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RESUMO 
 
LAISO, R.A.N. – MECANISMOS DE CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO 
FENÓLICO POLIFUNCIONAL 4-FORMIL-2-METOXI-FENOLATO DE SÓDIO 
(V6) EM CÉLULAS TUMORAIS E NORMAIS. 2011 115f. Dissertação de 
Mestrado – Programa de Mestrado Profissional em farmácia da Universidade 
Bandeirante de São Paulo, São Paulo, 2011. 

 
A avaliação dos mecanismos de citotoxicidade tem por função verificar a 

segurança de novas moléculas com potencialidade no tratamento de doenças, 
em especial, na molécula V6, sua potencialidade contra o câncer e sua ação 
citotóxica contra células normais. Para realização dos estudos de citotoxicidade 
do composto V6 foram utilizadas células das linhagens tumorais de melanoma 
humano (SKMEL-28) e de adenocarcinoma mamário murino (Ehrlich) , como 
controle normal, fibroblastos normais humanos (FN1), células endoteliais 
normais humanas (HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells),. Os 
testes foram realizados no Laboratório Patologia Experimental da Uniban e no 
Laboratório de Bioquímica do Instituto Butantan. Os resultados mostraram que 
o composto V6 apresentou IC50% nas linhagens tumorais SKMEL-28 e 
adenocarcinoma de mama murino respectivamente, 4,02 e 3,78 mg/mL, 
enquanto os valores de IC50% nas linhagens humanas normais FN1 e HUVEC 
foram respectivamente, 4,82 e 5,08 mg/mL. O tratamento com o composto 
fenólico - V6 resultou no aumento significante na formação de radicais 
peroxidados lipídicos . Os tratamentos das células tumorais de melanoma 
humano SKMEL-28 e adenocarcinoma de mama murino mostraram efeitos 
citotóxicos marcantes em todas as concentrações do composto fenólico V6. Em 
células normais, endoteliais e fibroblastos o tratamento como composto 
fenólico V6 não se mostrou com a mesma citotoxicidade, que em células 
tumorais. Na linhagem de melanoma humano SKMEL-28 tratada com o 
composto fenólico - V6 observa-se aumento da toxicidade com a diminuição 
significativa do potencial elétrico mitocondrial. A linhagem de adenocarcinoma 
de mama murina apresentou moderado aumento do potencial elétrico, 
enquanto as linhagens normais de fibroblastos humanos FN1 e endoteliais 
HUVEC não apresentaram diferenças neste potencial. As linhagens de células 
tumorais de SKMEL-28 e adenocarcinoma de mama murino e a linhagem de 
células endoteliais humanas normais HUVEC’s apresentaram expressiva 
diminuição na população de células na fase de quiescente GO/G1 e aumento 
na fase de divisão celular G2/M. As células de adenocarcinoma mamário 
murino e endoteliais normais HUVECs apresentaram aumento significante na 
expressão de caspase-3 fosforilada, nas analises realizadas em citometria de 
fluxo. Como conclusão  acreditamos que o composto V6 apresentou valores de 
IC50% menores para as linhagens tumorais de adenocarcinoma mamário e 
melanoma comparados às linhagens normais de células endoteliais e 
fibroblastos o que indica uma menor quantidade requerida do composto para 
tratamento antitumoral. Em células normais, o composto V6 demonstrou 
potencial citoprotetor com elevação na quantidade de radicais livres Ainda, a 
linhagem de fibroblastos humanos apresentou moderada elevação na 
população de células em proliferação, demonstrando o efeito seletivo de ação e 
baixa toxicidade do composto V6.  
Palavras-chave: Citotoxicidade, Compostos fenólicos , Testes pré-clinicos 



 

 

ABSTRACT 
 

LAISO, R.A.N. - CYTOTOXICITY MECHANISMS OF PHENOLIC COMPOUND 
POLYFUNCTIONAL 4-FORMYL-2-METHOXY-PHENOLATE SODIUM (V6) IN 
NORMAL AND TUMOR CELLS. 2011 -115f. Master Program in Professional 
Pharmacy  - Universidade Bandeirante de São Paulo,  São Paulo, 2011. 
 
The evaluation of the mechanisms of cytotoxicity has the function to check the 
safety of new molecules with potential in treating diseases, especially in the 
molecule V6, its potential against cancer and its cytotoxic against normal cells. 
To carry out studies of cytotoxicity of the compound were used V6 tumor cell 
lines of human melanoma (SKMEL-28) and murine mammary adenocarcinoma 
(Ehrlich) as normal control, normal human fibroblasts (FN1), normal human 
endothelial cells (HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells). The tests 
were performed at the Laboratory of Experimental Pathology Uniban and 
Biochemistry Laboratory of the Butantan Institute. The results showed that the 
compound showed IC 50% in the V6 lineage tumor SKMEL-28 and murine 
breast adenocarcinoma, respectively, 4.02 and 3.78 mg / mL, while the IC50% 
values in the normal human strains FN1 and HUVEC were respectively 4.82 
and 5.08 mg / mL. Treatment with phenolic compound - V6 resulted in 
significant increase in the formation of lipid peroxi radicals. The treatment of 
human melanoma tumor cells SKMEL-28 and murine breast adenocarcinoma 
showed remarkable cytotoxic effects at all concentrations of the phenolic 
compound V6. In normal cells, fibroblasts and endothelial treatment as phenolic 
compound V6 was not with the same cytotoxicity to tumor cells. In the line of 
human melanoma SKMEL-28 treated with the phenolic compound - V6 
observed increased toxicity with significant reduction of mitochondrial electric 
potential. The strain of murine breast adenocarcinoma showed moderate 
increase of the electrical potential, while the strains FN1 normal human 
fibroblasts and endothelial HUVEC showed no differences in this potential. The 
tumor cell lines SKMEL-28 and murine breast adenocarcinoma and human 
endothelial cell line's normal HUVEC showed a significant decrease in the 
population of cells in quiescent phase GO/G1 and increased cell division phase 
G2 / M. The murine mammary adenocarcinoma cells and normal endothelial 
HUVECs showed a significant increase in the expression of phosphorylated 
caspase-3, the analysis performed in flow cytometry. In conclusion we believe 
that the compound IC50 values presented V6% lower for the strains tumor 
mammary adenocarcinoma and melanoma lines compared to normal 
endothelial cells and fibroblasts which indicates a smaller amount of the 
compound required for tumor therapy. In normal cells, the compound has 
shown potential cytoprotective V6 with an increase in the amount of free 
radicals Still, the line of human fibroblasts displayed a moderate increase in the 
population of proliferating cells, demonstrating the selective effect of action and 
low toxicity of the compound V6 
 
Keywords: Cytotoxicity, phenolic compounds, preclinical testing 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 

Devido ao grande potencial antioxidante, antiinflamatório, antitumoral e 

analgésico dos compostos fenólicos de origem natural, a equipe coordenada 

pelo professor doutor José Augustin P. Quincoces do Laboratório de Síntese 

Orgânica do Mestrado Profissional em Farmácia da Uniban, realizou pesquisas 

desde o ano 1999, financiadas pela FAPESP, encaminhadas à obtenção de 

produtos naturais com potencial ação antitumoral. 

O primeiro resultado destas pesquisas foi o desenvolvimento de um 

novo procedimento de obtenção da 1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,4-

pentadien-3-ona (HB1), produto natural isolado por Masuda em 1993 a partir da 

Curcuma domestica. Devido ao fato que as propriedades antiproliferativas 

deste composto e seus derivados não tinham sido descobertas, a equipe do 

professor Quincoces solicitou a primeira patente de invenção para proteger 

estes destacados resultados (QUINCOCES, 2001; QUINCOCES, 2010). 

Devido ao fato que o HB1 ser muito pouco solúvel em água foi 

desenvolvido um novo procedimento para obter a partir desta molécula o 

correspondente fenolato de sódio hidrossolúvel, denominado 4-[5-(4hidroxi-3-

metoxi-fenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxi-fenolato de sódio, ou DM1, que 

apresentou atividade antioxidante, antiparasitária e antitumoral em testes 

realizados in vitro e in vivo, culminando com o desenvolvimento de outras duas 

patentes de invenção baseadas principalmente na excelente ação antitumoral 

deste composto líder (QUINCOCES, 2004; QUINCOCES, 2009). 



 

 

Motivados pelos resultados com compostos sintéticos de análogos de 

compostos naturais foi selecionado o produto natural vanilina como ponto de 

partida para a obtenção de novos princípios ativos antitumorais. 

Dentre os vários compostos sintetizados, um deles, nos chamou a 

atenção, o 4-formil-2-metoxi-fenolato de sódio, denominado composto V6, que 

dentre outras famílias de compostos, mostrou uma atividade citotóxica 

significativa contra melanoma, além de potenciar a atividade antitumoral da 

Bleomisina e da Carboplatina (QUINCOCES, 2006). 

Desta forma surgiu uma nova patente de invenção PI 0803375-7 

”COMPOSTOS DERIVADOS DE 4-HIDROXI-3-METOXI-BENZALDEÍDO, 

PROCESSO DE OBTENÇÃO, COMPOSIÇÃO FARMACÊUTICA, USO DE UM 

OU MAIS COMPOSTOS”, para proteger os resultados antioxidantes, 

antiparasitários e principalmente a ação antitumoral de derivados da vanilina de 

titularidade conjunta da UNIBAN, UNIFESP e FAPESP (QUINCOCES, 2006). 

Para dar continuidade aos estudos iniciados em 2006 foi planejada esta 

dissertação de mestrado e o desenvolvimento de estudos na área antitumoral, 

principalmente na avaliação de uma série de mecanismos de ação ligados a 

citotoxicidade que ainda não haviam sido totalmente explorados, como 

expressos em nossa metodologia. 



