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RESUMO 

 

É estimado que, em 2020, a incidência de câncer em todo o mundo esteja em torno de 

15 milhões de casos. Atualmente, o câncer de mama representa a segunda neoplasia mais 

mortal entre as mulheres. O Resveratrol (RV) é um polifenol encontrado em uvas e vinho 

tinto e conhecido por ser quimiopreventivo e quimioterápico, contudo, seus mecanismos de 

ação ainda não foram completamente elucidados. A caseína cinase 2 (CK2) é uma serina / 

treonina proteína cinase encontrada em todas as células eucariotas. Ela desempenha um papel 

crítico na proliferação celular e oncogênese, por isso é uma candidata a alvo molecular para o 

tratamento de diversos tipos de câncer. No presente estudo demonstramos que o RV em 

células de câncer de mama MCF-7 induziu a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e estas inibem a atividade da CK2. Concentrações crescentes de RV reduziram a 

viabilidade das células MCF-7 de maneira tempo e dose dependente apresentando IC50 de 238 

µM e 151 µM para 24 e 48 horas, respectivamente. O inibidor da CK2, 4, 5, 6,7-Tetrabromo-

2-azabenzimidazole (TBB), em 24 horas, reduziu a viabilidade das células MCF-7 de maneira 

dose dependente apresentando um IC50 de 106 µM. A concentração de 200 µM de RV na 

MCF-7 não causou aumento na produção de EROs em 3h de incubação, contudo, em 24h a 

mesma concentração aumentou em aproximadamente 50% essa produção. Entretanto, o TBB 

inibiu a geração de EROs com 3h de tratamento e não aumentou a produção da mesma em 

24h. A pré-incubação com os antioxidantes n-acetil cisteína (NAC) e glutationa reduzida 

(GSH) e a enzima polietilenoglicol-catalase conseguiu proteger a viabilidade celular da MCF-

7 do efeito do RV, mas não do TBB. Corroborando com esses resultados, a pré-incubação 

com a PEG-catalase favoreceu a redução de aproximadamente 50% da produção de EROs 

observada nas células MCF-7 tratadas com RV por 24h. O RV foi capaz de causar diminuição 

no potencial de membrana mitocondrial da MCF-7 após 3h e 24h de tratamento. Contudo, ao 

realizar um pré-tratamento com a PEG-catalase não se constatou disfunção mitocondrial nos 

dois tempos testados, mesmo após a adição do RV. Ao substituir o RV pelo TBB ocorreu 

igualmente a perda do potencial de membrana mitocondrial em 3h e 24h, mas o pré- 

tratamento com a PEG-catalase não alterou o efeito do TBB. Com relação a CK2, o RV e o 

TBB conseguiram inibir a atividade da enzima após 24h de tratamento. Entretanto, a 

utilização da PEG-catalase manteve a atividade da CK2 próximo ao da célula MCF-7 

controle, mesmo quando o RV foi adicionado, o que não ocorreu na presença de TBB. 

Interessantemente, o RV exibiu propriedades de absorção, distribuição, metabolismo, 

excreção e toxicidade (ADMET) favoráveis e preencheu a “regra dos 5s” de Lipinski 

mostrando ser bem absorvido, permeável, biodisponível e um composto oralmente viável. 

Concluímos que esses resultados mostraram o efeito do RV sobre a produção de EROS nas 

células MCF-7 e o seu envolvimento com a inibição da atividade da CK2 e somando-se aos 

resultados in silico podemos inferir o potencial desse polifenol como uma possível ferramenta 

para o tratamento do câncer de mama. 
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ABSTRACT 

 

It is estimated that in 2020, the worldwide incidence of cancer will be about 15 

million. Currently, the breast cancer is the second most deadly cancer among women. 

