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RESUMO 

 

Atualmente, o câncer de mama representa a neoplasia maligna mais comum entre as 

mulheres. Os produtos finais de glicação avançada (AGEs do inglês, Advanced Glycation 

End-Products) tem como precursores para sua formação os substâncias glioxal, metilglioxal e 

3-deoxiglicosona, obtidas exógenamente por meio de alimentos ricos em aminoácidos e 

açúcares e submetidos a elevadas temperaturas, mas podem também ser gerados 

endogenamente por meio da hiperglicemia persistente e em vias de alta utilização de glicose, 

como no metabolismo de células cancerosas. Os precursores dos AGEs são deletérios para 

células saudáveis e para células cancerígenas, por esta razão, estas células otimizam seu 

sistema enzimático de detoxificação destes compostos, conhecido como sistema da glioxalase, 

que requer a glutationa reduzida (GSH) como cofator para ação da primeira enzima do 

sistema, a glioxalase 1 (GLO1). Os compostos bioativos dos alimentos (CBAs), como o 

resveratrol, a curcumina e a piperina, tem sido associados a efeitos quimioterápicos e 

quimiopreventivos e poderão influenciar as via de formação e detoxificação dos AGEs em 

células de câncer. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do resveratrol, da curcumina 

e da piperina, sobre o sistema da glioxalase e a ação destes compostos e dos precursores dos 

AGEs em células de adenocarcinoma mamário humano MCF-7. Tanto o resveratrol quanto a 

curcumina e a piperina reduziram a viabilidade das células MCF-7 por meio do ensaio de 

MTT, gerando valores de IC50 respectivamente iguais a 131 µM, 24,5 µM , 94,5 µM, em 24 

horas de tratamento e 83,9 µM, 11,4 µM e 38,3 µM em 48 horas de tratamento. Estes dados 

foram confirmados pelo ensaio com azul de tripan. O metilglioxal e o glioxal geraram um 

IC50, em 24 horas de tratamento, igual a 2,8 mM. Este valor aumentado pode se associar a 

melhora da capacidade de detoxificação destes compostos pelo sistema da glioxalase na 

linhagem MCF-7. A 3-deoxiglicosona não se demonstrou citotóxica à MCF-7 neste trabalho. 

Ao tratar a MCF-7 com os valores de IC50 de cada CBA observamos que estes geraram um 

prejuízo sobre o potencial de membrana mitocondrial, esta alteração pode indicar dano 

mitocondrial e formação de espécies reaitivas do oxigênio (EROS). Ao pré-incubar as células 

com os antioxidantes GSH e N-acetilcisteína (NAC), observamos que ambos geram efeitos de 

proteção à MCF-7 ao efeito citotóxico dos CBAs. Foi ainda observado que o tratamento com 

os CBAs isolados diminui a atividade da GLO1, e esta queda foi dose dependente. Quando as 

células foram pré-tratadas com a GSH, a queda da enzima foi protegida nos grupos tratados 

com o resveratrol e com a curcumina, mas não com a piperina. A curcumina também 

diminuiu a expressão da GLO1. Na avaliação da liberação de lactato, produto final da via da 

glioxalase, observamos que esta liberação foi prejudicada nos grupos tratados com os CBAs, e 

podemos associar este dado ao efeito deletério dos CBAs à mitocôndria da MCF-7. Na 

avaliação da citotoxicidade na combinação dos CBAs à MCF-7, foi observado que o 

tratamento da curcumina com resveratrol, curcumina com piperina e resveratrol com piperina 

gerou um efeito sinérgico de citotoxicidade. A utilização de um meio mais concentrado em 

glicose não alterou o efeito isolado dos CBAs à MCF-7. Estes resultados obtidos em cultura 

de células indicam o potencial para pesquisa clínica ao subsidiar o uso de agentes adjuvantes 

durante a terapia de câncer de mama com CBAs. 
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ABSTRACT 

 

Currently, breast cancer is the most common cancer among women. Advanced Glycation 

End-Products (AGEs) has as precursors for its formation the substances glyoxal, 

methylglyoxal e 3-deoxyglucosone, obtained exogenously through rich amino acids and sugar 

foods subjected to elevated temperatures, but it can also be generated endogenously  by 

persistent hyperglycemia and high glucose utilization pathways, such as the metabolism of 

cancer cells. The precursors of AGEs are harmful to healthy cells, but also for tumor cells, 

and for this reason, these cells optimize their enzymatic detoxification system of these 

compounds, known as glyoxalase system, which requires reduced glutathione (GSH) as a 

cofactor for action of the first system enzyme, glyoxalase 1 (GLO1). The bioactive 

compounds (BCs), such as resveratrol, curcumin and piperine, has been associated with 

chemotherapeutic and chemopreventive effects and may influence the route of training and 

detoxification of AGEs in cancers cells. The aim of this study was to evaluate the effects of 

resveratrol, curcumin and piperine on the glyoxalase system and the action of these 

compounds and the precursors of AGEs in human mammary adenocarcinoma cells, MCF-7. 

Both curcumin and resveratrol, as piperine reduced the viability of MCF-7 cells by the MTT 

assay generating IC50 values respectively equal to 131 µM, 24.5 µM and 94.5 µM, in 24 

hours of treatment, and 83.9 µM , 11.4 µM  and 38.3 µM in 48 hours of treatment. These data 

were confirmed by trypan blue assay. Methylglyoxal and glyoxal generated, in 24 hours of 

treatment, an IC50 value equal to 2.8 mM. This increased value may be associated with the 

improvement on the ability of the detoxification of theses compounds by glyoxalase system in 

MCF-7 cells. 3-deoxyglucosone did not demonstrate citotoxic effects to MCF-7 in this study. 

When MCF-7 cells were treated with IC50 values of each BCs, the mitochondrial membrane 

potential decreased. This change may indicate mitochondrial damage and generating of 

reactives oxygen species (ROS). By pre-incubating the cells with antioxidants as GSH and N-

acetylcysteine (NAC), we observed that both generate protective effects on MCF-7 to the 

cytotoxic effect of CBs. It was also observed that treatment with isolated CBs decreases the 

activity of GLO1, and this decrease was dose-dependent. When cells were pre-treated with 

GSH, the decrease of the enzyme has been protected in the groups treated with resveratrol and 

curcumin, but not with piperine. Curcumin also decreased the expression of GLO1. In the 

assesment of the lactate formation, the final product of glyoxalase pathway, we observed and 

impaired of this production in groups treated with CBs, and we may associated this data to the 

deleterius effect of CBs to MCF-7’s mitochondria. When we evaluated the cytotoxicity of 

CBs in combination, it was observed that treatment with resveratrol and curcumin, curcumin 

and piperine, and piperine and resveratrol, generated a synergistic toxic effect. Incubation in a 

more concentrated glucose medium did not alter the effect of isolated CBs on MCF-7 cells. 

The results obtained in cell culture indicate the potential for clinical research to support the 

use of adjuvant agents such as CBs for breast cancer therapy.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

O câncer representa um conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o 

crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e órgãos (Instituto Nacional do 

Câncer - INCA, 2014). Sua cura se torna difícil pela grande diversidade dos tumores 

existentes, tanto em relação a sua histologia quanto às diferentes mutações celulares que 

sofrem. As elevadas taxas de proliferação celular, a sua capacidade de invasão tecidual, a 

resistência à quimioterapia e/ou radioterapia e a metástase, são outros fatores que dificultam a 

cura desta doença (GREAVES & MALEY, 2012).  

Dos diversos tipos de câncer, a neoplasia de mama é considerada o segundo tipo de 

neoplasia mais frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres em incidência, 

prevalência e mortalidade (SERVICK, 2014; MALORNI e cols., 2006). O processo de 

desenvolvimento do câncer de mama ocorre em etapas múltiplas, sendo que uma série de 

mutações gênicas e alterações epigenéticas do tecido mamário iniciam este tipo de câncer. A 

hereditariedade desta doença se associa a aproximadamente 10% a 15% em todos os casos, 

demonstrando que a maior parte dos casos de câncer de mama são gerados por fatores 

extrínsecos (CIPOLLINI e cols., 2004; PAN e cols., 2015).  

A carcinogênese envolve uma sequência de transformações celulares, como mutações 

gênicas, amplificações, deleções e translocações em genes que codificam proteínas associadas 

ao ciclo celular, apoptose e proliferação celular, conhecidos como oncogenes. Estas alterações 

irão desencadear desvios em vias de sinalização, comprometendo o processo de apoptose 

induzida e levando ao descontrole da proliferação celular, que quando associado à ativação 

dos mecanismos de escape imunológico, manifestam o crescimento tumoral (YOSHIOKA e 

cols., 2015). 

Entre as diversas vias metabólicas que englobam as pesquisas básicas com câncer, 

cita-se a via de formação e eliminação dos produtos finas da glicação avançada (AGEs, do 

inglês, Advanced Glycation End-Products). Estes metabólitos, extremamente tóxicos para 

células saudáveis e, recentemente, para as células cancerosas (TAKINO, 2010; 

ANTOGNELLI, 2013), são gerados no estresse oxidativo e em vias metabólicas que 

requerem alta utilização de glicose, e podem ser um novo alvo quimioterápico quando seu 

sistema de detoxificação é prejudicado por algumas substâncias (LOARCA e cols., 2013; 

TANIGUCHI e cols., 2012). 
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Os compostos bioativos dos alimentos (CBAs) são metabólitos secundários presentes 

em plantas e considerados ingredientes não nutricionais, porém responsáveis por diversas 

ações benéficas para saúde humana, uma vez que demonstram atividades anti-inflamatórias, 

antibióticas, quimiopreventivas e quimioterapêuticas, antioxidantes, entre outros, estando 

envolvidos na redução do risco e controle das doenças crônicas não transmissíveis, como o 

câncer (PAN e cols., 2015). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 ASPECTOS GENÉTICOS E AMBIENTAIS ASSOCIADOS AO CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer de mama é o tipo de câncer que mais acomete as mulheres em todo o mundo, 

tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos. No Brasil, as taxas de 

mortalidade por câncer de mama são ainda muito elevadas, estando este entre as neoplasias 

malignas mais frequentes nas mulheres (INCA, 2014). Segundo INCA (2014), a estimativa de 

incidência desta neoplasia maligna na região Sudeste do Brasil foi de 300 mil casos, e, para o 

país, cerca de 60 mil novos casos de câncer de mama no ano de 2014. Ainda no Brasil, cerca 

de 10.000 óbitos, por ano, são registrados em razão desta doença. 

A transformação maligna da célula mamária normal é um processo que ocorre em 

várias etapas e envolve mudanças na expressão e atividade de diferentes genes e proteínas. 

Estes eventos celulares são geralmente mútuos e exclusivos, e são regulados por mecanismos 

genéticos específicos, controlados pela ação sequencial e cooperativa de fatores de 

transcrição. A frequência aumentada do câncer de mama no sexo feminino, em relação ao 

sexo masculino, é entendida pela presença dos hormônios sexuais femininos. Desde a 

menarca até a menopausa, a mulher sofre a influência do estrogênio e da progesterona sobre 

as células da mama, útero e ovários. O estrogênio é um regulador do crescimento e 

diferenciação das células epiteliais da glândula mamária normal e tem um papel crítico no 

desenvolvimento da transformação maligna (ZIEGLER e cols., 1993; PEREOU e cols., 2000; 

MESTER & REDEUILH, 2008).  

Desta forma, os tumores de mama podem ser estimulados por estrogênio, por 

possuírem receptores de estrogênio na superfície de suas células e dependerem deste 

hormônio para seu crescimento, como também, as células de câncer mamário podem possuir 

receptores de progesterona e serem estimuladas por este hormônio. Aproximadamente 75% 

dos tumores de mama são estrogênio positivo e destes, estima-se que 65% são ainda 

progesterona positivo, dependendo também da progesterona para crescer (HARMER, 2008). 

Nenhum mecanismo isolado é conhecido como responsável pelo aumento do risco do 

desenvolvimento da doença. A idade é considerada o principal fator de risco para o câncer de 

mama. Em geral, as taxas de incidência aumentam rapidamente até os 50 anos e, 

posteriormente, esse aumento ocorre de forma mais lenta. O fumo, o consumo de bebidas 

alcoólicas, a história familiar de câncer da mama, a alta densidade do tecido mamário (razão 
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entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama), fatores relacionados à vida reprodutiva 

da mulher (menarca precoce, multiparidade, idade da primeira gestação a termo acima dos 30 

anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposição hormonal) e os fatores 

dietéticos tais como a ingestão calórica, o consumo de frutas e hortaliças e a qualidade da 

dieta, estão diretamente relacionados ao desenvolvimento da carcinogênese mamária 

(DUFFY, 2013; INCA, 2015; HANF & HANF, 2014). Estudos observacionais sugerem que a 

exposição ambiental a substâncias químicas tóxicas, a dieta e o estilo de vida, podem 

contribuir para a causa e progressão do câncer de mama, alterando a epigenética normal e a 

sinalização endócrina (VANDEN, 2012; JENKINS e cols., 2012). 

A escolha para o tratamento do câncer de mama estará relacionada ao estádio da 

doença, às características biológicas do tumor e à individualidade do paciente. Neste sentido, 

leva-se em consideração o status menopausal, a idade, comorbidades e preferências. Se 

diagnosticado no início, o tratamento terá maior poder curativo. Este poderá ser local, quando 

se opta pela cirurgia e radioterapia; ou sistêmico, quando há necessidade de quimioterapia, 

hormonioterapia e terapia biológica. Nos casos de metástases, o tratamento tem como objetivo 

prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida (INCA, 2015).   

 

2.2 AS ETAPAS DA CARCINOGÊNESE 

 

Como unidade básica de todos os organismos em sistemas biológicos, a célula tem seu 

crescimento controlado por uma série de mecanismos homeostáticos que vão determinar o 

equilíbrio entre a proliferação e a morte celular. Este equilíbrio é coordenado pela ação de 

diversos genes em resposta a estímulos intrínsecos e extrínsecos (FREITAS e cols., 2010).  

A carcinogênese é entendida pela sequência de eventos, como mudanças genéticas e 

epigenéticas, em níveis morfológicos, celulares e moleculares, que leva à transformação de 

uma célula normal em uma célula neoplásica. Costuma ser dividida em três estágios 

principais: a iniciação, a propagação e a progressão (Figura 1) (RYAN, 2009; VINCENT & 

GATENBY, 2008).  
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Figura 1. As etapas epigenéticas da carcinogênese (Adaptado de RYAN, 2009).  

 

 A iniciação é caracterizada por alterações genéticas que ocorrem a partir da exposição 

a agentes mutagênicos físicos, como a luz ultravioleta e as radiações ionizantes; biológicos, 

como alguns vírus; ou químicos, como hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e 

nitrosaminas. Estes agentes poderão promover alterações na composição e na estrutura básica 

da dupla fita do ácido desoxirribonucleico (DNA), gerando mutações possíveis de serem 

revertidas por meio da atuação de genes supressores de tumores. Contudo, a exposição 

repetitiva aos carcinógenos é o que levará ao desenvolvimento de tumores malignos 

(STRATTON, 2011). 

 Células mutadas demonstram uma adaptação diferente ao seu microambiente com 

consequentes vantagens seletivas no seu crescimento quando comparadas as células normais, 

mesmo assim, apresentam um fenótipo idêntico às células que não passaram pelo processo de 

iniciação. Alguns mecanismos celulares poderão reverter este processo inicial da 

carcinogênese, são eles: detoxificação de carcinógenos, reparo do DNA, por meio de genes 

supressores de tumores e eliminação das células que tenham o DNA modificado, por meio de 

apoptose celular. Para que a iniciação ocorra, é necessário que haja não só a modificação do 

DNA, mas também a sua replicação e a proliferação celular, de modo que o dano ao DNA 

inicial possa se fixar nas gerações celulares seguintes (STRATTON, 2011; LIU & ROBINS, 

2006). 

Durante a propagação, as células que sofrerão a iniciação começam a se multiplicar 

gerando as lesões pré-neoplásicas, como a displasia e anaplasia, por meio de estímulos 
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promotores. Este evento é seguido pela expansão clonal destes grupos celulares, caracterizada 

pela replicação celular, levando a um acúmulo de mutações, com alterações genéticas e 

epigenéticas (GREAVES & MALEY, 2012; VINCENT & GATENBY, 2008).  

A etapa seguinte é caracterizada por alterações moleculares adicionais, pelo aumento 

da massa tumoral primária, desprendimento de células do tumor, movimento na direção de 

tecidos e órgãos adjacentes e penetração de células neoplásicas individuais ou pequenos 

agrupamentos das mesmas no sistema circulatório, com seu transporte e aprisionamento em 

órgãos e tecidos distantes. Tais grupos de células tendem a ficar retidos e costumam fixar-se 

em novos locais, continuando a crescer e levando à formação de tumores secundários, em um 

processo conhecido como metástase (FREITAS e cols., 2010). Em geral, nos estágios 

avançados de desenvolvimento tumoral, as células transformadas apresentam uma série de 

alterações gênicas que as tornam altamente invasivas e resistentes a medicamentos 

antitumorais, dificultando, em alguns casos, o sucesso do tratamento (GRAVITZ, 2011). 