 

 

 
 

    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    

REVISREVISREVISREVISÃO DA LITERATURAÃO DA LITERATURAÃO DA LITERATURAÃO DA LITERATURA



 

 

 
2-  REVISÃO DA LITERATURA 

A síntese e avaliação biológica de novos análogos da curcumina como 

anticancerígenos e agentes anti-angiogênicos foi revelada por Adams (2004) 

que neste artigo verificou a atividade antitumoral in vivo da curcumina é 

limitada pela pobre absorção deste composto pelo organismo, o que explicaria 

a baixa potência antitumoral exibida (ADAMS, 2004) 

A partir da Curcuma domestica foram isolados compostos com alta 

conjugação eletrônica, tais como, Curcumina e várias pentadienonas, que 

exibiram propriedades antioxidantes e antiinflamatórias (MASUDA, 1993).  

Quincoces (2001) apresenta um resumo dos principais resultados 

obtidos em várias patentes, Desde longa data os povos, principalmente 

asiáticos, vinham usando alguns corantes isolados de varias espécies do 

gênero Curcuma, principalmente como aditivos alimentares e temperos. Devido 

a este fato foi de nosso interesse pesquisar os compostos que formam parte 

desta planta, pois os mesmos devem exibir uma baixíssima toxicidade.  

Como podemos observar muitos dos Produtos Naturais isolados da 

Própolis e Plantas exibiram relevantes propriedades farmacológicas, tais como: 

antitumorais, entre outras atividades biológicas de grande importância. Devido 

a estes destacados resultados biológicos e ao fato de que estes compostos 

naturais bioativos encontram-se numa faixa de concentração muito baixa e em 

alguns casos misturados com substâncias de difícil separação, houve um forte 

aumento no número de trabalhos sintéticos envolvendo reações de obtenção 

destes princípios ativos nos últimos anos para garantir os necessários estudos 

pré-clínicos e de caracterização estrutural. Deve-se ressaltar que nem todos 

estes trabalhos de síntese de produtos naturais bioativos estão orientados para 



 

 

possíveis aplicações na Indústria Farmacêutica, pois encontramos vias de 

síntese bastante complexas e de difícil produção numa escala superior.  

A síntese realizada por Hori e colaboradores (2002) do ácido 3,5-

Diprenil-p-cumárico é um exemplo do anteriormente exposto. Eles sintetizaram 

este produto natural partindo do p-Halofenol diprenilado, isolado a partir de 

uma mistura de produtos prenilados de difícil separação e acrilato de metila 

segundo o método de síntese de Mizoroky-Heck.  

F. Bohlmann e colaboradores (1972) desenvolveram uma variante 

sintética para introduzir grupos prenilas em produtos naturais. Por exemplo, 

estes autores partindo de p-Hidroxiacetofenona e 3-Cloro-3-metil-butino-1 em 

presença de KI/K
2
CO

3
/DMF, conseguiram obter o correspondente 1-[4-(1,1-

Dimetil-prop-2-iniloxi)-fenil]etanona intermediária, a qual mediante as condições 

de hidrogenação parcial transformou-se no produto intermediário 1-[4-(1,1-

Dimetil-aliloxi)-fenil]etanona. Finalmente se forma 1-[4-Hidroxi-3-(3-metil-but-2-

enil)-fenil]etanona com um 79% de rendimento a partir do derivado alílico sob 

as condições de reação do rearranjo de Claisen. Como desvantagem deste 

procedimento pode-se colocar a difícil hidrogenação parcial catalítica, que em 

algumas ocasiões conduz a misturas de produtos de difícil separação 

(QUINCOCES, 2007).  

A síntese da 1,5-Bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona foi 

realizada por vários autores, mas os procedimentos de obtenção empregados 

são de baixo rendimento e pureza e empregam tempos de reação prolongados, 

o que não é atrativo para a Indústria Farmacêutica, diferente dos resultados de 

Quincoces em 2001.  



 

 

Com o objetivo de sintetizar somente aqueles compostos naturais e seus 

derivados com alto potencial bioativo é usado hoje em dia o Delineamento 

Racional de Fármacos. Em particular o programa computacional TOPS-MODE 

(TOPological Substructural MOlecular DEsign) desenvolvido por Estrada e 

colaboradores prediz quais das substâncias naturais e seus derivados 

possuem a maior probabilidade de exibir uma ação biológica específica 

(QUINCOCES, 2007).  

 

Os fenóis e seus respectivos derivados podem causar lesão em 

estruturas microbianas por alterações da permeabilidade seletiva da membrana 

citoplasmática, causando uma perda das substâncias intracelulares vitais. 

Esses compostos também desnaturam proteínas como as enzimas (PELCZAR 

e cols., 1997). 

 

Muitos dos produtos naturais prenilados isolados da própolis e plantas 

exibem relevantes propriedades farmacológicas, tais como antitumorais, 

antimicrobianas, entre outras atividades biológicas de grande importância 

(MORAES e  QUINCOCES, 2007).  

 

Na própolis encontram-se principalmente fenóis polifuncionais, entre os 

quais merecem destaque os fenóis com grupos carboxílicos α,β-insaturados, 

fenóis com grupos cetônicos e aldeídicos aromáticos, que devido às 

surpreendentes propriedades biológicas que estes compostos exibem, temos 

um grande aumento do número dos trabalhos sintéticos envolvendo reações a 

partir de fenóis polifuncionais e aqueles que principalmente apresentam ações 

como antitumorais (QUINCOCES, 2001; PISCO, 2006). 



 

 

 

Compostos fenólicos polifuncionais bioativos como o 4-formil-2-metoxi-

fenolato de sódio (V6) , tiveram sua ação biológica avaliada positivamente 

contra Trypanossoma cruzi (QUINCOCES, 2007 ) e depois também foram 

utilizados contra Leishmania e resultados preliminares mostraram atividade 

significante desse e de outros compostos sobre a forma promastigota desses 

parasitas, fazendo com que possa se utilizar estes compostos polifuncionais 

como alvo terapêutico para as leishmanioses (MARTINS, 2007).  

A ação do composto 4-formil-2-metoxi-fenolato de sódio (V6) inibe 

seletivamente a proliferação de células tumorais e o desenvolvimento de 

tumores, além disso, o composto V6 inibe a produção de ânion superóxido, 

tornando as células tumorais mais susceptíveis à morte celular por agentes 

quimioterápicos e/ou radiação ionizante, auxiliando como agente adjuvante de 

quimioterápicos convencionais como a bleomicina e a carboplatina 

dexorrubucina (QUINCOCES 2006). 

Os compostos V4 e V6 apresentaram efeito inibidor seletivo na 

proliferação de células de melanoma. Os compostos V4 e V6 em diferentes 

concentrações (5, 10, 20, 40 e 80 µg/mL) foram analisados quanto ao efeito na 

proliferação das linhagens de melanócitos melan-a (ma) e de melanoma (Tm5) 

através do ensaio de MTT. Os compostos V4 e V6 mostraram efeito inibidor 

dose dependentes da proliferação de células de melanoma, mas não de 

melanócitos ( QUINCOCES, 2007). 

 

A atividade antioxidante do composto V6 constitui outro aspecto do uso 

dos compostos aqui descritos para tratar ou prevenir ou para manufaturar 



 

 

medicamentos para uso no tratamento, profilaxia ou prevenção de doenças 

neoplásicas, lesões metastáticas, proliferativas e/ou degenerativas, de 

patologias imunossupressoras, imunodeficientes e degenerativas e de 

parasitoses diversas em humanos e/ou animais além da manufatura de 

produtos cosmético para uso no tratamento e/ou prevenção do envelhecimento 

da pele (QUINCOCES, 2001). 

O composto V6 apresentou ação sobre a proliferação de formas 

epimastigotas e tripomastigotas metacíclicas de Trypanosoma cruzi em meio 

de cultivo LIT causador do Mal de Chagas, determinado pelo método de MTT. 

Por outro lado, o composto apresenta ação sobre as formas amastigotas 

intracelulares de Trypanosoma cruzi, induzindo morte do parasita sem afetar a 

célula hospedeira, fato importante para o tratamento da fase crônica da doença 

de Chagas não exibindo efeitos tóxicos indesejáveis como acontece na 

utilização de Nifurtimox e Benzonidazol (MARTINS E QUINCOCES, 2007). 

 

Em relação à Leishmania, ensaios preliminares mostraram atividade 

sobre as formas promastigotas desses parasitas, os compostos exibem ação 

leishmanicida seletiva sobre as formas promastigotas e amastigotas 

intracelulares de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania 

(Leishmania) chagasi, fato importante para o tratamento das leishmaniose 

cutânea e visceral não exibindo efeitos tóxicos e resistência dos parasitas ao 

medicamento, como acontece na utilização de antimoniais, pentamidinas e 

anfotericina B, desta forma, constitui um outro aspecto da ação deste composto 

para tratar ou prevenir ou para manufaturar medicamentos para uso no 



 

 

tratamento, profilaxia ou prevenção de parasitoses(MARTINS, 2009). 

(MARTINS, 2009).  

 

 Durante os últimos anos taxas de remissão de leucemias tiveram 

remissão de mais de 72% quanto tratadas com arsênio(III)-oxido(As(2)O(3), 

devido a esta afinidade química pelo arsênio e pelo antimônio , foi analisado o 

potencial da composição anitmonio (III)-oxido (As(2)O(3), que em 

concentrações molares menores mostrou menor eficácia na indução da 

apotptose e uma diminuição da caspase-dependente do potencial de 

membrana mitocondrial.  A capacidade de moduladores do sistema redor 

celular em concentrações clinicamente aplicáveis parece poder melhorar os 

efeitos apoptóticos dos dois óxidos de um modo sinérgico que  pode 

ser útil para reduzir a toxicidade de alguns compostos , optimizando suas 

doses ( LOSLER, 2009) 

 

Romagnoli e col (2010) relatam as deleções da membrana mitocondrial, 

onde uma série de 1-aril-5-(3 ', 4', 5'-trimetoxifenil) e seus respectivos 

derivados 1 - (3 ', 4 ',5'-trimetoxifenil)-5-aril-1, 2,4 - triazóis, como análogos da 

Combretastatina cis-restrita, foram sintetizados e  avaliados quanto à sua 

atividade antiproliferativa, efeitos inibitórios sobre a polimerização da 

tubulina, os efeitos do ciclo celular e indução de apoptose e variações no 

potencial eletrico da membrana mitocondrial. Segundo este estudo este 

composto apresentou maior atividade do que ou comparáveis com  o 

dos compostos de referência CA-4.  Na citometria de fluxo, mostrou que células 

tratadas com o composto pararam na fase G2/M do ciclo celular de uma forma 



 

 

dependente da concentração Este efeito foi acompanhado por 

apoptose das células, despolarização mitocondrial, a geração de espécies 

reativas de oxigênio e ativação de caspase-3. 

