está comparando o efeito do LQB 118 com o de um quimioterápico já 

comercializado e usado no tratamento do câncer. O efeito citotóxico demonstrado 

neste trabalho para o Paclitaxel (3,1 µg/mL e 2,1 µg/mL, em 24 e 48 h, 

respetivamente) está de acordo com trabalhos na literatura, os quais utilizam a faixa 

de concentração utilizada entre 0,1 e 10 µg/mL para o Paclitaxel na linhagem celular 

PC3, sendo o IC50 (para o tempo de 48 h) de 7 µg/mL (Takeda et al., 2007; Jiang et 

al., 2008). Com base nos resultados apresentados de ARM (MTT), o LQB 118 

apresentou citotoxicidade in vitro sobre a linhagem PC3 (IC50 de 1,85 µg/mL e 1,7 

µg/mL, em 24 h e 48 h, respectivamente), similar a do quimioterápico padrão 

utilizado. 

 Os quimioterápicos utilizados no tratamento do câncer, como o Paclitaxel, são 

eficazes, entretanto apresentam diversos efeitos colaterais, visto que a maioria dos 

compostos com potencial farmacêutico não apresenta seletividade para células 

tumorais. A utilização clínica do Paclitaxel induz diversos efeitos colaterais como 

mielosupressão, neuropatia periférica e inflamação nas mucosas, sendo estes 

efeitos potencializados por ação do óleo polioxidoetilado (veículo da droga) 

(Slichenmyer e Von Hoff, 1991; Yared e Tkaczuk, 2012). Diante disto, foi de 
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fundamental importância realizar ensaios controles de citotoxicidade do DMSO 

(veículo do LQB 118) sobre as células tumorais de próstata, assim como comparar 

os efeitos do LQB 118 entre células tumorais e normais, apesar de poucos estudos 

mostrarem tal comparação (Rocha et al, 2006), visto a dificuldade de correlacionar 

os resultados obtidos a partir de células com comportamentos e necessidades de 

crescimento tão distintos.  

 Neste trabalho, utilizou-se uma linhagem celular prostática humana normal de 

origem epitelial (RWPE-1) para avaliar os efeitos citotóxicos do LQB 118 sobre 

células normais. Apesar do LQB 118 ter apresentado toxicidade sobre as células 

RWPE-1, é importante destacar que tal toxicidade foi semelhante à do 

quimioterápico paclitaxel nas maiores concentrações, e bem menor que a do 

Paclitaxel nas menores concentrações (Figura 9). É importante destacar que nos 

testes com as células normais, utilizou-se a mesma concentração celular das 

culturas com a linhagem tumoral. Além disso, estudos prévios do LQB 118 

mostraram baixa sensibilidade das células mononucleares de sangue periférico de 

doadores saudáveis aos efeitos citotóxicos do LQB 118 (de Sá Bacelar et al., 2013). 

Estudos preliminares de toxicidade in vivo deste composto, com camundongo 

BALB/c e Swiss Webster, também não mostraram sinais de toxicidade (Cunha-

Júnior et al., 2011). Por outro lado, o tratamento das duas linhagens celulares com o 

Paclitaxel mostrou, em 48 h, um efeito citotóxico muito mais intenso na célula normal 

(aumento de 60% na citotoxicidade, com 2,5 µg/ml) do que na célula tumoral (Figura 

10D). Estes resultados sugerem mais uma vez a necessidade da busca por novos 

compostos quimioterápicos que apresentem menos efeito colateral e maior eficácia 

no tratamento.  

 Alguns estudos correlacionam o efeito citotóxico de determinados compostos 

com a atividade antiproliferativa dos mesmos (Craag e Newman, 2005). Muitos 

isoflavonóides apresentam efeito inibitório sobre o crescimento celular de várias 

linhagens tumorais humanas (Le Marchand, 2002; Matsui et al., 2005; Militão et al., 

2006), assim como as naftoquinonas (Hsu et al., 2006; Gomathinayagm et al., 2008). 