 

2.2.1 Modelo de células de câncer estudada nesta tese 

 

A alta incidência de casos, bem como o elevado número de mortes, mostra a 

importância da melhor compreensão dos mecanismos relacionados ao câncer de mama. O 

estudo do câncer de mama, assim como de outros tipos de câncer, reconhece que estas 

patologias apresentam alta heterogeneidade no que refere aos tipos celulares e suas origens no 

interior dos tecidos (KREEGER & LAUFFENBURGUER, 2010).  

Entre os modelos existentes para pesquisa do câncer de mama podemos citar os 

ensaios clínicos com humanos, os modelos de pesquisa de atividade antitumoral in vivo, com 

a utilização dos modelos murinos, as técnicas de implantação de tumores em animais por 

meio dos modelos xenográficos, e, finalmente, os modelos in vitro, nos estudos com culturas 

de células. Entre as linhagens celulares utilizadas para o estudo do câncer de mama, cita-se: 

HS-578T (carcinoma), MDA-MB-231 (adenocarcinoma), MDA-MB-435 (adenocarcinoma), 

MX-1 (carcinoma) e MCF-7, linhagem escolhida para o desenvolvimento desta tese, além de 

outras. A MCF-7 vem sendo utilizada desde 1970, quando retirada de uma efusão pleural de 

uma paciente com adenocarcinoma mamário. Desde então, estas células tornaram-se um 

modelo de estudo de câncer de mama de resposta hormonal, estrogênio positivo, e aparecem 

em diversos estudos experimentais que objetivam entender os mecanismos moleculares 
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envolvidos no desenvolvimento do câncer de mama (SIMSTEIN e cols., 2003; 

MARKAVERICH e cols., 2011).  

 

2.3 OS PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA (AGES) 

 

Os AGEs são um grupo complexo e heterogêneo de compostos que têm sido 

associados com as complicações de diversas doenças crônicas não transmissíveis tais como a 

Diabetes Mellitus (DM) (BROWNLEE, 2005), doenças neurológicas como a doença de 

Alzheimer (KUHLA e cols., 2014), obesidade (GAENS e cols.; 2013), doenças renais (JAN e 

cols., 2005), assim como com o câncer (TAKINO, 2010). Os AGEs se envolvem em diversos 

mecanismos bioquímicos que explicam como a hiperglicemia crônica se associa aos danos 

celulares e teciduais observados em algumas condições clínicas. Estes produtos constituem 

grande variedade de substâncias formadas a partir de interações amino carbonilo, de natureza 

não-enzimática, entre açúcares redutores ou lipídeos oxidados e proteínas, aminofosfolipídeos 

ou ácidos nucléicos (BROWNLEE, 2001; SHANGARI e cols., 2004; BROWNLEE, 2005; 

THORNALLEY, 2005). 

 

2.3.1 Formação endógena e exógena dos AGEs e sua relação com o metabolismo 

energético  

 

A formação dos AGEs é um processo químico pouco conhecido, mas entende-se que 

existem mecanismos endógenos e exógenos para a geração destes produtos. Açúcares 

reduzidos, como a glicose, reagem não enzimaticamente com grupos amino de proteínas, 

lipídeos e ácidos nucléicos por meio de uma série de reações que formam bases de Shiff, 

seguida da formação de produtos de Amadori e consequente produção de AGEs, conforme 

pode ser visualizado na figura 2. Este processo, conhecido por reação de Maillard foi descrito 

em 1912, quando se percebeu que alimentos proteicos quando aquecidos e associados à 

presença de açúcares reduzidos, resultavam em uma coloração marrom amarelada 

(BROWNLEE, 2001; THORNALLEY, 2005).  
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Figura 2. Formação dos AGEs por meio da Reação de Maillard (Adaptado de 

SHANGARI e O’BRIEN, 2004). 

 

O preparo de alimentos que contenham carboidratos e aminoácidos, tais como massas 

de pães, biscoitos, bolos, ou ainda carnes, entre outros, a elevadas temperaturas (130°C ou 

superior), por um período entre 20 a 50 minutos, por meio das técnicas de assar, grelhar e 

cozer, é a principal fonte dietética dos AGEs. Este processo é dependente do tempo e da 

temperatura em que os alimentos são aquecidos, bem como da composição química dos 

mesmos (BROWNLEE, 2001). Em humanos, uma única refeição com alto teor de AGEs leva 

a um aumento significativo de AGEs séricos quando comparado a uma refeição com baixos 

teores de AGEs. De todos os AGEs ingeridos, cerca de 10% deste total é absorvido, e dois 

terços desta fração absorvida é retida no nosso organismo (KOSCHINSKY e cols., 1997). O 

epitélio intestinal absorve os derivados primários (produtos de Amadori), assim como AGEs 

intermediários e tardios (FINOT, 2005). Mono, di ou tripeptídeos modificados por AGEs 
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podem ser facilmente transportados por meio da parede intestinal levando consigo um ou mais 

produtos de glicação. A presença, na maioria dos alimentos industrializados, de dois produtos 

derivados da formação dos AGEs, como o metilglioxal (MGO) e a N-carboximetilisina, 

permitiu os estudos que confirmam a relação destas substâncias à atividades tóxicas em 

sistemas de múltiplas finalidades (CAI e cols., 2002; VLASSARA & URIBARRI, 2004; LI  e 

cols., 2005; COURTEN  e cols., 2015). 

Na quantificação comparativa do conteúdo de AGEs em 250 alimentos comumente 

consumidos, Goldberg e cols. (2004), mostraram que a cocção a elevadas temperaturas, como 

durante a execução de técnicas dietéticas tais como assar, grelhar, fritar e cozer, aumentou 

significativamente o teor de AGEs nos alimentos. O cozimento dos alimentos a temperaturas 

mais baixas, por curto período de tempo e com maior quantidade de água (fervura ou vapor), 

se associou a um menor aumento de AGEs nas preparações.  

Wang e Chang (2010), mostraram que o consumo excessivo de qualquer tipo de café 

pode trazer riscos associados à doença cardiovascular e a DM, em razão do consumo 

aumentado de MGO exógeno, o principal precursor para formação dos AGEs.  

Endogenamente, os AGEs também poderão ser gerados por meio da reação de 

Maillard, que ocorre em situações de hiperglicemia persistente, tal como no DM. A 

hemoglobina glicada e a frutosamina são exemplos de produtos de Amadori, e podem ser 

utilizados como marcadores bioquímicos que se associam aos danos gerados pelos AGEs, 

nestas condições (SHANGARI & O´BRIEN, 2004). 

Outra via de formação endógena dos AGEs seria durante a alta utilização de glicose 

pelas células em condições metabólicas anormais. Células de câncer apresentam elevada 

utilização de glicose. Uma alta taxa glicolítica, resultando numa elevada taxa de formação de 

lactato, é essencial para a proliferação e metástase das células tumorais. Apesar de Warburg e 

cols. (1927) terem associado a alta taxa glicolítica à disfunção mitocondrial das células 

tumorais, sabe-se que mitocôndrias de tumores são funcionais e que o maquinário oxidativo 

ativo é necessário para produção de ATP e outros compostos que suportam a elevada taxa de 

proliferação celular.   

Existem quatro complexos protéicos na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, 

estes são chamados complexo I, II, III e IV. A oxidação de compostos orgânicos propicia a 

formação de dinucleotídeo de flavina e adenina (FADH2) e dinucleotídeo de nicotinamida e 

adenina (NADH). O principal doador de elétron é o NADH, que doa elétrons para o complexo 

I. O outro doador de elétrons, gerado pelo ciclo de Krebs, é o FADH2, formado pela succinato 
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desidrogenase, que doará elétrons para o complexo II. Os elétrons destes complexos passarão 

para a coenzima Q, e após, transferidos para o complexo III, citocromo-c e complexo IV, 

sendo o oxigênio molecular o aceptor final de elétrons (SMITH e cols., 2012). 

O transporte de elétrons ocorre do menor potencial para o maior potencial de redução 

e muito da energia do transporte de elétrons é usada para bombear prótons através da 

membrana. Nos complexos I, III e IV há liberação de energia que é utilizada para o transporte 

de prótons. Isto gera uma diferença de potencial eletroquímico entre o espaço intermembrana 

e a matriz mitocondrial. A energia deste gradiente de voltagem leva a síntese de ATP pela 

ATP-sintase, quando os prótons retornam do espaço intermembrana para a matriz 

mitocondrial (SMITH e cols., 2012). 

O drástico aumento da glicólise em células de câncer tem por consequência o aumento 

na produção de piruvato, o que ocasiona um aumento da oxidação do acetil-Coenzima A 

(Acetil CoA) no ciclo de Krebs, levando a um aumento do potencial de membrana 

mitocondrial (CHEN e cols., 2015). Quando esta diferença atinge um ponto crítico, ocorre um 

fluxo reverso para a coenzima e desta para o O2 gerando superóxido, um radical livre, muito 

reativo, conforme observado na figura 3 (BROWNLEE e cols., 2005).  

 

 

 

 

Figura 3. Produção de superóxido pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial 

(Adaptado de BROWNLEE e cols., 2005). 
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A enzima superóxido dismutase transforma o superóxido em peróxido de hidrogênio 

(H2O2). O H2O2 pode ser transformado em água pela catalase e pela glutationa peroxidase; 

contudo o H2O2 e o O
-
2 pela reação de Haber-Wales formam o radical hidroxil, e o H2O2 

pela reação de Fenton também forma o mesmo radical. O grande aumento do radical 

hidroxil ocasiona quebra do DNA com consequente ativação da enzima poli (ADP) ribose 

polimerase. Como pode ser observado na figura 4, a enzima poli (ADP) ribose polimerase 

inibe a enzima gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase, enzima atuante na via glicolítica, o 

que ocasiona um grande aumento da via do poliol, da hexosamina, ativação da proteína 

quinase C (PKC) e da formação de AGEs, portanto o aumento do estresse oxidativo em 

razão da alta utilização da via glicolítica, seria o responsável pela ativação destas quatro 

vias e, consequentemente, formação endógena de AGEs (BROWNLEE e cols., 2005). 

 

 

Figura 4. Via endógena de formação dos AGEs (Adaptado de BRONWLEE e cols., 

2005).  

 

O aumento da formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) em células de 

câncer em comparação às células normais, gera um impacto significativo sobre a 

Glicose 

Glicose-6-fosfato 

Frutose-6-fosfato 

Gliceraldeído-6-fosfato 

1,3 Difosfoglicerato 

Metilglioxal 

Via dos AGEs 

Via da Proteína Quinase C 

Via da Hexosamina 

Via do Poliol 

Frutose 

Glicosamina-6-P 

Glicerol-fosfato 



31 

 

 

 

tumorigênese e sobre a reprogramação metabólica destes tecidos (KOPPENOL e cols., 

2011).   

Desta forma, entende-se que os AGEs poderão ser formados, endogenamente, em 

situações de hiperglicemia persistente, como no caso do DM (figura 2), onde açúcares livres 

irão ligar-se à aminoácidos e, por meio da reação de Maillard, gerar os AGEs, causando 

danos oxidativos e disfunção de proteínas plasmáticas, ativando os receptores para AGEs. 

Ainda endogenamente, os AGEs serão gerados em células que demandam uma alta 

utilização de glicose, como as células tumorais, onde, por meio da via glicolítica (figura 4), 

haverá a geração dos AGEs e seus precursores, não havendo, neste caso, relação com a 

hiperglicemia (BROWNLEE  e cols., 2005).  

 

2.3.2 Os precursores dos AGEs 

 

Durante a reação de Maillard, alguns produtos intermediários são formados. Estes são 

conhecidos como α-dicarbonilas ou α-oxaldeídos e incluem compostos como o glioxal (GO), 

o MGO e a 3-deoxiglicosona (3-DG). Entre eles, o MGO é, provavelmente, o precursor mais 

importante para formação dos AGEs (KIM e cols., 2008). Numerosos estudos têm indicado 

que a toxicidade da glicose tem por consequência o aumento na formação de α-oxaldeídos, 

como o GO e o MGO (RABBANI & THORNALLEY, 2008; SCHMIDT e cols., 2010; 

HANSEN e cols., 2012; LEE & CHANG, 2014). 

 

2.3.2.1 Metilglioxal  

 

Entre as principais substâncias utilizadas em modelos experimentais que reportam a ação 

dos AGEs sobre as células de câncer, citamos o MGO (figura 5), um metabólito fisiológico 

com propriedades importantes sobre a inibição do crescimento celular (VAN HEIJST e cols., 

2005; CHIAVARINA e cols., 2014; ALLAM e cols., 2015). Formado pelo processo de 

caramelização dos alimentos, também conhecido como Reação de Maillard, alimentos como 

queijos, carnes fritas e assadas, biscoitos, pães, bolos, azeite de oliva e manteigas são algumas 

fontes exógenas deste metabólito (GOLDBERG e cols. 2004). 

O MGO é um α-oxoaldeído de cor castanha e odor pungente, altamente reativo, sendo 

produzido in vivo por quatro vias enzimáticas diferentes: (a) a partir de triose-fosfatos 

(gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato) interconvertidas por isomerases; (b) 
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oxidação de acetona, um dos corpos cetônicos, catalisado pelo citocromo P450; (c) 

degradação de aminoácidos por amino-oxidases; e (d) oxidação de acetoacetato mediada pela 

mieloperoxidase. Algumas vias não enzimáticas a partir da glicose, triose-fosfatos, 

acetoacetato, succinilacetona e aminoacetona, também se mostraram como produtores de 

MGO nas células, em trabalhos in vitro (KALAPOS, 1999; THORNALLEY, 2005; NEMET 

e cols., 2006). 

 

 

Figura 5. Estrutura química do metilglioxal. 

 

Entre as fontes exógenas de metilglioxal cita-se a atmosfera urbana, a fumaça de cigarro, 

as bebidas, bem como produtos alimentares derivados de açúcares e óleos, podendo ser 

produzido no processo de cozimento ou de longa estocagem (NEMET e cols., 2006). 

Mesmo sendo normalmente degradado por glioxalases, aldeído-oxidases e outras enzimas, 

o MGO sofre adições nucleofílicas e promove agregações de proteínas gerando efeitos 

biológicos nocivos que se associam ao DM, a doença de Alzheimer, e outras doenças crônicas 

não transmissíveis. Sua concentração também está aumentada em condições caracterizadas 

por hiperglicemia e estresse oxidativo, sendo considerado típico na obesidade (GAENS e 

cols., 2013). 

O MGO promove eventos citotóxicos associados ao crescimento celular, disfunção 

mitocondrial, apoptose e necrose, modificando proteínas celulares e ácidos nucleicos. Por esta 

razão, também tem sido associado a ações quimioterápicas em diferentes modelos de pesquisa 

(ABE e cols., 2004; TAKINO e cols., 2010; GHOSH e cols., 2011; ANTOGNELLI e cols., 

2013). 
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2.3.2.2 Glioxal  

 

O GO (figura 6) é considerado o composto dialdeídico mais simples presente em 

alimentos, podendo ser gerado pelos processos de fermentação, cozimento e fritura, estando 

presente em torradas, “ketchup”, molhos de soja e manteigas (DEGEN e cols., 2012). 

 

 

Figura 6. Estrutura química do glioxal. 

 

Endogenamente pode ser produzido a partir de açúcares por reações de oxidação diretas 

ou por reações de Maillard e produtos de Amadori. Pode ainda ser produzido a partir da 

lipoperoxidação não enzimática de ácidos graxos poli-insaturados, a qual gera peróxidos 

intermediários que se degradam para produzir uma variedade de produtos oxidados, inclusive 

o GO. Suas vias de consumo são semelhantes as vias de consumo do MGO, através das 

enzimas do sistema da glioxalase (VISTOLI, 2013). 

A concentração de glioxal no soro está na faixa de 0,05-0,08 mg/L  e de 12 +- 0,5 mg/L 

no plasma de indivíduos saudáveis, mas atinge 0,19-0,33 mg/L no soro, 22,6 +- 3 mg/L no 

plasma e 0,18-0,40 mg/L na urina de pacientes diabéticos (LAPOLLA, 2005). 

 

2.3.3 Efeito dos AGEs 

 

 A produção intracelular de precursores dos AGEs geram algumas consequências 

deletérias em células normais e tumorais: nas células endoteliais, modificam proteínas 

intracelulares, como proteínas envolvidas na regulação da transcrição gênica; os precursores 

dos AGEs também podem difundir para o exterior da célula e modificar matrizes 

extracelulares próximas, alterando a sinalização entre a matriz e a célula e, assim, causando 

disfunção celular; e também modificam proteínas circulantes na corrente sanguínea como a 

albumina. A modificação destas proteínas circulantes, pode ligar a receptores de AGEs e 

ativá-los, causando assim, a produção de citocinas inflamatórias e liberação de fatores de 
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crescimento, o que provocaria patologias vasculares e poderia associar-se à alterações na 

sinalização celular e indução de tumores (SHANGARI e cols., 2004). 

 Os efeitos patológicos dos AGEs estão relacionados à capacidade destes compostos de 

modificar as propriedades químicas e funcionais das mais diversas estruturas biológicas. Por 

meio da geração de radicais livres, da formação de ligações cruzadas com proteínas ou de 

interações com receptores celulares, os AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo, 

alterações morfofuncionais e aumento da expressão de mediadores inflamatórios. A 

contribuição dos AGEs para o desenvolvimento de tumores malignos encontra-se bastante 

evidenciada na literatura (ABE e cols., 2004; KIM e cols., 2008; TAKINO e cols., 2010; 

NEDIC e cols., 2013; PAN e cols., 2014; OJIMA e cols., 2014). 