Resveratrol (RV) is a polyphenol found in grapes and red wine, which is known to play a role 

as chemopreventive and chemotherapeutic agent; however, the mechanisms of action has not 

been fully elucidated. Casein kinase 2 (CK2) is a serine/threonine protein kinase found in all 

eukaryotes cells that plays a critical role in cell proliferation and oncogenesis, therefore it 

candidates as a molecular target for the treatment of several types of cancer. In the present 

study, we demonstrate that RV produces reactive oxygen species (ROS) leading to an 

inhibition of CK2 on MCF-7 breast cancer cells. Cells were treated with different 

concentrations of resveratrol during 24h and 48h of growth. MCF-7 cellular viability 

decreased in a time and dose dependent manner with an IC50 of 238M and 151 µM for 24h 

and 48h, respectively. In addition, 4, 5,6,7-Tetrabromobenzotriazole (TBB), a specific 

inhibitor of CK2, decreased MCF-7 cellular viability in a dose-dependent manner with IC50 of 

106 µM during 24h of growth. ROS production was not increased when MCF-7 was treated 

for 3h hours but its production increased on 50% when treatment for 24h with 200 M of RV. 

However, TBB inhibited the generation of ROS with 3h of treatment and did not increase the 

ROS production in 24h. The pre-incubation with antioxidants such as NAC, GSH and PEG-

catalase protected cellular viability from the effect of RV, but not from TBB effect. In relation 

with these results, the pre-incubation with PEG-Catalase favored the reduction to about 50% 

of ROS production observed on MCF-7 cells treated with RV for 24h. RV was able to 

decrease the MCF-7 mitochondrial membrane potential after the 3h and 24h treatments. 

However, when pre-treated with PEG-Catalase it was observed no mitochondrial dysfunction 

in both tested times, even after the addition of RV. When RV was substituted for TBB, there 

was also a decrease of the mitochondrial membrane potential for 3h and 24h but the pre-

treatment with PEG-Catalase did not modify the effect of TBB. In relation to CK2, RV, and 

TBB inhibited the enzyme activity after the 24h treatment. Nonetheless, the PEG-Catalase 

utilization kept the CK2 activity close to the control MCF-7 cells even after the addition of 

RV. The same was not observed with the addition of TBB. Interestingly, RV exhibited 

favorable ADMET properties and fulfilled Lipinski’s “Rule of five” showing it is well-

absorbed, permeable, bioavailable and an orally viable compound. Taken together, the results 

contribute to elucidate the effect of RV over ROS production on MCF-7 and its relation to the 

inhibition of CK2 activity and, in addition, with the in silico results, we propose that this 

polyphenol may be a possible compound used in breast cancer treatment. 
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1. Introdução 

 

1.1 Câncer 

 

Grande parte da nossa compreensão atual sobre o câncer baseia-se no princípio 

fundamental de que esta é uma doença caracterizada essencialmente de alterações genéticas, 

resultantes de uma expansão de clones de células, que se desenvolvem em uma aparente 

forma regulada por causa de mutações adquiridas somaticamente, além de se multiplicarem de 

um modo desregulado (Stratton et al., 2011). Estas mutações somáticas incluem mutações 

pontuais, rearranjos, deleções, inserções, aumento do número de cópias de segmentos de 

DNA e alterações epigenéticas. Dependendo do tipo de câncer, o número de tais mutações 

pode variar de centenas a milhares sendo que mais de 100 mil diferentes mutações somáticas 

já foram encontradas em malignidades (Garay & Gray, 2012; Greaves & Maley, 2012). 

O câncer é uma das doenças de mais difícil cura e tratamento. Ela apresenta uma 

considerável complexidade genética, com mais de 400 genes diferentes já implicados no seu 

desenvolvimento. Por sua vez, também exibe grande heterogeneidade inter e intratumoral 

(Duffy, 2013). A sequência de eventos que causa a transformação de uma célula normal em 

uma célula neoplásica chama-se carcinogênese. As células epiteliais progridem por uma série 

de lesões pré-malignas até um câncer invasivo emergir (Vincent & Gatenby, 2008). Esse 

processo pode levar vários anos até que a célula alterada prolifere e dê origem a um tumor 

maligno visível (Boehm & Hahn, 2005). Extensas observações experimentais demonstraram 

que a carcinogênese pode ser dividida em três etapas: iniciação, promoção e progressão. 

(Figura 1) (Vincent & Gatenby, 2008). 