 

Em estudos recentes da ação do composto V6 sobre sua ação nos 

parâmetros hematológicos e bioquímicos, foi constato que em diversas 

dosagens o V6 não alterou os padrões bioquímicos do grupo controle em 

doses repetidas por mais de 14 dias, mostrando que do ponto de vista 

bioquímico não provoca alterações significativas (ARAUJO E PARDI, 2010) 

 

Quanto aos estudos relacionados a novos fatores de análise , partimos 

de Marveti e col ( 2011), que analisaram os efeitos de um novo agente  

antitumoral denominado de completo platina (II) com difenil tioureia 

, [Pt (bipy) (Ph (2)-tu) (2)] Cl (2), sendo este comparado a cisplatina no controle 

para linhagens de células humanas do carcinoma ovariano e sua variante as 

células C13, onde a maior acumulação de citotoxicidade foi encontrada em 

todos os complexos de tioureiabipiridina. Neste trabalho foi demonstrado 

aqui que este complexo faz com que espécies reativas de oxigênio para 

formar e inibir a atividade da topoisomerase II. A deficiência desta 

enzima levou a danos ao DNA, mostrado pelo teste do cometa. 

Como conseqüência, a distribuição do a distribuição do ciclo celular também 

foi bastante perturbado em ambas as linhas. A análise morfológica revelou 

desarranjo celular profundo, com a presença de massas celulares, 

juntamente com aumento da permeabilidade da membrana e despolarização 

da membrana mitocondrial.  



 

 

 

De forma geral pode-se concluir que o composto estudado por Marveti e 

col(2011), mostrou que o mecanismo de citotoxicidade pode estar além dos 

fatores de resistência das linhagens estudadas, mas tambem pela ação 

deleterea sobre a enzima topoisomerase II e por aumentar  a permeabilidade 

de membrana, da formação de especies retivas de oxigenio, e inversamente 

comprometendo o potencial de membrana mitocondrial para mostrar a ação da 

molecula estudada em linhagens tumorais resistentes. 

 

Os casos de câncer continuam a aumentar devido, sem duvida ao 

processo de envelhecimento e aumento da mundial em conjunto a um aumento 

de modos de vida cotidiano que desenvolvem o câncer, como por exemplo, o 

tabagismo, principalmente em economias emergentes. Com base na 

GLOBOCAN 2008 por estimativa pode-se concluir que ocorreram cerca de 

12.700 milhões de  casos sendo que destes 7,6 milhões de mortes por câncer, 

sendo que 56% dos casos e respectivamente 64% das mortes, ocorreram em 

países emergentes. Entre os casos o câncer de mama é o mais 

freqüentemente diagnosticado e pode ser considerado como a principal causa 

de morte entre as mulheres, representando 23% dos casos de câncer e 14% 

das mortes por câncer. O câncer de pulmão é a principal causa entre os 

homens, com 17% do total de novos casos e 23% das mortes. ( JEMAL , 

2011).  

O câncer de mama é agora também a principal causa de morte por 

câncer entre as mulheres em países desenvolvidos, uma mudança a partir da 

década passada, durante o qual a causa mais comum de morte era por câncer 



 

 

de útero. Além disso, a taxa de mortalidade por câncer de pulmão entre as 

mulheres nos países em desenvolvimento é tão alta como os as do câncer de 

útero, sendo responsável por 11% do total de mortes por câncer do sexo 

feminino. Embora as taxas de incidência de câncer em geral no mundo em 

desenvolvimento são metade das observadas em países desenvolvidos em 

ambos os sexos, as taxas de mortalidade de câncer em geral são 

semelhantes.( JEMAL, 2011). 

 

A sobrevivência ao câncer tende a ser menor em países pobres e nos 

países em desenvolvimento, provavelmente pela causa de uma combinação 

simples: um diagnóstico tardio e acesso limitado a tratamento oportuno e 

padronizado ( JEMAL, 2011) 

 
Apesar dos experimentos realizados e protegidos por patente, ainda 

faltam aspectos ligados, por exemplo, ao mecanismo de apoptose e da 

peroxidação lipídica e a expressão de caspases 3, ambos de interesse a 

possível mecanismo de ação destas moléculas com capacidade antitumoral, 

principalmente sobre a eficácia deste composto em diversos tipos celulares de 

tumores 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. GERAIS 

Avaliar os mecanismos de citotoxicidade do composto fenólico 

polifuncional 4-formil-2-metoxi-fenolato de sódio (V6) em células 

tumorais e normais. 

 

3.2. ESPECÍFICOS 

 

3.2.1 -Avaliação dos mecanismos de citotoxicidade e da atividade 

antiproliferativa do composto V6 frente a células tumorais humanas e 

de animais ; 

3.2.2  -Avaliação da ação do composto fenólico V6 sobre o potencial de 

membrana mitocondrial e as fases do ciclo celular das linhagens 

estudadas;  

3.2.3 -Avaliação da capacidade do composto fenólico V6 sobre a    

expressão de caspase 3 e ciclina D1. 
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4. JUSTIFICATIVA 
 
 
 No ano 2006 foram realizadas pesquisas conjuntas por parte de 

pesquisadores da UNIBAN e UNIFESP a partir de derivados obtidos no 

Laboratório de Síntese Orgânica da UNIBAN, usando o produto natural 

vanilina, como ponto de partida. Na UNIFESP, a equipe coordenada pela profa. 

Miriam Galvonas Jasiulionis determinou em primeiro lugar a atividade 

antiproliferativa in vitro de vários derivados da vanilina, destacando-se entre 

estes derivados, o composto 4-formil-2-metoxi-fenolato de sódio, V6. Por este 

motivo foi determinada a atividade antitumoral in vivo do citado composto, entre 

outros derivados testados. Além disso, foram desenvolvidos experimentos in 

vivo que comprovaram a excelente propriedade sinérgica deste princípio ativo 

quando associado a quimioterápicos comerciais, como Bleomisina e 

Carboplatina. Estes promissores resultados permitiram a solicitação da patente 

PI 0803375-7 intitulada: COMPOSTOS DERIVADOS DE 4-HIDROXI-3-

METOXI-BENZALDEÍDO, PROCESSO DE OBTENÇÃO, COMPOSIÇÃO 

FARMACÊUTICA, USO DE UM OU MAIS COMPOSTOS de 2008. 

Inspirados nestes resultados inconclusos a equipe liderada pelo Dr. 

Paulo Pardi (Laboratório de Patologia Experimental da UNIBAN) decidiram 

estudar os mecanismos de ação do composto V6 em diferentes linhagens 

celulares. 

 Neste ano 2011 foi realizada uma importante reunião entre 

pesquisadores co-autores desta patente em presença de funcionários das 

respectivas CEIT de ambas as Universidades, onde foram avaliados os novos 

resultados obtidos, entre outros assuntos, o que levou à reativação dos 



 

 

vínculos acadêmicos e científicos entre ambos os centros. Foi solicitado em 

seguida um aditivo financeiro para dar continuidade a este pedido de patente 

neste ano 2011, que foi aprovado nesta ocasião pela Fundação de Amparo à 

Pesquisa do Estado de São Paulo – FAPESP.  

 Os estudos contidos nesta dissertação de mestrado foram para o 

possível licenciamento desta patente e aumentando suas chances comerciais 

de uso e sua possível aplicação na indústria farmacêutica. 
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5. METODOLOGIA 
 
5.1- COMPOSTO ESTUDADO:  

 Para o presente estudo foram utilizado o composto sintético 4-formil-2-

metoxi-fenolato de sódio (V6), sintetizado no Laboratório de Síntese Orgânica 

do Mestrado Profissional em Farmácia da Uniban. 

Na síntese do V6 é empregado etanol absoluto (livre de água) e sódio 

metálico para formar a base etóxido de sódio, liberando neste processo gás 

hidrogênio. É muito importante ressaltar que o etanol usado neste 

procedimento deve estar totalmente livre de água para evitar a formação do 

hidróxido de sódio a partir de restos de água e sódio metálico.  

Este composto V6 é obtido a partir de vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-

benzaldeído) e etóxido de sódio anidro em relação molar 1:1 seguido de 

evaporação do etanol a vácuo até formar um sal metálico no estado sólido 

(Esquema 1) (QUINCOCES, 2006). 

 

MeO

HO

CHO

OH +  2 Na2 O Na2 +  H2 (g)

+ O Na

MeO

Na O

CHO

- CH3CH2OH

Vanilina ou
4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeído

Etanol Etóxido de sódioSódio 
metálico

V6 ou 
4-formil-2-metoxi-fenolato de sódio

Esquema 1: Síntese do V6 anidro  



 

 

5.2- Laboratórios envolvidos:  

           O presente projeto foi desenvolvido no Laboratório de Patologia 

Experimental, e em colaboração com o Laboratório de Síntese Orgânica do 

Mestrado Profissional em Farmácia, pelo Prof. Dr. Jose Quincoces e com a 

colaboração da aluna de Doutorado da USP Fernanda Faião Flores e pelo Prof. 

Durvanei Augusto Maria do Instituto Butantan, ambos nos processos de análise 

citotóxica, com produtos e fomentos já oriundos do desenvolvimento da patente 

3, da qual estes profissionais fazem parte. 

 A diluição do composto V6, assim como os testes de solubilidade e 

preparo de materiais (descartáveis e reagentes) foram desenvolvidos no 

Laboratório de Patologia Experimental. 

