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RESUMO 

 

  

 

Leucemia Mielóide Crônica e Glioblastoma Multiforme são cânceres de grande 

incidência e de difícil tratamento, havendo, portanto, uma constante procura por terapias 

mais eficientes. A maior parte dos produtos naturais são candidatos a se tornarem 

drogas antitumorais, dentre eles os terpenos apresentam destaque.  O objetivo deste 

trabalho foi comparar os efeitos do álcool perílico, terpeno de origem vegetal utilizado 

no tratamento de diversos tumores, e seu metabólito majoritário circulante, PA, nas 

células de leucemia (K562) e glioma (A172), através de ensaios citotóxicos, análise de 

apoptose, proliferação e ativação de gelatinases. Os resultados mostraram que ambas as 

técnicas de análise citotóxica utilizadas, incorporação do corante vital vermelho neutro e 

redução do MTT, foram sensíveis aos efeitos do POH e PA. O POH se mostrou mais 

eficiente em causar alterações morfológicas nas células, bem como em induzir apoptose. 

Nos ensaios de proliferação e ativação de gelatinases, ambos os compostos se 

comportaram de forma semelhante. POH, diferente do PA, também apresentou efeito 

sobre os prolongamentos celulares da linhagem A172. De maneira geral, POH possui 

maior efeito do que o PA e a linhagem K562 mostrou maior sensibilidade nos 

experimentos de apoptose. Experimentos futuros poderão avaliar o comportamento dos 

dois compostos sobre os diversos níveis das cascatas de sinalização que controlam 

proliferação e/ou morte celular. 
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ABSTRACT 
 

 

 

Chronic myeloid leukemia and glioblastoma multiforme are types of cancer with 

high incidence and bad prognostic. Therefore, there is a constant search for more 

effective therapies. Most natural products are candidates to become antitumour drugs, 

among them the terpenes, which have antimitotic activity, are of great medical interest. 

In the present work, we compared the effect of perillyl alcohol (POH), a vegetal-derived 

terpene currently used in the treatment of several tumours, and its circulating majority 

metabolic, perilic acid (PA), in leukemia (K562) and glioma (A172) cells, using 

cytotoxicity assays, apoptosis, proliferation and gellatinases activation analysis. The 

overall results indicated that both cytotoxic techniques used, the vital dye neutral red 

incorporating and MTT reduction, were sensitive to POH and PA effects. POH proved 

to be more effective in causing morphological changes in cells and inducing apoptosis. 

In the proliferation and gellatinases activation assays, both compounds had similarly 

effects. POH, unlike PA, also presented effect on A172 cellular extents. In general, 

POH had greater effect than PA and K562 cells showed higher sensitivity in the 

apoptosis experiments. It is important to conduct further experiments in an attempt to 

analyze the behavior of POH and PA on the various levels of signaling cascades that 

control proliferation and/or cell death.
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1  INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Câncer 

 

Câncer, neoplasia ou tumor maligno são sinônimos usados para denominar uma 

classe de doenças caracterizada pelo crescimento descontrolado de células. Estas células 

invadem tecidos e órgãos normais, por extensão direta ou por disseminação à distância 

através do sangue, linfa ou superfície serosa, espalham-se para outras regiões do corpo e 

podem levar à morte (Robins, 2005).  

Há evidências de câncer em restos humanos ancestrais e na literatura médica 

desde a antiguidade, datados de antes da época dos faraós no Egito antigo. Embora seja 

difícil interpretar o diagnóstico de médicos que viveram há tantos séculos atrás, pode-se 

assumir que muitas das suas descrições eram relacionadas a casos de câncer (Nobili et 

al., 2009). 

Em 2005, de um total de 58 milhões de mortes ocorridas no mundo, o câncer foi 

responsável por 7,6 milhões, o que representou 13 % de todas as mortes. Estima-se que 

em 2020 o número de casos novos anuais seja da ordem de 15 milhões. Cerca de 60 % 

destes novos casos ocorrerão em países em desenvolvimento. No Brasil, as estimativas 

para o ano de 2010 e válidas também para o ano de 2011, apontam a ocorrência de 

489.270 casos novos de câncer (INCA, 2010).  

Os tumores do sistema nervoso central são a terceira causa de morte por câncer 

em adultos e a primeira em crianças. Com relação ao tipo histopatológico, 38 a 40 % 

dos casos são de glioblastomas (Fuentes et al., 2009).  Já as leucemias ocuparam o 

sétimo lugar na ocorrência de casos de câncer em homens e sexto lugar em mulheres no 
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ano de 2008 no Brasil (INCA, 2008). A leucemia mielóide crônica representa cerca de 

14 % de todas as leucemias e 20 % das leucemias de adulto (Quintás-Cardana e Cortes, 

2006).  

De forma geral, o tratamento padrão para os casos de câncer é cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia. Porém, em alguns casos, o sucesso desses tratamentos é 

limitado (Gan et al., 2009). Durante as últimas décadas, o aumento do conhecimento 

dos mecanismos moleculares envolvidos no câncer serve de base para procura de novas 

estratégias terapêuticas mais eficientes (Roeder et al., 2009).  

 

1.1.2 Leucemia Mielóide Crônica 

 A incidência mundial de leucemia mielóide crônica (LMC) é geralmente de 

1.0–1.5/100.000 população/ano, podendo aumentar em países onde a idade média da 

população está aumentando, já que a incidência de LMC aumenta com a idade 

(Goldman, 2008). 

Esta doença é uma desordem mieloproliferativa originária nas células tronco 

hematopoiéticas (Pacheco et al., 2009). Uma única célula desta sofre uma lesão que 

causa uma expansão inapropriada de sua progênie, levando à substituição de todo tecido 

mielóide por células leucêmicas diferenciadas. Sem um tratamento efetivo, esta doença 

leva o paciente à morte (Goldman, 2008). 

A LMC é principalmente caracterizada pela presença do cromossomo 

Philadelphia ou translocação t (9:22), que une o protoncogene C-ABL presente no 

cromossomo 9 à região BCR do cromossomo 22 (Figura 1). O gene de fusão formado, 

BCR-ABL, provoca uma expressão desregulada da atividade tirosina quinase da ABL 

(Pacheco et al., 2009).  
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Figura 1: A formação do cromossomo Philadelphia. O cromossomo Philadelphia é derivado da 

troca de parte do braço longo do cromossomo 22 com um segmento do braço longo do 

cromossomo 9, que contém o gene ABL. A formação de um gene quimérico BCR/ABL, 

mostrado no lado direito da figura, é o evento genético crítico na leucemia mielóide crônica. O 

gene quimérico no cromossomo 9 é irrelevante para a LMC. Disponível em: 

www.health.com/.../0,,ncicdr0000258006,00.html  

 

Esta oncoproteína interage com vias de sinalização que levam à célula ao 

crescimento e ativam programas antiapoptóticos que prolongam a sobrevivência celular 

na ausência de fatores de crescimento (Clark et al., 2002). É capaz de ativar NFκB, Ras 

e Rac, PI3 kinase e induzir expressão de c-Myc e Bcl-2 (Goldman, 2008). A ativação de 

vários desses mecanismos pelo BCR/ABL é necessária para a transformação das células 

hematopoiéticas pelo oncogene (Figura 2) (Sokal et al., 2002) e a progressão da doença 

é resultado de aquisições espontâneas de uma série de mudanças moleculares que são 

acompanhadas de novas mudanças citogenéticas (Goldman, 2008). 
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Figura 2: Vias envolvidas na sinalização do oncogene BCR-ABL (modificada de Kantarjian et 

al., 2006). 

 

Durante a hematopoiese normal, a proliferação e mecanismos de diferenciação 

de células progenitoras são dependentes da interação complexa com o microambiente da 

medula óssea. Essa interação envolve contato íntimo dessas células com células 

estromais e da matriz extracelular (Wilson, 1997). Transformação maligna das células 

progenitoras hematopoiéticas resulta no bloqueio da habilidade de se diferenciarem, 

causando acúmulo de células imaturas e quebra das interações células-estroma/matriz, 

levando à disseminação de elementos sanguíneos imaturos da medula óssea para o 

sangue periférico e tecidos. Sob este ponto de vista, células leucêmicas são descritas 

como invasivas em linhagens in vitro, como KG-1, K562, HEL, HL-60 e U-937 e in 

vivo, nos casos de leucemia aguda (Devy et al., 1997).  

A translocação característica da doença pode ser resultado de um erro de 

replicação (Pacheco et al., 2009; Goldman, 2008). Além da genética, a única causa 

estabelecida para a LMC é exposição à radiação, que pode levar a translocação 



 

 

5 

cromossomial necessária para começar a doença, não havendo implicação de influência 

familiar, fatores ambientais ou infecção viral no desenvolvimento desta doença.  

A primeira droga descrita para o tratamento de LMC foi o arsênico. Alguns anos 

depois, este foi baseado em drogas citostáticas como o bussulfan e hidroxiuréia. 

Atualmente, os tratamentos se baseiam em transplante, interferon-  e medicamentos 

que focam nos mecanismos moleculares envolvidos nesta doença (Figura 2) (Hehlmann 

et al., 2005). O imatinibe é, atualmente, o agente que mais se destaca. Ele é um inibidor 

do domínio tirosina quinase do BCR/ABL, sendo utilizado em todos os estágios da 

doença (Figura 3).  Outros inibidores estão em fase preliminar dos estudos clínicos para 

pacientes em fase crônica que não foram previamente tratados (Goldman, 2008). Dentre 

eles, o desatinibe mostrou grande potência em testes in vitro e é eficiente em pacientes 

com LMC que não responderam bem a terapia com o imatinibe (Shah et al., 2004; 

Talpaz et al., 2006).  

 

Figura 3: Imatinibe (Gleevec). Foi projetado para impedir a ação da proteína anormal da LMC. 

Esta proteína, chamada BCR-ABL (1) se liga a uma molécula de ATP (2), ativando a proteína 

BCR-ABL. Esta se liga a uma proteína de sinalização, GRB-2, (3) que ativa vias de 

proliferação, levando à progressão da doença. Imatinibe foi projetado para se ligar a proteína 

BCR-ABL, impedindo a ligação desta com o ATP, inibindo assim a ativação de GRB-2 (4). 

Disponível em: http://www.jamesline.com/viewer/Pages/index.aspx?P=440 

 



 

 

6 

Ainda é grande a procura de tratamentos alternativos para a LMC, apesar do 

imatinibe ainda ser o medicamento de primeira linha (Faber, 2009).  

 

1.1.3 Glioblastoma multiforme (GBM) 

Gliomas formam um grupo heterogêneo de tumores que, em pacientes adultos, 

podem ser classificados baseados nas características histopatológicas em astrocítico, 

oligodendroglial, oligoastrocítico ou tumores ependimais (Campbell et al., 2007). 

Embora esta classificação histopatológica ainda seja a base para a terapia dos pacientes, 

existem diferenças genéticas dentro desses subtipos que são de extrema importância 

para o prognóstico (Da Fonseca et al., 2008).  

Os tumores astrocíticos (originados de astrócitos) correspondem a 

aproximadamente 75% dos casos de gliomas e apresentam uma subclassificação por 

graus, que variam de I a IV, quanto à malignidade. O grau I, astrocitoma pilocítico, é 

considerado um tumor benigno; o astrocitoma difuso, grau II; astrocitoma anaplásico, 

grau III e o glioblastoma multiforme (GBM) é caracterizado como grau IV, dado ao seu 

elevado grau de malignidade (Tabela 1) (Vescovi et al., 2006; Ohgaki e Kleihues, 

2007). 

Tabela 1: Classificação dos tumores astrocíticos, estabelecida pela OMS (Organização Mundial 

de Saúde) (Vescovi et al., 2006). 

                                       Origem do tumor                               Classificação 

                              Astrocítico                       Astrocitoma pilocítico (grau I) 

                                                                                      Astrocitoma difuso (grau II) 

                                                                     Astrocitoma anaplásico (grau III) 

                                                                             Glioblastoma (grau IV) 
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Glioblastoma Multiforme (GBM) é o tumor do sistema nervoso central mais 

comum em adultos (Mattos et al., 2006). Raramente sofrem metástase para fora do 

sistema nervoso central, mas possuem crescimento agressivo. O tecido cerebral que 

rodeia o tumor apresenta vários tipos de resposta inflamatória, incluindo ativação de 

macrófagos, astrócitos reativos hipertrofiados, invasão vascular e formação de edema 

(Balassiano et al., 2006). As células tumorais dos GBMs apresentam um modelo de 

distribuição tecidual difuso no cérebro, que impede a retirada cirúrgica do tumor, 

tornando o prognóstico para o GBM bastante desanimador, pois a sobrevida média, 

quando combinadas radioterapia e quimioterapia, é de aproximadamente 14,6 meses 

(Vescovi et al., 2006). 