 

 

Figura 1. Fases da carcinogênese adaptado de (Béliveau &Gingras, 2007). 
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Na iniciação, considerado o primeiro estágio da carcinogênese, as células sofrem o 

efeito dos agentes cancerígenos ou carcinógenos que, ocorrem a partir da exposição a agentes 

mutagênicos. Tais agentes podem ser físicos (ex. luz ultravioleta e radiações ionizantes), 

biológicos (ex. vírus) ou químicos (ex. hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e 

nitrosamina). Todos eles têm a capacidade de promover alterações na composição e na 

estrutura básica da dupla fita de DNA provocando modificações em alguns de seus genes. Em 

geral, é necessária a exposição repetida a esses agentes para que haja o desenvolvimento de 

tumores malignos. Nessa etapa, as células se encontram geneticamente alteradas, porém ainda 

não é possível detectar o tumor clinicamente (Béliveau & Gingras, 2007; Freitas et al., 2010).  

O segundo estágio de desenvolvimento do câncer é conhecido como promoção, no 

qual as células iniciadas se multiplicam, formando lesões pré-neoplásicas (displásicas e 

anaplásicas) sob estímulos promotores. O agente cancerígeno promotor age de forma a 

selecionar as células iniciadas e ocorre a expansão clonal das mesmas, levando a um acúmulo 

de mutações e aumentando a instabilidade genética (i.e., alterações epigenéticas e genéticas) 

(Pitot, 2007; Vincent & Gatenby, 2008).  

A progressão é o terceiro e último estágio sendo caracterizado pelo alto grau de 

anaplasia, desequilíbrio entre proliferação/apoptose celular e autossuficiência (Vincent & 

Gatenby, 2008). Nesse caso ocorre multiplicação descontrolada e irreversível das células 

alteradas, o câncer já está instalado e evoluindo até o surgimento das primeiras manifestações 

clínicas da doença (INCA, 2009).  

Durante a carcinogênese, as células cancerosas podem desenvolver um mecanismo 

angiogênico, que se caracteriza pela produção de pequenos vasos os quais serão responsáveis 

por trazerem nutrientes e oxigênio para o desenvolvimento do câncer. Após o 

desenvolvimento, as células de câncer entram nesses pequenos vasos, ou em vasos linfáticos 

migrando para outros órgãos, processo conhecido como metástase (Boehm & Hahn, 2005). 

 

1.2. Epidemiologia do câncer  

 

O Câncer não é uma doença nova, médicos do Egito antigo (3000 a.C.) já haviam 

registrado doenças que, dadas suas características, podem ser consideradas como câncer. 

Hipócrates (377 a.C.) também descreveu enfermidades que se assemelhavam aos cânceres de 

estômago, reto, mama, útero, pele e outros. No entanto, registros que designam a causa das 

mortes como câncer passaram a existir na Europa apenas a partir do século XVIII. Desde 



4 

 

então, observou-se o aumento constante nas taxas de mortalidade por câncer, que parecem 

acentuar-se após o século XIX, com a chegada da industrialização (WHO, 1998). 

Globalmente hoje, o câncer é uma das principais causas de morte nos países 

desenvolvidos e em desenvolvimento, nos quais o número de casos de câncer vem 

aumentando (Umar et al., 2012). Em 2012 ocorreram cerca de 14 milhões de novos casos de 

câncer em todo o mundo com 8,2 milhões de mortes relacionadas à doença. Entre os tipos de 

câncer que causaram mais mortes no mundo neste período destacam-se o de pulmão (1,59 

milhão de mortes), fígado (745000 mortes), estômago (723000 mortes), colorretal (694000 

mortes), de mama (521000 mortes), esôfago (400000 mortes) (WHO, 2015). 

Nos Estados Unidos, cinco milhões de pessoas desenvolvem câncer por ano e destes, 

um terço culminará em óbito como resultado direto ou indireto da doença. Porém, do total de 

mortes por câncer ocorridas em 2005 mais de 70% ocorreram em países de baixa ou média 

renda (Jemal et al., 2011). Além disso, estima-se que em 2020, a incidência mundial de 

câncer seja na ordem de 15 milhões, dos quais 60% desses novos casos deverão ocorrer em 

países em desenvolvimento (Jemal, et al.). 