Nos últimos anos, alguns estudos têm mostrado o efeito dos precursores dos AGEs, 

MGO e GO, como possíveis agentes quimioterápicos e indutores de morte celular de células 

cancerosas de pele, pulmão, próstata, sarcomas, mama, entre outras (ABE e cols., 2004; 

TAKINO e cols., 2010; GHOSH e cols., 2011; ANTOGNELLI e cols., 2013; NASS e cols., 

2014). 

 

 

2.4 O SISTEMA DA GLIOXALASE COMO VIA DE DETOXIFICAÇÃO DOS AGES 

 

 O MGO e o GO, precursores dos AGEs, quando em quantidades toleráveis, 

apresentam um sistema de detoxificação dependente de glutationa reduzida (GSH), conhecido 

como sistema da glioxalase (figura 7), composto por duas enzimas principais, a glioxalase 1 

(GLO1) e a glioxalase 2 (GLO2). Presente no citosol de todas as células de mamíferos, o 

sistema da glioxalase parece estar envolvido em processos associados ao envelhecimento e 

morte celular. O sistema das redutases é menos importante na detoxificação dos glioxais, este 

sistema inclui a aldeído redutase e a carbonil redutase (THORNALLEY, 1999). Estudos 

recentes têm revelado a associação do sistema da glioxalase com mecanismos patológicos, 

particularmente, complicações de doenças crônicas não transmissíveis e do estresse oxidativo 

(MORE e cols., 2013; KURZ e cols., 2011). O desenvolvimento de inibidores das enzimas 

que compõe este sistema aparece como alvo terapêutico para a quimioterapia em células de 

câncer (LEE & CHANG, 2014). 

 A GLO1 catalisa a conversão do MGO citotóxico ao não tóxico hemitioacetal, 

utilizando a GSH como cofator (MORCOS e cols., 2008). A GLO1 possui um importante 
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papel na sobrevivência e proliferação de células tumorais, sendo atualmente considerada um 

alvo em potencial na terapia anticâncer (HOSODA e cols., 2014). Cheng e cols. (2012) 

mostraram que a expressão aumentada da GLO1 no câncer gástrico estaria associada com o 

crescimento e proliferação celular das células cancerosas. 

 

  

 

Figura 7. Sistema da Glioxalase (Adaptado de THORNALLEY, 2005). 

 

O acúmulo de MGO bem como o dano ao DNA é aumentado em células tumorais com 

altas taxas metabólicas, desta forma o aumento da expressão da GLO1 em diversos tipos de 

tumores resulta na redução dos danos citotóxicos do MGO e da apoptose celular. A alta 

expressão e atividade da GLO1 estão associadas à rápida proliferação celular, enquanto que a 

deficiência na atividade e expressão da mesma enzima está associada com o aumento dos 

níveis de AGEs intracelular e danos à célula (THORNALLEY e cols., 2011; SANTARIUS e 

cols., 2010).  

O sistema da glioxalase protege as células do efeito tóxico acumulativo gerado pelo 

excesso de MGO e GO e posterior conversão aos AGEs, convertendo-os em D-lactato. O 

aumento da expressão da GLO1 ocorre em alguns tipos de tumores como no câncer de mama, 

ovário (RULLI e cols., 2001; SMITH-BECKERMAN e cols., 2005), câncer de próstata 

(DAVIDSON e cols., 1999) e melanoma (BAIR e cols., 2010). A inibição da enzima, por sua 
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vez, mostra-se como um potente alvo de ação aos quimioterápicos. Warner e cols. (2010) 

mostraram, pela primeira vez, que a expressão gênica da GLO1 é aumentada em tecido de 

melanoma metastático. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que o prejuízo na expressão da 

GLO1 se associa ao aumento da citotoxicidade induzida pelo acúmulo de MGO neste modelo 

de pesquisa.  

Os efeitos citotóxicos do GO e do MGO nas células e tecidos ocorrem na maioria das 

vezes por meio da indução de EROs (LORETO e cols., 2004). Sob condições de estresse 

oxidativo, como na situação de alta utilização de glicose em células tumorais, onde citocinas 

estão sendo liberadas, os níveis de GSH diminuem e isto prejudica a detoxificação do GO e 

MGO por meio do sistema da glioxalase (SHANGARI e cols., 2004). 

 

2.4.1 A Glutationa Reduzida (GSH) e o Sistema da Glioxalase 

 

A GSH é um tripeptídeo, contendo cisteína e representa o tiol não proteico mais 

abundante nas células dos mamíferos. Sendo um conhecido antioxidante, é encontrada na 

maioria das células e amplamente utilizada em pesquisas com a finalidade de avaliar o estado 

redox em sistemas biológicos, investigando sua concentração e atividade das enzimas que 

utilizam a glutationa como cofator (SMITH e cols., 2012). A GSH faz parte do sistema da 

glioxalase atuando como cofator da GLO1, na primeira etapa da reação (THORNALLEY, 

1999). O núcleo do resíduo cistenilglicina da glutationa está envolvido na sua função como 

antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo, 

de reagir com um elétron não pareado de um radical livre, formando um radical GS•, que 

produz, por dimerização, a glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é, então, reduzida pela 

glutationa redutase, regenerando a GSH, num processo às custas do NADPH. A glutationa 

redutase, que regenera a GSH, tem o NADPH como substrato (SMITH e cols., 2012).  

Variações nos níveis de GSH afetam diretamente a síntese de proteínas e de DNA, 

sendo assim, a oxidação ou depleção de GSH pode diminuir a síntese proteica. A GSH pode 

ser consumida muito rapidamente em situações de estresse oxidativo muito intenso, 

permanecendo na forma oxidada e não sendo novamente reduzida (AQUILANO e cols., 

2014). 
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2.4.2 A N-acetilcisteína (NAC) e o Sistema da Glioxalase 

 

A N-acetilcisteína (NAC) é um antioxidante não enzimático que age, 

principalmente, bloqueando a cadeia de peroxidação lipídica, eliminando oxigênio ou 

quelando íons metálicos (THORNALLEY, 1999; KUMAR e cols., 2014). Como precursor 

sintético da cisteína e de glutationa, a NAC é considerada um antioxidante que aumenta as 

concentrações intracelulares de GSH, uma das principais defesas contra o estresse 

oxidativo, e tem sido utilizada terapeuticamente em várias desordens relacionadas com 

estresse oxidativo. A NAC promove a síntese da GSH aumentando a disponibilidade de 

cisteína, elevando assim os níveis de gama-glutamil-cisteína-sintetase, enzima limitante 

sobre a rota de formação de GSH (KUMAR e cols., 2014). 

A cisteína é um aminoácido ocasionalmente essencial para os seres humanos por que 

podemos sintetizá-lo. Porém, esta síntese ocorre de maneira limitada e algumas vezes 

insuficiente para o nosso organismo. Muitos pesquisadores demonstram que a 

suplementação de cisteína atua com efeitos positivos (GOMEZ e cols., 2015; 

KANIKARLA-MARIE & JAIN, 2014).  

O uso de NAC resulta em uma série de ações promotoras de saúde em diferentes 

sistemas celulares. Loreto e cols. (2004) mostraram que culturas de neurônios expostas a 

100 µM de MGO por 24 horas na presença de 10 mM de NAC não apresentaram os efeitos 

deletérios observados nas culturas de neurônios incubadas com MGO na ausência de NAC. 

Schmidt e cols. (2010), incubaram córtex cerebral de ratos Wistar com 1 mM de NAC 

durante 1 hora reduzindo assim os efeitos deletérios do GO associados ao metabolismo de 

aminoácidos. 

 

2.5 COMPOSTOS BIOATIVOS EM ALIMENTOS NA MODULAÇÃO DA 

CARCINOGÊNESE: ÊNFASE NO RESVERATROL, NA CURCUMINA E NA PIPERINA. 

 

A quimioterapia pode ser a primeira modalidade no tratamento de um tumor primário 

de mama de grande porte (acima de três centímetros), com avanço local (HARMER, 2008). 

Em geral, a quimioterapia é realizada por meio da combinação de drogas, pois as células 

cancerosas são sensíveis a determinados medicamentos em diferentes fases do ciclo celular, 

como na divisão celular e na reprodução celular. A quimioterapia se associa a inúmeros 

efeitos colaterais uma vez que as drogas não distinguem células saudáveis de células de 
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câncer, agindo, desta forma, em células da medula óssea, trato gastrointestinal, pele, dentre 

outros. Esta opção de tratamento não melhora a sobrevida do paciente, mas permite que o 

tumor não progrida, possivelmente resultando em cirurgia de conservação da mama, uma 

forma segura e eficaz para melhorar a qualidade de vida da mulher (STEBBING & GAYA, 

2001). 

Diversos mecanismos epigenéticos distintos podem interagir mutuamente com a 

sinalização hormonal, regulando a expressão gênica, levando a mudanças genéticas. A 

regulação de eventos epigenéticos podem contribuir para iniciação e promoção da 

carcinogênese e a malignidade do fenótipo. Estes eventos implicam ainda em processos 

neoplásicos conduzidos por hormônios (STRATTON, 2011; GREAVES & MALEY, 2012). 

Polifenóis dietéticos podem influenciar a expressão gênica e modular processos epigenéticos, 

tais como, metilação de DNA, modificação de histonas e alterações no ácido ribonucleico 

(RNA) mensageiro (VANDEN, 2012). 

Desta forma, entre as alternativas de complemento ao tratamento quimioterápico, 

otimização de sua ação e prevenção do câncer, estão os CBAs. Béliveau & Gingras (2007), 

descreveram que entre os casos de câncer relacionados a fatores ambientais, a dieta 

inadequada contribui com cerca de 30%, seguida pelo tabaco, contribuindo com os mesmos 

30%. Os fatores genéticos contribuiriam com 15% e outros fatores de risco, tais como 

poluentes e exposição à radiação ultravioleta (UV), pela parcela menor. Este dado mostra que 

os componentes dietéticos, no que se refere aos alimentos ultra processados, ricos em 

gorduras saturadas, sódio, conservantes e açúcares, podem se correlacionar diretamente ao 

desenvolvimento de câncer e de outras doenças crônicas não transmissíveis. No entanto, a 

modulação de mecanismos bioquímicos por CBAs, vem sendo muito referenciada na 

literatura como um dos possíveis métodos de prevenção e tratamento de tumores (PATEL e 

cols., 2009; VAN POPPE e cols., 2011; GONÇALVES e cols., 2011; KOZLOWSKA & 

SZOSTAK-WEGIEREK, 2014; WEAVER, 2014).  

Os fitoquímicos quimiopreventivos são encontrados em diversos alimentos e são 

compostos pertencentes a diferentes classes estruturais (Figura 8) (SURH, 2003). Podem ser 

divididos em dois grandes grupos: proteínas antimicrobianas e compostos não protéicos, 

como alcalóides, quinonas, óleos essenciais, polifenóis e terpenos (SAMY & 

GOPALAKRISHNAKONE, 2010).  
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Figura 8. Alimentos funcionais quimiopreventivos e seus compostos bioativos (Adaptado 

de SURH, 2003).  

 

A enorme diversidade de funções químicas encontradas em compostos naturais pode 

proporcionar uma nova geração de drogas para a prevenção e tratamento de alguns cânceres 

(AZMI e cols., 2006). Entre os efeitos dos CBAs já demonstrados por meio de estudos 

experimentais é possível citar: atividade antioxidante, detoxificante e de reparação de DNA 

que impedem a iniciação de tumores (HUQ e cols., 2014; MALHOTRA e cols., 2014); 

imunomodulação, sinalização e atividades anti-proliferativas que impedem a promoção do 

carcinógeno (RAGHU e cols., 2012); efeitos sobre o ciclo celular, apoptose e imobilidade 
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celular que interrompem a progressão dos tumores (MALHOTRA e cols., 2014; RAGHU e 

cols., 2012); e, finalmente, efeitos que geram diminuição nos mecanismos de motilidade e 

invasão celular, reduzindo a metástase (JI e cols., 2013).  

 

2.5.1 Resveratrol 

 

O resveratrol (figura 9) é um composto da classe dos estilbenos com uma estrutura 

química constituída por dois anéis aromáticos ligados por uma ponte metila e ligações de três 

grupos hidroxila inseridos nos anéis. Esta estrutura é sintetizada naturalmente sob duas 

formas isômeras: trans e cis resveratrol. O isômero trans é encontrado em maiores 

quantidades e é a forma biologicamente ativa. No entanto, este isômero é fotossensível, 

podendo ser convertido na presença de luz, em cis-resveratrol, perdendo assim a sua atividade 

biológica (LATRUFFE e cols, 2002; SIGNORELLI & GHIDONI, 2005).  

 

 

Figura 9. Estrutura química do resveratrol. 

 

Considerado um polifenol, dada à presença de mais de um anel fenol em sua estrutura, 

o resveratrol foi isolado pela primeira vez em 1940 na raiz da Hellebore branca (Veratrunm 

grandiflorum) e é encontrado naturalmente em mais de 70 espécies de plantas, incluindo 

alimentos como uvas, vinhos tintos e oleaginosas (MILLER & RICE-EVANS, 1998). Este 

composto é sintetizado pelas plantas em resposta a condições de estresse, como condições 

climáticas, presença de fungos ou pragas, incidência de radiação solar, entre outros eventos, 

sendo considerado uma fitoalexina (SOLEAS e cols., 1997). 
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2.5.1.1 Metabolismo e biodisponibilidade do resveratrol 

 

Humanos absorvem cerca de 80% do resveratrol ingerido. Presente nos alimentos na 

forma cis- e trans- resveratrol, mas principalmente nas formas glicosiladas, denominadas 

piceid, o resveratrol é absorvido no intestino, somente na forma aglicona cujo processo de 

absorção requer a ação de glicosidases intestinais. Por isso, a quantidade relativa da forma 

aglicona e glicosídica do resveratrol pode modular a taxa de absorção deste composto. Além 

disso, os níveis de expressão e a atividade diferenciada das glicosidases intestinais podem 

explicar as diferenças na taxa de absorção observadas em humanos e ratos (DAY e cols., 

1998). 

A conversão do resveratrol em conjugados hidrofílicos facilita sua entrada na corrente 

sanguínea e sua excreção. Estudos in vivo mostraram que, após a administração oral do 

resveratrol, ocorre um pico de concentração deste composto no plasma, que com o tempo 

diminui até o surgimento de um segundo pico de concentração. Este pico secundário é devido 

à circulação êntero-hepática deste composto (SIGNORELLI & GHIDONI, 2005; WALLE, 

2011). A excreção renal é a maior rota de eliminação do resveratrol, uma vez que a excreção 

total deste composto na urina e nas fezes, após a administração oral em humanos, foi de 71 a 

98% (AMRI e cols., 2012).  

Dados farmacocinéticos, realizados tanto em modelos animais como em humanos, 

revelaram que o resveratrol parece ser rapidamente metabolizado pelo organismo, 

apresentando uma meia-vida curta (~8 a 14 minutos) e, portanto, baixa biodisponibilidade 

(ASENSI e cols., 2002; WALLE e cols., 2004). Outros estudos já demonstraram que 

metabólitos do resveratrol podem ser detectados no plasma, no período de 12 a 72 horas após 

a administração (VITRAC e cols., 2003; PERVAIZ & HOLME, 2009).  

 

2.5.1.2 Efeitos biológicos do resveratrol  

 

O consumo regular de vinho tinto está associado ao Paradoxo Francês, onde foi 

observado que a população francesa apresentava baixo risco para doenças cardiovasculares 

apesar de a dieta ser rica em lipídeos provenientes de laticínios (RENAUD & LORGERIL, 

1992). Desde então, diversos estudos epidemiológicos têm sugerido que o consumo de 

compostos polifenólicos, presente em frutas, vegetais e bebidas derivadas de vegetais, podem 

reduzir o risco de doenças relacionadas à idade, como o câncer (JIANG e cols., 2010). 
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Em razão do seu efeito antioxidante e modulador de processos anti-apoptóticos, bem 

como atuação na síntese e degradação do peptídeo β amiloide, o resveratrol vem sendo 

também associado ao efeito protetor sobre múltiplas desordens neurodegenerativas, como a 

Doença de Alzheimer e a Doença de Parkinson (RICHARD e cols., 2011).  

Recentes estudos mostram que o resveratrol possui propriedades anti-inflamatórias e 

antioxidantes, tornando-se um agente promissor quimiopreventivo uma vez que atua nos 

diferentes estágios do processo de carcinogênese, incluindo iniciação, promoção e progressão 

do tumor (TYIHAK e cols., 2011; JI e cols., 2013; MALHOTRA e cols., 2014). O resveratrol 

induz a morte por apoptose de diversas linhagens de células de câncer em modelos de tumores 

experimentais (DELMAS e cols., 2006; MALHOTRA e cols., 2014).  

 Entre os mecanismos de ação do resveratrol contra o desenvolvimento de tumores é 

possível citar sua atividade antioxidante (FERRUELO e cols., 2014), indução à apoptose 

celular, modulação do ciclo celular (SHI e cols., 2011), efeitos anti-proliferativos e anti-

metastáticos (JI e cols., 2013). 