Do ponto de vista clínico e biológico, uma distinção entre GBM primário e 

secundário é importante. Os primários manisfestam-se rapidamente, sem evidência de 

lesões malignas precursoras, e acometem pessoas com idade média de 55 anos. Os 

secundários desenvolvem-se mais lentamente, pela progressão do astrocitoma de grau II 

ou III, e acometem preferencialmente adultos jovens, com idade média de 40 anos. 

(Ohgaki e Kleihues, 2007; Ohgaki et al., 2004). 

Aumento na expressão ou mutação de receptores de fatores de crescimento como 

EGF, PDGF, VEGF, TNF-α, associados com tirosinas quinases, foram identificados em 

gliomas malignos, levando a ativação constitutiva das vias de sinalização, o que resulta 

na proliferação celular descontrolada, sobrevivência e invasão (Sathornsumetee et al., 

2007).    

Muitos mecanismos para inibir as vias de sinalização dos fatores de crescimento 

e seus receptores até os efetores intracelulares têm sido estudados (Sathornsumetee et 

al., 2007). Estes estudos incluem moléculas que atuam como inibidores de TGF-β, 

como SD-208 (Uhl et al., 2004), inibidores do VEGF, como bevacizumab (Genentech, 
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South San Francisco) e VEGF-trap (Regeneron, Tarrytown, NY), inibidores da 

farnesiltransferase (FTI), como tipifarnibe (Johnson & Johnson, Brunswick, NJ) dentre 

outros (Sathornsumetee et al., 2007). 

A figura abaixo mostra as vias de sinalização envolvidas nos gliomas e os 

diversos alvos de terapias (Figura 4).    

 

 

Figura 4: Representação simplificada das vias de tradução de sinal e alvos terapêuticos 

relevantes em células de glioma (esquerda) e células endoteliais associadas a tumor (direita). 

Vários pontos nesta cascata são alvos terapêuticos em desenvolvimento para gliomas malignos 

(alguns são mostrados) (Sathornsumetee et al., 2007). 

 

Muitos inibidores que visam apenas um alvo obtiveram respostas modestas em 

pacientes com gliomas malignos. Esses fracassos são resultado da existência de muitas 

vias paralelas e compensatórias. Muitas estratégias estão sendo desenvolvidas para 

aumentar a eficiência das terapias alvos, que inclui visar múltiplas vias de transdução de 

sinal com múltiplos inibidores de quinases (Sathornsumetee et al., 2007). 
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1.2 Produtos Naturais e Fármacos Anticancerígenos 

 

Os registros médicos ancestrais mostram que cirurgia era realizada como 

tratamento para o câncer. Porém, os médicos também recomendavam o uso de alguns 

produtos naturais, especialmente oriundos de plantas, o que representa um interessante 

ponto de comparação com o conhecimento atual (Nobili et al., 2009).  

 O uso de plantas, ervas, fungos e sementes como medicamentos são anteriores 

aos registros históricos e representam o antecedente da medicina moderna. Nos tempos 

atuais, evidências clínicas mais significantes do valor das plantas no tratamento do 

câncer permitem a reconstrução da história destas plantas e seu uso nesses casos (Nobili 

et al., 2009).   

Há apenas 200 anos, um farmacêutico de 21 anos chamado Friedrich Sertürner 

isolou o primeiro composto puro farmacologicamente ativo de uma planta: morfina do 

ópio produzido pela casca da semente de papoula da espécie Papaver somniferum. Isto 

iniciou uma era onde drogas extraídas de plantas podem ser purificadas, estudadas e 

administradas em doses precisas. Por volta de 1990, 80 % das drogas eram advindas de 

produtos naturais ou análogos inspirados nestes produtos (Li e Vederas, 2009).  

A maior parte dos produtos naturais, incluindo aqueles isolados de animais 

marinhos como as esponjas, tunicados e seus vários predadores são candidatos a se 

tornarem drogas (Simmons et al., 2005). Além dos produtos marinhos, as plantas são 

excelentes fontes de novos fármacos. Dentre os quimioterápicos para o câncer, a 

vimblastina e a vincristina são extraídas de Catharrantus rose (planta nativa das 

florestas tropicais de Madagascar). O etoposídeo e o teniposídeo (extraídos da resina da 

raiz do podófilo - Podophyllum peltatum L. P. emodi.) são importantes fármacos 
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introduzidos na terapêutica nos últimos 20 anos, fundamentais para o renascimento do 

interesse nos produtos naturais por parte da indústria farmacêutica (Junior et al., 2006). 

Dentro do grupo de produtos naturais com atividade antitumoral estão os 

terpenos, que possuem atividade antimitótica de grande interesse médico (Belanger, 

1998; Fernandes et al., 2005). Esses hidrocarbonetos são classificados de acordo com o 

número de unidades isoprênicas (formada por cinco carbonos), podendo ser: 

hemiterpenos (uma unidade isoprênica), monoterpenos (duas unidades isoprênicas), 

sesquiterpenos (três unidades isoprênicas), diterpenos (quatro unidades isoprênicas) e 

politerpenos (mais de quatro unidades isoprênicas) (McGarvey e Croteau, 1995).  

Os monoterpenos são uma classe de moléculas isoprenóides formados pela 

condensação de duas moléculas de isopreno gerando compostos monocíclicos, 

bicíclicos ou acíclicos. São derivados da via de síntese do mevalonato das plantas, 

constituindo os componentes primários de óleos essenciais (Hudes, 2000).  

O limoneno (Figura 5) é o monoterpeno monocíclico mais simples, encontrado 

em óleos de frutos cítricos, como laranja e limão (Hudes, 2000). Devido a seu sabor 

agradável, é usado como ingrediente para sabor cítrico em óleos artificiais e fragrâncias. 

Pode ser encontrado também em bebidas não-alcóolicas, sorvetes e doces (Chow et al., 

2002). É formado a partir do geranilpirofosfato e é o precursor de outros monoterpenos 

monocíclicos oxigenados (Hudes, 2000). Desde a década de 80, o limoneno é 

reconhecido como um agente com ações quimiopreventivas e quimioterapêuticas. A 

eficácia do limoneno durante os estágios de iniciação e progressão da carcinogênese foi 

demonstrada em diversos tumores (Chow et al., 2002) e pode estar relacionada à 

inibição da isoprenilação de proteínas da família G, incluindo membros da família Ras 

(Haag et al., 1992). A isoprenilação é importante para a associação dessas proteínas à 

membrana plasmática, tornando-as capazes de atuar na via de sinalização requerida para 
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o crescimento, proliferação celular e apoptose (Gelb et al., 1995; Holstein e Hohl, 2003; 

Nakada et al., 2007). 

Devido a estas propriedades, o limoneno foi considerado como um candidato em 

potencial para atuar como droga anticâncer. Entretanto, a alta dose requerida 

(1000mg/Kg/dia) limitou sua utilidade clínica. Outros monoterpenos passaram a ser 

investigados, principalmente seus metabólitos álcool perílico (POH) e ácido perílico 

(PA) (Figura 5) (Boik, 2001).     

 

Figura 5: Estrutura química dos monoterpenos limoneno, POH e PA. Adaptado de Holstein e 

Hohl, 2003. 

 

  1.2.1 POH 

Álcool perílico (POH), também conhecido como p-metha 1,8-diene-7-ol, é um 

monoterpeno monocíclico hidroxilado, formado pela condensação de duas unidades 

isoprênicas. É encontrado em óleos essenciais de cerejas, lavandas, capim-limão, 

hortelã, sementes de aipo e gengibre (McGarvey e Croteau, 1995).  

O álcool perílico é produzido a partir do limoneno, numa rota caracterizada pela 

substituição do componente metila do limoneno. O primeiro relato dessa via de 

biotransformação foi realizado por Dhavalikar e Bhattacharyya. Os autores descreveram 

a biotransformação de R-(+)-limoneno por meio de uma linhagem de Pseudomonas 

isolada de uma amostra de solo (Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966). Outros estudos 

relatam a biotransformação do limoneno com obtenção dos compostos perílicos por 
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linhagens de leveduras, fungos filamentosos (Penicillium digitatum e Mortierella 

minutíssima) e bactérias (Júnior e Pastore, 2007). A enzima responsável pela 

transformação do limoneno em álcool perílico é a limoneno 7-monooxigenase (Figura 

6). Em ratos, cachorro e humanos, o POH é rapidamente metabolizado à PA e DHPA. A 

recuperação urinária total dos três compostos é de 8-9%, enquanto que a maior parte da 

droga é recuperada sob a forma de PA (O’Brien, 2004).  

 

Figura 6: Transformação do Limoneno em Álcool Perílico pela ação da enzima limoneno-7 

monooxigenase. Fonte: Ballal et al., 1966. 

 

Em 1994, Crowell e colaboradores conduziram um estudo sobre o metabolismo 

do limoneno. Este foi o primeiro relato da presença dos metabólitos do limoneno no 

plasma de humanos. Neste mesmo ano, e sob a supervisão do mesmo pesquisador, foi 

feito o primeiro estudo da análise de atividade do álcool perílico, focando a prenilação 

de proteínas e a proliferação celular. Nesses estudos foi determinado que o limoneno é 

metabolizado por humanos e ratos de maneira similar e que o POH se mostrou mais 

eficiente do que o limoneno e seus metabólitos em ambas atividades testadas (Crowell 

et al., 1994a; Crowell et al., 1994b).  

O POH é considerado como uma substância com potencial atividade regressora 

de diferentes tumores, incluindo mamários, pancreáticos e cerebrais (Yuri et al., 2004; 

Da Fonseca et al., 2006a, 2006b e 2007; Matos et al., 2008), efeito radiossensibilizador 
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(Rajesh et al., 2003) e significante inibição da angiogênese (Loutrari et al., 2004). 

Diversas atividades antitumorais do POH já foram descritas. É capaz de bloquear o ciclo 

celular e causar apoptose em células leucêmicas (Clark et al., 2002), de tumor pulmonar 

(Yeruva et al., 2007) e adenocarcinoma (Elegbede et al., 2003; Wiseman et al., 2007), 

ativar proteínas apoptóticas (Clark, 2006), inibir angiogênese (Loutrari et al., 2004), 

inibir metástase em células de glia (Balassiano et al., 2002), inibir proliferação de 

células de câncer de pulmão (Xu et al., 2004), inibir migração (Wagner et al., 2002) e 

proliferação de células de tumor de mama (Yuri et al., 2004), inibir a via de sinalização 

da proteína Ras (da Fonseca et al., 2008; Da Fonseca et al., 2006a; Chaudhary et al., 

2009) e sua prenilação (Holstein e Hohl, 2003), induz apoptose em células de GBM 

(Fernandes et al., 2005) e tumores de fígado (Mills et al., 1995), inibir enzimas de 

prenilação (Gelb et al., 1995), inibir a expressão e função do receptor de androgênio em 

tumores de próstata (Chung et al., 2006), alterar citoesqueleto e expressão de p34 em 

células de adenocarcinoma (Cerda et al., 1999), inibir transativação de AP-1 em 

tumores de pele (Barthelman et al., 1998) e inibir NFκB (Berchtold et al., 2005). A 

tabela abaixo (Tabela 2) mostra um resumo das atividades do POH. 

 

Quadro 1: Descrição das atividades do POH.  

Ano Grupo Estudo 

1998 

Belanger Revisão 

Rippie et al. Fase I / administração diária 

2000 

Hudes et al. Fase I / efeito em doenças sólidas refratárias 

Rippie et al. Fase I / administração 4x por dia 

2002 

Murren et al. Fase I / efeito em doenças refratárias 

Balassiano et al. Anti-metástase em glia 
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Wagner et al. Efeito na migração celular 

Clark et al. Bloqueio do ciclo celular em células leucêmicas 

 

2003 

Azolli et al. Fase I / efeito em tumores sólidos 

Clark et al. Inibição da sinalização via Mek (células leucêmicas) 

Rajesh et al. Aumento da sensibilização a tratamentos em glioma 

Elegbede et al. Bloqueio de ciclo e morte celular 

2004 

Xu et al. Inibição da proliferação (pulmão) 

Yuri et al.     Efeito no crescimento de cél. câncer in vivo e in vitro 

Loutrari et al. Inibição da angiogênese 

2005 Fernandes et al. Indução de apoptose (células de GBM) 

2006 

Da Fonseca et al. Resposta favorável à administração intranasal 

Clark et al.    Indução de apoptose mediada por c-Myc (células leucêmicas) 

Da Fonseca et al. Efeito no tamanho do tumor em pacientes 

2007 

Wiseman et al. Bloqueio de ciclo celular mediado por p21 e p27 (pâncreas) 

Yeruva et al. Bloqueio de ciclo celular e apoptose (pulmão) 

2009 

Da Fonseca et al.   Fase I/II – efeito da administração intranasal em glioma  

Da Fonseca et al.    Efeito da administração nasal na via da Ras 

Chaudhary et al. Inibição da inflamação e tumorigênese (pele de murinos) 

 

 

POH já faz parte de vários testes de fase I e II e mostrou potencial terapêutico 

(Wiseman et al., 2007). Estudos clínicos de sua administração oral em pacientes com 

tumores sólidos malignos estão em andamento (Ripple et al., 2000; Hudes et al., 2000; 

Azzoli et al., 2003; Bailey et al., 2004; Stearns et al., 2004), porém foram relatados 
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efeitos colaterais no trato gastrintestinal (Hudes et al., 2000; Azzoli et al., 2003). 