O tratamento das células PC3 com o LQB 118 promoveu inibição da proliferação 

celular a partir das primeiras 12 h de tratamento, e a partir deste tempo, morte das 

células, de forma muito semelhante ao Paclitaxel (figura 11). Estes resultados 

corroboram os testes preliminares, indicando que o LQB 118 apresenta atividade 

antiproliferativa e citotóxica.  
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 A atividade antiproliferativa de diversos compostos está, de uma forma geral, 

associada à capacidade dos mesmos de interferirem na progressão do ciclo celular. 

De acordo com a literatura, alguns compostos da família dos pterocarpanos 

demonstram capacidade em promover interrupção do ciclo celular de células 

tumorais, principalmente na transição entre as fases G2 e mitose (Li  et al., 2008, 

Zhao et al., 2009), enquanto as naftoquinonas são capazes de induzir interrupção 

tanto na fase S quanto em G2/M (Carvajal et al., 2011; Kretschemer et al., 2012). 

Outros estudos mostram que isoflavonoides impedem a progressão da fase G2 para 

mitose em células PC3 (Kumi-Diaka et al., 2002). Neste trabalho, os resultados 

mostram que os percentuais de células PC3 não tratadas (cultura controle) em cada 

fase do ciclo celular estão compatíveis com dados da literatura (Lavhale et al., 

2009), validando estes resultados (figura 12). O tratamento com o LQB 118 foi capaz 

de promover o acúmulo de células nas fases S e G2/M, com redução significativa do 

número de células na fase G1 (figura 13). Diante deste resultado, poderíamos inferir 

que tanto o radical naftoquinona, quanto o radical pterocarpano do composto LQB 

118 podem estar envolvidos na promoção da interrupção do ciclo celular. Tem sido 

relatado que a interrupção do ciclo celular na fase G2 impede o reparo no dano ao 

DNA das células, forçando-as a entrarem em apoptose. Desta forma o ponto de 

restrição em G2 emerge como atrativo alvo terapêutico para tratamento do câncer 

(Bucher e Britten, 2008). Neste mesmo experimento foi possível observar a 

interrupção do ciclo celular de células PC3, especificamente na fase G2/M, quando 

tratadas com Paclitaxel, resultado que também está de acordo com dados da 

literatura (Cassinelli et al., 2002; Killilea et al., 2007).  

 Existem diversos mecanismos que podem influenciar a progressão do ciclo 

celular como, por exemplo, alterações na expressão de fatores de crescimento 

(Keep et al., 2011), de ciclinas e de inibidores do ciclo celular (Hsiao et al., 2009; 

Xiong et al., 2009). As células PC3, quando tratadas com LQB 118 por 24 e/ou 48 h, 

apresentaram redução na expressão do RNA mensageiro do fator de transcrição c-

Myc (figura 14). A supressão deste gene em linhagens tumorais é de suma 

importância, visto que encontra-se superexpresso em vários de tipos de câncer 

(Wolfer e Ramaswamy, 2011; Sodir e Evan, 2011) e regula, em associação com 

outros genes, diversas funções celulares, dentre elas, a proliferação, a 

diferenciação, a angiogênese, a apoptose e a metástase (Wolfer e Ramaswamy, 

2011; Sodir e Evans, 2011). Diante destas inúmeras funções do c-Myc e da 
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diferença de expressão em células normais e tumorais, o c-Myc torna-se um 

possível candidato a alvo terapêutico (Sodir e Evan, 2011).  