 



 

 

5.3 Avaliação da citotoxicidade do composto fenólico V6 

5.3.1.  Cultura das Linhagens de Células Tumorais e Normais 

As células das linhagens de fibroblastos normais humano (FN1) obtidos 

pelo Prof. Dr. Durvanei Augusto Maria nº921/06 CAPPesq, melanoma humano 

(SKMEL-28), células endoteliais normais humanas (HUVEC - Human Umbilical 

Vein Endothelial Cells), adenocarcinoma mamário murino (tumor de Ehrlich) 

oriundas da ATCC (American Type Culture Collection) foram cultivadas em 

frascos de cultura de 75 cm2 em meio de cultura (RPMI-1640 completo), 

suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 2mM de L-glutamina e 

antibióticos.  

Para a realização dos experimentos in vitro, após sub-confluência, as 

células foram desprendidas com solução de Tripsina-Edta, neutralizadas com o 

mesmo volume de soro fetal bovino inativado, centrifugadas duas vezes por 10 

minutos á 1500 rpm, ressuspensas em meio de cultura e a concentração 

celular ajustada para cada ensaio. (FAIÃO-FLORES, 2011) 

 



 

 

5.3.2 Avaliação da Citotoxicidade e Atividade Proliferativa in vitro do 

composto V6 em Linhagens de Células Tumorais e Normais 

 

Após o desprendimento e centrifugação, as células foram ajustadas para 

a concentração de 1x105células/mL e adicionadas em placas de 96 orifícios 

(100µL em cada orifício). Após 24 horas de adesão e confluência, as células 

foram tratadas com diferentes concentrações do composto V6 (10 á 

0,0015mg/mL) diluído em solução fisiológica 0,9% (diluições seriadas em 

microplaca) e em 3 experimentos realizados separadamente.  

Todo o sobrenadante da cultura celular foi retirado e armazenado em 

freezer -20°C para análise da produção de radicais livres (peroxidação lipídica).  

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo] após 24 horas de 

incubação do composto . 

Foram adicionados 100 µL de MTT (5mg/mL) às células, e estas 

incubadas por 3 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C.  

Após este período, o meio com MTT foi removido e foi acrescentado 100 

µL de metanol absoluto para dissolver os cristais de formazan, formados e 

precipitados.  

A quantificação da absorbância foi avaliada espectrofotometricamente a 

540nm (MOSMANN , 1983). 

 



 

 

5.3.3. Determinação in vitro de produtos da peroxidação lipídica por 

quantificação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

Os sobrenadantes das culturas celulares utilizadas para a metodologia do 

MTT foram recolhidos antes do teste de citotoxicidade pelo MTT e mantidos 

sob refrigeração de -20°C até o momento da análise da peroxidação lipídica. 

A quantificação da peroxidação de lipídeos em culturas celulares é 

baseada na formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBAR´s), 

predominantemente o malondialdeído (MDA), que ocorre após a 

lipoperoxidação das membranas celulares. Estas substâncias produzem uma 

coloração característica que é medida espectrofotometricamente.  

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente. Em 

microtubo adicionamos 50µL da referida amostra juntamente com 250µL de 

ácido tricloroacético - TCA 20% (20g de ácido tricloroacético em 100mL de 

água Mili-Q). Em outro microtubo, 50µL da mesma amostra foi adicionada 

,juntamente com 250µL de ácido tiobarbitúrico – TBA 0,86% (0,86g de ácido 

tiobarbitúrico em 100mL de TCA 20%). Os microtubos após este processo 

permaneceram em banho-maria (100°C) por 20 minutos, seguido de 

resfriamento à 0°C por 20 minutos. Os microtubos então foram centrifugados á 

8000 rpm por 4 minutos e o sobrenadante utilizado para a quantificação das 

TBARS. Para a leitura foi utilizado espectrofotômetro a 535nm, para o cálculo 

da medida de lipoperoxidação descontamos o valor do branco respectivo de 

cada série, subtraindo a absorbância da série de TBA da média da série de 

TBA e dividindo-se pelo coeficiente de extinção molar do MDA (0,0312). A 

Fórmula para cada amostra é a seguinte: 

 



 

 

 

Valor obtido na série TBA – Valor obtido na séria TCA 

0,0312 

 

Os resultados foram expressos em nanomoles de MDA por mililitro (nM 

MDA/mL). (OHKAWA, 1979). 

 



 

 

5.3.4 Análise do Potencial de Membrana Mitocondrial pelo Fluorocromo 

Rodamina 123 nas Populações Celulares por Citometria de Fluxo 

Para a análise do potencial de membrana mitocondrial utilizamos o 

corante Rodamina 123 Sigma-Aldrich (Rodamina 123 ou Rod 123), que inibe a 

função mitocondrial, assim marcando somente as mitocôndrias ativas ou 

viáveis. O fluorocromo Rodamina 123 liga-se às membranas mitocondriais e 

inibe o transporte de elétrons, retardando a respiração celular.  

Após o desprendimento e centrifugação das células de todas as 

linhagens (tumorais e normais), as mesmas foram ajustadas para a 

concentração de 5x105células/mL, adicionadas em placas de 24 orifícios 

(volume=1mL), com amostras em triplicata. Após 24 horas da adesão e 

confluência, as células foram tratadas por 4 horas com o respectivo valor da 

IC50 do composto V6 para cada linhagem celular. 

No momento da análise, as amostras foram centrifugadas á 1800 rpm por 

10 minutos, o sobrenadante descartado, e adicionados 5µL de Rodamina 123 

(5mg/mL) em cada tubo. As amostras foram colocadas em estufa de CO2 (5%) 

à 37°C por 30 minutos. Após este período, nos tubos centrifugados, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 100µL de tampão Fac’s 

Flow (solução tampão, livre de azida sódica utilizada em citômetro de fluxo – 

Beckman Coulter n° 8448011) (DARZYNKIEWICZ, 1982).  

 



 

 

5.3.5 Análise das Fases do Ciclo nas Populações Celulares por Citometria 

de Fluxo 

As células das linhagens tumorais e normais foram cultivadas nas 

mesmas condições citadas na metodologia descrita no item 5 da metodologia. 

Após o desprendimento e centrifugação das células de todas as 

linhagens (tumorais e normais), as mesmas foram ajustadas para a 

concentração de 5x105células/mL, adicionadas em placas de 24 orifícios 

(volume=1mL), com amostras em triplicata. Após 24 horas da adesão e 

confluência, as células foram tratadas por 4 horas com o respectivo valor da 

IC50% do composto V6 para cada linhagem celular. 

A aquisição da população celular, em média de 10.000 eventos realizada 

pelo programa “Cell Quest” (BD) e o conteúdo de DNA medido em intensidade 

de fluorescência (FL2). Os resultados são expressos em porcentagem média 

de células nas diferentes fases do ciclo celular: DNA fragmentado, Fase 

quiescente G0/G1, Fase de síntese - S e Fase G2/M (SCHWARTZ, 2005). 

 



 

 

5.3.6 Avaliação da Expressão de Caspase - 3 Fosforilada e ciclina D1 nas 

Populações Celulares por Citometria de Fluxo  

 

Após o desprendimento e centrifugação das células de todas as 

linhagens (tumorais e normais), as mesmas foram ajustadas para a 

concentração de 5x105células/mL, adicionadas em placas de 24 orifícios 

(volume=1mL), com amostras em triplicata. Após 24 horas da adesão e 

confluência, as células foram tratadas por 4 horas com o respectivo valor da 

IC50% do composto V6 para cada linhagem celular. ( BHATT, 2007 ; FECHER, 

2009) 

Após 4 horas de tratamento com o composto V6, o sobrenadante das 

amostras foi recolhido em um microtubo, e em outro microtubo foi adicionado 

as células tripsinizadas ( BHATT, 2007 ; FECHER, 2009). 

Todas as amostras após este procedimento foram centrifugadas por 10 

minutos à 1800 rpm sob refrigeração de 4°C, o sobrenadante descartado, o 

pellet ressuspenso em PBS, e a amostra congelada em temperatura de -80°C, 

mantendo-se esta condição até o momento do preparo das amostras para 

análise. Alíquotas de 100µL das suspensões celulares foram então incubadas 

por 1 hora, à 4ºC, com 1µg de anticorpo específico anti-caspase 3 conjugado 

com ficoeritrina-PE (Santa Cruz, USA) na presença ou ausência de seu inibidor 

específico Ac-Asp-Glu-Val-Asp-OH (BioAgency Biotecnologia LTDA) ou anti-

ciclina D1 (FITC) e 10µL de Triton X-100 0,1% para permeabilizar a membrana 

celular. Após este período as células centrifugadas por 10 minutos á 1500 RPM 

foram lavadas com PBS gelado. O sobrenadante foi desprezado e o pellet 

ressuspenso em PBS contendo 0,1% de paraformaldeído.  A leitura e análise 



 

 

da expressão do marcador foram realizada em citômetro de fluxo FACScalibur 

(BD) em intensidade de fluorescência FL-2 (BHATT, 2007 ; FECHER, 2009). 

 



 

 

5.4- ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

Todos os dados deste experimento foram tratados estatisticamente com 

auxilio do software GRAPH PAD PRISM 5.0 e GRAPH PAD PRISM  3.0  

Foi aplicado o teste não paramétrico de Mann-Whitney para a 

comparação dos diferentes grupos (concentrações) no mesmo tempo 

experimental. 

Foi também aplicado o teste de Kruskal-Wallis para a comparação entre 

os tempos experimentais.  

O nível de significância de hipótese de nulidade foram de 5%  ( p≤ 0,05) 
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6. RESULTADOS 

 
6.1 Avaliação da Citotoxicidade e Atividade Proliferativa do Composto V6 
em Linhagens Celulares Tumorais e Normais pelo Método Colorimétrico 
MTT 
 

Após a expansão, as culturas em confluência média de 70% das 

diferentes linhagens celulares de melanoma humano SKMEL-28, 

adenocarcinoma mamário murino de Ehrlich, fibroblastos humanos normais 

FN1 e células endoteliais normais HUVEC, foram utilizadas para a 

determinação da concentração inibitória (IC50%), a equação da reta e os valores 

de correlação (R2). Os valores obtidos forma expressos em mg/mL e os 

coeficientes de correlação mostraram uma correlação extremamente 

significativa e positiva. O sobrenadante de todos os tratamentos e grupos 

controles foi retirado, congelado imediatamente e reservado para a 

determinação de lipídeos peroxidados pela técnica de LPO. 