Estudos da administração do POH por via nasal também vêm sendo realizados, com 

diminuição da massa tumoral, melhora do quadro clínico e aumento da sobrevida em 

diversos pacientes com gliomas malignos recidivos, além da redução dos efeitos 

colaterais do trato gastrointestinal (Da Fonseca et al., 2006a, 2006b, 2007 e 2008).  

 

1.2.2 PA 

O POH é rapidamente metabolizado no fígado de animais, formando ácido 

perílico (PA) e ácido dihidroperílico (DHPA). Em humanos, PA é o metabólito 

majoritário circulante (Yeruva et al., 2007). A oxidação do POH à PA provavelmente 

envolve o aldeído perílico (PCO) como intermediário, que pode ser subsequentemente 

oxidado à PA pela enzima aldeído desidrogenase ou reduzido à POH pela álcool 

desidrogenase (Figura 7) (Boone et al., 1990).  

 

Figura 7: Transformação do álcool perílico em aldeído perílico (pela enzima álcool perílico 

desidrogenase) e deste em ácido perílico (pela enzima aldeído desidrogenase). Adaptado de: 

Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966.  

 

O PA não foi estudado na mesma proporção que o POH ou o limoneno, mas 

algumas de suas atividades antitumorais já foram descritas. É capaz de bloquear o ciclo 

celular e causar apoptose em células de tumor pulmonar (Yeruva et al., 2007), inibir 

isoprenilação da proteína Ras (Holstein e Hohl, 2003) e inibir a produção de IL-2 
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(Schulz et al., 1997). A tabela abaixo (Tabela 3) mostra um resumo das atividades do 

PA. 

 

Quadro 2: Descrição das atividades do PA. 

Ano Grupo Estudo 

1997 Schulz et al. Inibição da produção de IL-2 

2001 

Cheng et al. Inibição de isoprenilação (retina) 

Ferri et al.    Bloqueio de ciclo e redução da proliferação (célula muscular) 

2007 Yeruva et al. Bloqueio de ciclo, apoptose e aumento da sensibilização ao 

tratamento 

 

 

1.3 Triagem de novos fármacos 

 

Os sistemas in vitro, como alternativa aos experimentos animais nas pesquisas 

toxicológicas, avaliam o grande número de substâncias sintetizadas ou purificadas. Os 

ensaios de citotoxicidade utilizando células in vitro têm sido usados para determinar a 

atividade e o mecanismo de ação de produtos naturais antitumorais, além de identificar 

novos alvos moleculares (Nagle et al., 2004). 

A análise da função celular é a atividade central da pesquisa científica de novos 

antitumorais. Os parâmetros analisados são geralmente número de células, integridade 

da membrana celular ou atividade de certas enzimas celulares. O número celular pode 

ser medido, por exemplo, pela análise do total de conteúdo de DNA. Análises da 

integridade da membrana permitem melhor detecção de efeitos citotóxicos e podem ser 

acessadas por análise da habilidade da célula em reter compostos, como por exemplo, 

no teste da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) ou nos ensaios de 

incorporação do corante vital Vermelho Neutro. Testes comuns usados para acessar o 
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estado metabólico das células incluem também o MTT (integridade mitocondrial) 

(Hynes et al., 2006). 

Após os ensaios in vitro, ensaios clínicos são desenvolvidos com o objetivo de 

investigar e encontrar agentes naturais e sintéticos que sejam capazes de prevenir, 

bloquear ou reverter tanto a fase de iniciação da carcinogênese quanto a progressão de 

células pré-malignizadas. Estes estudos incluem análises de toxicidade e segurança 

dose-dependente (fase 1), eficiência em uma pequena população com alto risco tanto 

para cânceres específicos quanto para presença de biomarcadores (fase 2) e grandes 

testes com controle de placebos conduzidos em grandes populações (fase 3). 

(Greenwald, 2004).  

A descoberta de novas drogas é um problema mais complexo do que era no 

passado. A quantidade de informações geradas em um estudo típico pode facilmente 

confundir os cientistas responsáveis pela pesquisa. Os sistemas computacionais que 

estocam, manipulam e mostram estruturas químicas e as informações associadas a elas 

se tornaram uma ferramenta importante e de uso crescente na pesquisa (Richon, 1997). 

O desenho de drogas é um processo interativo que começa quando um composto 

com perfil biológico interessante é identificado e termina quando tanto o perfil de 

atividade e a síntese de uma nova entidade química são otimizados (Richon, 1997). 

Assim, o processo se inicia com uma grande quantidade de moléculas, mas, a cada fase, 

muitas delas são descartadas por não atenderem às especificações necessárias. Ao final, 

apenas algumas moléculas apresentarão um perfil adequado e uma será eleita como 

candidato potencial a um novo fármaco (Troullier et al., 2002). Desta forma, grande 

parte dos gastos das indústrias farmacêuticas é empregado na avaliação e no teste de 

substâncias que são descartadas no decorrer do processo.  
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A modelagem molecular se mostra promissora por permitir a detecção precoce 

de moléculas com problemas e por orientar a pesquisa na direção de moléculas com 

maior potencial (Troullier et al., 2002; Collins et al., 2003; Hansch et al., 2004). A 

disponibilidade de programas computacionais e bancos de dados são ferramentas 

essenciais para a simulação do comportamento de moléculas no planejamento de novos 

fármacos. Novos agentes terapêuticos podem ser desenvolvidos pela análise da relação 

estrutura-atividade, onde os dados estruturais podem ser obtidos por técnicas de 

modelagem molecular (Patrick, 2001; Carvalho et al., 2003). 

Os parâmetros ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade) têm um papel importante em definir a disponibilidade in vivo e os efeitos 

tóxicos de uma molécula, auxiliando na redução do tempo e do custo do processo de 

pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos (Hansch et al., 2004).  

 A avaliação do potencial de um composto como fármaco também pode ser 

realizada por análises no campo da modelagem molecular. O potencial de 

“druglikeness” de um composto está relacionado à semelhança com fármacos do 

mercado, sendo baseado em descritores topológicos, dados estruturais ou outras 

propriedades como cLogP (coeficiente de partição octanol/água calculado) e peso 

molecular. 80% dos fármacos comerciais têm um valor de “druglikeness” positivo. O 

potencial de “drug score” combina o potencial de druglikeness, cLogP, LogS 

(solubilidade em água), peso molecular e risco de toxicidade em um valor que é 

utilizado para inferir o potencial de um composto se tornar um fármaco. A avaliação in 

silico da toxicidade de moléculas inclui efeitos mutagênico, tumorigênico, irritante e 

sobre a reprodução (Abreu, 2008).  

 

 



 

 

19 

2  OBJETIVOS 

 

 Monoterpenos monocíclicos representam uma nova classe de compostos 

antitumorais. Álcool perílico é um desses monoterpenos que possui atividade 

quimiopreventiva e quimioterápica estabelecida e bem descrita na literatura, para 

diversos tipos de tumores malignos. Ácido perílico é seu metabólito majoritário 

circulante e também possui atividade antitumoral descrita. Porém, o estudo da atividade 

antitumoral do PA é bem restrito quando comparada ao do POH e não há na literatura 

estudos comparativos desses dois compostos em linhagens de leucemia mielóide 

crônica e glioblastoma multiforme.   

Devido a isso, uma análise acerca da atividade do POH e PA nestas linhagens 

torna-se interessante e pode ajudar na busca por alternativas no tratamento de tais 

doenças.  

Sendo assim, foram estabelecidos os seguintes objetivos para este trabalho: 

Objetivo geral: 

 Avaliar o efeito antitumoral dos monoterpenos POH e PA em células de 

leucemia mielóide crônica (K562) e glioblastoma multiforme (A172).  

 

Objetivos específicos: 

 Comparar a citotoxicidade do POH e PA nas duas linhagens celulares pelas 

técnicas da incorporação do corante vital Vermelho Neutro e redução do 

MTT.    
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 Determinar o potencial teórico do POH e PA como drogas comerciais.  

 Analisar alterações morfológicas nas células tratadas com POH e PA.  

 Verificar o potencial do POH e PA como indutores de apoptose por 

eletroforese de DNA, microscopia de fluorescência e western blotting.  

 Determinar o efeito do POH e PA na proliferação celular.  

 Determinar o efeito do POH e PA na síntese de metaloproteases.   
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Substâncias testadas 

Os monoterpenos (S)-(-)-álcool perílico, 96 %, (S)-(-)-ácido perílico, 95 %, 

DMSO, 99,9 % e etoposídeo foram adquiridos da firma Sigma (Sigma Chem. Co. MO, 

USA). Os reativos que devem ser diferenciados quanto à origem e fornecedor serão 

mencionados oportunamente.  

 

3.2 Células e cultura celular 

3.2.1 - Linhagem K562 

As células da linhagem K562 (Leucemia Mielóide Crônica) foram cedidas pela 

Professora Kátia Sabino da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ). As células 

foram mantidas em garrafas de poliestireno (TPP) em meio RPMI-1640, contendo 10 % 

de soro fetal bovino (Invitrogen), inativado a 56 ° C por 1 hora, 100 U/mL de penicilina 

(Invitrogen) e 100 U/mL de estreptomicina (Invitrogen), 2,25 g/L de NaHCO3, a 37 ° C 

em atmosfera úmida contendo 5 % de CO2.  

Repiques semanais foram realizados em fluxo laminar (Tox - Modelo FLV – 

Série 491), de modo que cada garrafa recebesse 5mL de meio com quantidade fixa de 

células no momento do repique (2,0 x 10
5 

células/mL). O volume, com a quantidade de 

células acima, foi transferido para uma nova garrafa com meio novo.  

 

 

3.2.2 - Linhagem A172 

 As células da linhagem A172 (Glioblastoma Multiforme Humano) foram 

cedidas pelo Dr. Clóvis Orlando da Fonseca da Universidade Federal Fluminense 
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(UFF). As células foram mantidas em garrafas de poliestireno (TPP) em meio DMEM-

F12 (Invitrogen) contendo 10 % de soro fetal bovino (Invitrogen), inativado a 56 ° C 

por 1 hora, 100 U/mL de penicilina (Invitrogen) e 100 U/mL de estreptomicina 

(Invitrogen), 2,25 g/L de NaHCO3, a 37 ° C em atmosfera úmida contendo 5 % de CO2.  

Repiques semanais foram realizados em fluxo laminar (Tox - Modelo FLV – 

Série 491), de modo que cada garrafa recebesse 5mL de meio com quantidade fixa de 

células no momento do repique (2,0 x 10
5 

células/mL). Após desprezar o meio, as 

células eram lavadas por duas vezes com PBS/EDTA (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 

mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 0,03 mM EDTA, pH 7,4 ajustado com HCl). A 

dispersão das células foi realizada pela adição de tripsina (Invitrogen) 0,25 % a 37 º C. 

Após 5 minutos, o meio de cultura era adicionado e as células repicadas na 

concentração acima mencionada.   

 

3.3 Ensaios para a avaliação da citotoxicidade celular 

3.3.1 – Células e compostos 

Células foram semeadas em placas de 96 poços com 3x10
4
 células por poço. 

POH e PA em diferentes concentrações foram adicionados (na linhagem K562, na 

mesma hora; na linhagem A172, no dia seguinte a fim de esperar a formação da 

monocamada) e incubados durante 48 horas. Um total de três experimentos foi realizado 

em triplicata. Os compostos foram testados nas seguintes concentrações: 3000, 2000, 

1500, 1000, 750, 500 e 250 µM. Como controle positivo foi utilizado o etoposídeo, 

quimioterápico usado nos tratamentos de câncer, nas concentrações de 250, 150, 100, 

50, 25, 10 e 5 µM. Como controle negativo, foi utilizado o DMSO, solvente no qual os 

compostos foram diluídos, na concentração máxima de 0,02%, que não se mostrou 

citotóxica.  
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A avaliação do efeito citotóxico dos compostos foi realizada por dois ensaios 

diferentes, um que mede a capacidade redutora da célula através da redução do MTT, e 

outro que retém o corante vital Vermelho Neutro em organelas celulares com 

membranas íntegras.  