No Brasil foi estimada para o ano de 2014 a ocorrência de aproximadamente 

quinhentos e setenta e seis mil casos novos de câncer, incluindo os casos de pele não 

melanoma, reforçando a magnitude do problema do câncer no país. Excluindo os casos de 

câncer de pele não melanoma, acreditam-se na ocorrência de trezentos e noventa e cinco mil 

casos novos. Os tipos mais incidentes serão os cânceres de pele não melanoma, próstata, 

pulmão, cólon e reto e estômago para o sexo masculino; e os cânceres de pele não melanoma, 

mama, colo do útero, cólon e reto e glândula tireoide para o sexo feminino (Figura 2) (INCA, 

2014). 

 

 

Figura 2. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 

para 2014 por sexo, exceto pele não melanoma (INCA, 2015). 
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1.3. Câncer de mama  

 

Em todo o mundo, o câncer de mama é ao mesmo tempo o mais comum e o mais letal 

entre as mulheres. Sua incidência é maior na Europa e nas Américas, embora os casos estejam 

em ascensão na África e na Ásia (Figura 3) e como na maioria dos cânceres, vem sendo 

observado um expressivo aumento em países em desenvolvimento, como o Brasil e a China 

(Servick, 2014.). 

 

 

Figura 3. Distribuição de incidência e mortalidade por câncer de mama no mundo 

(Servick K., 2014). 

 

A etiologia do câncer de mama é multifatorial incluindo interações entre genética e 

fatores comportamentais, bem como a pós-menopausa, exposição ambiental e a altas doses de 

radiação ionizante (Mahon et al., 2006). A contribuição dos fatores externos na gênese da 

doença foi comprovada pela observação de que populações de origem asiática, ao migrarem 

para o ocidente tendem a aumentar o risco de desenvolver câncer de mama nas gerações 

Mortalidade 

Incidência 

Casos anuais / 100 mil 

Taxa padronizada por idade 

 

Casos anuais/100 mil 

Taxa padronizada por idade 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Servick%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Servick%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675948
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subsequentes. Esta hipótese reforça que hábito de fumar, ingestão de bebidas alcoólicas, 

paridade e fatores dietéticos são fatores relevantes na carcinogênese mamária (Ziegler, et al., 

1993). 

 

1.3.1. Estratégias terapêuticas convencionais 

 

Atualmente, o tratamento do câncer de mama é realizado por um longo período, 

geralmente anos e envolve cirurgia (mastectomia total ou parcial), quimioterapia, radioterapia 

e hormonioterapia (Muller, et al., 2004). A quimioterapia para o câncer de mama é feita 

geralmente por uma combinação de drogas, injetadas por via endovenosa em intervalos de 

três semanas. As drogas citotóxicas agem contra as células cancerosas de duas formas 

principais: matando as células de câncer e ou interferindo na divisão celular e 

consequentemente na reprodução celular. Desta forma, tais drogas erradicam ou controlam o 

crescimento celular (McCoy, et al., 2003).  

A quimioterapia neoadjuvante é a primeira modalidade de tratamento se o tumor 

primário for grande (acima de 3 cm), localmente avançado, ou se o câncer for um tipo 

inflamatório (Parry, et al., 2005). Após a quimioterapia, ocorrendo uma redução suficiente no 

tamanho do tumor, faz-se em seguida a cirurgia conservadora e a radioterapia. A 

quimioterapia neoadjuvante não melhora a sobrevida da paciente, mas permite que o tumor 

diminua, possivelmente resultando em uma cirurgia de conservação da mama, o que parece 

seguro e eficaz podendo melhorar a qualidade de vida (Stebbing & Gaya, 2001). 

O tamoxifeno é o fármaco mais utilizado para o tratamento convencional endócrino do 

câncer de mama. Ele vem sendo empregado por mais de 30 anos e sua dose é de um 

comprimido por dia durante cinco anos. Ele funciona parcialmente por bloquear os receptores 

de estrogênio, evitando sua circulação e consequentemente impedindo o crescimento de 

células cancerosas da mama. É o único tratamento endócrino adequado para mulheres pré-

menopáusicas (Harmer, 2008). 