 As IC50% das linhagens tumorais SKMEL-28 e adenocarcinoma de mama 

murino foram respectivamente, 4,02 e 3,78 mg/mL, enquanto os valores de 

IC50% nas linhagens humanas normais FN1 e HUVEC foram respectivamente, 

4,82 e 5,08 mg/mL. Os dados estão apresentados nas figuras  2, 3, 4 e 5. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 2 - Atividade citotóxica em células de melanoma humano SKMEL-28, 

obtido pelo teste colorimétrico MTT, na presença de diferentes concentrações 

do composto V6. Foram calculadas a equação matemática da reta e a curva de 

regressão linear no programa Graph Pad Prism Instat 3. A IC50% do composto 

foi de 4,02mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 3 - Atividade citotóxica em células de adenocarcinoma de mama murino, 

na presença de diferentes concentrações do composto V6. Foram calculadas a 

equação matemática da reta e a curva de regressão linear no programa Graph 

Pad Prism Instat 3. A IC50% do composto foi de 3,78 mg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 4 - Atividade citotóxica em células Fibroblastos humanos normais FN1, 

na presença de diferentes concentrações do composto V6. Foram calculadas a 

equação matemática da reta e a curva de regressão linear no programa Graph 

Pad Prism . A IC50% do composto foi de 4,86 mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 5 - Atividade citotóxica em células endoteliais humanas normais 

HUVEC, na presença de diferentes concentrações do composto V6. Foram 

calculadas a equação matemática da reta e a curva de regressão linear no 

programa Graph Pad Prism. A IC50% do composto foi de 5,08 mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6.2 Avaliação da formação de produtos da peroxidação lipídica por 

quantificação de TBARs 

 A formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), 

foi avaliada para a quantificação da formação de radicais livres formados á 

partir da peroxidação dos lipídeos das membranas celulares com a liberação 

de malondialdeído.  

 O tratamento com o composto fenólico - V6 resultou no aumento 

significante na formação de radicais peroxidados lipídicos das membranas 

celulares das linhagens tumorais de melanoma SKMEL-28 e adenocarcinoma 

mamário murino (Ehrlich), superior em média, respectivamente, de 28x e 7x 

vezes a formação de radicais livres peroxidados do que o grupo controle.  O 

tratamento com o composto fenólico - V6 ocasionou poucos danos oxidativos 

nas linhagens normais de fibroblastos e células endoteliais humanas, apenas 

nas maiores concentrações do composto em 24 horas de exposição. Os 

resultados apresentados em média ± desvio padrão estão apresentados nas 

figuras 6, 7, 8 e 9. 
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Figura 6 – Gráfico de barras representando a média ± dp dos radicais livres 

peroxidados (Malondialdeído – MDA) formados e quantificados do 

sobrenadante da cultura celular da linhagem tumoral de adenocarcinoma de 

mama murino. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste 

múltiplo de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de p< 0.05. 
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Figura 7 – Gráfico de barras representando a média ± dp dos radicais livres 

peroxidados (Malondialdeído – MDA) formados e quantificados do 

sobrenadante da cultura celular da linhagem tumoral de melanoma humano 

SKMEL-28. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo 

de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de *** p< 0.05. 
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Figura 8– Gráfico de barras representando a média ± dp dos radicais livres 

peroxidados (Malondialdeído – MDA) formados e quantificados do 

sobrenadante da cultura celular da linhagem de células endoteliais humanas 

HUVECs. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de 

TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de ***p< 0.05. 
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Figura 9 – Gráfico de barras representando a média ± dp dos radicais livres 

peroxidados (Malondialdeído – MDA) formados e quantificados do 

sobrenadante da cultura celular da linhagem de fibroblastos humanos normais 

FN1. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de 

TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de *** p< 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6.3 Fotomicrografias obtida em microscópio invertido, dos efeitos 

citotóxicos do composto fenólico - V6·. 

 Após o tratamento das células das linhagens tumorais e normais com 

as diferentes concentrações do composto fenólico – V6, as imagens dos efeitos 

tóxicos e citopáticos foram registrados e fotodocumentados em microscópio 

invertido com a utilização de uma câmara digital Sony Cyber-shot DSC-W200– 

CCD de 12 Megapixels. 

 Os tratamentos das células tumorais de melanoma humano SKMEL-

28 e adenocarcinoma de mama murino mostraram efeitos citotóxicos 

marcantes em todas as concentrações do composto fenólico V6. Foram 

observadas alterações na perda da adesão celular ao substrato da placa de 

cultura, retração dos prolongamentos e expansão do citoesqueleto, formação 

de células multi-agregados celulares e debris no sobrenadante, como ilustrados 

nas figuras 10 e 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 - Fotomicrografia obtida em microscópio invertido das células de 
melanoma humano SKMEL – 28, cultivadas com o valor da IC50% do 
composto V6, após 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X.  

 

No tratamento da linhagem de melanoma com o composto V6 nota-

se diminuição significativa na densidade de células nas concentrações de 1.0 à 

0.060 mg/mL,  moderada perda da adesão celular ao substrato da placa de 

cultura, retração dos prolongamentos citoplasmáticos e  no citoesqueleto.  

Nas concentrações de  0.030 e  à 0.015 mg/mL, não foram 

observados efeitos citotóxicos, alterações  na adesão celular ou  formação de 

debris, não ocorreu estimulo de proliferação.  Sendo assim, o composto V6 em 

células tumorais mostrou-se inibidor na densidade e na resposta proliferativa 

das células tumorais.   

Em células normais, endoteliais e fibroblastos o tratamento como composto 

fenólico V6 não se mostrou com a mesma citotoxicidade, que em células 

tumorais. Não há relação entre dose e efeito. Foi evidenciado somente nas 



 

 

concentrações de 1.0 e 0.5mg/mL, uma discreta perda de células aderidas ao 

substrato da placa de cultura. Não foram evidenciados efeitos tóxicos, com a 

retração dos prolongamentos citoplasmáticos, modificações no citoesqueleto e 

a modificação da forma celular. Efeitos tóxicos, como vacuolização, picnose e 

fragmentação do núcleo, não foram documentados. Os dados estão ilustrados 

nas figuras 11 e 13. Nestes tipos celulares nota-se diminuição significativa na 

densidade de células nas concentrações de 1.0 à 0.5 mg/mL,  perda da adesão 

celular ao substrato da placa de cultura, retração dos prolongamentos 

citoplasmáticos e  no citoesqueleto,  com a formação de células arredondadas, 

nas demais concentrações (0.025 à 0.015 mg/mL), não foram observadas 

alterações celulares ou formação de debris ou mesmo efeitos de toxicidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
Figura 11 - Fotomicrografia obtida em microscópio invertido das células 
fibroblastos da derme humana normal (FN1), cultivadas com o valor da IC50% 
do composto V6, após 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

 

 
 
Figura 12 - Fotomicrografia obtida em microscópio invertido das células de 
adenocarcinoma de mama murina de Ehrlich, cultivadas com o valor da IC50% 
do composto V6, após 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 
 
Figura 13 - Fotomicrografia obtida em microscópio invertido das células 
endoteliais humanas (HUVEC), cultivadas com o valor da IC50% do composto 
V6, após 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

6.4 Analise do potencial elétrico mitocondrial de linhagens de células 

normais e tumorais tratadas com o composto fenólico - V6, por citometria 

de fluxo.  

 

 A fosforilação oxidativa é processo que sofre as graves 

conseqüências da injúria celular provocada pela exposição por agentes 

intrínsecos ou extrínsecos. Uma vez que a cadeia respiratória está localizada 

nas membranas mitocondriais, e sendo as membranas celulares importantes 

alvos da lesão por radicais livres, é natural supor que a destruição das 

membranas celulares resultará no impedimento da fosforilação oxidativa.  

 Todas as linhagens de células normais e tumorais foram submetidas 

à análise do potencial elétrico da membrana mitocondrial utilizando-se a sonda 

fluorescência  com a  Rodamina 123.  A técnica de análise da sonda rodamina 

123 por citometria de fluxo permite analisar a viabilidade e o sua atividade 

metabólica de mitocôndrias, fornecendo parâmetros como viáveis / ativas 

metabolicamente e inviáveis / inativas metabolicamente,  em que as células 

permanecem preservadas ou sofrem alterações que levam á morte por 

apoptose ou necrose. Ou seja, as células marcadas com a sonda Rodamina 

123 apresentaram  a função mitocondrial inibida pela ligação das membranas 

mitocondriais do composto ou dos radicais livres produzidos,  com  a inibição 

do transporte de elétrons, sendo denominadas neste protocolo por M1, 

quadrante  ou ¨gate¨ definido pelo programa de aquisição Cell Quest do 

citômetro de fluxo. As células que não foram marcadas, ou seja, não possuíam 

transporte ativo de elétrons  foram denominadas M2 quadrante  ou  gate 

definido pelo programa de aquisição Cell Quest do citômetro de fluxo. Estas 



 

 

determinações foram obtidas com base na intensidade de fluorescência 

captada no canal FLH-1, em que a população com maior intensidade de 

fluorescência foi identificada como viável e a com menor intensidade foi 

identificada como a população inviável. 

 O overlay, ou sobreposição, dos histogramas obtidos no citômetro 

de fluxo pelo programa de analise WinMDI 2.9  foi utilizado para demonstrar a 

eficácia do tratamento  com o composto fenólico V6 (IC50%) em relação  ao 

grupo controle. 

 Na linhagem de melanoma humano SKMEL-28 tratada com o 

composto fenólico - V6 observa-se aumento da toxicidade com a diminuição 

significativa do potencial elétrico mitocondrial. A linhagem de adenocarcinoma 

de mama murina apresentou moderado aumento do potencial elétrico, 

enquanto as linhagens normais de fibroblastos humanos FN1 e  endoteliais 

HUVEC não apresentaram diferenças neste potencial. Os resultados dos 

histogramas e as médias das diferentes populações de mitocôndrias ativas 

(M1) e inativas (M2) estão apresentados nas figuras 15, 17, 19 e 21. O overlay 

das curvas de intensidade de fluorescência FLH-1 representativo das 

comparações das populações tratadas com o composto fenólico – V6 versus à 

população controle evidencia o  significativo efeito citotóxico deste composto. 