 3.3.2 - Incorporação do Vermelho Neutro 

O teste utilizando o corante vermelho neutro (Reagen) foi realizado segundo 

Borenfreund e Puerner (1985). O ensaio tem por objetivo avaliar a capacidade de 

células viáveis reterem o corante vermelho neutro adicionado ao meio de cultura.   

Após 48h de incubação com POH e PA, os poços foram lavados duas vezes com 

100 μL de PBS. Terminada a segunda lavagem, as células foram incubadas com 150 μL 

de meio de cultura contendo o corante vermelho neutro (50 µg/mL) por 3 horas, a 37°C. 

Os poços foram lavados duas vezes com PBS e adicionou-se 150 μL de solução de lise 

(1 % de ácido acético, 50 % de etanol e 49 % de água destilada) às culturas tratadas, e 

estas foram mantidas sob agitação por 10 minutos até o total rompimento das células e 

solubilização do corante. Foi realizada a leitura no leitor de microplacas (Thermo Plate, 

modelo TP – Reader) no comprimento de onda de 545 nm. O potencial citotóxico do 

DMSO foi calculado em relação ao controle sem tratamento (não se mostrou tóxico), 

enquanto que o potencial citotóxico dos compostos testados foi calculado em relação ao 

controle tratado com o veículo DMSO (na concentração máxima de 0,02%). 

 

3.3.3 - Ensaio de redução do MTT 

O método foi realizado como descrito por Mossman (1983). Ao completar 40 h 

de incubação das células com os compostos, foram adicionados 10 µL da solução de 
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MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium bromide) na concentração 

de 5 mg/mL, diluída em PBS.  

As placas que receberam a solução de MTT foram protegidas da luz e mantidas 

a 37 ° C, em estufa com 5 % de CO2. Após 4 horas, a reação foi interrompida pela 

adição de 100 µL de SDS 10 %, HCl 0,01 N, e a densidade óptica medida no 

comprimento de onda de 545 nm, usando um leitor de microplacas (Thermo Plate, 

modelo TP – Reader). A determinação do potencial citotóxico dos compostos testados 

foi calculada em relação ao controle tratado com o veículo DMSO. 

 

3.4 Análise in silico dos parâmetros ADMET  

Os parâmetros ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade) são de grande importância na escolha de um fármaco. Para um candidato à 

fármaco ser considerado eficaz, este deve possuir alta potência, seletividade ao seu alvo 

biológico e atingir concentrações acima de um valor pré-determinado no tecido alvo. 

(Katzung, 2002). 

POH e PA foram submetidos a uma análise in silico dos parâmetros ADMET, 

usando o programa Osiris Property Explorer (http://www.organic-

chemistry.org/prog/peo/drugScore.html), para avaliar o potencial teórico destes 

compostos como candidatos a novos fármacos, comparados com o etoposídeo, 

quimioterápico em uso clínico. Para isso, foram determinados os valores de: a) cLogP, 

correspondente a lipofilicidade do composto; b) risco toxicológico, relacionado aos 

efeitos irritantes, mutagênico, tumorigênico e sobre a reprodução; c) “druglikeness” que 

avalia a freqüência de ocorrência de fragmentos comuns a fármacos comerciais e e) 

“drug score”, que combina “druglikeness”, cLogP, LogS, massa molecular e risco de 
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toxicidade em um valor que pode inferir o potencial de um composto se tornar um 

futuro fármaco (Teckto, 2005). 

 

3.5 Avaliação da apoptose por fragmentação do DNA 

Apoptose é uma forma de morte celular altamente regulada, necessária para o 

desenvolvimento de órgãos e manutenção da homeostase (Zamai et al., 2004). Um dos 

marcadores bioquímicos da apoptose é a fragmentação do DNA (Nagata, 2000). 

Eletroforese, em gel de agarose, de DNA extraído de células em apoptose geralmente 

revela um discreto fragmento de 50kbp, seguido de uma “escada” de fragmentos de 

aproximadamente 180bp e múltiplos (Goping et al., 1999).  

 

3.5.1 - Extração do DNA  

Esta técnica foi realizada segundo Maniats (1982). Células foram semeadas em 

placas de 6 poços (5 x 10
6 

células) em presença dos compostos por 24 e 48h. POH e PA 

foram utilizados nas concentrações de 500, 1500 e 3000 μM e etoposídeo na 

concentração de 200 μM. Nas células aderentes, os compostos foram adicionados no dia 

seguinte, a fim de esperar a formação da monocamada. Após a incubação com os 

compostos, as células K562 foram recolhidas e lavadas duas vezes com PBS por 

centrifugação a 1160 x g por 10 minutos. A linhagem aderente A172 foi lavada com 

PBS, realizada a soltura com tripsina 0,25 % (Invitrogen) e novamente lavada duas 

vezes com PBS por centrifugação a 1160 x g por 10 minutos. Foram adicionados 400 

μL da solução de digestão (Tris-HCl 1 M pH 8; EDTA 25 mM pH 8; SDS 0,5 % e NaCl 

100 mM), 10 μL de proteinase K (0,5 mg/mL – Invitrogen) e deixadas em banho-maria 

(BN 02, Acil) por 16-20 horas à 56° C. Após incubação, o digesto foi centrifugado a 

10.480 x g por 5 minutos e o sobrenadante transferido para outro eppendorf onde sofreu 
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desproteinização com adição de 400µL de fenol:clorofórmio: álcool isoamílico (todos 

da Invitrogen) na proporção de 25:24:1,  homogeneizado e centrifugado a 10.480 x g 

por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para outro eppendorf onde foram 

adicionados 185 µL de acetato de amônio (10 M) e 1,2 mL de etanol 100 % (Merck) 

gelado para precipitação do DNA por 16-20 horas à -4 ° C.  

Em seguida, foi realizada a centrifugação a 10.480 x g por 5 minutos, o 

precipitado contendo DNA foi lavado duas vezes com etanol 70 % gelado e ressuspenso 

em tampão TE (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM, 7,4).   

 

3.5.2 - Eletroforese em gel de agarose 

Os géis foram preparados utilizando-se agarose (Invitrogen) na concentração de 

0,8 g % em tampão TBE (89 mM Tris-Borato; 2 mM EDTA, pH 8,0) contendo 0,5 

µg/mL de brometo de etídeo. A eletroforese foi realizada em tampão TBE, sob tensão 

de 60 V por cerca de 1 hora e 30 minutos. O DNA foi visualizado através de 

transiluminador de luz ultravioleta (Transiluminator, Loccus Biotecnologia) e o 

resultado fotografado. 

 

3.6 Análise morfológica da apoptose 

Células em processo de apoptose exibem mudanças morfológicas características 

do processo, como condensação da cromatina, “quebra” nuclear, encolhimento celular e 

formação de expansões na membrana (“blebbing”) chamadas de corpos apoptóticos, 

que, in vivo, são fagocitados (Luchetti et al., 2004). Para a visualização destas alterações 

morfológicas serão utilizados os compostos laranja de acridina e brometo de etídio.   

A laranja de acridina é um corante vital que penetra nas células pela membrana 

plasmática intacta e intercala o DNA, fazendo com que este adquira coloração verde, 
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assim como o citoplasma da célula. Variações na intensidade da fluorescência estão 

relacionadas com a distribuição da eucromatina ou heterocromatina. Em contraste, 

núcleos apoptóticos possuem cromatina condensada, que é corada de forma uniforme e 

se apresenta como corpos esféricos brilhantes crescentes ou numerosos. O brometo de 

etídio é captado somente por células com danos na membrana citoplasmática, que ficam 

coradas com os núcleos em vermelho (Roger et al., 1996).  

Ambas as linhagens celulares foram semeadas em placas de 24 poços (10
5 

células / poço). POH e PA foram utilizados nas concentrações de 500, 1500 e 3000 μM 

e etoposídeo na concentração de 200 μM, por 24 horas.  

Após, as células K562 foram recolhidas, centrifugadas a 1200 x g por 10 

minutos e ressuspensas em 50 µL de meio com soro. Uma alíquota de 25 µL de células 

foram coradas com 2 µL de uma mistura de laranja de acridina (100 µg/mL) e brometo 

de etídeo (100 µg/mL) em PBS e examinados imediatamente em microscópio de 

fluorescência (Eclipse TE2000-U, Nikon) em comprimento de onda de 490 nm. As 

células A172 receberam no próprio poço da placa 150µL da mistura de laranja de 

acridina (100 µg/mL) e brometo de etídeo (100 µg/mL) em PBS e a análise realizada 

como acima descrita.   

  

3.7 Dosagem de proteínas 

 A dosagem foi realizada segundo Lowry et al. (1951). Brevemente, 2µL de 

amostras foram diluídas em 98µL de água destilada. Após, foram adicionados 1ml de 

RCA (CuSO4 1%, Tartarato-NaK 2%, Na2CO3 2%, NaOH 0,1N) por 10 minutos e 50µL 

do reativo de folling (Sigma) por 30min, protegido da luz.  
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 A densidade óptica foi medida no comprimento de onda de 570 nm, usando um 

leitor de microplacas (Thermo Plate, modelo TP – Reader). 

 

3.8 Avaliação da apoptose por western blot  

3.8.1 - Tratamento das células 

As células foram cultivadas em placas de 6 poços (5x10
6 

células / poço), tratadas 

com POH e PA nas concentrações de 500, 1000 e 1500 μM, e etoposídeo, na 

concentração de 200µM, por 24 horas. Após, foram homogeneizadas em tampão de 

amostra (Sigma , EUA) diluído em: 0,173 M Tris; 30 % glicerol; 3 % SDS; 3 % -

mercaptoetanol, pH 6,8 e mantido a 4 ° C. Após fervura, a 100 º C por 5 minutos, as 

proteínas foram dosadas com base no método de Lowry (Lowry et al., 1951). Após 

estabelecer a mesma concentração de proteínas para todas as amostras (50 µg/poço), 

foram adicionados a elas volumes iguais do mesmo tampão de amostra citado com 1mg 

de azul de bromofenol.   

 

3.8.2 - Western blot 

Os géis de poliacrilamida utilizados na eletroforese (GIBCO, EUA) possuíam 4 

% (gel de entrada) ou 12,5 % (gel de separação), com 0,75 mm de espessura. Foram 

adicionados 50 g de proteína por poço. 

A eletroforese foi realizada com o padrão de peso molecular (10 – 250kd) 

Molecular Rainbow Weight Marker  (Amersham Biosciences, RU), para a separação e 

identificação futura por peso molecular das proteínas. A corrida foi realizada a 100 

volts, por um tempo médio de 2 horas (Power Pac 200 – Bio-Rad, EUA), sendo em 

seguida transferida para membranas PVDF (Hybond -P, Amersham Biosciences, RU) a 

15 Volts por 25 minutos (Semi Dry – Bio-Rad, EUA). Após, as membranas foram 
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bloqueadas com 5 % de leite desnatado em TBST (Tris 0,05M, NaCl 0,15M, MgCl2 

1mM) + 0,05% Tween20, pH 7,4 em temperatura ambiente sob agitação por 2 horas.  

Ao fim do bloqueio, iniciou-se a incubação de cada membrana com o anticorpo 

primário específico (Tabela 1), a 4º C por 16 horas. Após a lavagem das membranas 

com TBS (Tris 0,05M, NaCl 0,15M, MgCl2 1mM), estas foram incubadas com 

anticorpos secundários apropriados (anti-coelho, titulação de 1:2000 (Bio Rad)) 

conjugados à peroxidase (HRP), para detecção dos anticorpos primários, em 

temperatura ambiente e sob agitação por 2 horas. O anticorpo contra β-actina já é 

conjugado à peroxidase, não havendo necessidade de incubação com anticorpo 

secundário.  

As bandas foram detectadas por quimioluminescência com o uso do kit ECL 

Plus
 
(Amersham Biosciences, RU) e subseqüente exposição ao filme Hyperfilm ECL  

(Amersham Biosciences, RU) por 5 minutos. A análise quantitativa por densitometria 

óptica foi realizada utilizando o programa de análise de imagem Scion Program 

(National Institute of Health, Image Program, USA).   

 

Tabela 2: Anticorpos usados na técnica de western blot. 

 

Anticorpos Origem Diluição Fornecedor 

 

NFkB ativado 
Coelho 1/500 Santa Cruz 

 

Caspase-3 

ativada 

Coelho 1/1000 Abcam 

 

β-Actina-HRP 
Humano 1/500 Santa Cruz 
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3.9 Zimografia  

Esta técnica foi realizada segundo Kherif (1999) com o objetivo de determinar a 

atividade gelatinase das metaloproteases (MMP-2 e 9). Para tal, células foram semeadas 

em placas de 6 poços (5x10
6
 células / poço) e tratadas com POH , PA (nas 

concentrações de 500, 1500 e 3000 μM) e etoposídeo (200 μM) por 24h. As células 

foram centrifugadas, os sobrenadantes foram coletados e imediatamente congelados em 

nitrogênio líquido (-196 º C). Foram diluídos em tampão de extração (100 mM Tris-HCl 

pH 7,6; 200 mM NaCl; 100 mM CaCl2 e 1% Triton x-100) a 4 º C. A concentração 

protéica foi determinada através do método de Lowry (item 3.7).  