 A ação quimiopreventiva do resveratrol está ligada, ainda, à modulação da ativação de 

carcinógenos e de enzimas detoxificadoras. Conforme citado previamente, o resveratrol 

demonstra importantes efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes, ações requeridas como 

atividades quimiopreventivas uma vez que os processos associados à inflamação, tais como a 

produção aumentada de citocinas inflamatórias, a geração de EROs e espécies reativas do 

nitrogênio, contribuem para a transformação maligna das células (ALLAVENA e cols., 2011; 

KUNDU & SURH, 2008).  

Em linhagens celulares de câncer de mama MCF-7 tratadas com resveratrol, a redução 

da razão Bcl-2/Bax por meio da ativação da atividade da proteína p53 contribuiu para a 

atividade pró apoptótica do resveratrol encontrada em um estudo de Sakamoto e cols. (2010). 

Ferruelo e cols. (2014) mostraram que em células de câncer de próstata LNCaP, o tratamento 

com 5, 10 e 25 µM de resveratrol, induziu apoptose celular de forma mais significativa do que 

outros polifenois presentes no vinho tinto, tais como o ácido gálico e a quercetina. A apoptose 

neste estudo estava associada ao aumento da atividade das caspases 3 e 7. 
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2.5.2 Piperina  

 

A pimenta preta (Piper nigrum L.) é um dos temperos mais utilizados no mundo em 

preparações culinárias, muito conhecida por seu constituinte pungente, a piperina (figura 10), 

um dos principais compostos bioativos estudados atualmente em diferentes modelos de 

pesquisas. A pimenta branca é produzida a partir da mesma espécie, porém, enquanto a 

pimenta preta é produzida por meio de uma breve cocção e ressecamento dos frutos verdes, a 

pimenta branca consiste nas sementes maduras secas e descascadas. A piperina faz parte do 

grupo dos alcaloides, compostos orgânicos nitrogenados encontrados em plantas, fungos e 

bactérias (MEGHWAL & GOSWAMI, 2013). 

 

 

 

Figura 10. Estrutura química da piperina. 

 

Além da piperina, a pimenta preta ainda conta com a presença de outros compostos 

bioativos, como ácidos fenólicos, terpenos, esteroides, lignanas, flavonas e os alcaloides 

(BUTT e cols., 2013; MUSENGA e cols., 2007; MURTHY & BHATTACHARYA, 2008), 

como a chavicina, piridina e a piperidina (SHAIKH e cols., 2006). 

O interesse de estudo pela piperina está, não somente em suas ações benéficas 

isoladas, mas na sua propriedade em aumentar a biodisponibilidade e eficácia de diversas 

substâncias, incluindo, antibióticos, anti-inflamatórios e compostos bioativos presentes em 

alimentos. Os mecanismos associados a esta capacidade não foram completamente 

elucidados, mas está sugerido que a piperina consiga induzir alterações nas características de 

permeabilidade e fluidez das membranas de borda em escova do intestino delgado, resultando 

em aumento da sua superfície absortiva e maior eficiência na absorção através da barreira 

epitelial (KHAJURIA e cols., 2002).  

Recentemente, tem sido descrito o papel da piperina sobre a resistência a múltiplas 

drogas (MDR, do inglês Multiple Drug Resistance) em alguns modelos experimentais como 

de câncer de mama, pulmão e cólon. Esta substância inibiu a expressão e atividade da bomba 
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de efluxo da glicoproteína-P (P-gp, do inglês P-glycoprotein), responsável por expulsar 

drogas do meio intracelular para o meio extracelular, em células de câncer de mama MDR. A 

piperina inibe ainda a expressão e atividade da bomba de efluxo MRP-1 em células de câncer 

de pulmão MDR (LI e cols., 2011). Este CBA tem mostrado também ser capaz de reverter a 

resistência à vimblastina, um quimioterápico, por meio da diminuição da atividade da P-gp 

em células de carcinoma de cólon MDR (OKURA e cols., 2010). Cardoso (2015) demonstrou 

que a piperina foi capaz de induzir sensibilidade colateral e reverter a resistência ao 

quimioterápico vincristina em células de leucemia mieloide crônica MDR, sendo que o 

mecanismo da piperina em promover a sensibilidade colateral parece estar relacionado com a 

expressão da P-gp pelas células tumorais.  

 

2.5.2.1 Metabolismo e biodisponibilidade da Piperina 

 

Após a ingestão oral, a piperina é absorvida pelo intestino e metabolizada no fígado 

por enzimas da família do citocromo P450 gerando metabólitos solúveis e de fácil excreção 

(RANG e cols., 2004). 

A absorção intestinal de piperina é relativamente alta, em torno de 96% (SURESH & 

SRINIVASAN, 2010). Após a administração via oral de 20 mg/Kg de peso de ratos, 

observou-se que a piperina era rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, podendo ser 

detectada no plasma sanguíneo após 15 minutos de sua administração. Além disso, este 

composto permaneceu no sangue desses animais por até 8 horas, no entanto, sua concentração 

máxima detectável foi obtida após 30 minutos da sua ingestão (BAJAD e cols., 2003). Volak 

e cols. (2013), mostraram que a concentração sérica de piperina, após a ingestão de 24 mg da 

especiaria por indivíduos saudáveis, ficou em torno de 6 µM.  

 

2.5.2.2 Efeitos biológicos da piperina 

 

A pimenta preta tem sido utilizada como auxílio no alívio da dor, no tratamento do 

reumatismo, de gripes, resfriados, dores musculares, febre, no estímulo para o aumento da 

circulação sanguínea, no estímulo ao aumento da produção de saliva, como estimulante do 

apetite e no aumento do peristaltismo (MEGHWAL & GOSWAMI, 2013). A piperina 

também demonstrou melhorar o processo digestivo devido ao aumento da atividade das 

lipases intestinal e pancreática e a elevação da acidez gástrica (YAFFE e cols., 2014). Ainda, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okura%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20118549
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este CBA tem sido associado a ações imunomodulatórias, anti-carcinogênicas, anti-asmáticas, 

hepatoprotetora, anti-inflamatória (DARSHAN & DORESWAMY, 2004) e antimicrobianas 

(YANG e cols., 2002). 

Chonpathompikunlert e cols. (2010), em um estudo in vivo, mostraram que a 

utilização da piperina se associa à melhora do comprometimento da memória e da 

neurodegeneração em hipocampo de ratos, justificado pela queda na peroxidação lipídica e 

inibição da atividade da acetilcolinesterase, efeitos que poderão ser utilizados no tratamento 

da Doença de Alzheimer.   

A piperina tem sido associada à redução do desenvolvimento do câncer, uma vez que 

previne ou retarda os danos às células e aos tecidos, inibindo as reações de oxidação, tanto in 

vitro quanto in vivo, causadas por radicais livres (LIU e cols., 2010; MANOHARAN e cols., 

2009; VELLAICHAMY e cols., 2009).  

Este alcaloide pode inibir aspectos múltiplos associados ao processo de angiogênese 

em células de câncer, este efeito estaria envolvido na inibição da fosforilação de Akt pela 

piperina, trazendo expectativas sobre o uso deste CBA como inibidor do processo de geração 

de vasos em doenças dependentes deste fenômeno (DOUCETTE e cols., 2013). 

Entre os efeitos anticâncer da piperina podemos incluir ainda ações quimiopreventivas 

e quimioterapêuticas. Alguns estudos mostram que a piperina é citotóxica para células 

tumorais tais como para linhagem B16-F10 de melanoma (PRADEEP & KUTTAN, 2002), 

células de linfoma e carcinoma (SUNILA & KUTTAN, 2004), impedindo o crescimento 

destas células em estudos in vivo. Ainda, a piperina inibe a migração celular e a invasão em 

linhagens de fibrosarcoma HT-1080, por meio da diminuição da expressão da enzima matriz 

metaloproteinase (MMP-9) (HWANG e cols., 2011). 

Estudos indicam que a piperina é capaz de induzir células de câncer de cólon e de 

melanoma à apoptose e ao bloqueio do ciclo celular, e células de pulmão à apoptose (YAFFE 

e cols., 2014; FOFARIA e cols., 2014). A piperina também sensibiliza células de câncer de 

mama, que superexpressam o proto-oncogene HER2, para ação da droga anticâncer paclitaxel 

e, ainda, potencializa o efeito citotóxico da radioterapia em camundongos com melanoma e 

em células de câncer de cólon, sugerindo um possível uso desse composto como adjuvante na 

terapia do câncer (DO e cols., 2013; TAK e cols., 2012).  

É sugerido ainda que a piperina exacerbe a ação preventiva da curcumina, quando 

associadas, no tratamento de células normais de mama (WICHA e cols., 2010).  
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2.5.3 Curcumina 

 

Uma das plantas que tem merecido destaque por suas funções terapêuticas é a 

cúrcuma, presente na dieta oriental em países como China, Índia, Irã, entre outros. Seu pó 

utilizado na culinária, como corante, conservante e tempero, vem se associando ao tratamento 

de algumas doenças crônicas não transmissíveis tais como doenças hepáticas, reumatóides, 

neurodegenerativas, infecciosas, bacterianas, distúrbios digestivos e DM. Devido ao seu 

grande potencial antioxidante, a cúrcuma tem também sido associada a atividades anticâncer 

por seu potencial antioxidante, antinflamatório e antitumoral (BARTOSZ & BARTOSZ, 

2014). 

A cúrcuma é uma planta herbácea e perene. Atinge uma altura média de 120 a 150 cm 

de altura, com folhas grandes e enervadas que quando amassadas liberam um perfume 

agradável, mas é no seu rizoma arredondado que se encontra os óleos essenciais e o corante 

curcumina (figura 11), um polifenol bioativo lipofílico de grande interesse econômico. A 

concentração deste é o que determina o valor do produto no mercado mundial, devido sua 

elevada capacidade antioxidante. Existem ainda outros agentes, em menor quantidade, como a 

desmetoxicurcumina, bismedetoxicurcumina, que possuem ações diversas. A concentração de 

princípios ativos da curcumina é dependente de fatores como, solo, manuseio, clima, 

armazenamento e espécies (BERNARDES, 2000).  

 

 

 

Figura 11. Estrutura química da curcumina. 

 

 

2.5.3.1 Metabolismo de biodisponibilidade da curcumina 

 

A maioria dos trabalhos que demonstram efeitos benéficos da curcumina no 

tratamento e controle de diferentes tipos de câncer, até o momento, foram realizados em 

culturas de células ou em modelos animais da doença. Nos modelos in vivo da doença, as 
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doses deste composto bioativo, que se mostraram efetivas, foram, em geral, altas, devido à 

baixa solubilidade em água e tempo de meia vida curto da substância, levando assim a uma 

biodisponibilidade reduzida da curcumina no plasma e em tecidos (LIANDONG e cols., 

2014). Estudos em animais demonstraram que a biodisponibilidade oral de curcumina em 

ratos é de apenas 1% (YAN e cols., 2011).  

 

2.5.3.2 Efeitos biológicos da curcumina 

 

A curcumina tem sido associada a efeitos contra o desenvolvimento de certos tipos de 

câncer mostrando ações antinflamatórias e antioxidantes. Esta substância ainda possui um 

papel importante como um agente preventivo sobre o envelhecimento do sistema nervoso 

central e contra as doenças neurodegenerativas (KURZROCK e cols., 2008; FANG e cols., 

2011). 

Em humanos, a curcumina age diretamente sobre os radicais livres, reduzindo-os a 

metabólitos não prejudiciais por meio da doação de um hidrogênio, enquanto que na forma 

indireta pode induzir ou interferir na sinalização celular para expressão de proteínas 

antioxidantes (superóxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase), as quais são 

naturalmente produzidas pelo organismo (BARTOSZ & BARTOSZ, 2014).  

A curcumina atua ainda na inibição da cascata inflamatória ao modular o Fator 

Nuclear Kappa-β (NF-kβ), a Proteína Quinase Ativadora de Mutógenos (MAPK), vias da 

Ciclo-oxigenase-2 (COX) e Lipo-oxigenase (LOX), regulação negativa das citocinas 

proeminentes como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-α), Interleucia 1 (IL-1), Interleucina 6 

( IL-6), além de bloquear a expressão de moléculas de adesão celular que são necessárias para 

interação de leucócitos com células endoteliais e a acetilação de histonas em monócitos 

(CHIN e cols., 2014). 

Genes supressores de tumor desempenham um papel vital e significativo na inibição 

da formação de tumores e da sua progressão. Caso ocorra uma mutação, esse gene perde sua 

capacidade de executar sua função. Kanai e cols. (2014) verificaram que a curcumina atua na 

regulação desses genes em pacientes com câncer pancreático. A curcumina possui ainda um 

papel vital na regulação positiva dos diferentes genes pró-apoptivos e alguns anti-apoptóticos. 

Além disso, ela tem a capacidade de modular alvos moleculares, como a NF-kβ que é um 

complexo protéico encontrado em quase todas as células e tem como função ser um fator de 

transcrição, contudo, quando sua regulação é incorreta, poderá haver uma associação com o 
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desenvolvimento de doenças inflamatórias, auto-imunes e ligadas ao câncer (RAHMANI, 

2014). Já foi demonstrado que a curcumina pode atuar como um inibidor competitivo da 

GLO1, podendo assim estar relacionada à ação quimioterápica (SANTEL e cols., 2008). 

Embora seus mecanismos de ação ainda não sejam bem conhecidos, a curcumina pode 

ser capaz de suprimir o desenvolvimento cancerígeno inibindo as enzimas que levam ao 

surgimento de tumores, além de induzir a apoptose de células cancerígenas, de forma que 

pode ser administrada isoladamente ou em combinação com outros agentes anticancerígenos, 

ou seja, ela está relacionada no processo de ativação da morte celular programada de células 

tumorais incluindo melanoma, linfoma, câncer hepático, de próstata, ovário, carcinomas 

pancreáticos e câncer de mama (KANAI, 2014; GUPTA, 2013). Algumas pesquisas, em 

diferentes tipos de câncer, vêm mostrando sinais significativos da eficiência da curcumina, 

porém, o número de indivíduos ainda é pequeno, a dosagem e os efeitos adversos ainda são 

desafios, portanto são necessários mais estudos rigorosos e de qualidade para sua 

comprovação científica. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A ação fisiológica dos polifenóis tem sido relacionada com a prevenção de doenças 

cardiovasculares, neurodegenerativas e com o câncer, principalmente por sua elevada 

capacidade antioxidante (DULAK, 2005; COSERI, 2009).  

A quimioterapia é o tratamento mais utilizado para o câncer, porém existem diversos 

efeitos colaterais, como a toxicidade em células normais. Desta forma, a busca pela utilização 

de elementos que otimizem o tratamento poderá ser uma alternativa de auxílio à terapia 

convencional. Apesar das evidências bioquímicas, clínicas e epidemiológicas existentes em 

relação aos CBAs e o câncer, ainda se faz necessário estabelecer um consenso científico para 

a utilização desses compostos, seja como agente quimiopreventivo ou quimioterápico. 

Em função das células cancerosas apresentarem um intenso metabolismo glicolítico, 

mecanismos de adaptações mutagênicas surgem, como o aumento da expressão de enzimas do 

sistema da glioxalase, o que diminui a concentração intracelular dos precursores dos AGEs 

(THORNALLEY & RABBANI, 2011). Sendo assim, torna-se necessário estudar esta via 

metabólica e a ação dos CBAs a fim de buscar alvos terapêuticos para o câncer de mama e 

para outros tipos de tumores. 

É possível que os CBAs consigam, minimamente, atuar sobre a atividade da enzima 

que detoxifica os precursores dos AGEs, o MGO e o GO, impedindo a metabolização destes 

compostos e colaborando para que suas concentrações fiquem aumentadas, a nível celular. O 

efeito citotóxico dos α-oxaldeídos acumulados poderá contribuir para a morte das células 

cancerígenas. Assim sendo, estes mecanismos são possíveis alvos terapêuticos na prevenção e 

no tratamento do câncer.  

Uma vez que não existem trabalhos que associem a ação do resveratrol, da piperina e 

da curcumina sobre a via da glioxalase nesta linhagem de células de câncer de mama, este 

estudo poderá gerar melhores perspectivas e novas estratégias terapêuticas para a área de 

oncobiologia. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar os efeitos do resveratrol, da curcumina e da piperina, sobre o sistema da 

glioxalase e a ação destes compostos e dos precursores dos AGEs em células de 

adenocarcinoma mamário humano MCF-7. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Na cultura de células de câncer de mama MCF-7 iremos: 

 

 Avaliar o efeito do resveratrol, da curcumina e da piperina, isolados ou em 

combinação, sobre o crescimento celular em meios de alta e baixa concentração de 

glicose; 

 Avaliar o efeito dos precursores dos AGEs sobre o crescimento celular; 

 Verificar o efeito dos antioxidantes, GSH e NAC sobre a viabilidade celular; 

 Mensurar alterações do potencial de membrana mitocondrial; 

 Analisar a atividade da GLO1 nas células tratadas com os CBAs; 

 Verificar a formação de D-lactato nas células tratadas com os CBAs. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1 REAGENTES 

 

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analítico. O resveratrol, a 

curcumina, a piperina, o GO, o MGO, a 3-DG, o coquetel de inibidores de proteases, o 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazólio (MTT), a insulina bovina, o 

fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), o fluoreto de sódio (NaF), dodecil sulfato de sódio 

(SDS), a hidrazina, a NAC, a GSH e a sonda fluorescente iodeto de 5,5’, 6,6’ -tetracloro1, 

1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina (JC-1) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, EUA). O azul de tripan da VETEC (Brasil). O ácido ocadáico foi adquirido da Roche 

Applied Science (Indianapolis, IN, EUA). O DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium) 

e a penicilina/estreptomicina da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA); O soro fetal bovino da 

Cultilab (Campinas, SP, BR).  