Figuras 14, 16, 18 e 20. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 14 – Histogramas representativos das populações celulares adquiridos 

pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WinMDI 2.9 da linhagem 

tumoral de adenocarcinoma de mama murina  marcadas com a sonda 

fluorescência  Rodamina 123 (M1 ativas) e sem marcação do fluorocromo (M2 

inativas) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto fenólico V6 (B) e 

o overlay  sobreposição das curvas dos grupos de  tratamentos para efeito 

comparativo e o grupo controle (C).  

 

A B 

C 



 

 

Contro
le V6

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

***

Q
ua

n
ti

d
ad

e 
d

e 
cé

lu
la

s 
in

vi
áv

ei
s 

p
o

r 
m

ei
o 

do
 p

o
te

n
ci

al
 e

lé
tr

ic
o

 d
a 

m
em

br
an

a 
m

it
oc

o
nd

ri
al

  (
%

)

 

Figura 15 –  Gráfico de barras representando a média ± dp da   proporção de 

células com potencial e elétrico mitocondrial  ativo na linhagem tumoral de  

adenocarcinoma de mama murina. Nota-se em azul a quantidade de 

mitocôndrias inativas/inviáveis e em verde a quantificação de mitocôndrias 

ativas/viáveis. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo 

de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de*** p< 0.05 . 



 

 

 

Figura 16 – Histogramas representativos das populações celulares adquiridos 

pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WinMDI 2.9 da linhagem 

tumoral de melanoma humano SKMEL - 28  marcadas com a sonda 

fluorescência  Rodamina 123 (M1 ativas) e sem marcação do fluorocromo (M2 

inativas) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto fenólico V6 (B) e 

o overlay  sobreposição das curvas dos grupos de  tratamentos para efeito 

comparativo e o grupo controle (C).  
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Figura 17 – Gráfico de barras representando a média ± dp da proporção de 

células com potencial e elétrico mitocondrial ativo na linhagem tumoral de 

melanoma humano SKMEL - 28. Nota-se em azul a quantidade de 

mitocôndrias inativas/inviáveis e em verde a quantificação de mitocôndrias 

ativas/viáveis. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo 

de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de *** p< 0.05 . 



 

 

 

Figura 18 – Histogramas representativos das populações celulares adquiridos 

pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WinMDI 2.9 da linhagem 

de células normais endoteliais humanas HUVECs marcadas com a sonda 

fluorescência  Rodamina 123 (M1 ativas) e sem marcação do fluorocromo (M2 

inativas) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto fenólico V6 (B) e 

o overlay  sobreposição das curvas dos grupos de  tratamentos para efeito 

comparativo e o grupo controle (C).  
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Figura 19 – Gráfico de barras representando a média ± dp da   proporção de 

células com potencial e elétrico mitocondrial  ativo na linhagem de células 

endoteliais normais humanas HUVEC. Nota-se em azul a quantidade de 

mitocôndrias inativas/inviáveis e em verde a quantificação de mitocôndrias 

ativas/viáveis. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo 

de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de p< 0.05 , ns  

diferenças  não significativas.  



 

 

 

Figura 20 – Histogramas representativos das populações celulares da linhagem 

FN1 marcadas com a sonda fluorescente Rodamina 123 (M1) e sem marcação 

do fluorocromo (M2) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto V6 

(B) e o overlay dos dois tratamentos para efeito comparativo (C).  
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Figura 21 – Gráfico de barras representando a média ± dp da   proporção de 

células com potencial e elétrico mitocondrial  ativo na linhagem de fibroblastos 

humanos normais FN1. Nota-se em azul a quantidade de mitocôndrias 

inativas/inviáveis e em verde a quantificação de mitocôndrias ativas/viáveis. 

Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-

KRAMER com nível crítico para significância de p< 0.05 , ns  diferenças  não 

significativas.  

 

 

 

 

 

 



 

 

6.5  Análise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo 

 Os resultados foram expressos em porcentagem da média de 

células nas diferentes fases do ciclo celular: DNA fragmentado, fase quiescente 

G0/G1, fase S (síntese) e fase G2/M (Mitose), representadas no histograma 

pelos quadrantes M4, M3, M2 e M1, respectivamente. 

 O iodeto de propídio (PI) utilizado na determinação do conteúdo de 

DNA adquirido no citômetro de fluxo, é um fluorocromo que se intercala de 

forma esquiométrica às duplas fitas de DNA. Após a incidência do laser do 

aparelho sobre a amostra, a excitação do PI leva a uma emissão de  

fluorescência proporcional ao conteúdo de DNA na célula. Células diplóides 

que não estejam replicando (fases G0/G1 do ciclo celular) possuem conteúdo 

de DNA 2n, emitindo sinais de intensidade menor que as células situadas na 

fase S, durante a qual ocorre aumento do conteúdo de DNA. Células em fase 

S, durante a qual ocorre o aumento do conteúdo de DNA. Células em fase S, 

por sua vez, geram sinais de intensidade menor que aquelas situadas em G2/M 

até que completem a replicação do conteúdo de DNA para 4n, que 

permanecem assim durante a fase G2 até a mitose, na qual cada célula-mãe 

da origem a duas células-filhas. 

 As células situadas no pico hipodiploide (Sub-G1) possuem 

conteúdo de DNA menor que 2n, e pode representar o aumento na ocorrência 

de debris celulares e DNA fragmentado, característica de eventos de morte 

celular, por necrose ou apoptose. 

 Todos os sinais gerados são amplificados e convertidos pelos 

aparelhos em pulsos, permitindo a construção de gráficos de distribuição das 

células no ciclo celular, conforme mostrado no histograma na figura 2. 



 

 

Considerando que existe uma relação proporcional entre o aumento no 

conteúdo de DNA e a área do pulso gerando,os histogramas foram construídos 

utilizando o parâmetro FL2 área (FL2A). 

 As linhagens de células tumorais de melanoma humano SKMEL-28 

e adenocarcinoma de mama murina e a linhagem de células endoteliais 

humanas normais HUVEC’s apresentaram expressiva diminuição na população 

de células na fase de quiescente GO/G1 e aumento na fase de divisão celular 

G2/M. A linhagem de fibroblastos humanos normais FN1 apresentou-se de 

maneira distinta entre os tipos celulares utilizados neste projeto, obtendo 

aumento significativo na população de células na fase de proliferação e 

diminuição moderada na fase G2/M, representando o efeito não tóxico do 

composto fenólico – V6, neste tipo celular. Os dados estão apresentados nas 

figuras  22, 23, 24, 25, 26, 27,28 e 29. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 22 – Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em 

citômetro de fluxo da distribuição das populações de células da linhagem 

tumoral de adenocarcinoma de mama murino do grupo Controle (A) e do grupo 

tratado com o composto fenólico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S, 

G0/G1 e DNA fragmentado expresso em porcentagem em relação ao conteúdo 

de DNA (FL2-H). 
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Figura 23 – Gráfico de barras das médias e ± dp das porcentagens de 

distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular na linhagem 

tumoral de adenocarcinoma de mama murino do grupo controle em 

comparação ao grupo tratado com o composto fenólico – V6.  Análise 

estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER 

com nível crítico para significância de *** p< 0.05; ns diferença não significativa. 

 

 

 



 

 

 

Figura 24 – Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em 

citômetro de fluxo da distribuição das populações de células da linhagem 

tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 grupo controle (A) e do grupo 

tratado com o composto fenólico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S, 

G0/G1 e DNA fragmentado expresso em porcentagem em relação ao conteúdo 

de DNA (FL2-H). 
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Figura 25 – Gráfico de barras das médias e ± dp das porcentagens de 

distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular na linhagem 

tumoral de melanoma humano SKMEL – 28 do grupo controle em comparação 

ao grupo tratado com o composto fenólico – V6.  Análise estatística de 

variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER com nível 

crítico para significância de *** p< 0.05; ns diferença não significativa. 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 26 – Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em 

citômetro de fluxo da distribuição das populações da linhagem  de células 

endoteliais humanas normais HUVECs do  grupo controle (A) e do grupo 

tratado com o composto fenólico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S, 

G0/G1 e DNA fragmentado expresso em porcentagem em relação ao conteúdo 

de DNA (FL2-H). 
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Figura 27 – Gráfico de barras das médias e ± dp das porcentagens de 

distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular da linhagem de 

células endoteliais humanas normais HUVECs do grupo controle em 

comparação ao grupo tratado com o composto fenólico – V6.  Análise 

estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER 

com nível crítico para significância de *** p< 0.05; ns diferença não significativa. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 28 – Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em 

citômetro de fluxo da distribuição das populações da linhagem  de fibroblastos  

humanos normais FN1 do  grupo controle (A) e do grupo tratado com o 

composto fenólico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S, G0/G1 e DNA 

fragmentado expresso em porcentagem em relação ao conteúdo de DNA (FL2-

H). 
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Figura 29 – Gráfico de barras das médias e ± dp das porcentagens de 

distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular da linhagem de 

fibroblastos humanos normais FN1 do grupo controle em comparação ao grupo 

tratado com o composto fenólico – V6.  Análise estatística de variância ANOVA 

seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER com nível crítico para 

significância de *** p< 0.05; ns diferença não significativa. 

 

 

 

 

 

 



 

 

6.6 Expressão da ciclina dependente de quinase reguladora da 

progressão do ciclo celular Ciclina D-1. 

 As ciclinas dependentes de quinases (CDKs) são as reguladoras 

positivas do ciclo celular, por meio da interação das quinases com suas 

respectivas ciclinas que permitem a progressão do ciclo. CDK4/6 seguido por 

CDK2 facilita a progressão do ciclo celular da fase G1 à fase S por suas 

interações com a ciclina D e ciclina E, respectivamente. As ciclinas do tipo D 

(D1, D2, D3 e D4) e ciclina E intervém regulando o ponto de controle G1/S. 

Ambas são sintetizadas durante a fase G1 e o balanço entre a síntese e 

degradação faz com que apareçam na célula no final da fase G1 e 

desapareçam durante a fase S ou ao final desta fase.  