Os géis de poliacrilamida (gel de entrada 4% e gel de separação, 7,5%) foram 

impregnados com gelatina tipo A (2 mg/mL) de pele de porco (Sigma , St. Louis Mo., 

EUA). A eletroforese foi realizada com 25 g de proteína / poço para cada uma das 

amostras, com voltagem de 165 volts por um tempo médio de 1 h (Power Pac 200 – 

Bio-Rad, EUA). 

Em seguida, os géis foram lavados duas vezes por 30 minutos em solução 2,5 % 

Triton X-100 à temperatura ambiente e incubados por 24 h em tampão de 

desenvolvimento (10 mM Tris-HCL, 5 mM CaCl2, 1 M ZnCl2) pH 7,5 a 37 º C. Os 

géis foram corados (30 % metanol, 10 % ácido acético e 0,5 % Coomassie Brilliant 

Blue R-250) e depois descorados com a mesma solução sem o corante. A atividade 

gelatinase foi detectada por bandas não coradas em fundo azul, representando áreas de 

proteólise da proteína substrato (gelatina). A análise quantitativa por densitometria 

óptica foi realizada utilizando o programa de análise de imagem Scion Program 

(National Institute of Health, Image Program, USA).   
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3.10 Análise estatística  

 Os resultados foram analisados utilizando os programas Excel (Office 2003), 

GraphPad Prism versão 4.0 (GraphPad software Inc. EUA) e GraphPad Instat. O cálculo 

de IC50 foi realizado por regressão linear e a existência de diferenças significativa entre 

os tratamentos foi estabelecida pelo teste de t de Student. O nível de significância  = 5 

% foi adotado para comparar dados de um mesmo experimento. Assim, foram adotadas 

como significativas as diferenças que geraram p < 0,05. Os resultados apresentados 

correspondem à média aritmética + desvio padrão de experimentos feitos em triplicatas. 
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4  RESULTADOS 

 

 

 4.1 Citotoxicidade do POH e PA 

4.1.1 Análise da viabilidade pela redução do MTT 

 Células K562 e A172 foram incubadas, por 48 horas,  em presença de diferentes 

concentrações do POH e PA. Nas células K562, o IC50 (concentração de droga capaz de 

matar 50% das células) do POH foi de 2616,32 µM e do PA de 3469,95 µM, diferença 

não significativa) (p = 0,067) (Figura 8).  
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Figura 8: Avaliação da viabilidade de células K562 pelo ensaio de redução do MTT.  Após 

48 horas de incubação com POH e PA em diferentes concentrações, a análise da redução do 

MTT foi feita por espectrofotometria, a 545 nm. Cada ponto corresponde à média ± desvio 

padrão de três experimentos feitos em triplicata.  

 

Nas células A172, o IC50 do POH foi de 3191,06 µM e do PA de 4148,70 µM. 

Esta diferença também não é estatisticamente significativa (p = 0,257) (Figura 9).  
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Figura 9: Avaliação da viabilidade de células A172 pelo ensaio de redução do MTT. Após 

48 horas de incubação com POH e PA a análise da redução do MTT foi feita por 

espectrofotometria, a 545 nm. Cada ponto corresponde à média ± desvio padrão de três 

experimentos feitos em triplicata. 

 

Foi possível verificar por esta técnica uma tendência das células K562 se 

mostrarem mais sensíveis ao tratamento com POH do que a A172, mesmo os valores de 

IC50 não sendo diferentes estatisticamente (p = 0,619 e 0,459, respectivamente) (Figura 

10A e B).  
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Figura 10: Comparação da viabilidade celular entre as linhagens K562 e A172 pela técnica 

do MTT. Os valores são referentes ao tratamento das células com POH (A) e PA (B) por 48 

horas.  

 

4.1.2 Incorporação do corante Vermelho Neutro 

Nas células K562, o IC50 do POH foi de 2408,06 µM e do PA de 3161,03 µM. 

Esta diferença não é estatisticamente significativa (p = 0,999) (Figura 11).  
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Figura 11: Avaliação da viabilidade de células K562 pelo ensaio de incorporação do 

corante vital Vermelho Neutro. Após 48 horas de incubação com POH e PA, o meio com as 

drogas foi retirado e as células foram incubadas com meio contendo vermelho neutro por 3 

horas e lisadas. A análise da incorporação foi feita por espectrofotometria, a 545 nm. Cada 

ponto corresponde à média ± desvio padrão de três experimentos feitos em triplicata. 

 

Nas células A172, o IC50 do POH foi de 2620 µM e do PA de 2794 µM, 

diferença não significativa (p = 0,172) (Figura 12).  
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Figura 12: Avaliação da viabilidade de células A172, pelo ensaio de incorporação do 

corante vital Vermelho Neutro. Após 48h de incubação com POH e PA, o meio com as drogas 

foi retirado e as células foram incubadas com meio contendo vermelho neutro por 3 horas e 

lisadas. A análise da incorporação foi feita por espectrofotometria, a 545 nm. Cada ponto 

corresponde à média ± desvio padrão de três experimentos feitos em triplicata. 

 

Foi possível verificar que, por esta técnica, as células K562 novamente 

mostraram tendência em ser mais sensíveis do que as células A172 sob ação do POH, 

porém sem diferença significativa (p = 0,564). Já sob ação do PA, o inverso acontece e 

as células A172 se mostram mais sensíveis, ainda com valores não significativos (p = 

0,378) (Figura 13 A e B).  
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Figura 13: Comparação da viabilidade celular entre as linhagens K562 e A172 pela técnica 

de incorporação do vermelho neutro. Os valores são referentes ao tratamento das células com 

POH (A) e PA (B) por 48 horas.  

 

 A tabela abaixo apresenta um resumo dos valores de IC50 do POH, PA e 

etoposídeo nas células K562 e A172, pelas duas técnicas de avaliação citotóxica.  

 
Quadro 3: Comparação estatística dos valores de IC50 do POH e do PA e entre as diferentes 

células  

 

 REDUÇÃO MTT  VERMELHO NEUTRO 

CÉL. 
POH 

(IC50 em µM) 
PA 

(IC50 em µM) 

Valor de 

p 

POH 

(IC50 em µM) 
PA 

(IC50 em µM) 

Valor de 

p 

K562 2616,32 3469,95 0,067 2620 2794 0,999 

IC50 etop. 217,78  244,36  

A172 3191,06 4148,70 0,257 2408,06 3161,03 0,172 

IC50 etop. 169,02  211,67  

 

 

4.2 Análise do potencial teórico do POH e PA como drogas de mercado 

As análises do potencial teórico foram feitas em colaboração com a Prof
a 
Helena 

Carla Castro. Os dados aqui apresentados foram fornecidos por seu aluno de Doutorado 

Plínio Sathler.  

Os dois compostos, POH e PA, foram submetidos à análise in silico usando o 

programa Osiris para avaliar o potencial teórico destes compostos como candidatos a 

novos fármacos, comparando com o etoposídeo, quimioterápico já comercializado. 

A B 
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Foram determinados os valores de cLogP (que corresponde a lipofilicidade do 

composto), risco toxicológico (efeitos irritantes, mutagênico, tumorigênico e 

reprodução), “druglikeness” (avalia a freqüência de ocorrência de fragmentos comuns a 

fármacos comerciais) e “drug score” (combina “druglikeness”, cLogP, LogS, massa 

molecular e risco de toxicidade) que gera um valor que infere o potencial de um 

composto se tornar um futuro fármaco. 

 Segundo as análises, os compostos (POH e PA) apresentaram um perfil de 

“druglikeness” e “drug score” inferiores ao estimados para o etoposídeo (Figura 14). As 

barras inferiores (valores negativos) correspondem ao “druglikeness” e as barras 

superiores (valores positivos), ao “drug score”.  
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Figura 14: Comparação dos valores de “druglikeness” e “drug score” do POH, PA e 

etoposídeo. Esta análise foi realizada utilizando o programa Osiris Property Explorer. 

  

A avaliação da toxicidade no Osiris mostrou que POH e PA possuem nível 

médio de causar efeitos mutagênicos, tumorigênico e reprodutivo. Ambos possuem alto 

risco de causar efeito irritante. Já o etoposídeo possui baixo risco para todos os efeitos 

citados (Figura 15).  
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Figura 15: Risco de toxicidade para POH, PA e etoposídeo. Esta análise foi realizada 

utilizando o programa Osiris Property Explorer. 

 

4.3 Análise das características morfológicas das células tratadas com POH e PA 

Foram retiradas fotos das duas linhagens celulares com POH e PA na 

concentração de 3000 μM referentes ao tratamento por 48h. A figura 16 A mostra as 

células da linhagem A172 após incubação com POH e a Figura 16 B, das mesmas em 

presença do PA. É possível perceber que as células tratadas com POH apresentam 

morfologia arredondada e a monocamada não se mostra de maneira homogênea, quando 

comparada ao controle.  

Já as células tratadas com PA não apresentaram alteração de morfologia quando 

comparadas com o controle.  
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Figura 16: Efeito do POH e PA na morfologia de células A172. Células incubadas com 3000 

µM de POH (A) e PA (B) ou meio (C), por 48 horas, foram observadas por microscopia óptica 

(aumento de 100X).  

 

A figura 17 A mostra as células da linhagem K562 após incubação com POH e a 

Figura 17 B, das mesmas em presença do PA. É possível perceber que as células 

tratadas com POH, além de estarem em menor número, perderam o formato 

arredondado e a característica de se aglomerarem, formando estruturas semelhantes a 

cachos de uva. Pode-se notar também a presença de fragmentos celulares espalhados 

pelo campo.  

Já as células tratadas com PA não apresentaram alterações tão drásticas, com 

somente algumas células tendo perdido o formato arredondado, porém mantendo a 

conformação aglomerada, semelhante ao controle (células sem tratamento).  

C 

A B 
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Figura 17: Efeito do POH e PA na morfologia de células K562. Células incubadas com 3000 

µM de POH (A), PA (B) ou meio (C), por 48 horas, foram observadas por microscopia óptica 

(aumento de 100X).    

 

4.4 Análise da apoptose 

4.4.1 Análise pela fragmentação nuclear 

 A fim de avaliar a apoptose, o padrão de fragmentação em escadas do DNA foi 

analisado. A figura 18 A mostra o resultado da eletroforese do DNA das duas linhagens 

celulares tratadas com POH, enquanto a figura 18 B mostra os resultados do tratamento 

com PA. Em ambos os tratamentos é possível verificar um rastro abaixo de cada poço 

do gel, indicando fragmentação do DNA, porém não é possível identificar o “padrão de 

fragmentação em escada” característico de apoptose.  
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Figura 18: Eletroforese do DNA das células tratadas. As duas linhagens celulares foram 

tratadas com POH (A) e PA (B) por 24 horas e seus DNAs foram extraídos e usados em 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. Os valores acima correspondem às concentrações de cada 

composto, em μM. Etop. – controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não 

tratadas.  
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4.4.2 Análise morfológica da apoptose  

 Já que não foi possível verificar apoptose pela eletroforese do DNA e como 

células em processo de apoptose exibem mudanças morfológicas características do 

processo, foi realizado um experimento com os corantes laranja de acridina e brometo 

de etídio, a fim de analisar a morfologia de tais células sob microscópio de 

fluorescência, após 24 horas de incubação com POH e PA.  

 Nas células K562, foi possível verificar células já mortas (coradas em 

vermelho), células ainda viáveis (coradas em verde) e células entrando no processo de 

apoptose. Essas características foram mais evidentes no tratamento com POH, na 

concentração máxima (3000 μM). Já no tratamento com PA, as células apresentavam 

morfologia normal. Foram retiradas fotos, que estão representadas na figura 19. A 

figura 20 representa a contagem das células com três características diferentes: viáveis, 

mortas e apoptóticas.  

     

     
 

A B 

C D 
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Figura 19: Morfologia das células K562 após tratamento com POH e PA por 24 horas. As 

células foram coradas com laranja de acridina e brometo de etídio e analisadas sob microscópio 

de fluorescência, no aumento de 100X. A figura A representa o tratamento com POH na 

concentração de 3000 μM; a figura B, tratamento com PA à 3000 μM, foto C, controle positivo 

- etoposídeo (200 μM) e D, células não tratadas. As setas tracejadas identificam as células vivas; 

as com linha cheia, células mortas e as com ponta arredondada, células em apoptose.  
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Figura 20: Gráfico representativo da contagem de células K562 com características 

viáveis, mortas e apoptóticas. O gráfico A corresponde ao tratamento com POH e o gráfico B, 

tratamento com o PA, ambos por 24 horas. Etop. – controle positivo; DMSO – controle 

negativo.  