Os inibidores da enzima aromatase são outra classe de fármacos utilizados no 

tratamento de câncer de mama estrogênio positivo, porém são eficazes apenas em mulheres 

no período pós-menopausa. Eles diminuem o estrogênio circulante de forma a desacelerar o 

crescimento das células cancerosas sensíveis ao estrogênio, bloqueando a ação da enzima 

aromatase (Howells, et al., 2005). O Anastrozol (Arimidex ® [AstraZeneca]), Exemestano, 

(Aromasin ® [Pharmacia]) e Letrozole (Femara ® [Novartis]) são inibidores de aromatase 

que, em ensaios clínicos, demonstraram ser mais eficazes e melhor tolerados do que o 
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tamoxifeno (Izeradjene, et al., 2005). Contudo, destaca-se que a quimioterapia, hoje realizada, 

não é seletiva para as células malignas significando que, quando uma medicação citotóxica é 

introduzida no organismo ela atuará de forma a impedir a divisão das células cancerosas, 

assim como das células normais, as quais estão se proliferando como parte do processo 

fisiológico normal, causando alguns efeitos secundários indesejáveis. Dentre esses efeitos 

destacam-se mielossupressão, alopecia, náuseas, vômito, diarreia, estomatite, eutropenia entre 

outros (McCoy et al., 2003).  

Além dos efeitos secundários, a sensibilidade ou resistência das células tumorais a 

drogas existentes também é um fator que influencia no resultado do tratamento dos pacientes 

com câncer de mama, assim, existe uma procura constante pelo desenvolvimento de novos 

medicamentos (Muller et al., 2004; Coseri, 2009). Além da terapia convencional, nos últimos 

trinta anos, os compostos bioativos de alimentos têm recebido atenção especial por serem 

novos possíveis agentes terapêuticos. No entanto, os mecanismos celulares e moleculares 

relacionados aos efeitos anticâncer dos compostos bioativos ainda são pouco conhecidos 

sendo sua utilização na prática clínica restrita. (Newman, 2008). 

 

1.4. Compostos bioativos e câncer 

 

Desde o início da história da medicina, existem relatos de associação entre o consumo 

de determinados alimentos e a saúde. Hipócrates, o pai da medicina moderna, a cerca de 2,5 

mil anos atrás, disse: "Deixe o alimento ser seu remédio e o remédio ser teu alimento”. Galen 

de Pegamon (129-199 D.C), um médico grego seguidor dos ensinamentos de Hipócrates, 

costumava prescrever vários vegetais para o tratamento do câncer, contudo, apesar do grande 

interesse na dieta como um modo para prevenir e curar o câncer, apenas no final do século 

XX os mecanismos de ação dos alimentos começaram a ser desvendados (Karpozilos et al., 

2004). 

Há mais de uma década já é conhecido que as atividades biológicas de alguns vegetais 

são atribuídas principalmente às suas substâncias químicas, principalmente os compostos 

polifenólicos conhecidas como compostos bioativos. Essas substâncias são geralmente são 

produzidas em quantidades relativamente pequenas, servindo para funções específicas em um 

determinado estágio do desenvolvimento da planta (Bentley, 1990).  São conhecidas por 

possuírem efeitos protetores contra patógenos ambientais sendo produzidos em situação de 

estresse, contudo, também servem para atrair polinizadores no caso de pigmentos como as 

antocianinas (Bentley, 1990).   
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Essas substâncias bioativas, igualmente conhecidas como fitoquímicos, são 

encontradas em diversos alimentos do reino vegetal (Figura 4). Podem pertencer a diferentes 

classes estruturais, estando divididas em dois grandes grupos: proteínas antimicrobianas e 

compostos não proteicos, como alcaloides, quinonas, óleos essenciais, polifenóis e terpenos 

(Surh et al., 2003; Samy & Gopalakrishnakone, 2010). 