 As células de adenocarcinoma de mama murino e os fibroblastos 

humanos normais FN1 apresentaram diminuição expressiva significativamente 

na expressão da ciclina D1, enquanto as linhagens de células de melanoma 

humano SKMEL-28 e células endoteliais normais HUVEC não apresentaram 

alterações significativas deste marcador de proliferação e progressão do ciclo 

celular. Os resultados dos density plots adquiridos pelo programa Cell Quest e 

os gráficos de barras estão apresentados nas figuras 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 

e 37. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 30 – Histogramas representativos da expressão da Ciclina D-1 em 

populações celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citômetro de 

fluxo da linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama murina dos grupos: 

controle (A), composto fenólico - V6 (B). A expressão do marcador de 

progressão Ciclina D1 foi realizado pela intensidade de arbitrária de 

fluorescência no canal  FL-1 pelo programa Cell-Quest.  
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Figura 31 – Gráfico de barras representando a média ± dp da expressão da 

ciclina dependente de quinase envolvida na progressão do ciclo celular  Ciclina 

D- 1 em células da linhagem de adenocarcinoma de mama murina. Análise 

estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER 

com nível crítico para significância de ***p< 0.05. 

 

 



 

 

 

Figura 32 – Histogramas representativos da expressão da Ciclina D-1 em 

populações celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citômetro de 

fluxo da linhagem tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 dos grupos: 

controle (A), composto fenólico - V6 (B). A expressão do marcador de 

progressão Ciclina D1 foi realizado pela intensidade de arbitrária de  

fluorescência no canal  FL-1 pelo programa Cell-Quest.  
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Figura 33 - Gráfico de barras representando a média ± dp da expressão da 

ciclina dependente de quinase envolvida na progressão do ciclo celular.  Ciclina 

D1 em células da linhagem de melanoma humano SKMEL - 28. Análise 

estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER 

com nível crítico para significância de p<0.05; ns diferença não significativa. 

 

 



 

 

 

Figura 34 – Histogramas representativos da expressão da Ciclina D-1 em 

populações celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citômetro de 

fluxo da linhagem endotelial humana normal HUVECs dos grupos: controle (A),  

composto fenólico - V6 (B). A expressão do marcador de progressão Ciclina D1  

foi realizado pela intensidade de arbitrária de  fluorescência no canal  FL-1 pelo 

programa Cell-Quest.  

 



 

 

Contro
le V6

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

ns

E
xp

re
ss

ão
 d

e 
ci

cl
in

a 
D

1 
(%

)

 

Figura 35 - Gráfico de barras representando a média ± dp da expressão da 

ciclina dependente de quinase envolvida na progressão do ciclo celular.  Ciclina 

D1 em células da linhagem de endotelial humana normal HUVEC. Análise 

estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER 

com nível crítico para significância de p<0.05; ns diferença não significativa. 

 

 



 

 

 

Figura 36 – Histogramas representativos da expressão da Ciclina D-1 em 

populações celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citômetro de 

fluxo da linhagem de fibroblastos humanos normais dos grupos: controle (A),  

composto fenólico - V6 (B). A expressão do marcador de progressão Ciclina D1  

foi realizado pela intensidade de arbitrária de  fluorescência no canal  FL-1 pelo 

programa Cell-Quest.  
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Figura 37- Gráfico de barras representando a média ± dp da expressão da 

ciclina dependente de quinase envolvida na progressão do ciclo celular  Ciclina 

D- 1 da linhagem de fibroblastos humanos normais FN1. Análise estatística de 

variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-KRAMER com nível 

crítico para significância de*** p<0.05.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6.7 Análise da expressão de Caspase 3 fosforilada por citometria de fluxo 

 A apoptose é definida como a morte celular irreversível associada 

com a perda do potencial da membrana mitocondrial, liberação do citocromo - 

c, e a ativação das caspases. Caspases são cisteíno-proteases aspartato-

específicas que possuem nucleases ativadas e lipases para executar o suicídio 

celular. 

 As células de adenocarcinoma mamário murino e endoteliais 

normais HUVECs apresentaram aumento significante na expressão de 

caspase-3 fosforilada, nas analises realizadas em citometria de fluxo. As 

linhagens celulares  de melanoma humano SKMEL-28 e fibroblastos humanos 

normais FN1 não apresentaram alterações significativas na expressão do 

marcador de apoptose, dependente de caspase. Figuras 38, 39, 40, 41, 42, 43, 

44 e 45. 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 38 – Histogramas representativos das populações celulares da linhagem  

tumoral de adenocarcinoma de mama murina que expressam Caspase 3 

fosforilada dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fenólico -  V6 (B) 

analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressão de Caspase 3 

fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitrária de 

fluorescência no canal de   marcação FL2-H pelo programa Cell-Quest.  
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Figura 39 – Gráfico de barras representando a média ± dp de expressão 

Caspase 3 fosforilada em células da linhagem tumoral de adenocarcinoma de 

mama murina. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste 

múltiplo de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de ***p< 0.05. 

 

 



 

 

 

Figura 40 – Histogramas representativos das populações celulares da linhagem  

tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 que expressam Caspase 3 

fosforilada dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fenólico -  V6 (B) 

analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressão de Caspase 3 

fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitrária de 

fluorescência no canal de  marcação FL2-H pelo programa Cell-Quest.  
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Figura 41 - Gráfico de barras representando a média ± dp de expressão 

Caspase 3 fosforilada em linhagem  tumoral de melanoma humano SKMEL-28. 

Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo de TUKEY-

KRAMER com nível crítico para significância de ***p< 0.05, ns diferença não 

significativa.  

 

 



 

 

 

Figura 42 – Histogramas representativos das populações celulares da linhagem  

de células endoteliais humanas normais HUVECs que expressam Caspase 3 

fosforilada dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fenólico -  V6 (B) 

analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressão de Caspase 3 

fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitrária de 

fluorescência no canal de   marcação FL2-H pelo programa Cell-Quest.  

 

A B 



 

 

Contro
le V6

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

***

E
xp

re
ss

ão
 d

e 
ca

sp
as

e-
3 

fo
sf

o
ri

la
d

a 
(%

)

 

Figura 43 - Gráfico de barras representando a média ± dp de expressão 

Caspase 3 fosforilada em células da linhagem de células endoteliais humanas 

normais HUVECs. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste 

múltiplo de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de ***p< 0.05. 

 

 



 

 

 

Figura 44 – Histogramas representativos das populações celulares da linhagem  

de fibroblastos humanos normais FN1 que expressam Caspase 3 fosforilada 

dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fenólico -  V6 (B) 

analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressão de Caspase 3 

fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitrária de 

fluorescência no canal de   marcação FL2-H pelo programa Cell-Quest.  
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Figura 45 - Gráfico de barras representando a média ± dp de expressão 

Caspase 3 fosforilada em células da linhagem de fibroblastos  humanos 

normais FN1. Análise estatística de variância ANOVA seguida do teste múltiplo 

de TUKEY-KRAMER com nível crítico para significância de ***p< 0.05, ns 

diferença não significativa.  
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    7. DISCUSSÃO 

 

Aproximadamente 70% dos medicamentos utilizados para o tratamento 

de câncer são derivados ou baseadas em produtos naturais (NEWMAN, 2002). 

Os compostos fenólicos englobam desde moléculas simples até outras 

com alto grau de polimerização (BRAVO, 1998).  

Estão presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a açúcares 

(glicosídios) e proteínas (CROFT, 1998). 

Na família dos compostos fenólicos pouco distribuídos na natureza estão 

um número reduzido deles, embora estes sejam encontrados com certa 

freqüência. Neste grupo estão os fenóis simples, o pirocatecol, a hidroquinona 

e o resorcinol. A esta família também pertencem os aldeídos derivados dos 

ácidos benzóicos, que são constituintes dos óleos essenciais como a vanilina 

(SOARES, 2002). 

Entre eles a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeído) é um dos 

compostos aromáticos mais apreciados no mundo e um importante flavorizante 

para alimentos, bebidas e é usada também em produtos farmacêuticos 

(OMIKRON, 2004). Ela possui vários efeitos como ação antimutagênica, 

antioxidante e antimicrobiano ( CERRUTI,1996; SHAUGHNESSY, 2001). 

As propriedades da vanilina também incluem efeito quimiopreventivo, 

diminuição das espécies reativas de oxigênio em células normais, além de 

prevenir danos oxidativos à proteínas e lipídios (KAMAT, 2000).  

A vanilina possui baixa toxicidade, com DL 50 oral em ratos de 

aproximadamente 1,58-2,8 g/kg. (OPDYKE, 1977) 



 

 

Alguns trabalhos indicam a atividade antitumoral da vanilina 

(FERGUSON, 1994; SHAUGHNESSY, 2006). Recentemente, alguns artigos 

relataram diminuição na quantidade de metástases tumorais em camundongos 

portadores de adenocarcinoma mamário tratados com vanilina e atividade 

antiproliferativa in vitro. (LIRPRAPAMONGKOL, 2005). 

Desta forma, análogos da vanilina, como o composto V6 podem também 

induzir efeito antiproliferativo ( FARTHING, 1999).  

Em relação aos resultados descritos na patente - COMPOSTOS 

DERIVADOS DE 4-HIDROXI-3-METOXI-BENZALDEÍDO, PROCESSO DE 

OBTENÇÃO, COMPOSIÇÃO FARMACÊUTICA, USO DE UM OU MAIS 

COMPOSTOS, os compostos da presente invenção, principalmente o V4 e V6 

sugerem uma resposta inflamatória específica nos tumores primários humanos 

e animais in vivo, impedindo seu crescimento e disseminação, principalmente 

nos tumores de pele, no caso do melanoma. 