 

A figura 21 representa as células A172 sob as mesmas condições. Por tal célula 

ser aderente, a análise do processo de apoptótico se torna mais difícil e só foi possível 

identificar duas características: células viáveis (coradas em verde) e células mortas 

(coradas em vermelho). O tratamento com POH apresentou mais células mortas quando 

comparado com o tratamento com PA.  
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Figura 21: Morfologia das células A172 após tratamento com POH e PA por 24horas. As 

células foram coradas com laranja de acridina e brometo de etídio e analisadas sob microscópio 

de fluorescência, no aumento de 100X. A figura A representa o tratamento com POH na 

concentração de 3000 μM; a figura B, tratamento do PA a 3000 μM, a foto C o controle positivo 

etoposídeo (200 μM) e D, células não tratadas. As setas tracejadas identificam as células vivas e 

as com linha cheia, células mortas.  

 

Sob o tratamento do POH por 24 horas, as células A172 apresentaram alteração 

nos seus prolongamentos, se mostrando de forma mais afilada. O nível dos 

prolongamentos celulares diminuiu conforme se aumentava a concentração do 

composto (Figura 22). No tratamento com PA, tal alteração não ocorreu e as células 

permaneceram viáveis.  
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Figura 22: Morfologia das células A172 após tratamento com POH por 24 horas. As 

células foram coradas com laranja de acridina e brometo de etídio e analisadas sob microscópio 

de fluorescência, no aumento de 100X. A figura A representa o tratamento com POH na 

concentração de 3000 μM, figura B, à concentração de 1500 μM, figura C, 500 μM e D, células 

sem tratamento. As setas brancas ressaltam a característica afilada dos prolongamentos 

celulares.  

 

A figura 23 representa a contagem das células com as duas características 

diferentes: viáveis e mortas.  
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Figura 23: Gráfico representativo da contagem de células A172 com características viáveis 

e mortas. O gráfico A corresponde ao tratamento com POH e o gráfico B, tratamento com o 

PA, ambos por 24 horas. Etop. – controle positivo; DMSO – controle negativo.  

 

 

4.4.3 Análise da expressão de caspase-3 

 

Também com o objetivo de avaliar a indução de apoptose pelo ponto de vista 

molecular, a dosagem da expressão da enzima caspase-3 foi realizada, pelo método de 

western blot, em ambas as linhagens na presença de POH e PA por 24 horas. A proteína 

β-actina foi utilizada como controle interno.  

Na linhagem K562 na presença do POH, observou-se a mesma quantidade de β-

actina para todas as concentrações, exceto para a diluição de 3000 µM, em que a 

viabilidade celular se encontrou reduzida à menos de 50% (Figura 9). Houve marcação 

para caspase-3 em todas as amostras, com exceção do DMSO e controle negativo, 

resultado já esperado (Figura 24A). Os resultados apresentados na Figura 24B 

B 
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correspondem à quantificação do gel e mostram que houve aumento dos níveis da 

caspase-3 à medida que aumenta a concentração do POH, resposta dose dependente.  A 

concentração mínima (500 µM), não apresenta diferença estatisticamente significativa 

em relação ao controle positivo com etoposídeo.   

 

 

 

   

Figura 24: Dosagem dos níveis de caspase-3 das células K562 incubadas com POH por 24 

horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do POH (em µM). 

Etop. – controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do POH (em µM) e o etoposídeo foi considerado o 100% de ativação. 

 

Nesta linhagem, quando na presença do PA, observou-se a mesma quantidade de 

β-actina para todas as concentrações (Figura 25 A), não havendo agora diminuição para 

a diluição de 3000 µM, já que a viabilidade celular não se encontra tão reduzida (Figura 

9). Os resultados apresentados na Figura 25B correspondem à quantificação do gel e 

confirmam a expressão de caspase-3 somente na concentração máxima (3000 µM) e em 

concentração bem menor que o controle positivo.     
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Figura 25: Dosagem dos níveis de caspase-3 das células K562 incubadas com PA por 24 

horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do PA (em µM). Etop. 

– controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do PA (em µM) e o etoposídeo foi considerado o 100% de ativação. 

 

Na linhagem A172, na presença do POH, observou-se também a mesma 

quantidade de β-actina para todas as concentrações e houve marcação para caspase-3 

em todas as amostras, com exceção do DMSO e controle negativo, onde esta ausência já 

era esperada. (Figura 26A). Os resultados apresentados na Figura 26B correspondem à 

quantificação do gel e confirmam a expressão de caspase-3. Somente ocorreu variação 

estatisticamente significativa do nível de caspase ativada no tratamento com POH em 

presença da concentração máxima (3000 µM).  

 

 

 

 

      
 

 

Figura 26: Dosagem dos níveis de caspase-3 ativada nas células A172 incubadas com POH 

por 24 horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do POH (em µM). 

Etop. – controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do POH (em µM) e o etoposídeo foi considerado o 100% de ativação. 
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A linhagem A172, quando na presença do PA, não apresentou marcação de 

expressão de caspase-3.  

Comparando as duas linhagens celulares, é possível perceber que a os níveis de 

caspase-3 se encontram mais altos no tratamento da linhagem K562 (Figuras 24 e 26B).  

 

4.5 Análise da expressão de NF B 

A dosagem da expressão de NFκB também foi realizada pela técnica de western 

blot. Ambas as linhagens foram incubadas na presença de POH e PA por 24 horas e a 

proteína β-actina foi utilizada como controle interno.   

Na linhagem K562 na presença do POH observou-se a mesma quantidade de β-

actina para todas as concentrações, exceto para a concentração de 3000 µM, em que a 

viabilidade celular se encontrou reduzida à menos de 50% (Figura 9). Houve marcação 

para NFκB em todas as amostras (Figura 27A). Os resultados apresentados na Figura 

27B correspondem à quantificação do gel e mostram que a marcação de expressão de 

NFκB das amostras não apresenta diferença estatisticamente significativa em relação ao 

controle.   

 

 

 

 
 
Figura 27: Dosagem da expressão de NFκB das células K562 incubadas com POH por 24 

horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do POH (em µM). 

Etop. – controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do POH (em µM) e cel. foi considerado o 100% de ativação. 
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Na presença do PA, observou-se também a mesma quantidade de β-actina para 

todas as concentrações e marcação de NFκB em todas as amostras (Figura 28A). Os 

resultados apresentados na Figura 28B correspondem à quantificação do gel e 

confirmam a expressão de NFκB. Não ocorreu variação estatisticamente significativa de 

nenhuma amostra em relação ao controle positivo.   

       
 
Figura 28: Dosagem da expressão de NFκB das células K562 incubadas com PA por 24 

horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do PA (em µM). Etop. 

– controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do PA (em µM) e cel. foi considerado o 100% de ativação. 

  

Na linhagem A172, na presença do POH, observou-se a mesma quantidade de β-

actina para todas as concentrações. Houve marcação para NFκB em todas as amostras 

(Figura 29A).  Os resultados apresentados na Figura 29B correspondem à quantificação 

do gel e confirmam a expressão de NFκB. Não ocorreu variação estatisticamente 

significativa em relação ao controle positivo, com exceção da concentração mínima 

(500 µM), onde houve aumento da expressão da proteína.  
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Figura 29: Dosagem da expressão de NFκB das células A172 incubadas com POH por 24 

horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do POH (em µM). 

Etop. – controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do POH (em µM) e cel. foi considerado o 100% de ativação. 

 

 

Na presença do PA, observou-se também a mesma quantidade de β-actina para 

todas as concentrações e marcação de NFκB em todas as amostras (Figura 30A). Os 

resultados apresentados na Figura 30B correspondem à quantificação do gel e 

confirmam a expressão de NFκB. Não ocorreu variação estatisticamente significativa 

em relação ao controle positivo, com exceção da amostra tratada com o etoposídeo, 

onde houve aumento da expressão da proteína.  

 

 

 

 

 

   
 

 

Figura 30: Dosagem da expressão de NFκB das células A172 incubadas com PA por 24 

horas, pela técnica de western blot. A figura A representa a radiografia do gel de 

poliacrilamida. Os números acima do gel correspondem às concentrações do PA (em µM). Etop. 

– controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. A figura B 

representa a quantificação do gel por densitometria óptica. A numeração do eixo X corresponde 

às concentrações do PA (em µM) e cel. foi considerado o 100% de ativação. 
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4.6 Análise da expressão de metaloproteases  

 

 A técnica de zimografia foi utilizada com o objetivo de avaliar a atividade 

gelatinase de metaloproteases. A figura 31 mostra a expressão das metaloproteases 2 e 9 

em células K562 tratadas com POH e PA. É possível verificar que a expressão de 

MMP-2 é maior que MMP-9 em todas as concentrações dos dois compostos e nos 

controles positivo e negativo.  

 

 
 

Figura 31: Resultado da zimografia de células K562 tratadas com POH e PA por 24 horas. 
O gel de poliacrilamida foi submetido à eletroforese com 25 μg de proteína / poço, por 1 hora e 

corados com Comassie Blue. A atividade gelatinase foi detectada por bandas não coradas em 

fundo azul, representando áreas de proteólise da gelatina. Os números acima do gel 

correspondem às concentrações do POH e PA (em µM); Soro – controle de carregamento; Etop. 

– controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. 

 

A figura 32 mostra os gráficos resultantes da análise de densitometria do gel 

acima mostrado. O gráfico A é referente à atividade da MMP-2 e é possível verificar 

que, apesar de não haver diferença significativa entre o POH e PA em todas as 

concentrações e entre as concentrações dos mesmos, há aumento da atividade da MMP-

2 em todas as concentrações em relação ao controle, inclusive do controle positivo 

(etoposídeo) (p < 0,05). O gráfico B representa a atividade da MMP-9. O resultado é 

semelhante ao da atividade da MMP-2, porém com % de atividades maiores.  
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Figura 32: Gráficos resultantes da análise dos géis de zimografia das células K562. A 

análise foi feita utilizando o programa de análise de imagem Scion Program (National Institute 

of Health, Image Program, USA). O gráfico A é corresponde à atividade da MMP-2 e o gráfico 

B, da MMP-9.  

 

A figura 33 mostra a expressão das metaloproteases 2 e 9 em células A172 

tratadas com POH e PA. É possível verificar que, da mesma forma que nas células 

K562, a expressão de MMP-2 é maior que MMP-9 em todas as concentrações dos dois 

compostos e nos controles positivo e negativo.  

 

 
 
Figura 33: Resultado da zimografia de células A172 tratadas com POH e PA por 24 horas. 
O gel de poliacrilamida foi submetido à eletroforese com 25 μg de proteína / poço, por 1 hora e 

corados com Comassie Blue. A atividade gelatinase foi detectada por bandas não coradas em 

fundo azul, representando áreas de proteólise da gelatina. Os números acima do gel 

correspondem às concentrações do POH e PA (em µM); Soro – controle de carregamento; Etop. 

– controle positivo; DMSO – controle negativo; Cel. – células não tratadas. 

 

A figura 34 mostra os gráficos resultantes da análise de densitometria do gel 

acima mostrado. O gráfico A é referente à atividade da MMP-2 e os resultados são 

semelhantes aos apresentados nas células K562. É possível verificar que não há 
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diferença significativa entre o POH e PA e entre as concentrações dos mesmos, porém 

há aumento da atividade da MMP-2 em todas as concentrações em relação aos controles 

(p < 0,05). O gráfico B representa a atividade da MMP-9. O resultado é semelhante ao 

da atividade da MMP-2 e, nesta linhagem, não há diferença significante entre a 

atividade das duas metaloproteases (% de atividade semelhante).  
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Figura 34: Gráficos resultantes da análise dos géis de zimografia das células A172. A 

análise foi feita utilizando o programa de análise de imagem Scion Program (National Institute 

of Health, Image Program, USA). O gráfico A é corresponde à atividade da MMP-2 e o gráfico 

B, da MMP-9.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Diversos monoterpenos possuem atividade quimioterapêutica e 

quimiopreventiva contra células tumorais (Yeruva et al., 2007; Samaila et al., 2004). Os 

ensaios clínicos com POH mostram que o mesmo é rapidamente metabolizado e já não 

pode ser medido no sangue 2 horas após a administração. Por isso, não é claro se o POH 

por si só ou um de seus metabólitos, PA ou DHPA, é o composto ativo (Xu et al., 

2004). Logo, se torna importante a realização de estudos com o objetivo de comparar a 

eficácia do POH e seus metabólitos.   

Este trabalho mostra, pela primeira vez, um estudo comparativo das atividades 

do POH e seu metabólito majoritário, PA, em células de LMC e GBM. Apesar do PA 

ter se mostrado eficiente como droga citotóxica e na indução da apoptose, o POH 

possuiu atividade mais intensa, como já é descrito na literatura em células de pulmão 

(Yeruva et al., 2007). Yeruva (2007) foi o único autor, até o momento, que descreveu 

uma comparação da ação dos dois compostos utilizando linhagens celulares de 

carcinoma de pulmão de pequenas células. 