 

5.2 MANUTENÇÃO DAS CULTURAS CELULARES 

 

As células da linhagem de câncer de mama humano MCF-7, foram cultivadas em garrafas 

de polietileno e poliestireno com área de 25 cm
2
 e 75 cm

2
.  

O meio utilizado para cultura consiste em DMEM suplementado com 2,0 g/L de tampão 

HEPES, 3,7 g/L bicarbonato de sódio, 10% de soro fetal bovino, 5 μg/mL de insulina, 100 

unidades/mL de penicilina G e 100 μg/mL de sulfato de estreptomicina bovina.  

A linhagem celular MCF-7 foi mantida a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2 (JIN e 

cols. 2009). Para a realização dos experimentos, as células foram subcultivadas na mesma 

densidade inicial e após alcançarem 70 a 80% de confluência foram tratadas. 

 

5.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR 

 

5.3.1 Tratamento 

 

As células foram subcultivadas em placas com 96 poços ou 24 poços e após, 

incubadas em diferentes tempos (24 horas ou 48 horas), com concentrações crescentes de 

MGO e GO (0 a 10000 µM), 3-DG (0 a 20000 µM), resveratrol (0 a 500 µM), curcumina (0 a 
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100 µM) e piperina (0 a 300 µM), os três últimos CBAs foram diluídos em 0,5% de 

Dimetilsulfóxido (DMSO).  

 

5.3.2 Redução de MTT  

 

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redução de MTT adaptado de 

Mossman (1983). O ensaio de redução de MTT é baseado na habilidade das células viáveis de 

reduzirem o MTT, um composto solúvel de coloração amarela, em cristais de formazano, 

precipitado insolúvel de coloração roxa.  

Após a incubação das células com os compostos, o meio foi retirado e as células foram 

lavadas com tampão fosfato salino (PBS) a 37
o
C. Em seguida, foi adicionado 100 μL de MTT 

diluído em DMEM sem vermelho de fenol e 10% de soro fetal bovino em concentração 1 

mg/mL por 1 hora a 37°C. Após a incubação, a solução de MTT foi removida e foi 

acrescentado 200 μL de DMSO 100%. 

A leitura foi realizada por espectrofotometria à 570 nm. A quantidade de MTT 

reduzido é lida na absorbância de 570 nm e os resultados obtidos em absorbância são 

expressos em percentagem de células vivas em relação ao controle (considerado como tendo 

uma viabilidade celular correspondente a 100%). 

 

5.3.3 Contagem celular utilizando teste de exclusão com Azul de Tripan 

 

As análises de viabilidade celular foram realizadas por meio do teste de exclusão pelo 

corante azul de tripan conforme protocolo descrito por Barile (1994). Foram transferidos 10 

µL de células para eppendorfs, em seguida, foi adicionado 10 µL de solução de azul de tripan 

a 0,04 %.  Após homogeneização, 10 µL do total foram utilizados para a contagem de células 

viáveis em câmara de Neubauer. Esse método de contagem de células é baseado no princípio 

de que as células viáveis conseguem metabolizar o corante, já as células mortas, em necrose 

ou apoptose tardia, incorporam esse corante e ficam marcadas, permitindo contagem 

diferenciada entre células vivas e mortas (BARILE, 1994).  
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5.4 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR APÓS TRATAMENTO COM OS 

COMPOSTOS BIOATIVOS NA PRESENÇA DE ANTIOXIDANTES  

 

5.4.1 Tratamento para o ensaio de citotoxicidade 

 

As células MCF-7 foram subcultivadas em placas de 96 poços e a viabilidade foi avaliada 

nas culturas tratadas com GSH (nas concentrações de 50 a 300 µM) e NAC (nas 

concentrações de 0,5 a 5 mM) por 24 horas. Igualmente, as células foram tratadas com os 

antioxidantes por 30 min e em seguida foram adicionados o resveratrol ou a curcumina ou a 

piperina nos seus valores de IC50 previamente estabelecidos (131 µM, 24,5 µM e 94,5 µM, 

respectivamente). Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO, veículo dos 

compostos. 

 

5.4.2 Ensaio de citotoxicidade 

 

O ensaio de viabilidade celular realizado foi por quantificação da redução do MTT como 

descrito no item 5.3.2. 

 

5.5 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GLIOXALASE I 

 

5.5.1 Tratamento para dosagem da atividade da GLOI 

 

As células MCF-7 foram subcultivadas em garrafas de 75 cm
2
 e os valores de IC50 de 

cada CBA, previamente estabelecidos, foram adicionados na presença ou ausência de 100 µM 

de GSH, adicionados 30 minutos antes da exposição ao CBA. O tratamento seguiu por 24 

horas de incubação. Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO, veículo 

dos compostos.  

 

5.5.2 Obtenção dos extratos celulares 

 

Após o tempo de incubação, o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS 

gelado e lisadas com a adição de nitrogênio líquido. Em seguida, foi adicionado tampão de 

lise contendo: Tris-HCl 5 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sódio 1 mM, fluoreto de sódio 
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5 mM, ácido ocadáico 1 µM, coquetel de inibidores de proteases em concentração final de 1 

mM (Aprotinina A, Leupeptina, Bestatina e Pepstatina, E-64 e PMSF).  

As células foram removidas dos recipientes utilizando cell scraper. Os extratos celulares 

foram colocados em um tubo tipo eppendorff, o qual foi centrifugado por 5 minutos a 4 ºC e 

10.000 rpm. A concentração de proteína foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY e 

cols., 1951) usando como padrão albumina de soro bovino (BSA). O lisado celular foi 

armazenado em tubo eppendorff e estocado, para análises posteriores. 

 

5.5.3 Ensaio de atividade da GLO1 

 

A solução para o ensaio de atividade da GLO1 continha 0.1 M de tampão sódio-potássio, 

pH 6.6, 2 mM de MGO e 2 mM de GSH. A reação foi monitorada por espectrofotometria 

seguindo a absorbância de 240 nm e 25 ºC, devido a formação de S-D-lactoilglutationa. A 

atividade foi calculada em unidades/mg de proteína (IU/mg), onde IU é definido pela 

quantidade da enzima que catalisa a formação de 1 µmol de S-D-lactoilglutationa/min na 

concentração saturada do substrato (HANSEN e cols., 2012). 

 

5.6 DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔΨM) 

 

5.6.1 Tratamento para a determinação do (ΔΨm) 

 

As células MCF-7 foram subcultivadas e após 24 horas foram tratadas com os valores de 

IC50 de cada CBA, previamente estabelecido, ou com 24,5 µM de cada CBA, para 

comparação entre os grupos. Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO, 

veículo dos compostos. 

 

5.6.2 Ensaio para determinação do ΔΨm 

 

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado pela utilização da sonda flurescente 

JC-1 marcador utilizado para mensurar o ΔΨm. O JC-1 é uma sonda catiônica mitocondrial 

vital, lipofílica que se acumula na mitocôndria proporcionalmente ao ΔΨm. Dessa forma, em 

altos ΔѰm, ela forma agregados no interior da mitocôndria, com mudanças nas suas 

propriedades fluorescentes. No estado monomérico, o corante fluoresce verde, enquanto no 
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estado agregado o corante fluoresce vermelho. Em células com danos mitocondriais ou 

alterações no ΔѰm, o corante não se agrega, mantendo sua forma monomérica e emitindo 

uma fluorescência verde. A despolarização mitocondrial é indicada por uma diminuição na 

proporção de intensidade de fluorescência vermelho/verde.  

Após a incubação por 24 horas, as células MCF-7 foram lavadas em tampão PBS e 

incubadas com 10 μg/mL de JC-1 por 10 minutos, no escuro, à 37°C. Em seguida, o JC-1 foi 

retirado e as células foram lavadas com PBS. Os valores de ΔΨm foram obtidos por 

espectrofluorimetria nos seguintes comprimentos de onda: 480 e 530/590 nm excitação e 

emissão, respectivamente. Os valores foram expressos pela razão da emissão entre a 

fluorescência vermelho/verde (590/530). 

 

5.7 ANÁLISE DO POTENCIAL SINÉRGICO OU ANTAGÔNICO DOS COMPOSTOS 

BIOATIVOS EM ASSOCIAÇÃO 

 

5.7.1 Tratamento  

 

Para avaliar a citotoxicidade dos CBAs em combinação, as substâncias foram 

associadas em pares nas concentrações indicadas por Yang & Liu (2009) onde, de acordo com 

o IC50 de cada composto, aquele que obteve, isoladamente, um efeito melhor sobre a 

viabilidade celular da MCF-7, ficou definido por uma concentração menor de IC50, sendo 

então testado nas seguintes concentrações: 0,125 x IC50; 0,25 x IC50; 0,5 x IC50; 0,75 x 

IC50; 1,0 x IC50; e 1,25 x IC50. O composto associado foi combinado ao anterior nas 

seguintes concentrações: 0,125 x (IC50)/2; 0,25 x (IC50)/2; 0,5 x (IC50)/2; 0,75 x (IC50)/2; 

1,0 x (IC50)/2; e 1,25 x (IC50)/2. 

 

5.7.2 Índice de Combinação (IC) para determinação do efeito sinérgico, aditivo ou 

antagônico 

 

Após a análise de viabilidade celular, a determinação dos valores de IC50 e IC para 

50% de inibição celular foi determinado pelo método descrito por Chou (1991) utilizando o 

programa CalcSyn (Biosoft). Para a análise dos compostos usados em combinação foi 

utilizada a equação do isobolograma clássico, onde: (D)1 e (D)2 são as doses de dois 

compostos utilizados em combinação e (Dx)1 e (Dx)2 são as doses de dois compostos 
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utilizados isoladamente. Para a análise da combinação, IC < 1, IC = 1 e IC > 1 indicam, 

respectivamente, efeito sinérgico, aditivo e antagônico. 

 

IC = ((D)1/(Dx)1) + ((D)2/(Dx)2) 

5.8 DOSAGEM DE D-LACTATO 

 

Após o tratamento das células por 24 horas com os CBAs, nas concentrações de IC50 

previamente estabelecidas, a mensuração de D-lactato foi realizada em um meio 

hidrazina/glicina, pH igual a 9,2, contendo 5 mg/ml de β-NAD e 15 unidades/ mL de lactato 

desidrogenase para um volume final de 200 µL. A absorbância sobre a formação de NADH 

foi monitorada em espectrofotômetro à 340 nm e os resultados foram correlacionados com a 

presença de lactato nas amostras em comparação a uma curva padrão. Como controle positivo 

do experimento foi realizada a incubação com Antimicina-A (AMOEDO e cols., 2011).  

 

5.9 WESTERN BLOTTING 

 

A obtenção dos extratos celulares para o Western blotting foi realizada conforme item 

5.5.2. 

Quantidades iguais das amostras de extratos celulares (100 µg) foram separadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) 10% ou 12% 

(LAEMMLI, 1970) e as proteínas foram transferidas para uma membrana de difluoreto de 

polivinilideno (PVDF) (Immobilon P, Millipore, Bedford, MA, EUA) (TOWBIN et al., 

1979). As membranas foram bloqueadas por 18 horas a 4°C em tampão Tris-salino contendo 

1% de Tween 20 (TBS-T) e 5% de leite em pó desnatado e incubadas por 2 horas com os 

anticorpos primários (1:1000). Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T e 

incubadas com o anticorpo secundário conjugado a peroxidase (1:5000) por 1 hora. A 

imunodetecção das bandas foi visualizada por quimioluminescência, utilizando o kit ECL 

Western Blotting Detection System (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), de acordo com as 

instruções do fabricante. Os níveis de gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram 

utilizados como controle interno para verificação do carregamento de proteínas no gel. Foi 

utilizado o anticorpo primário monoclonal anti-GLO1 na diluição de 1 x 1000 (Sigma 
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Aldrich). A quantificação das bandas foi determinada por análise densitométrica, utilizando o 

programa Image J versão 1.43p (NIH, USA). 

 

5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados dos experimentos foram submetidos à análise estatística descritiva, média 

e erro padrão, análise de variância (ANOVA), usando o programa GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Resultados com valores de P < 0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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6 RESULTADOS  

 

Inicialmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade pela técnica de MTT com os 

precursores dos AGEs (MGO, GO e 3-DG) ou os CBAs (resveratrol, curcumina e piperina) na 

linhagem celular de câncer de mama MCF-7 para a determinação do IC50 (Figura 12). 

Em 24 horas de tratamento foram observados os seguintes valores de IC50: GO 2800 

µM (Figura 12A), MGO 2780 µM (Figura 12B), resveratrol 131 µM (Figura 12D), curcumina 

24,5 µM (Figura 12E) e piperina 94,5 µM (Figura 12F). Já em 48 horas de tratamento, os 

valores foram os seguintes: GO 1500 µM (Figura 12A), MGO 1460 µM (Figura 12B), 

resveratrol 83,9 µM (Figura 12D), curcumina 11,4 µM (Figura 12E) e piperina 38,3 µM 

(Figura 12F) conforme apresentado na tabela 1.  

 

 

Tabela 1. Valores do IC50 dos precursores de AGEs e dos compostos bioativos na viabilidade da 

linhagem celular de mama MCF-7 em 24 horas e 48 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em 

placas de 96 poços em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de 

NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em ar umidificado contendo 5% de CO2. As substâncias: 

MGO, GO, resveratrol, curcumina e piperina foram adicionadas a diferentes concentrações. O valor do 

IC50 foi calculado a partir da equação da regressão linear mensurado pelo programa GraphPadPrism 

5. 

 

Esses dados indicam que a viabilidade celular diminuiu de maneira dose e tempo 

dependente em relação às células que não foram tratadas tanto com os α-oxaldeídos quanto 

com os CBAs, sugerindo assim, que as substâncias testadas apresentam um efeito citotóxico 

para as células MCF-7. Estes dados também demonstram que tanto o GO quanto o MGO 

tiveram uma mesma ação citotóxica sobre a MCF-7 (figura 12A e 12B). A ação citotóxica dos 

CBAs foi maior ao comparar com os α-oxaldeídos. Entre os CBAs, a curcumina apresentou o 
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melhor efeito de citotoxicidade sobre a viabilidade da MCF-7 (figura 12E). A 3-DG não 

demonstrou efeito citotóxico sobre a viabilidade celular da MCF-7, esses resultados estão 

apresentados na figura 12C.  

 

 

 

Figura 12. Efeito dos α-oxaldeídos e dos compostos bioativos na viabilidade das células MCF-7 

em 24 horas e 48 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM 

com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C 

em ar umidificado contendo 5% de CO2. As substâncias: GO (A), MGO (B), 3-DG (C), resveratrol 

(D), curcumina (E) e piperina (F) foram adicionadas a diferentes concentrações como indicado nas 

abcissas. As células foram incubadas com as substâncias por 24(●) e 48 (■) horas. Os resultados são 

expressos como % comparados com o controle. Os valores representam médias ± SE (n = 3). 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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A fim de confirmar os resultados de citotoxicidade celular obtidos por meio do método 

de MTT, foram realizados testes de citotoxicidade por um outro método, o ensaio de exclusão 

do azul de tripan, que baseia-se na incorporação do corante azul de tripan pelas células em 

apoptose tardia ou necrose, possibilitando a diferenciação entre células vivas e mortas. Para 

isso, a linhagem MCF-7 foi tratada com as concentrações de IC50 determinadas pelo método 

MTT de cada CBA, para cada um deles, por 24 horas (figuras 13, 14 e 15). Desta forma, 

tentamos avaliar, no ensaio de exclusão do azul de tripan, se estas concentrações gerariam um 

efeito de citotoxicidade semelhante ao encontrado por meio do método de MTT. Para fins de 

comparação entre os grupos, realizamos três experimentos, sendo que em cada um deles o 

valor de concentração do CBA foi igual para todos os compostos, resveratrol, curcumina e 

piperina, baseado nos resultados de IC50 pelo método MTT: Figura 13, concentração igual ao 

IC50 da curcumina (24,5 µM), figura 14, concentração igual ao IC50 da piperina (94,5 µM) e 

figura 15, concentração igual ao IC50 do resveratrol (131 µM). Após as 24 horas de 

tratamento foi feita a contagem celular utilizando o azul de tripan. A viabilidade celular na 

linhagem MCF-7 no tratamento com os α-oxaldeídos não foi avaliada pelo método azul de 

tripan. 