 Além destas propriedades do c-Myc, o gene promotor da ciclina D1 apresenta 

região responsiva ao c-Myc (Brenner et al., 2005; White e Dalton, 2005). Portanto, 

ocorrendo inibição da expressão de mRNA do c-Myc é possível que se observe 

redução na expressão do mRNA da ciclina D1, que de fato ocorreu após o 

tratamento das células PC3 com LQB 118 (figura 15). Apesar da redução na 

expressão da ciclina D1 estar associada à interrupção do ciclo celular na fase G1, 

alguns autores também correlacionam a redução desta ciclina à interrupção do ciclo 

celular na fase G2/M (Kumaravel et al., 2012; Yang et al., 2012; Kim et al., 2012). 

Peng e colaboradores (2010) observaram que extrato de cocoa, obtido de Camellia 

sinensis, promove interrupção no ciclo celular de células PC3 na fase G2/M, além de 

observar redução em diversas ciclinas, dentre elas a ciclina D1 e aumento na 

expressão de inibidores do ciclo celular. Efeito similar foi verificado ao utilizar o 

composto lupeol sobre linhagens de tumor de próstata (Saleem et al., 2009). Desta 

forma, a expressão diminuída de ciclina D1 nas células PC3, induzida pelo LQB 118, 

pode estar associada a alterações na expressão de inibidores do ciclo celular, como 

por exemplo, membros da família p21CIP1. Estes inibidores são importantes 

reguladores do ciclo celular tanto na fase G1 quanto na fase G2/M (Baus et al., 2003) 

e realizam, principalmente, a inibição do complexo ciclina D1/Cdk (Weiss et al., 

2000). 

 De Souza Reis e colaboradores (2012) verificaram em células leucêmicas que 

o LQB 118 promove inibição da translocação do NFκB para o núcleo, mantendo sua 

sublocalização no citoplasma. Uma consequência deste evento é a redução da 

transcrição de mRNA da ciclina D1, visto que o gene promotor da ciclina D1 também 

apresenta sítio de ligação para o NFκB, além do NFκB agir aumentando a 

estabilidade do complexo ciclina D1/Cdk4,6 (Kim et al., 2012). Pode ser que estes 

mecanismos de ação do LQB 118, envolvendo a inibição do NFκB, também possam 

estar ocorrendo na ação antitumoral sobre a linhagem PC3 estudada neste trabalho. 

 Devido ao fato da formação do complexo ciclina B1/Cdk1 ser necessário para 

a progressão da fase G2 para a fase M (Coudreuse e Nurse, 2010), outro possivel 

mecanismo de ação mediado pelo LQB 118, para inibir a proliferação da linhagem 

tumoral de próstata PC3, pode ser uma redução na formação deste complexo 

ciclinaB1/Cdk, desde que o LQB 118 reduz a expressão do mRNA da ciclina B1 
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(figura 16). Por outro lado, considerando que o efeito do LQB 118 também pode 

estar relacionado ao estresse oxidativo, pela presença do radical quinona em sua 

estrutura, a geração de espécies reativas de oxigênio também poderia causar danos 

ao DNA e promover interrupção do ciclo celular no ponto de restrição em G2/M. 

 É importante salientar que as alterações observadas na expressão dos 

mRNAs do c-Myc e das ciclinas, após o tratamento com o controle positivo 

(Paclitaxel), corroboram os resultados descritos na literatura. Segundo Piñeiro e 

colaboradores (2010), o tratamento com Paclitaxel e análogos de taxol promove 

aumento na expressão do fator de transcrição c-Myc, resultado também obtido neste 

trabalho, com a linhagem PC3, após 48 h de tratamento. Já em relação às ciclinas, o 

Paclitaxel reduziu os níveis de ciclina D1 neste trabalho, efeito este também já 

descrito na literatura (Liu et al., 2010), e que pode estar relacionado à capacidade do 

Paclitaxel em impedir a ativação da enzima AKT e do fator de transcrição NFκB 

(Bava et al., 2011). Os resultados deste trabalho mostram redução na expressão do 

gene da ciclina B1 (figura 16), efeito também já demonstrado na literatura, o que 

está associado à indução da degradação desta ciclina e indução da apoptose (Wang 

et al., 2010). 