A citotoxicidade de ambos os compostos já foi diversas vezes testada, com 

modelos e resultados bastante diversificados. De forma geral, os valores de IC50 

encontrados neste trabalho foram mais elevados do que os descritos na literatura. A 

discrepância entre os resultados deste trabalho e de outros estudos pode ser explicada 

pela diferença nas linhagens celulares e das condições experimentais usadas.  

  Outro estudo semelhante a este foi realizado em células de GBM, com avaliação 

citotóxica do POH com tempo de incubação de 24 horas, utilizando a técnica de redução 

do MTT. O composto exerceu seu efeito inibitório de maneira dose-dependente e, 



 

 

55 

enquanto a concentração de 600 µM não exibiu nenhum efeito na viabilidade celular, 

6000 µM foi suficiente para exibir máxima redução na viabilidade (Fernandes et al., 

2005). Tais resultados estão de acordo com os que foram apresentados neste estudo.  

O PA possui sua atividade bem menos descrita e não há na literatura estudos de 

sua atividade em células de GBM. Porém, em outras linhagens celulares como a H520 

(adenocarcinoma humano), seu valor de IC50 está em torno de 3.600 µM (Yeruva et al., 

2007; Hardcastle et al., 1999).  

Nas células de LMC, diversos estudos sobre a ação do POH já foram realizados, 

porém sem descrição de seus valores de IC50, mostrando novamente o ineditismo destas 

análises. Com o PA, não há estudos descritos sobre sua atuação neste tipo câncer.  

 Vários ensaios de citotoxicidade são atualmente disponíveis, cada um deles 

usando uma abordagem específica para detectar diferentes aspectos da viabilidade 

celular, como a integridade da célula, proliferação e funções metabólicas. Nas análises 

de citotoxicidade, vários trabalhos apontam a importância da utilização de mais de uma 

técnica de avaliação, já que pode haver diferenças na sensibilidade entre as diferentes 

metodologias (Schröterová et al., 2009; Melo et al., 2002; Fotakis e Timbrell, 2006).  

Em nossos ensaios, além do MTT, realizamos análises com o vermelho neutro. 

Nossos resultados mostraram que as duas técnicas foram sensíveis para detectar a 

citotoxicidade do POH e PA e os valores de IC50 não apresentaram diferenças 

significativas entre elas. Também não houve diferença entre os valores de IC50 das duas 

linhagens através desta técnica.   

A técnica de incorporação do corante vermelho neutro já foi utilizada para 

estudos com POH em células A172, porém com tempo de incubação de apenas 30 

minutos, bem inferior ao nosso trabalho (Garcia, 2009), tornando assim difícil fazer 

qualquer tipo de comparação quanto a valores de IC50.   
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 Foi realizada a análise do potencial teórico destes compostos como candidatos a 

novos fármacos através dos valores de “druglikeness” e “drug score”, comparado ao 

etoposídeo, fármaco de mercado. Tal análise mostrou que o POH e PA apresentaram 

valores de “druglikeness” menores do que o etoposídeo (Figura 14). Tais valores, 

quando positivos, indicam que os compostos analisados contêm, predominantemente, 

fragmentos que estão presentes com maior freqüência nos fármacos comerciais (Tekto, 

2005). Neste caso, os valores foram todos negativos, indicando que estes compostos 

podem ter estruturas semelhantes aos 20% dos fármacos comerciais com valores 

negativos ou representarem uma “novidade” de estruturas no que diz respeito à 

fármacos.  

 Já o “drug score”, que combina o potencial de “druglikeness”, cLogP, LogS 

(solubilidade em água), peso molecular e risco de toxicidade, indica o potencial destes 

compostos se tornarem fármacos (Tekto, 2005). Os valores dos três compostos foram 

baixos, porém POH e PA foram muito semelhantes entre si e com o etoposídeo, que já é 

comercializado, indicando uma compatibilidade de resultados com a droga referência, o 

etoposídeo (Figura 14).  

 No que diz respeito às análises de toxicidade teórica, POH e PA apresentaram 

efeitos iguais, porém mais tóxicos que os do etoposídeo (Figura 15). A toxicidade 

predita por estas análises não garante que estes compostos tenham comportamento igual 

in vivo (Silva et al., 2008), somente prediz o potencial teórico e promissor dos mesmos.  

 Com o objetivo de avaliar a natureza da inibição na viabilidade, foi analisado o 

efeito do POH e PA na morfologia destas células. A análise morfológica das células 

tratadas com os compostos permite verificar com facilidade que o POH apresenta maior 

efeito citotóxico do que o PA. As células A172 tratadas com PA apresentam 

características muito semelhantes às do controle, já as tratadas com POH assumem 
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formato arredondado e a monocamada não se mostra mais homogênea (é possível 

verificar “buracos”) (Figura 16). Outros estudos mostram alterações morfológicas 

semelhantes em células de GBM, inclusive a linhagem A172, quando tratadas com 

POH. Estas alterações incluem formato da célula, que se tornam arredondadas, 

mudanças na membrana (com estruturas que sugerem apoptose) e na citoarquitetura 

destas células (Da Fonseca, 2004; Fernandes et al., 2005).  

O padrão normal das células K562 é seu formato arredondado e aglomerado, 

formando estruturas semelhantes a cachos de uva. Sob o tratamento com PA estas 

células não alteram muito sua morfologia, porém, o POH causa sérios danos à 

membrana das células, tornando-as enrugadas e disformes, além de romper os 

aglomerados celulares. É possível verificar também restos celulares, indicando intensa 

morte (Figura 17). A análise morfológica desta linhagem sob o efeito do PA ainda não 

havia sido descrita.    

 Em 1972, Kerr e colaboradores introduziram o termo “apoptose” para descrever 

um processo de morte celular com características morfológicas únicas: encolhimento 

celular, condensação do DNA ao longo da membrana nuclear, alterações da membrana 

plasmática e morte celular sem reação inflamatória (Kerr et al., 1972).   

POH é conhecido por induzir apoptose em vários tipos de tumores (Crowell et 

al., 1991; Mills et al., 1995; Reddy et al., 1997; Stayrook et al., 1997; Ariazi et al., 

1999). Diversos trabalhos mostram apoptose causada por POH em células K562, 

envolvendo vários mecanismos como bloqueio de ciclo celular, ativação de c-Myc, 

Mek, dentre outras vias (Sahin et al., 1999; Clark et al., 2002; Clark et al., 2003; Clark, 

2006). Há também diversos trabalhos descrevendo a indução de apoptose em células 

A172, envolvendo também diversos mecanismos moleculares (Da Fonseca, 2004; 

Fernandes et al., 2005).  
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A maior parte dos trabalhos publicados sobre o mecanismo de ação do PA é 

relacionado à inibição de isoprenilação de GTPases, incluindo Ras e p21 (Casey et al., 

1989; Stayrook et al., 1998; Cheng et al., 2001) e interferência na produção de 

interleucinas (Schulz et al., 1997), mas seu efeito na indução de apoptose também já é 

descrito (Iimura et al., 1997; Bardon et al., 1998).  

Com o advento das técnicas bioquímicas como a eletroforese de DNA na década 

de 80, a apoptose foi relacionada a certos processos de quebra do DNA. Em alguns 

modelos de apoptose, endonucleases intracelulares ativadas quebram o DNA em 

fragmentos de 180 pares de bases e múltiplos. Estes podem ser visualizados como 

padrão de escada no gel de eletroforese. Este padrão é considerado um marco da 

presença de apoptose (Abend, 2003).    

Com o objetivo de verificar e comparar a indução de apoptose causada pelo 

POH e PA, foi realizada a eletroforese do DNA das células K562 e A172 tratadas por 

24h. Em nossos resultados, em ambos os tratamentos, foi possível verificar um rastro 

abaixo de cada poço do gel, indicando intensa fragmentação do DNA. Porém não foi 

possível identificar o “padrão de fragmentação em escada” característico de apoptose, 

talvez por não haver células apoptóticas suficientes para que tais bandas fossem 

identificadas (Figura 18).  

O etoposídeo foi utilizado como controle deste experimento por ser um 

quimioterápico conhecido por retardar a progressão do ciclo celular, inibir a 

topoisomerase II, causar “quebras” no DNA e induzir apoptose (Dolega, 1998). A célula 

K562 já foi descrita como sendo resistente em apresentar fragmentação de DNA e 

mudanças morfológicas características de apoptose quando tratadas com etoposídeo, 

possuindo aparência normal por 3 à 4 dias. Em altas concentrações, este tempo reduz 

para aproximadamente 48h (Martins et al., 1997). Por esse motivo, não foi possível 
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verificar fragmentação de DNA no gel de eletroforese no tratamento correspondente ao 

etoposídeo, mesmo este composto sendo conhecido como indutor de apoptose, pois foi 

realizado num tempo de 24h de incubação. Não há na literatura relatos da resposta da 

célula A172 ao tratamento com etoposídeo, mas os resultados deste trabalho sugerem 

que, no tempo de 24h, não houve célula em apoptose suficiente para ser possível a 

visualização da fragmentação em escada.  

As células em processo de apoptose também podem ser identificadas pelas 

mudanças morfológicas características do processo, como condensação da cromatina, 

encolhimento celular e formação de expansões na membrana (“blebbing”) chamadas de 

corpos apoptóticos (Luchetti et al., 2004). Diversos corantes podem ser utilizados para, 

por microscopia de fluorescência, analisar tais alterações. Dois deles, largamente usados 

e descritos na literatura, são os compostos laranja de acridina e brometo de etídio.   

 Para corroborar os resultados de apoptose obtidos pela eletroforese de DNA, 

uma análise da apoptose por coloração com brometo de etídeo e laranja de acridina foi 

realizada e as células foram contadas. No tratamento de células K562 com POH, na 

concentração máxima (3000 µM) encontra-se cerca de 30% de células em apoptose e 

esse número vai reduzindo conforme reduz a concentração do composto. O mesmo 

ocorre no tratamento com PA, sendo que a quantidade de células em apoptose, mesmo 

na concentração máxima, é próxima à do controle (Figuras 19 e 20). Em células 

tumorais do pulmão o POH também causa mais alterações típicas de apoptose do que o 

PA, sendo este valor mais que o dobro (Yeruva et al., 2007). Devido a esta baixa 

quantidade de células apoptóticas, as bandas no gel de eletroforese não foram 

identificadas.  

Com as células A172, não foi possível fazer tal comparação com o padrão e 

apoptose no gel e a morfologia na microscopia de fluorescência. Por serem células 
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alongadas, a visualização de núcleos picnóticos ou vacuolização se torna difícil, sendo 

possível distinguir somente células vivas e mortas pela diferença na coloração, verde e 

vermelha, respectivamente. Apesar disso, foi possível verificar que, no tratamento com 

POH, somente a concentração de 3000 µM causou redução significativa no número de 

células viáveis. No tratamento com PA, nenhuma concentração foi capaz de reduzir o 

número de células viáveis (Figuras 21 e 23). Este resultado é consistente com as 

análises de citotoxicidade deste estudo (Figuras 8 e 11).    

 Há diversos itens a serem considerados antes de se determinar a forma de morte 

celular induzida por um determinado agente anticancerígeno. Tudo depende do 

contexto, incluindo o tipo celular, o genótipo da célula, o tipo de dano ao DNA ao qual 

a célula é exposta e a dose do agente usado (Abend, 2003). Mesmo dentro do mesmo 

tecido, a heterogeneidade entre as células no tempo após o tratamento, quando a 

apoptose ocorre, pode ser um problema ao se acessar o nível geral de morte celular. 

Além disso, a análise da morte celular em um tempo específico pode ser interpretada 

como mudanças no nível de morte celular, mesmo que seja somente uma mudança na 

cinética da morte, causada pelo tratamento (Brown e Attardi, 2005). Já é descrito 

também que as células de um mesmo tratamento com POH podem entrar em apoptose 

de maneira dessincronizada, o que reflete na heterogeneidade da população celular (Xu 

et al., 2004).    

    Outra forma de analisar a indução de apoptose é a dosagem da ativação da 

caspase-3. Embora exista pelo menos 14 caspases em humanos, somente uma parcela 

destas enzimas é ativada por diversos estímulos de morte em diferentes tipos celulares, e 

a caspase-3 faz parte deste grupo. Sua freqüente ativação comprova a necessidade desta 

protease para a morte da célula e para as muitas mudanças morfológicas associadas à 

apoptose (Porter e Janicke, 1999). POH é conhecido como indutor da caspase-3 em 
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diversos tumores (Yeruva et al., 2007; Xu et al., 2003; Xu et al., 2004), bem como seu 

metabólito PA (Yeruva et al., 2007).  