 

Figura 13. Efeito do resveratrol, da curcumina e da piperina, na concentração de 24,5 µM, sobre 

a contagem de células MCF-7 em 24 horas de tratamento. As células MCF-7 foram incubadas com 

azul de tripan (0,04 %) após 24 horas do tratamento com 24,5 µM de resveratrol ou curcumina ou 

piperina. Os dados representam a média ± erro padrão de 3 experimentos independentes. * Nível de 

significância de p < 0,05. 
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 O resultado observado na figura 13 demonstra que a curcumina, na concentração de 

24,5 µM (IC50 determinado pelo método MTT), foi citotóxica para a MCF-7, ratificando os 

dados encontrados no ensaio de MTT. Nesta concentração, o resveratrol e a piperina não se 

demonstraram citotóxicos à MCF-7. 

 

Figura 14. Efeito do resveratrol, da curcumina e da piperina, na concentração de 94,5 µM, sobre 

a contagem de células MCF-7 em 24 horas de tratamento. As células MCF-7 foram incubadas com 

azul de tripan (0,04 %) após 24 horas do tratamento com 94,5 µM de resveratrol ou curcumina ou 

piperina. Os dados representam a média ± erro padrão de 3 experimentos independentes. * Nível de 

significância de p < 0,05. 

 Assim como no experimento anterior, as células foram tratadas pelos CBA´s, mas 

desta vez na concentração de 94,5 µM (IC50 da piperina estabelecido por meio do ensaio de 

MTT). Conforme pode ser visto na figura 14, observa-se que, nesta concentração, a 

curcumina se torna extremamente citotóxica à MCF-7, enquanto o resveratrol e a piperina 

passam a demonstrar um efeito citotóxico sobre esta linhagem de células, novamente 

ratificando os dados encontrados com a piperina pelo ensaio de MTT. 
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Figura 15. Efeito do resveratrol, da curcuina e da piperina, na concentração de 131 µM, sobre a 

contagem de células MCF-7 em 24 horas de tratamento. As células MCF-7 foram incubadas com 

azul de tripan (0,04 %) após 24 horas do tratamento com 131 µM de resveratrol ou curcumina ou 

piperina. Os dados representam a média ± erro padrão de 3 experimentos independentes. * Nível de 

significância de p < 0,05. 

Adicionalmente, as células foram tratadas por 24 horas com a concentração de 131 µM 

(IC50 do resveratrol determinado pelo ensaio de MTT) para todos os CBAs (figura 15). A 

curcumina, nesta concentração, novamente se demonstrou bastante citotóxica. A piperina 

apresentou uma citotoxicidade aumentada em relação à concentração utilizada no 

experimento anterior (igual a 94,5 µM), enquanto o resveratrol ratificou os dados encontrados 

por meio do ensaio de MTT. No entanto, notou-se uma diferença entre a viabilidade da 

linhagem celular MCF-7 pelo ensaio de redução do MTT em relação ao método de contagem 

celular com azul de tripan. Esses ensaios apresentam diferentes princípios metodológicos, 

portanto essa distinção poderia ser justificada dessa forma. Além disso, no ensaio de MTT foi 

feita uma curva de concentração, enquanto que no experimento com azul de tripan foram 

testados apenas três concentrações pontuais dos CBAs, em cada experimento. 

A fim de entender as razões da citotoxicidade gerada pelos CBAs à linhagem MCF-7, 

e entendendo que a mitocôndria possui um papel importante no metabolismo glicolítico, 

sendo organelas essenciais para vida e morte celular, tornou-se importante investigar qual 

seria o efeito do tratamento da MCF-7 com os valores de IC50 dos CBAs sobre o ΔѰm com a 

carbocianina catiônica lipofílica JC-1, nos comprimentos de onda 480 e 530/590 nm de 

excitação e emissão, respectivamente. Quando o ΔѰm está intacto, a diferença de potencial 

gerada através da membrana mitocondrial interna (negativa do lado interno) leva ao acúmulo 
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de substâncias solúveis. No entanto, em altos ΔѰm, o corante lipofílico JC-1 se acumula e 

forma agregados, com mudanças nas suas propriedades fluorescentes. No estado monomérico, 

o corante fluoresce verde, enquanto no estado agregado o corante fluoresce vermelho. A 

emissão de fluorescência vermelha derivada da formação de agregados é, portanto, indicativa 

de um alto ΔѰm. Em células com danos mitocondriais ou alterações no ΔѰm, o corante não 

se agrega, mantendo sua forma monomérica e emite uma fluorescência verde. Assim, a 

formação e a manutenção de agregados são dependentes do gradiente eletroquímico, sendo a 

razão entre a fluorescência vermelha/verde (590/530), a representação do ΔѰm.  

Assim sendo, nas células MCF-7 incubadas por 24 horas com os valores de IC50 dos 

CBAs previamente estabelecidos, foi observado que os grupos tratados com resveratrol ou 

curcumina ou piperina, este último em menor efeito, tiveram uma redução do seu ΔѰm 

quando comparadas com as células do grupo controle (Figura 16), indicando que os CBAs 

causaram danos à mitocôndria da célula estudada. 

 

 

 

Figura 16. Avaliação do ΔѰm da célula MCF-7 tratada com os valores de IC50 dos compostos 

bioativos. Células MCF-7 foram semeadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 10% de soro 

fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em ar 

umidificado contendo 5% de CO2. O resveratrol ou a curcumina ou a piperina foram adicionados nos 

seus valores de IC50 pré-estabelecidos: resveratrol [131 µM]; curcumina [24,5 µM]; piperina [94,5 

µM]. As células foram incubadas durante 24 horas. Os resultados são expressos por meio da 

comparação com o resultado controle e os valores representam médias ± SE (n = 5). ANOVA p≤ 0,05. 
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 Para correlacionar estes dados com os resultados de citotoxicidade previamente 

descritos, repetimos o experimento utilizando uma concentração padrão para cada CBA. 

Sendo assim, foi eleita a concentração de IC50 da curcumina (24,5 µM) para todos os CBAs, 

por ser a menor concentração. 

 

Figura 17. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial da célula MCF-7 tratadas com os 

compostos bioativos na concentração de 24,5 µM. Células MCF-7 foram semeadas em placas de 96 

poços em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 

ng/ml de insulina a 37 º C em ar umidificado contendo 5% de CO2. O resveratrol ou a curcumina ou a 

piperina foram adicionados na concentração final de 24,5 µM. As células foram incubadas durante 24 

horas. Os resultados são expressos através da comparação com o resultado controle e os valores 

representam médias ± SE (n = 5). ANOVA p≤ 0,05. 

Como é possível observar na figura 17, na concentração de 24,5 µM, o resveratrol e a 

piperina não demonstraram efeitos sobre o ΔѰm, concordando com os dados de 

citotoxicidade celular previamente demonstrados. 

O acúmulo excessivo de MGO pode induzir modificações em proteínas mitocondriais 

levando a disfunção da mitocôndria e aumento nos níveis de EROs. A partir do entendimento 

de que o aumento nos níveis de EROs ou da glicação de proteínas mitocondriais poderá 

desencadear a diminuição do potencial de membrana mitocondrial, já elucidado na literatura 

(BOTA & DAVIES, 2001; RABBANI & THORNALLEY, 2011; GALLUZI e cols., 2013), 

foi investigado se alguns antioxidantes poderiam demonstrar um efeito protetor sobre a 

viabilidade das células tratadas. O GSH é um conhecido antioxidante, encontrado na maioria 
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das células e amplamente utilizado em pesquisas com sistemas biológicos, com a finalidade 

de avaliar o estado redox. O GSH faz parte do sistema da glioxalase, atuando como cofator da 

GLO1, na primeira etapa da reação (THORNALLEY, 1999). 

 Para isso, com o intuito de descartar a interferência do GSH na viabilidade das células 

MCF-7, estas foram incubadas com concentrações crescentes de GSH por 24 horas e o ensaio 

de MTT foi realizado. O resultado, apresentado na figura 18, mostra que não houve alteração 

na viabilidade celular das células MCF-7 quando tradadas apenas com GSH nas 

concentrações que variaram de 50 a 300 µM. 

 

Figura 18. Viabilidade celular da MCF-7 tratada com diferentes concentrações de GSH. Células 

MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 

g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em ar umidificado contendo 5% 

de CO2. GSH foi adicionado a diferentes concentrações como indicado nas abcissas. As células foram 

incubadas com GSH durante 24 horas. Os resultados são expressos como % comparados com o 

controle e os valores representam médias ± SE (n = 3).  

 

Após observarmos que diferentes concentrações de GSH não alteram a viabilidade das 

células MCF-7, avaliamos se o pré-tratamento com GSH protegeria as células MCF-7 do 

efeito dos CBAs sobre a viabilidade celular. Para isso, as células MCF-7 foram pré-tratadas 

por 30 minutos com diferentes concentrações de GSH e, em seguida, foram adicionados os 

CBAs nos seus valores de IC50 pré-estabelecidos, deixando incubar por mais 24 horas.  

Na figura 19 é possível observar que, nos grupos pré-tratados com o GSH, conforme 

se aumenta a concentração do antioxidante aumenta a viabilidade celular, apesar de que 

nenhum grupo atingiu os 100% do controle. Previamente demonstramos que em 24 horas de 

tratamento com os CBAs houve queda no percentual de células viáveis. Nas células tratadas 
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com curcumina e GSH (Figura 19B), é possível observar que na concentração de 100 µM, o 

pré-tratamento com GSH protegeu integralmente a célula do efeito citotóxico da curcumina. 

Nas células tratadas com resveratrol e piperina, também foi possível observar um efeito 

protetor do antioxidante (Figura 19A e 19C). Esses dados podem sugerir que este efeito 

protetor do GSH ocorre em razão do controle sobre a geração de EROs, possivelmente 

associada ao tratamento com os CBAs, ou pela otimização do sistema da glioxalase com a 

suplementação do seu cofator, o GSH. Percebe-se ainda que na concentração de 300 µM de 

GSH, o grupo tratado com curcumina teve uma queda na viabilidade celular. Podemos 

especular que a presença do GSH em adição a curcumina, nesta concentração, poderia estar 

gerando algum efeito de citotoxicidade, não observado na curva estabelecida inicialmente, 

mas talvez estimulado pela presença do CBA por meio de um efeito sinérgico. 
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Figura 19. Viabilidade celular da MCF-7 tratada com resveratrol ou curcumina ou piperina e 

diferentes concentrações de GSH. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio 

D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de 

insulina a 37 º C em ar umidificado contendo 5% de CO2. GSH foi adicionado em diferentes 

concentrações como indicado nas abcissas, por 30 min, e, posteriormente, o resveratrol (A), ou 

curcumina (B) ou piperina (C), nos seus valores de IC50 pré-estabelecidos por 24 horas. Os resultados 

são expressos como % comparados com o controle e os valores representam médias ± SE (n = 3). “a” 

≠ de “b” ≠ de “c” ≠ de “d” p ≤ 0,05. 
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A NAC é um antioxidante não enzimático que age, principalmente, bloqueando a 

cadeia de peroxidação lipídica, eliminando oxigênio ou quelando íons metálicos 

(THORNALLEY, 1999). A NAC promove a síntese do GSH aumentando a disponibilidade 

de cisteína, elevando assim os níveis de gama-glutamil-cisteína-sintetase, enzima limitante 

sobre a rota de formação de GSH (KUMAR e cols., 2014). Desta forma, a fim de entender se 

a NAC, assim como o GSH, teria um efeito protetor sobre a viabilidade das células tratadas 

com os CBAs, o mesmo ensaio foi realizado com este antioxidante. 

Primeiramente, as células MCF-7 foram tratadas com concentrações crescentes de 

NAC por 24 horas e o teste de viabilidade celular foi executado. Foi verificado que diferentes 

concentrações de NAC não foram capazes de alterar a viabilidade celular da MCF-7 (Figura 

20). 

 

 

Figura 20. Viabilidade celular da MCF-7 tratada com diferentes concentrações de NAC. Células 

MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 

g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em ar umidificado contendo 5% 

de CO2. NAC foi adicionada a diferentes concentrações como indicado nas abcissas. As células foram 

incubadas com NAC durante 24 horas. Os resultados são expressos como % comparados com o 

controle e os valores representam médias ± SE (n = 3).  

Obtendo este resultado, como feito com GSH, foi observado se o pré-tratamento com 

NAC protegeria as células MCF-7 do efeito dos CBAs sobre a viabilidade celular. Para isso, 

as células MCF-7 foram tratadas com concentrações de NAC que variaram entre 0,5 mM a 

5,0 mM e, após 30 minutos, foram adicionados os CBAs nos seus valores de IC50 pré-

estabelecidos, deixando incubar por mais 24 horas.  
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Como é possível observar na figura 21, a pré-incubação com a NAC também 

demonstrou um papel protetor na viabilidade celular comparada a ação dos CBAs, mostrando 

uma reversão na viabilidade celular em relação ao controle nos grupos tratados com 

resveratrol (Figura 21A) e piperina (Figura 21C), e parcial, no grupo tratado com a curcumina 

(Figura 21B). O efeito positivo da NAC pode estar associado ao seu papel como antioxidante, 

minimizando a presença de EROs, possivelmente gerada em razão da presença dos CBAs. A 

NAC pode também estar gerando substrato para formação da GSH e, desta forma, otimizando 

a atividade da GLO1 sobre a detoxificação dos α-oxaldeídos. Ressalta-se ainda que a NAC 

não demonstrou um efeito protetor tão expressivo no grupo tratado com a curcumina como 

visto na pré incubação com GSH. 
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Figura 21. Viabilidade celular de MCF-7 tratada com resveratrol ou curcumina ou piperina 

diferentes concentrações de NAC. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio 

D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de 

insulina a 37 º C em ar umidificado contendo 5% de CO2. NAC foi adicionada em diferentes 

concentrações como indicado nas abcissas na presença do resveratrol (A), da curcumina (B) e da 

piperina (C), nos seus valores de IC50 pré-estabelecidos. As células foram incubadas com NAC por 30 

min e, posteriormente, com os CBAs durante 24 horas. Os resultados são expressos como % 

comparados com o controle e os valores representam médias ± SE (n = 3). “a” ≠ de “b” ≠ de “c” p ≤ 

0,05. 
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Como já descrito, a GLO1 é uma das enzimas componentes do sistema da glioxalase, 

um sistema fisiológico de detoxificação do GO e MGO (KUMAR e cols., 2014). Em razão da 

extensa utilização da via glicolítica por células cancerosas, menciona-se a mutação no gene da 

GLO1 com consequente aumento de sua expressão objetivando otimizar a detoxificação dos 

α-oxaldeídos gerados na glicólise (GATENBY & GILLIES, 2004). Considerando, desta 

forma, que a GLO1 seja uma enzima importante sobre a vida e morte celular, foi investigado 

se sua atividade enzimática poderia sofrer alteração com o uso dos CBAs. Assim, as células 

MCF-7 foram tratadas por 24 horas com os valores de IC50 dos CBAs, previamente 

estabelecidos, e o extrato protéico obtido das amostras foi utilizado para o ensaio de atividade 

da GLO1. 

Foi possível observar, como apresentado na figura 22, que o resveratrol e a curcumina, 

assim como a piperina, em menor grau de inibição, mostraram uma diminuição da atividade 

da GLO1. Sugere-se, desta forma, um comprometimento da detoxificação dos α-oxaldeídos 

pelo sistema da glioxalase e, justifica-se a citotoxicidade previamente demonstrada. Quando 

os grupos são pré-tratados com a GSH na concentração de 100 µM, eleita a melhor 

concentração de proteção à ação citotóxica dos CBAs no ensaio de viabilidade celular, à 

exceção do tratamento com a piperina, novamente observamos um efeito protetor do 

antioxidante à ação dos CBAs, mostrando total reversão da atividade enzimática (figura 22A e 

22B). Conseguimos associar, ainda, os dados de citotoxicidade com os de atividade 

enzimática no grupo tratado com piperina, uma vez que percebe-se que a proteção do GSH ao 

efeito citotóxico foi menor no grupo tratado com piperina em relação aos grupos tratados com 

o resveratrol e com a curcumina. Este dado corrobora com o resultado sobre a atividade 

enzimática (figura 22C), onde nota-se que a atividade da enzima no grupo tratado com 

piperina não é protegida no pré-tratamento com o mesmo antioxidante. 
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Figura 22. Atividade da GLO1 em células MCF-7 pré-tratadas com GSH e pós-tratadas com 

resveratrol ou curcumina ou piperina por 24 horas. As células foram incubadas com os valores de 

IC50 do resveratrol (A), curcumina (B) e piperina (C) pré-estabelecidos ou veículo (DMSO 0,5%) por 

24 horas e pré-tratadas com GSH, na concentração de 100 µM por 30 minutos, e logo após incubadas 

com os valores de IC50 do resveratrol (A), curcumina (B) e piperina (C) pré-estabelecidos por 24 

horas. Após o tratamento, as células foram lisadas, os extratos obtidos e a atividade da GLO1 foi 

determinada. Os resultados em mU de GLO1/ mg de proteína/ minuto comparados com o controle e os 

valores representam médias ± SE (n = 3). “a” ≠ de “b” ≠ de “c” p ≤ 0,05. 
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Uma vez obtido o dado de que os CBAs interferem sobre a atividade da GLO1, 

tornou-se importante avaliar o efeito de diferentes concentrações dos CBAs sobre a atividade 

da mesma enzima. Neste sentido, as células MCF-7 foram novamente tratadas por 24 horas 

com os valores de IC50 dos CBAs previamente estabelecidos, em concentrações 

aproximadamente 30% menores que seus valores de IC50 e em concentrações 

aproximadamente 30% maiores que seus valores de IC50, como observado na figura 23. 
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Figura 23. Atividade da GLO1 em células MCF-7 tratadas com diferentes concentrações de 

resveratrol ou curcumina ou piperina por 24 horas. As células foram incubadas com resveratrol, 

nas concentrações de 91 µM, 131 µM e 170,3 µM (A), curcumina, nas concentrações de 17,5 µM, 

24,5 µM e 31,85 µM (B) e piperina, nas concentrações de 66,15 µM, 94,5 µM e 122,85 µM (C) ou 

veículo (DMSO 0,5%) por 24 horas. Após o tratamento, as células foram lisadas, os extratos obtidos e 

a atividade da GLO1 foi determinada. Os resultados são expressos em mU de GLO1/ mg de proteína/ 

minuto comparados com o controle e os valores representam médias ± SE (n = 3). “a” ≠ de “b” ≠ de 

“c” ≠ “d”, p ≤ 0,05. 
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 É possível observar que a ação dos CBAs sobre a atividade da GLO1 parece ser dose 

dependente, isto é, quanto maior a concentração do CBA, menor a atividade da enzima. Estes 

dados culminam com os dados de citotoxicidade vistos previamente, onde observamos que 

quanto maior a concentração do composto, mais citotóxico ele se torna. É possível que a 

ineficiência da GLO1 das células tratadas com concentrações maiores de CBAs seja limitante 

no processo de detoxificação dos α-oxaldeídos, e que estas substâncias estejam, em razão 

deste evento, aumentadas, justificando o efeito citotóxico dos CBAs à MCF-7. 