 Diversos trabalhos têm enfatizado a importância da ciclina B1 na proliferação 

celular e indução de morte. A formação do complexo ciclina B1/Cdk1 permite a 

fosforilação de substratos, como, por exemplo, a survivina, que favorece a entrada 

da célula em mitose (Gavet e Pines, 2010, de Souza Reis et al., 2012). A survivina 

pertence à família de proteínas anti-apoptóticas e promove a inibição da caspase 9. 

A relação entre a survivina e a ciclina B1 reside no fato desta ciclina estar associada 

à sua Cdk, a cdc2, e este complexo promover a fosforilação da proteína survivina, 

estabilizando-a e aumentando sua meia-vida, impedindo a apoptose e favorecendo a 

progressão do ciclo celular (Fortugno et al., 2002). Segundo de Souza Reis e 

colaboradores (2012), o LQB 118 foi capaz de inibir a ação da survivina em 

linhagens leucêmicas, tal qual o tratamento feito com o RNA de interferência (iRNA) 

para esta proteína. Portanto, a diminuição dos níveis de mRNA da ciclina B1, 

observada neste estudo com o tratamento pelo LQB 118, deve resultar na inibição 

da survivina, também mediada pelo LQB 118 (de Souza Reis et al., 2012), o que 

favorece a interrupção do ciclo celular e a indução de apoptose dessas células.  

Além desses efeitos, interrupção prolongada do ciclo celular na fase G2/M, 

favorece a fosforilação (mediada pela Cdk1) de membros anti-apoptóticos da família 
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Bcl-2, bloqueando sua função anti-apoptótica (Terrano et al., 2010; Harley et al., 

2010). Estudos de silenciamento da ciclina B1 com iRNA sugerem a ausência da 

ciclina B1 para explicar a inibição da proliferação celular e indução de morte em 

linhagens celulares tumorais derivadas de mama (Androic et al., 2008). Portanto, 

desvendar possíveis mecanismos de ação semelhantes a esses, principalmente em 

tumores de próstata, que adquirem resistência à apoptose, é fundamental, e a 

identificação de compostos capazes de induzir morte por apoptose nestas células é 

altamente desejado (Liu et al., 2010). 

 A morte de células por apoptose ocorre com frequência em consequência da 

interrupção do ciclo celular (Ocker e Höpfner, 2012). Neste trabalho, observou-se 

que as células PC3 não tratadas com LQB 118 ou paclitaxel apresentaram 

viabilidade celular compatível com trabalhos já descritos (Seo et al., 2011; Aghej et 

al., 2012), e que após terem sido tratadas com LQB 118 por 48 h, estas sofreram o 

processo de morte celular por apoptose. Este fenômeno foi demonstrado pela 

presença de fosfatidilserina na camada externa da membrana plasmática (marcação 

com anexina V-FITC) (figura 17), visualização de fragmentação internucleossomal 

de DNA em gel de agarose (figura 18) e condensação da cromatina, visualizada por 

microscopia de fluorescência, através da coloração dos núcleos com DAPI (figura 

19). A indução de apoptose nas células tumorais de próstata pelo tratamento com 

LQB 118 foi mais intensa do que com o Paclitaxel, na mesma concentração, como 

demonstrado pelas diferentes técnicas utilizadas. Dados da literatura mostram, 

através da condensação da cromatina, que o composto β-lapachona (naftoquinona) 

é capaz de induzir apoptose em células PC3 após 24 h de tratamento (Kumi-Diaka 

et al., 2004). 