Com o objetivo de confirmar os resultados acima obtidos, o mecanismo de 

apoptose foi verificado através da expressão de caspase-3. Foi possível verificar que a 

linhagem A172, sob tratamento do POH, somente apresentou aumento na expressão de 

caspase-3 na concentração máxima (Figura 26), enquanto que o PA falhou na indução 

da ativação desta enzima.  Este fato pode estar relacionado à menor capacidade do PA 

de induzir resposta ou à indução de outra via de morte que não seja a apoptose e, logo, 

não envolva aumento na expressão de caspase-3. Este fenômeno já foi observado em 

células de linhagens estabelecidas de GBM, que entram em processo de necrose tardia à 

medida que aumenta a concentração do POH (Fernandes et al., 2005) e em células de 

melanoma, onde POH induziu morte por necrose antes de haver qualquer indício de 

apoptose (Lluria-Prevatt et al., 2002).  

Já a linhagem K562 apresentou aumento da expressão de caspase-3 de maneira 

dose-dependente no tratamento com POH, como já foi verificado por Loutrari e 

colaboradores (2004) (Figura 24). O tratamento com PA novamente não se mostrou 

eficaz na indução da expressão da caspase-3 (Figura 25). O PA já foi descrito como 

indutor da expressão de caspase-3 em células tumorais do pulmão por Yeruva e 

colaboradores (2007), porém sua capacidade de promover apoptose é bem reduzida 

quando comparada com POH.  

Há várias explicações possíveis para a discrepância de sensibilidade entre as 

duas linhagens celulares quanto à citotoxicidade e indução de apoptose. Enquanto as 

células não apresentam diferença significativa entre si em relação ao padrão de resposta 

à citotoxicidade do POH e PA, a linhagem K562 se mostra mais sensível no que diz 

respeito às alterações morfológicas e aos efeitos na indução de apoptose. Isso indica que 
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estas células talvez sejam capazes de iniciar o programa apoptótico em níveis menores 

de atividade da caspase-3. Isto pode estar relacionado a diferentes tipos de alterações 

genéticas que ocorrem nas duas linhagens celulares.  

Também é possível que outras vias de morte celular possa estar ocorrendo 

juntamente com a apoptose nas duas células. Uma pequena quantidade de necrose pode 

estar envolvida nas células que, mediante a análise morfológica, já se apresentavam 

mortas no tempo de tratamento em questão. Pode ser que as células K562 utilizem um 

duplo mecanismo (apoptose e necrose) e por isso necessite de menos ativação da 

caspase-3 para atingir o mesmo nível de morte. O mesmo fenômeno foi descrito com 

diferentes linhagens de células pulmonares (Xu et al., 2004).  

Elevação crônica na atividade de NFκB está associada com muitos tipos de 

tumores, incluindo leucemia, linfoma, tumores de cabeça e pescoço, ovário, próstata, 

cólon, tireóide e mama (Namba et al., 2007). O ambiente de hipóxia e a ação de 

citocinas liberadas pelas próprias células tumorais ou por células sadias infiltradas 

ativam este fator. Sua ativação media resistência, proliferação e metástase, através da 

ativação de genes pró-angiogêncios e pró-mestástase. Também já é descrito que o NFκB 

é um antagonista da atividade de p53, induzindo a transcrição de genes anti-apoptóticos. 

(Karin, 2006; Basak e Hoffmann, 2008). Porém, alguns estudos demonstraram que a 

ativação do NFκB é um importante fator para a indução da apoptose mediada por Fas 

(Bian et al., 2001). Sua ativação também promove regulação negativa de bcl-2, 

translocação de bax e regulação positiva de p53, induzindo apoptose em células 

endoteliais da aorta humana (Shishodia e Aggarwal, 2004).   

Neste estudo, a linhagem K562 apresentou aumento dos níveis de NFκB tanto no 

tratamento com POH quanto com PA, porém este aumento não foi maior do que o 

controle (Figuras 27 e 28). O mesmo aconteceu com a linhagem A172 (Figuras 29 e 
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30). O efeito do POH e PA sobre a ativação do NFκB já foi testada em células WEHI-

231 (linfoma de murino). Enquanto o POH foi capaz de diminuir sua indução, o PA não 

apresentou nenhum efeito (Berchtold et al., 2005).  

 Uma característica bastante interessante que surgiu na análise dessas células sob 

tratamento com POH foi seu efeito sobre os prolongamentos celulares. Conforme 

aumentava a concentração do composto, os prolongamentos diminuíam de espessura, 

praticamente sendo impossível sua observação no tratamento com concentração 

máxima, onde as células pareciam não mais se conectarem (Figura 22). Esta alteração 

nos prolongamentos celulares não foi observada no tratamento com PA. 

O citoesqueleto é um sistema central na manutenção da morfologia celular e 

transdução de sinais iniciados na superfície celular. O efeito do POH sobre esse sistema 

já é descrito na literatura. Em 2002, Wagner e colaboradores mostraram que células de 

mama tratadas com POH apresentaram arredondamento e perda de organização do 

citoesqueleto, mas permaneceram viáveis, como foi determinado pelo corante vital Azul 

de Tripan e ensaio de redução do MTT, sugerindo que o POH pode inibir a migração 

pelo rompimento da maquinaria de citoesqueleto necessária para exercer força para 

extensão lamelar (Wagner et al., 2002). POH também induziu morfologia achatada às 

células de adenocarcinoma, com perda dos contatos intercelulares e condensação da 

actina na periferia (Cerda et al., 1999). Estudos posteriores utilizando marcação para β-

actina poderão confirmar tais resultados.  

Além de alterações no citoesqueleto, a agressividade de tumores está relacionada 

também com sua capacidade de invasão. O processo de invasão é complexo e envolve 

mudanças na adesão célula-célula e célula-matriz, proteólise e migração. Proteólise da 

matriz extracelular é importante para a invasão tumoral, pois permite às células 

penetrarem na lâmina basal e liberarem fatores de indução de crescimento e migração 
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(Ridley, 2004). Embora a migração celular tumoral seja uma característica de metástase, 

desde 1978, menos de 100 compostos que possuíam alguma atividade de inibição da 

migração celular foram reportados; entretanto, milhares de compostos ainda não foram 

testados (Rust et al., 2000). 

 Uma característica do GBM é sua habilidade de infiltrar e invadir o tecido 

cerebral normal à sua volta. A migração de células de glioma é uma combinação 

complexa de múltiplos passos moleculares: soltura do seu local de origem, modificação 

da adesão com as proteínas da matriz extracelular, degradação desta matriz com 

proteases secretadas e modificação do citoesqueleto de modo à permitir sua 

movimentação. Alvos potentes incluem receptores de fatores de crescimento e outras 

proteínas tirosina quinases, vias de transdução de sinais intracelulares, ativação da ras e 

atividade de MMPs (Da Fonseca et al., 2006; Nakada et al., 2007). Muitas evidências 

sugerem que as MMPs contribuem para a invasão do glioma através da degradação da 

matriz extracelular, relacionando a elevação dos níveis desta enzima com a capacidade 

invasiva do tumor (Rao, 2003). As razões para isso seriam: MMP-2 e MMP-9 degradam 

(de forma cooperativa) quase todos os tipos de componentes da matriz extracelular e 

suas ativações estão relacionadas com dispersão do tumor e prognóstico ruim (Nakada 

et al., 2007). 

 Durante a hematopoiese normal, a proliferação e diferenciação de células 

progenitoras são dependentes da sua interação com o microambiente da medula óssea, 

que envolve contato célula-célula e adesão à matriz extracelular. A transformação 

maligna dessas células progenitoras resulta no bloqueio da sua habilidade de diferenciar, 

causando acúmulo de células imaturas, com conseqüente quebra das interações célula-

estroma e disseminação desses elementos sanguíneos imaturos para a corrente 

sanguínea e tecidos. Sob esse ponto de vista, células leucêmicas são descritas como 
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invasivas, especialmente in vitro, como no caso da linhagem em estudo K562 (Gordon 

et al., 1987; Devy et al., 1997; Deininger et al., 2000). A expressão de MMPs, 

especialmente MMP-2 e MMP-9 já é bem descrita em adultos com LMC ou LMA (Ries 

et al., 1999). 

Já que as metaloproteases desempenham papel central na invasão e metástase 

tumoral, pois degradam colágeno tipo IV, considerado o maior componente da matriz 

extracelular (Devy et al., 1997), a atividade gelatinase das metaloproteases MMP-2 (72-

kDa colagenase tipo IV; gelatinase A) e MMP-9 (92-kDa colagenase tipo IV; gelatinase 

B) das duas linhagens celulares foram analisadas, pela técnica de zimografia, com o 

objetivo de estudar o efeito do POH e PA na capacidade invasiva das células.  

Nas duas linhagens, tanto no tratamento com POH quanto com PA, a MMP-2 se 

mostrou mais ativa do que a MMP-9, porém não houve diferença entre o tratamento 

com POH e PA. Em todas as concentrações, esses dois compostos aumentaram a 

expressão de ambas as metaloproteases em relação ao controle (Figuras 31 à 34).  

O tratamento in vivo de células de glioblastoma com POH mostrou inibição da 

migração celular e atividade antimetastática no modelo do embrião de pinto com células 

C6 (Teruszkin et al., 2002). In vitro, muitos inibidores de MMPs foram efetivos em 

diminuir a invasão de gliomas (Tonn et al., 1999; Nakada et al., 2007).   

Trabalhos com linhagens de células leucêmicas mostram aumento na expressão 

de MMP-9 (Devy et al., 1997) e a presença de MMP-2 e MMP-9 foi detectada no 

citoplasma de todos os casos de leucemia linfoblástica aguda (ALL) (Schneider et al., 

2009). MMP-2 é expressa mais intensamente por células de glioma enquanto que MMP-

9 é expressa por células endoteliais em proliferação, sugerindo que MMP-2 é mais 

importante nas propriedades invasivas de células neoplásicas enquanto que MMP-9 

deve regular a angiogênese (Raithatha et al., 2000). 
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De forma geral, a atividade do PA foi reduzida em todos os experimentos 

realizados. In vivo, não existem evidências de que os metabólitos do POH, como o PA, 

rapidamente formados no organismo após administração de POH exibam as mesmas 

propriedades do POH (Azzoli et al., 2003; Boon et al., 2000). 

Considerando os dados apresentados e discutidos, os experimentos devem 

continuar com o objetivo de esclarecer o mecanismo de ação dos dois compostos. 

Devem também ser realizados novos experimentos capazes de definir se o POH e o PA 

podem também atuar, na mesma intensidade, sobre as diversas cascatas de sinalização 

que controlam o crescimento e/ou a morte celular.  

Outro parâmetro merecedor de análises mais profundas é a modelagem química 

da molécula do POH e PA, uma vez que pequenas alterações na estrutura química de 

compostos alteram suas propriedades físico-químicas e podem influenciar no seu efeito 

biológico. Este tipo de estudo pode trazer informações importantes para a busca de 

fármacos mais eficientes.  
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6  CONCLUSÕES 

 

 

 

- POH e PA apresentaram citotoxicidade nas células A172 e K562 em 48 horas de 

incubação, através das duas metodologias de detecção de citotoxicidade utilizadas. Foi 

possível observar que o efeito do PA foi menor que o do POH;  

- POH promoveu alterações morfológicas das células tratadas por 48 horas, porém tais 

alterações são mais evidentes na linhagem K562. PA não foi capaz de causar tais 

alterações em nenhuma linhagem;  

- As análises teóricas de “druglikeness” sugerem que o POH e PA não possuem 

fragmentos semelhantes aos presentes na maioria dos fármacos comerciais. Já nas 

análises de “drug score”, os dois compostos apresentaram valores semelhantes ao 

etoposídeo, fármaco de mercado. Ambos os compostos apresentaram toxicidade teóricas 

maiores que as do etoposídeo; 

- Não foi possível observar células em apoptose, na incubação em presença de POH e 

PA por 24 horas, pela técnica de eletroforese do DNA. Porém, é possível observar 

alterações morfológicas características de apoptose, no mesmo tratamento, na linhagem 

K562;  

- Na linhagem A172, POH provocou alterações nos prolongamentos celulares, 

indicando sua ação no citoesqueleto;  

- POH induziu ativação de caspase-3 e seus níveis foram maiores na linhagem K562;    

- POH e PA induziram expressão de NFκB em todas as amostras testadas, porém estes 

resultados não diferem estatisticamente do controle;  
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- POH e PA aumentaram a expressão de metaloproteases-2 e 9 em ambas as linhagens, 

sugerindo que os compostos interferem na capacidade invasiva das células;  

- O POH apresentou maior efeito citotóxico que PA, nos dois tipos celulares, nas 

avaliações de alterações morfológicas e indução de apoptose.  
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