Uma vez obtido o dado de que os CBAs interferem sobre a atividade da GLO1, 

tornou-se importante avaliar o efeito de tais CBAs sobre a expressão da mesma enzima. Neste 

sentido, as células MCF-7 foram novamente tratadas por 24 horas com os valores de IC50 dos 

CBAs, previamente estabelecidas, e o ensaio de Westtern Blotting, com o uso do anticorpo 

antiGLO1, foi realizado, conforme pode ser observado na figura 24. 
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Figura 24. Expressão da GLO1 em células MCF-7 tratadas com resveratrol ou curcumina ou 

piperina por 24 horas. As células foram pré-incubadas com os valores de IC50 dos compostos 

bioativos pré-estabelecidos ou veículo (DMSO 0,5%) (1- controle/veículo; 2- resveratrol; 3- 

curcumina; 4- piperina) por 24 horas. Após o tratamento, as células foram lisadas, os extratos obtidos 

e foi realizado o Western Blotting com o anticorpo anti-GLO1. A quantificação das bandas foi 

determinada por análise densitométrica, utilizando o programa Image J versão 1.43p. 
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Analisando a figura 24, é possível observar que não houve efeito sobre a expressão da 

GLO1 nas células MCF-7 tratadas com o resveratrol e com a piperina em relação ao grupo 

controle, mas é possível observar uma pequena queda sobre a expressão da GLO1 no grupo 

tratado com a curcumina. Desta forma, sugere-se que o resveratrol e a piperina influenciam a 

atividade da GLO1 de forma pós traducional, uma vez que não alteram sua expressão. 

 Variações na concentração de lactato podem ocorrer como consequência de distúrbios 

em qualquer estágio da via glicolítica. Desta forma, em continuidade aos experimentos, para 

confirmar o dado exposto anteriormente e entendendo que o metabólito final da via da 

glioxalase é o D-Lactato, tornou-se importante avaliar a liberação desta substância após o 

tratamento da MCF-7 com os valores de IC50 dos CBAs, como observado nas figuras 25, 26 

e 27. 

 

 

 

Figura 25. Dosagem de D-Lactato produzido por células MCF-7 tratadas com resveratrol por 24 

horas. As células foram incubadas com resveratrol, na concentração de 131 µM ou veículo (DMSO 

0,5%) por 24 horas. Após o tratamento, alíquotas do meio de cultura foram coletadas nos tempos 0, 

15, 30, 45, 60 e 120 minutos e incubadas em um tampão de hidrazina, pH 9,2, com NAD
+
 e lactato 

desidrogenase (LDH) para mensuração da liberação de lactato. Como controle positivo do 

experimento, no 30º minuto foi adicionado 2 µg/ mL de antimicina-A ao meio. Os resultados são 

expressos como µMol de lactato/ 10
6
 células comparados com o controle e os valores representam 

médias ± SE (n = 3).  
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Figura 26. Dosagem de D-Lactato produzido por células MCF-7 tratadas com curcumina por 24 

horas. As células foram incubadas com curcumina, na concentração de 24,5 µM ou veículo (DMSO 

0,5%) por 24 horas. Após o tratamento, alíquotas do meio de cultura foram coletadas nos tempos 0, 

15, 30, 45, 60 e 120 minutos e incubadas em um tampão de hidrazina, pH 9,2, com NAD
+
 e lactato 

desidrogenase (LDH) para mensuração da liberação de lactato. Como controle positivo do 

experimento, no 30º minuto foi adicionado 2 µg/ mL de antimicina-A ao meio. Os resultados são 

expressos como µMol de lactato/ 10
6
 células comparados com o controle e os valores representam 

médias ± SE (n = 3). 

 

 

Figura 27. Dosagem de D-Lactato produzido por células MCF-7 tratadas com piperina por 24 

horas. As células foram incubadas com piperina, na concentração de 94,5 µM ou veículo (DMSO 

0,5%) por 24 horas. Após o tratamento, alíquotas do meio de cultura foram coletadas nos tempos 0, 

15, 30, 45, 60 e 120 minutos e incubadas em um tampão de hidrazina, pH 9,2, com NAD
+
 e lactato 

desidrogenase (LDH) para mensuração da liberação de lactato. Como controle positivo do 

experimento, no 30º minuto foi adicionado 2 µg/ mL de antimicina-A ao meio. Os resultados são 

expressos como µMol de lactato/ 10
6
 células comparados com o controle e os valores representam 

médias ± SE (n = 3). 
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Conforme é possível observar nas figuras 25, 26 e 27, quando as células do grupo 

controle foram expostas a antimicina-A no 30º minuto da curva realizada, observou-se uma 

diferença na liberação de lactato no meio de cultura das células controle em relação às células 

controle antimicina-A, que demonstraram uma produção aumentada de lactato. A antimicina-

A inibe o complexo III da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial gerando um aumento 

na produção de lactato pelas células por inibir a fosforilação oxidativa e, por esta razão, este 

resultado é esperado, sendo utilizado como um controle positivo e indicando o bom 

funcionamento das mitocôndrias. Porém, nossos resultados mostram que o mesmo estímulo 

não ocorre nas células tratadas com o resveratrol ou curcumina ou piperina nos grupos 

expostos à antimicina-A, não havendo diferença sobre a liberação de lactato em relação ao 

grupo tratado apenas com um dos CBAs, indicando, desta forma, um possível dano a 

mitocôndria da célula, gerado pela presença dos CBAs. Este resultado corrobora com nosso 

dado, previamente demonstrado, sobre a alteração no potencial de membrana mitocondrial da 

MCF-7, pós-exposição aos CBAs, por 24 horas. 

Como a geração de α-oxaldeídos está associada à alta utilização de glicose pelas 

células, tornou-se importante avaliar se o meio de incubação teria influência sobre a 

citotoxicidade induzida pelos CBAs. Sendo assim, diferente do meio de cultura utilizado nos 

demais experimentos, incubamos as células em um meio contendo alta concentração de 

glicose, e sem insulina (figura 28).  
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Figura 28. Efeito dos α-oxaldeídos e dos compostos bioativos na viabilidade das células MCF-7 

em 24 horas em meio com alta glicose e sem insulina. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas 

de 96 poços em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3  

a 37 º C em ar umidificado contendo 5% de CO2. Os CBAs: Resveratrol (A), Curcumina (B), Piperina 

(C) foram adicionados em diferentes concentrações como indicado nas abcissas. As células foram 

incubadas com as substâncias por 24 h. Os resultados são expressos como % comparados com o 

controle. Os valores representam médias ± SE (n = 3).  

As curvas expressas na figura 28 geraram os seguintes valores de IC50: para o 

resveratrol de 158 µM, para curcumina de 35,97 µM e para piperina de 106,9 µM. Estes 

valores não ficaram distantes dos valores de IC50 estabelecidos no tratamento com os CBAs 

em um meio com baixa glicose por 24 horas, iguais a: Resveratrol 131 µM, curcumina 24,5 
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µM e piperina 94,5 µM. Entende-se, desta forma, que o meio utilizado não influenciou a 

citotoxicidade induzida pelos CBAs à MCF-7. 

A fim de entendermos se a associação dos CBAs pode ou não apresentar efeito 

sinérgico ou antagônico sobre a linhagem MCF-7, tornou-se importante combinar os 

compostos bioativos em pares, segundo Yang & Liu (2009). Para isso, de acordo com o IC50 

de cada composto previamente determinado, aquele que obteve, isoladamente, um efeito 

melhor sobre a viabilidade celular da MCF-7, definido por uma concentração menor de IC50, 

foi testado nas seguintes concentrações: 0,125 x IC50; 0,25 x IC50; 0,5 x IC50; 0,75 x IC50; 

1,0 x IC50; e 1,25 x IC50. O composto associado foi combinado ao anterior nas seguintes 

concentrações: 0,125 x (IC50)/2; 0,25 x (IC50)/2; 0,5 x (IC50)/2; 0,75 x (IC50)/2; 1,0 x 

(IC50)/2; e 1,25 x (IC50)/2 (figura 29, 30 e 31). 
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Figura 29. Efeito da combinação entre a curcumina e o resveratrol na viabilidade das células 

MCF-7 em 24 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 

10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em 

ar umidificado contendo 5% de CO2. As substâncias curcumina e resveratrol foram associadas, onde a 

concentração do CBA mais citotóxico à MCF-7 (curcumina) é associada a outro CBA menos 

citotóxico na mesma concentração, porém dividido por 2 (resveratrol). Os resultados são expressos 

como % comparados com o controle. Os valores representam médias ± SE (n = 3).  
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Figura 30. Efeito da combinação entre a curcumina e a piperina na viabilidade das células MCF-

7 em 24 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 10% 

de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em ar 

umidificado contendo 5% de CO2. As substâncias curcumina e piperina foram associadas, onde a 

concentração do CBA mais citotóxico à MCF-7 (curcumina) é associada a outro CBA menos 

citotóxico na mesma concentração, porém dividido por 2 (piperina). Os resultados são expressos como 

% comparados com o controle. Os valores representam médias ± SE (n = 3).  
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Figura 31. Efeito da combinação entre a piperina e o resveratrol na viabilidade das células 

MCF-7 em 24 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 

10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em 

ar umidificado contendo 5% de CO2. As substâncias piperina e resveratrol foram associadas, onde a 

concentração do CBA mais citotóxico à MCF-7 (piperina) é associada a outro CBA menos citotóxico 

na mesma fração, porém dividido por 2 (resveratrol). Os resultados são expressos como % comparados 

com o controle. Os valores representam médias ± SE (n = 3).  
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 Conforme observado nas figuras 29, 30 e 31, os três resultados de associação entre os 

CBAs apresentaram o mesmo perfil. Diante deste dado, utilizamos o programa Calcsym para 

realizar os cálculos sobre sinergismo e antagonismo conforme pode ser observado na tabela 2. 

Esta tabela indica que todas as combinações entre os CBAs, realizadas neste trabalho, 

demonstraram um efeito de sinergismo sobre a ação citotóxica dos CBAs às células de câncer 

de mama MCF-7. 

 

CBAs Efeito da combinação Ação 

Curcumina + Resveratrol 0,5862 Sinergismo 

Curcumina + Piperina 0,6666 Sinergismo 

Piperina + Resveratrol 0,4759 Sinergismo 

 

Tabela 2. Efeito da combinação entre os CBAs na viabilidade das células MCF-7 em 24 horas. 

Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio D-MEM com 10% de soro fetal 

bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3 e 5,0 ng/ml de insulina a 37 º C em ar umidificado 

contendo 5% de CO2. As substâncias curcumina e resveratrol, curcumina e piperina e piperina e 

resveratrol foram associadas, onde a concentração do CBA mais citotóxico à MCF-7 é associada a 

outro CBA menos citotóxico na mesma concentração porém dividido por 2. O cálculo de sinergismo 

foi realizado por meio do programa Calsym. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Estudos epidemiológicos têm sugerido que o elevado consumo de frutas e hortaliças 

demonstra um efeito protetor às doenças cardiovasculares e ao desenvolvimento de câncer e, 

neste sentido, diversas hipóteses podem ser elucidadas para explicar o efeito benéfico do 

consumo contínuo destas substâncias (ARTS & HOLLMAN, 2005; WANG e cols., 2014).  

Os níveis de MGO e GO, em adultos saudáveis, são controlados através do equilíbrio 

entre sua geração endógena, consumo exógeno e sua degradação por meio de um sistema 

enzimático conhecido como sistema da glioxalase. O consumo elevado dos α-oxaldeídos é 

resultado do abuso de escolhas alimentares indevidas, como o consumo de alimentos fritos e 

assados, ricos em açúcares, assim como, pela alta exposição à poluição e ao tabaco, hábitos 

típicos da sociedade moderna (WANG & CHANG, 2010). 

Este estudo investigou a ação dos compostos bioativos, resveratrol, piperina e 

curcumina, sobre as células de câncer de mama MCF-7. Investigou-se ainda, o efeito dos α-

oxaldeídos, GO, MGO e da 3-DG, precursores dos AGEs, sobre a mesma linhagem celular. 

Foi possível identificar que todos os compostos, com exceção da 3-DG, se apresentaram 

citotóxicos à MCF-7, sendo o efeito de citotoxicidade tempo e dose dependente. Entre os 

CBAs, a curcumina demonstrou-se com o maior efeito citotóxico uma vez que apresentou o 

menor valor de IC50 entre todos os CBAs em 24 horas e 48 horas de tratamento. A piperina, 

em 48 horas de tratamento, demonstrou o maior aumento sobre sua toxicidade em relação aos 

demais CBAs. Este resultado não foi interferido pela quantidade de glicose no meio de 

cultura. Mukherjee e cols. (2013) descreveram o efeito citotóxico da curcumina em tecido de 

câncer de mama humano, demonstrando, pela primeira vez, que a curcumina inibe a migração 

de células de câncer de mama induzindo defeitos no processo de transição por meio do 

epitélio-mesenquimal. Greenshields e cols. (2015) também descreveram atividades citotóxicas 

da piperina às células de câncer de mama MDA-MB-231, por meio de inibição do 

crescimento celular, indução a apoptose e impedimento de migração. 

Os α-oxaldeídos, GO e MGO, apresentaram efeitos muito menos tóxicos em 

comparação aos CBAs às células MCF-7. O efeito tóxico destes compostos em células 

saudáveis tem sido bastante referenciado na literatura (BROWNLEE, 2005; GAENS e cols., 

2013; CHIAVARINA e cols., 2014). Concentrações fisiológicas de MGO são relatadas entre 

1 a 2 µM em humanos. Em células humanas saudáveis, como células de Schwann, células da 

retina, do glomérulo renal e células do tecido nervoso, valores entre 200 µM a 1000 µM 
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demonstram efeitos deletérios (THORNALLEY e cols., 1999; JAN e cols., 2005; RABBANI 

& THORNALLEY, 2008; SCHMIDT e cols. 2010).  

O aumento da quantidade de α-oxaldeídos nas células é dado tanto pela geração destes 

durante processos metabólicos, quanto por meio da via de glicólise. Estes compostos se 

ativam após sua ligação ao receptor para os AGEs (RAGE ou AGER, do inglês Advanced 

Glycation End-products Receptor), uma proteína de aproximadamente 45 kDa. O RAGE é um 

membro da superfamília das imunoglobulinas de superfície celular, expresso em vários tipos 

celulares como, por exemplo, endotélio vascular, músculo liso, monócitos, macrófagos, 

células do epitélio glomerular e células neuronais, porém em baixos níveis em homeostase 

(TAKINO e cols., 2010). Em situações de aumento de atividade celular ou estresse, como no 

desenvolvimento do DM, na inflamação, na doença de Alzheimer e no câncer, a expressão do 

RAGE é aumentada. Nos últimos anos, estudos mostraram que o RAGE pode possuir uma 

função central na regulação de tumores (SPARVERO e cols., 2009; PAN e cols., 2014; QIAN 

e cols., 2014). Neste estudo, em 24 horas de tratamento, encontramos um valor de IC50 de 

aproximadamente 2,8 mM para o GO e o MGO. Estes valores aumentados para o efeito de 

citotoxicidade podem ser justificados pela otimização do sistema de detoxificação 

desenvolvidos pelas células de câncer durante seu processo mutagênico. 

Conforme descrito anteriormente, por otimizar a via glicolítica, uma das principais 

vias de formação de α-oxaldeídos, as células de câncer poderiam sofrer os efeitos da 

toxicidade induzida pelo MGO e GO, porém, está demonstrado na literatura, que o aumento 

da expressão da via da glioxalase, em diversos modelos de tumores, torna mais eficiente o 

processo de detoxificação destes compostos, gerando proteção à célula cancerosa 

(GATENBY & GALLIES, 2004), o que pode justificar a concentração dos α-oxaldeídos tão 

aumentada para efeito citotóxico nesta linhagem celular neste trabalho. No tratamento às 

células MCF-7 com o α-oxaldeído 3-DG, não observamos efeito sobre a viabilidade das 

células. A 3-DG não é um metabólito utilizado com frequência nestes modelos experimentais, 

pois não apresenta potencial citotóxico tão expressivo quanto o GO e o MGO. Sato e cols. 