 Alguns mecanismos que podem estar envolvidos na indução de morte por 

apoptose de células PC3, pelo tratamento com LQB 118, são a interrupção do ciclo 

celular na fase G2/M (ponto de restrição em G2) (Gavet e Pines, 2010) e o estresse 

oxidativo causado pelas espécies reativas geradas no metabolismo do radical 

quinona (via NQO1) do LQB 118, as quais promoveriam danos ao DNA. Outro 

possível mecanismo seria por indução de estresse no retículo endoplasmático, 

levando à liberação de cálcio para o citosol e ativação da caspase-12, como já 

descrito em células leucêmicas K562 tratadas com LQB 118 (de Sá Bacelar et al., 

2013).   
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Outro dado importante que indica o LQB 118 como uma potencial droga 

antitumoral é mostrado a partir de experimentos realizados por Kumi-Diaka e 

colaboradores (2004), os quais mostraram que a associação do isoflavonóide 

genistein com a naftoquinona β-lapachona, induz sinergismo nos efeitos citotóxico, 

anti-proliferativo e de indução de apoptose em células PC3. Estudos prévios de 

colaboradores da Universidade Federal do Rio de Janeiro demonstraram a ação 

citotóxica de pterocarpanos sintéticos sobre linhagens leucêmicas, porém com 

significativos efeitos colaterais (Netto et al., 2009). O lapachol, radical naftoquinona 

presente na estrutura do LQB 118, apresenta atividade citotóxica, já descrita na 

literatura, contra vários agentes patogênicos como leishmania, bactérias e vírus, 

além de destacado efeito antitumoral (Hussain et al., 2007). Entretanto, devido a sua 

atividade antitumoral, é considerado um candidato ideal para possíveis modificações 

sistemáticas, com o objetivo de compreender a relação estrutura-atividade e assim, 

eventualmente desenvolver análogos com melhor atividade (Hussain et al., 2007).  

Portanto, os resultados apresentados neste trabalho demonstram os efeitos 

citotóxico e anti-proliferativo do composto sintético LQB 118, e sugerem que seu 

efeito anti-proliferativo esteja relacionado com a redução dos níveis de mRNA do 

fator de transcrição c-Myc, o que pode ter contribuído para a redução dos níveis de 

mRNA da ciclina D1 e ciclina B1. Possivelmente, por ativação do radical 

naftoquinona do LQB 118 pela NQO1, danos ao DNA podem ter sido causados, 

impedindo a progressão do ciclo celular e promovendo a apoptose. Além disso, a 

baixa citotoxicidade do LQB 118 sobre as células normais de próstata (RWPE-1), 

demonstrada neste trabalho, somado à ausência de toxicidade sobre células 

mononucleares in vitro e em modelos in vivo, descrito por outros autores (de Sá 

Bacelar et al., 2013;  da Cunha-Júnior et al., 2011), tornam o LQB 118 uma droga 

em potencial a ser utilizada futuramente no tratamento do câncer. 

Em suma, o LQB 118 é capaz de interromper a proliferação de células 

tumorais prostáticas (PC3), através de alterações na expressão de mRNA de genes 

envolvidos no ciclo celular, assim como induzir a morte destas células por apoptose. 
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10  CONCLUSÕES 

 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:  

 

 - O LQB 118 induz efeito citotóxico, de maneira tempo e concentração 

dependente, nas linhagens de tumores sólidos testadas, tendo as células tumorais 

de próstata (PC3) apresentado maior sensibilidade à substância em estudo; 

 - O LQB 118 apresenta citotoxicidade sobre células normais prostáticas de 

origem epiteliais (RWPE-1), porém com intensidade bem menor do que a observada 

com o quimioterápico Paclitaxel; 

 - O LQB 118 inibe a proliferação de células PC3, interrompendo o ciclo celular 

na fases S e G2/M; 

 - A interrupção do ciclo celular destas células pelo LQB 118 resulta, entre 

outros fatores, da redução na expressão gênica do mRNA dos genes do c-Myc, 

ciclina D1 e ciclina B1, proteínas estas envolvidas na regulação do ciclo celular; 

 - O efeito citotóxico do LQB 118 sobre a linhagem tumoral de próstata 

estudada está relacionado à indução de morte por apoptose.  
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