Desta forma, os compostos descritos na referida patente , pelos testes 

realizados podem impedir a disseminação e migração das células tumorais, 

assim como formação de tumores secundários ou metástases. Em particular, 

os compostos V4 e V6, inibiem seletivamente a proliferação de células tumorais 

e o desenvolvimento de tumores.  Por outro lado os compostos DM-1, DM-2, 

DB-3A, DB-3B, DB-2, V-4 e V-6 exibem maior efeito citotóxico específico contra 

as diversas linhagens tumorais humanas e animais, in vivo, como pode ser 

comprovado por resultados já que as IC50% das linhagens tumorais SKMEL-28 

e adenocarcinoma de mama murino foram respectivamente, 4,02 e 3,78 

mg/mL,  enquanto os valores de IC50% nas linhagens humanas normais FN1 e 

HUVEC foram respectivamente,4,82 e 5,08 mg/mL, foram semelhantes nos 



 

 

casos de melanona-a e melanoma murino, estudados na patente 3. Os dados 

estão apresentados nas figuras  2, 3, 4 e 5. e apresentam valores de 

concentração inibitória 50% (IC50) menores que os demais compostos 

testados. Nos estudos realizados por Galvonas (2008), não foram descritos 

especificamente os resultados da atividade do composto V6 em fibroblastos e 

células endoteliais humanas, que conforme as figuras 4 e 5 mostram, 

respectivamente uma IC50% de 4,82mg/mL e 5,08mg/mL , nos dois casos , 

mostrou que a morte de fibroblastos decai com a diminuição da concentração, 

o que mostra que em pequenas concentrações a viabilidade dos fibroblastos foi 

preservada, no decaimento natural destas células durante o experimento. 

O composto V6 apresentou valores de IC50% menores para as 

linhagens tumorais de adenocarcinoma mamário e melanoma comparados às 

linhagens normais de células endoteliais e fibroblastos. Este fato indica uma 

menor quantidade requerida do composto para tratamento antitumoral, como 

poder analisado nas figuras 3 e 4.. 

Como também sabemos a vanilina atua como um agente antioxidante, 

pois inibe a oxidação protéica e peroxidação lipídica em células normais 

(KOGURE, 2002).  

Entretanto, em células tumorais tratadas com o composto V6 este efeito 

é antagônico, pois há um aumento significante na produção de radicais livres 

peroxidados. Em células normais, o composto V6 demonstrou potencial 

citoprotetor com elevação na quantidade de radicais livres sintetizados apenas 

nas maiores concentrações estudadas. Kamat e col( 2000), estudaram a ação 

de derivados da vanilina em células de carcinoma hepático na estimulação da 



 

 

produção de espécies reativas de oxigênio, provocando notáveis quebras na 

dupla fita do DNA. 

 Nos estudos realizado por Galvonas ( 2008), os níveis intracelulares de 

espécies reativas de oxigênio nos melanócitos melan-a e nas células de 

melanoma Tm5 foram estimados utilizando-se o composto dihidroetídio (DHE) 

que fluoresce na presença de ânion superóxido no interior da célula. A 

atividade antioxidante dos compostos foi verificada utilizando-se um composto 

que fluoresce na presença de ânion superóxido. Os níveis intracelulares de 

ânion superóxido foram determinados nas linhagens melan-a e Tm5 tratadas 

ou não com os compostos V4 e V6 (40µg/ml) através do fluoróforo DHE. A 

linhagem de melanoma (Tm5) apresenta níveis intracelulares elevados de 

ânion superóxido comparado à linhagem não tumorigênica de melanócitos 

(melan-a). O tratamento com o composto V6, mas não V4, resultou numa 

redução significativa dos níveis intracelulares de ânion superóxido tanto na 

linhagem de melanócitos quanto na de melanoma. Dados da literatura mostram 

que níveis intracelulares de ânion superóxido podem contribuir com a 

resistência das células à apoptose, portanto, sua diminuição em células de 

melanoma poderia torná-las mais suscetíveis à morte. Neste caso, este poderia 

ser um dos mecanismos pelo qual o composto V6 sensibiliza as células de 

melanoma aos efeitos citotóxicos dos quimioterápicos bleomicina e 

carboplatina. No experimento pode-se avaliar esta situação em uma idéia do 

que ocorre em relação aos fenômenos descritos já que os radicais livres 

peroxidades, foram significantes nas concentrações de 10 a 0,25 mg do 

composto V6 quando analisados pelo controle da linhagem tumoral de 

adenocarcinoma de mama murino , como mostra a figura 6 e no caso da 



 

 

linhagem de melanoma humano os radicai livres peroxidados foram 

significantes nas concentrações de 10 a 1 mg, como mostra a figura 7. 

Os resultados obtidos indicam uma importante capacidade antitumoral 

destes compostos derivados da vanilina, tendo em vista a grande capacidade 

metastática e invasiva do melanoma e a sua tolerância aos tratamentos quimio- 

e radioterápicos, ambos os compostos podem ser promissores para utilização 

em terapias tendo em vista sua baixa toxicidade. 

Nas concentrações de  0.030 e  à 0.015 mg/mL, não foram 

observados efeitos citotóxicos, alterações  na adesão celular ou  formação de 

debris, não ocorreu estimulo de proliferação.  Sendo assim, o composto V6 em 

células tumorais mostrou-se inibidor na densidade e na resposta proliferativa 

das células tumorais, o que corrobora com os achados de Galvonas ( 2007).   

Em células normais, endoteliais e fibroblastos o tratamento como composto 

fenólico V6 não se mostrou com a mesma citotoxicidade, que em células 

tumorais. Não há relação entre dose e efeito. Foi evidenciado somente nas 

concentrações de 1.0 e 0.5mg/mL, uma discreta perda de células aderidas ao 

substrato da placa de cultura. Não foram evidenciados efeitos tóxicos, com a 

retração dos prolongamentos citoplasmáticos, modificações no citoesqueleto e 

a modificação da forma celular. Efeitos tóxicos, como vacuolização, picnose e 

fragmentação do núcleo, não foram documentadas. Os dados estão ilustrados 

nas figuras 11 e 13. Nestes tipos celulares nota-se diminuição significativa na 

densidade de células nas concentrações de 1.0 à 0.5 mg/mL,  perda da adesão 

celular ao substrato da placa de cultura, retração dos prolongamentos 

citoplasmáticos e  no citoesqueleto,  com a formação de células arredondadas, 



 

 

nas demais concentrações (0.025 à 0.015 mg/mL), não foram observadas 

alterações celulares ou formação de debris ou mesmo efeitos de toxicidade. 

Os tratamentos das células tumorais de melanoma humano SKMEL-28 e 

adenocarcinoma de mama murino apresentaram potencial citotóxico no 

tratamento com o composto fenólico V6. Foram observadas alterações na 

perda da adesão celular, formação multi-agregados celulares e debris, como 

observados nas avaliações por microscopia óptica nas figuras 21 a 29.  

Xiao e col. (2008) demonstraram alterações morfológicas com 

conformação apoptótica em células de câncer de mama tratadas com 

derivados da vanilina. 

Os aspectos gerais para o estudo de mecanismos da apoptose são 

importante marcadores da ação de um candidato a composto antitumoral, 

como demonstrado por Marveti(2011) e Losler(2009), a alterações no potencial 

de membrana mitocondrial disparam o gatilho do mecanismo de apoptose, o 

que fica claro em nossos resultados com a caspase 3 fosforilada. 

A diminuição de ciclina D1, marcador do checkpoint G1/S, indica 

diretamente diminuição da fase de G1 de proliferação que reflete no 

desenvolvimento tumoral. Como poder ser demonstrado em nossa hipótese a 

seguir: 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 46- Sugestão da modulação da apoptose pelo CompostoV6  

 

 

Yan e colaboradores encontraram após tratamento com análogos da 

vanilina, diminuição na fase G1 e indução de apoptose em células de leucemia 

humana. As linhagens tumorais de mama e melanoma tratadas com V6 

apresentaram diminuição na fase de proliferação e aumento na quantidade de 

DNA fragmentado. As células endoteliais e fibroblastos normais não 

apresentaram aumento na quantidade de morte celular. Ainda, a linhagem de 

fibroblastos humanos apresentou moderada elevação na população de células 

em proliferação, demonstrando a baixa toxicidade do composto V6.  

Yan e col. (2006) relataram a ação pró-apoptótica de derivados da 

vanilina em células de leucemia humana Jurkat.  



 

 

Neste mesmo trabalho, há relatos sobre as diferentes formas de indução 

de morte celular de acordo com a linhagem tratada com a vanilina e seus 

análogos. A linhagem de adenocarcinoma mamário apresentou aumento na 

quantidade de caspase-3 fosforilada, indicando ativação da via de morte celular 

programada – apoptose, como sugerimos no esquema o mecanismo na figura 

46.  

Entretanto, este efeito não foi demonstrado em células de melanoma, 

corroborando com os dados publicados por Yan e col (2006) e confirmando as 

diferentes vias de morte celular de acordo com a linhagem estudada.  

O composto V6 mostrou-se seletivo a linhagens tumorais e apresenta 

baixa toxicidade quando comparado com as linhas de células normais, estes 

resultados sugerem que novos testes antitumorais possam ser realizados 

utilizando este composto fenólico. 
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8. CONCLUSÃO  

 

Após a realização dos testes descritos e análise dos resultados podemos 

concluir que o composto polifenólico V6 apresentou: 

- Citotoxicidade seletiva para as linhas tumorais de adenocarcinoma de mama 

(Ehrlich) e melanoma humano SKMEL-28 de forma representativa e que 

apresenta baixa toxicidade nas linhagens normais, representando um bom 

indicio de terapia antitumoral; 

- O composto V6 atua na modulação do marcador de proliferação Ciclina D1, 

indicando uma atividade antiproliferativa em células tumorais; 

- Em relação a ação do composto fenólico V6 sobre o potencial de  membrana 

mitocondrial em células tumorais, está claro que este composto pode ativar a 

via extrínseca de caspase 3 e promover a apoptose de forma seletiva nas 

linhagens tumorais estudadas. 

- Com base nos resultados obtidos, o composto V6 possivelmente atua nas 

células tumorais modulando o ciclo celular, com diminuição de ciclina D1, além 

de aumentar a quantidade de radicais livres peroxidados e caspase 3 

fosforilada, corroborando com a diminuição do potencial elétrico mitocondrial 

que auxilia na indução de apoptose. 
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