(2013) demonstraram que 3-DG não apresenta efeito citotóxico às células de Schwann. Por 

outro lado, Loarca e cols. (2013) observaram que o tratamento com MGO e 3-DG reduziram a 

migração, invasão e adesão de células de câncer de fígado, linhagens Huh-7 e HepG2, mas 

sem efeito na linhagem Hep3B, mostrando que estes compostos apresentam efeitos diferentes 

em linhagens celulares diferentes. 
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As EROs são moléculas formadas após uma redução incompleta de O2 dentre as quais 

se destacam o O2- e o radical hidroxila (HO•). O H2O2 é outra molécula reativa de oxigênio de 

importância biológica, formada pela redução parcial do O2. As EROs são produzidas 

constantemente na cadeia mitocondrial de transporte de elétrons e são conhecidos subprodutos 

da respiração celular e produto final de várias reações metabólicas (BRIEGER e cols., 2012).  

Por ser quimicamente mais reativas que o O2, as EROs causam danos oxidativos a 

proteínas, ácidos nucleicos e lipídios. Porém, ao longo das últimas décadas, há uma crescente 

valorização sobre o papel das EROs como mediadores de sinalização intracelular regulando 

numerosas respostas fisiológicas e biológicas (SENA & CHANDEL, 2012). 

Desde a descoberta de que alterações na membrana interna mitocondrial representam 

um passo crítico na regulação da via apoptótica intrínseca, as mitocôndrias têm sido vistas 

como organelas importantes no que se refere ao controle de proliferação e morte celular, bem 

como vários aspectos da sobrevivência da célula. Está descrito que o aumento nos níveis de 

EROs pode desencadear a diminuição do ΔѰm (GALLUZI e cols., 2013) e este fato levar a 

célula à morte. Há evidências de que a taxa de produção de EROs está aumentada em células 

de câncer quando comparadas às células normais. Além disso, a regulação e sinalização redox 

desempenham atribuições tanto na origem do tumor quanto na resposta à sua terapêutica. 

Desta forma, as EROs apresentam funções distintas na tumorigênese, podendo se associar as 

vias de bloqueio deste processo. Por outro lado, células normais possuem uma taxa menor de 

geração de EROs e, desta forma, sofrem menos com esse desequilíbrio do que as células 

cancerosas (CAIRNS, 2011).  

Neste sentido, o aumento da atividade e da expressão de enzimas antioxidantes, bem 

como, a utilização de substâncias com estas atividades se inserem nas perspectivas de controle 

da tumorigênese. Antioxidantes minimizam as taxas de oxidação mesmo em baixas 

quantidades, podendo atuar tanto na prevenção da geração de EROs, quanto no controle e 

reparo de sua ação deletéria (RAHAL e cols. 2014). 

Os resultados deste trabalho mostram que tanto o resveratrol, quanto a piperina e a 

curcumina, reduziram o ΔѰm.  O acúmulo excessivo de MGO pode induzir modificações em 

proteínas mitocondriais, como a Bcl-2 e o citocromo c, levando a disfunção da mitocôndria e 

aumento nos níveis de EROs. A partir do entendimento de que o aumento nos níveis de EROs 

ou da glicação de proteínas mitocondriais poderá desencadear a diminuição do potencial de 

membrana mitocondrial, já elucidado na literatura (BOTA & DAVIES, 2001; RABBANI & 

THORNALLEY, 2011; GALLUZI e cols., 2013), é provável que o efeito citotóxico do 
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resveratrol e da curcumina, e em menor escala, da piperina, tenha gerado perda de ΔѰm e 

esse fato esteja relacionado ao aumento da produção de EROs intracelular em função do 

aumento dos α-oxaldeídos causado pela diminuição da atividade da GLO1. É importante 

considerar que a concentração intracelular de α-oxaldeídos não foi avaliada e este fato é tido 

como uma limitação deste trabalho. Nass e cols. (2014) mostraram que células MCF-7 

resistentes ao tamoxifeno, um potente quimioterápico, tratadas com GO e MGO, se tornaram 

menos resistentes ao estresse oxidativo, o que pode ser explicado pelo aumento da produção 

de EROs e redução na expressão do sistema de defesa antioxidante nos grupos tratados com 

os α-oxaldeídos. A ação pró-oxidante do MGO pode ser prevenida com inibidores de AGEs, 

aumentando a razão Bax/Bcl-2 e a ativação das caspases 3 e 9 (FIGAROLA e cols, 2014). 

Compostos polifenólicos como o resveratrol e a curcumina possuem um papel sobre o 

estado redox intracelular. Estes compostos atuam como importantes antioxidantes celulares e 

seus efeitos são dependentes da concentração utilizada e do tipo de célula em que atuam. 

Porém, é proposto que o resveratrol também possa atuar como um agente pró-oxidante, sendo 

este um dos mecanismos de ação antineoplásicos envolvidos na morte de células tumorais. Do 

mesmo modo, já foi demonstrado que o resveratrol diminui o ΔѰm e aumenta a geração de 

EROs, promovendo apoptose (AZMI e cols., 2006).  

Os antioxidantes, tais como a NAC e a GSH, têm sido utilizados como ferramentas 

para investigar o papel de EROs em numerosos processos biológicos e patológicos. A NAC 

promove a síntese da GSH aumentando a disponibilidade de cisteína, elevando assim os 

níveis de gama-glutamil-cisteína-sintetase, enzima limitante sobre a rota de formação de GSH 

(KUMAR e cols., 2014). Com o intuito de definir um dos mecanismos de toxicidade dos 

CBAs à MCF-7, e entendendo que algum comprometimento celular associado à presença de 

EROs no nosso modelo de estudo poderia estar ocorrendo, resolvemos avaliar o efeito dos 

antioxidantes GSH e do seu precursor, a NAC, neste modelo de pesquisa. Concentrações 

crescentes de NAC e GSH não interferiram sobre a viabilidade celular da MCF-7, porém, 

quando a cultura celular foi pré-tratada com o antioxidante e pós-tratada com os CBAs 

isolados, nos seus valores de IC50 previamente estabelecidos, ocorreu a diminuição do efeito 

tóxico dos CBAs sobre a viabilidade celular, demonstrando um efeito protetor dos 

antioxidantes à ação citotóxica dos CBAs. Sugere-se, desta forma, que a ação citotóxica dos 

CBAs à MCF-7 está associada a atividades pró-oxidantes ou a otimização do sistema da 

glioxalase na detoxificação dos α-oxaldeídos, MGO e GO, uma vez que este sistema é 

dependente de GSH. 
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Células cancerosas apresentam um aumento na demanda por glicose em razão da 

elevada taxa de mitose que sustenta a proliferação celular. Desta forma, células tumorais 

apresentam uma elevada taxa glicolítica e aumento da formação de MGO e GO (GATENBY 

& GALLIES, 2004). Entendendo que a atividade da GLO1 tem uma correlação positiva com 

as concentrações celulares de GSH (THORNALLEY e cols., 2011), elucidamos sobre a 

possibilidade da proteção gerada pelo pré-tratamento com os antioxidantes, mostrada 

anteriormente, estar associada à otimização das vias de detoxificação dos α-oxaldeídos. Para 

isso, a atividade da enzima GLO1 foi avaliada no tratamento por 24 horas com cada CBA 

isolado e comparada às células que sofreram o pré-tratamento com o GSH e pós-tratamento 

com os CBAs isolados. Com os dados gerados, foi possível relacionar o efeito citotóxico dos 

CBAs sobre a MCF-7 à queda da atividade da GLO1, enzima responsável em converter o 

citotóxico MGO ao não tóxico D-lactato, utilizando a GSH como cofator da reação 

enzimática. Observa-se que os CBAs reduzem a atividade da GLO1, e este efeito é dose 

dependente, isto é, quanto maior a concentração do CBA menor a atividade da enzima. 

Quando as células foram pré-tratadas com o GSH, antioxidante e co-fator da GLO1, 

percebemos o mesmo efeito protetor  do GSH sobre a ação dos CBAs à atividade da enzima 

observado sobre a citotoxicidade do CBAs à MCF-7, corroborando os dados achados neste 

trabalho.  

O rápido crescimento dos tumores, bem como sua elevada taxa anabólica, acompanha 

a regulação de caminhos de geração de ATP que consigam suportar o crescimento e a 

proliferação celular. O aumento da utilização da via glicolítica, nestas células, se associa ao 

aumento da geração de lactato, metabólito que cria um ambiente mais ácido e, desta forma, 

facilita a invasão do tumor. Assim, a alta utilização de glicose por células cancerosas tem por 

consequencia adaptações seletivas a estes tipos celulares, importantes para sua sobrevivência 

(AMOEDO e cols., 2011). Entendendo que a liberação de lactato poderia estar influenciada 

no nosso modelo de pesquisa, tanto em razão do metabolismo glicolítico, quanto pela 

atividade das enzimas do sistema da glioxalase, que produzem como metabólito final o 

lactato, tornou-se importante avaliar a liberação de D-lactato pela MCF-7 após o tratamento 

com o resveratrol ou a curcumina ou a piperina. Assim sendo, após 24 horas de tratamento, 

observamos que as quantidades de lactato não diferiram entre o grupo controle e o grupo 

tratado com o CBA, mesmo a atividade da GLO1 estando diminuída no grupo tratado com as 

substâncias. Entende-se que o sistema da glioxalase não é o principal sistema de geração de 

lactato pela célula, pois a maior parte do lactato produzido pelas células é por meio da via 
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glicolítica (KROEMER & POUYSSEGUR, 2008), e, provavelmente, por esta razão, estes 

valores de concentração final de D-lactato não foram influenciados. Porém, quando 

comparamos a liberação de D-lactato em uma curva de 0 a 120 minutos, utilizando a 

antimicina-A, um inibidor do complexo III da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e 

inibidor da fosforilação oxidativa, percebemos que, nos grupos tratados com os CBAs, em 

relação aos grupos tratados com os CBAs em adição à antimicina-A, não ocorreu um aumento 

na liberação de lactato, diferente do grupo controle quando comparado ao grupo controle 

antimicina-A, que demonstrou um aumento significativo na liberação de D-lactato. Estes 

dados sugerem que a mitocôndria das células MCF-7 estaria sofrendo prejuízos em razão da 

ação citotóxica dos CBAs, uma vez que a antimicina-A não ocasionou um aumento da 

liberação de lactato por essas células. Tal dado corrobora aos resultados de variação do ΔѰm, 

indicando que a ação dos CBAs gera dano a mitocôndria das células MCF-7. 

Em razão dos níveis aumentados de MGO, a mutagênese do câncer se associa com o 

aumento da expressão da GLO1, a fim de detoxificar o excesso de α-oxaldeídos e impedir a 

morte celular (WARNER e cols., 2010). Neste estudo, mostramos que os CBAs, em 24 horas 

de tratamento, diminuem a atividade da GLO1, influenciando sua expressão apenas no grupo 

tratado com curcumina, porém a expressão da enzima não é alterada nos grupos tratados com 

resveratrol e piperina. Desta forma, sugerimos que o resveratrol e a piperina influenciam a 

atividade da GLO1 de forma pós traducional, uma vez que não altera sua expressão. O 

aumento dos α-oxaldeídos intracelulares, gerados pelo prejuízo da atividade da GLO1, poderá 

comprometer o ciclo celular e ser responsabilizado pela morte da MCF-7 neste modelo de 

pesquisa. Zhang e cols. (2014) mostraram que a indução ao aumento da expressão e atividade 

da GLO1 mostrou-se eficaz na citotoxicidade as células de carcinoma hepatocelular HuH-7. 

Santel e cols. (2008) mostraram que a curcumina, na concentração de 50 µM, pode atuar 

como um inibidor competitivo da GLO1 em células de câncer de mama JIMT-1, pois diminui 

sua expressão, podendo assim estar relacionada à ação quimioterápica, uma vez que prejudica 

o mecanismo de detoxificação do MGO e GO. Apesar de não termos avaliado a concentração 

intracelular dos α-oxaldeídos, a redução da atividade da GLO-1 a partir da incubação com os 

CBAs, sugere um possível aumento intracelular de MGO e GO na MCF-7, justificando o 

dano citotóxico gerado neste trabalho. 

Sabemos que os alimentos não são ingeridos isoladamente e a literatura nos mostra 

que alguns compostos geram um efeito sinérgico quando utilizados em associação a outros 

(YANG & LIU, 2009; HUQ e cols., 2014). O uso da combinação, em concentrações 
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reduzidas, de agentes preventivos e terapêuticos se associa a redução de possíveis efeitos 

tóxicos desta exposição e melhora na eficácia de tratamentos. Teoricamente, a combinação de 

substâncias, sejam CBAs ou drogas farmacêuticas, pode permitir a administração de 

concentrações menores de cada composto, minimizando assim possíveis efeitos colaterais aos 

pacientes (LIU, 2003). Nota-se que na quimioterapia existe uma melhor efetividade quando 

múltiplas drogas são utilizadas por meio de mecanismos complementares, otimizando os 

resultados associados aos alvos moleculares em razão da resposta sinérgica do tratamento 

(SYLVESTER e cols., 2010). Desta forma, finalizamos nosso trabalho demonstrando que a 

associação do resveratrol e da curcumina, resveratrol e pipeirna e da piperina e curcumina, 

geraram um efeito sinérgico de citotoxicidade à MCF-7. Khairunnisa e cols. (2015) 

mostraram que a combinação de gingerol e tocotrienol aumentaram a citotoxicidade e 

apoptose, sem ativação da caspase-3 em células HT-29 e SW837 de câncer coloretal. Wicha e 

cols. (2010) demonstraram que a piperina associada à curcumina melhora os efeitos benéficos 

da segunda em até 2000% em células de mama. No estudo de Hsieh e cols. (2008) também foi 

observado sinergismo nas atividades pró-apoptóticas do resveratrol e da epigalocatequina-3-

galato, quando associados, em células de câncer de mama MCF-7.  
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8 CONCLUSÕES  

 

 Este trabalho possibilitou o acúmulo das seguintes conclusões: 

- O resveratrol, a curcumina e a piperina, isolados e associados, bem como o metilglioxal e o 

glioxal, isolados, reduziram a viabilidade das células MCF-7 em 24 horas de tratamento (tanto 

quando isolados, quanto quando associados) e em 48 horas de tratamento (quando isolados), 

indicando um potencial efeito quimioterápico destes compostos à MCF-7; 

- A 3-deoxiglicosona não gerou efeito tóxico sobre as células MCF-7, não estando associada a 

efeitos quimioterápicos a esta linhagem celular neste modelo de estudo; 

- A curcumina foi o composto bioativo que apresentou o maior efeito citotóxico à MCF-7 em 

relação aos outros CBAs testados; 

- A associação de resveratrol com a curcumina, do resveratrol com a piperina e da piperina 

com a curcumina, resultaram na potencialização sinérgica dos efeitos citotóxicos dos 

compostos às células MCF-7, sugerindo a utilização dos CBAs de maneira associada uma vez 

que assim seu efeito quimioterápico é potencializado; 

- O pré-tratamento com os antioxidantes NAC e GSH protegeu as células MCF-7 ao efeito 

citotóxico dos CBAs, sugerindo que o mecanismo de citotoxicidade induzida pelos CBAs à 

MCF-7 está associado à geração de EROs; 

- O tratamento com resveratrol ou com a curcumina ou com a piperina diminuiu o potencial 

de membrana mitocondrial das células MCF-7, sugerindo assim a geração de EROs motivada 

pela exposição aos CBAs; 

- A atividade da GLO1 diminuiu no tratamento da MCF-7 com resveratrol, piperina e 

curcumina e esta queda foi dose dependente, sugere-se assim que estes CBAs prejudicam a 

atividade da enzima que metaboliza os α-oxaldeídos, podendo este ser um dos mecanismos de 

citotoxicidade dos CBAs à MCF-7. É possível ainda que a geração de EROs induzida pela 

exposição aos CBAs interfira na função do GSH como cofator do sistema da glioxalase, 

prejudicando o mecanismo de detoxificação dos α-oxaldeídos. Ressalta-se que a avaliação da 

concentração dos α-oxaldeídos, bem como do GSH nas células tratadas com os CBAs, torna-

se importante para consolidação desta hipótese e este fato é uma limitação deste trabalho; 

- A curcumina gerou o melhor efeito sobre a queda da atividade da GLO1 em relação aos 

demais CBAs; 

- Em um experimento preliminar, a expressão da GLO1 foi alterada no tratamento por 24 

horas com a curcumina; 
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- O conjunto de resultados obtidos nesta tese propicia o desenvolvimento de um esquema o 

qual demonstra os efeitos do resveratrol, da curcumina, da piperina e dos α-oxaldeídos nas 

células MCF-7 (figura 32). 

 

 

Figura 32. Influência dos CBAs e dos α-oxaldeídos sobre a MCF-7: Dano 

mitocondrial e prejuízo sobre a atividade da GLO1. 
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