Os fitoquímicos são capazes de atuar no metabolismo e na fisiologia humana, 

promovendo efeitos benéficos para a saúde. Considerados como ingredientes não nutricionais 

e já reconhecidos por apresentarem resposta ao estresse oxidativo, os compostos bioativos 

também já foram descritos como capazes de reduzir a incidência de algumas doenças crônicas 

como o câncer, sendo assim chamados de quimiopreventivos (Sgarbieri & Pacheco, 1999; 

Patil et al., 2009).  
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Figura 4: Fitoquímicos e seus compostos bioativos adaptado de (Pratheeshkuma, 2012). 
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Entre os fitoquímicos cujas ações quimiopreventivas já foram descritas em diferentes 

tipos de câncer estão a genisteina, alicina, licopeno, capsaicina, curcumina, 6-gingerol, ácido 

elágico, catequinas, resveratrol, entre outros. Além disso, esses agentes quimiopreventivos 

também apresentam potencial para serem usados como coadjuvantes às terapias atuais 

(Thambi, 2004).  

Nas células iniciadas por agentes carcinogênicos, durante a etapa de iniciação, os 

compostos bioativos atuam bloqueando as enzimas de fase I e II (por exemplo, citocromo 

P450, glucoronidases e sulfotransferases), reparando o DNA e atuando como "scavenging" de 

espécies reativas de oxigênio (Wattenberg, 1990). Na etapa de promoção as ações desses 

compostos estão principalmente ligadas a ações que culminam em apoptose das células além 

de incluir a parada do ciclo celular e inibição de histonas diacetiladas (Khan et al., 2007; 

Thambi & Aggarwa, 2004). Finalmente, durante a progressão, onde já são observadas 

anormalidades cromossômicas, os compostos bioativos • alteram a expressão de oncogênes 

supressores de tumor, inibem angiogénese e metaloproteinase de matriz (MMP). Desta forma 

resumidamente, os mecanismos de ação desses compostos incluem a inibição de vias de 

sinalização, proliferação e angiogênese de células cancerosas. Também são capazes de induzir 

apoptose, suprimindo, por exemplo, expressão de proteínas anti-apoptóticas (Figura 5) 

(Thambi & Aggarwa, 2004). 
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Figura 5: Vias de sinalização onde se encontram as principais ações dos fitoquímicos 

durante a carcinogênese adaptado de (Mehta et al., 2010). 
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Como mencionado anteriormente e sugerido na figura 5, os compostos bioativos 

podem atuar tanto como quimiopreventivos ou como quimioterápicos. Eles podem prevenir o 

aparecimento e desenvolvimento do câncer e, em pacientes já com o câncer instalado e podem 

ser empregados em combinação com agentes quimioterapêuticos convencionais. Igualmente, 

devem-se considerar seus benefícios na pós-terapia, juntamente com a intervenção 

farmacológica de forma a suprimir ou inibir possíveis recorrências e quimioresistência 

(Figura 6) (Pratheeshkumar et al., 2012; Casanova et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Diagrama esquemático da capacidade de resposta seletiva da população 

saudável, bem como pacientes com câncer a agentes quimiopreventivos adaptado de  

(Mehta et al., 2010). 

 

A linhagem celular MCF-7, positiva para receptores de estrogênio, foi em 1970, 

retirada de uma efusão pleural de uma paciente com câncer de mama metastático e desde 

então empregada como modelo celular em pesquisas com câncer de mama in vitro (Simstein, 

et al., 2003). Ela igualmente tem sido utilizada em estudos com compostos bioativos, já sendo 

observado, por exemplo, que o licopeno diminuiu seu crescimento por meio da inibição da 

progressão do ciclo celular e que a genisteina, principal isoflavona da soja, foi capaz de 

regular a expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 (King-Batoon, et al., 2008; Ferenc, et al., 

2010). Além disto, pesquisadores demonstraram inibição do crescimento de células MCF-7 

após tratamento com o ácido epigalocatequina-3-galato e regulação da proteína p53 levando a 

célula a apoptose quando estas foram tratadas com resveratrol (Huang, et al., 2008; Ferraz et 

al, 2012). Entretanto, muito ainda precisa ser elucidado com relação à MCF-7, compostos 

bioativos e seus mecanismos de ação. 
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1.4.1. Resveratrol 

 

O resveratrol é um polifenólico , encontrado naturalmente em mais de 70 espécies de 

plantas, uvas, oleaginosas e vinhos tintos (Miller & Rice-Evans, 1995). Ele foi isolado pela 

primeira vez em 1940 na raiz da Hellebore branca (Veratrunm grandiflorum) e em 1963, foi 

identificado como componente ativo da raiz seca de Polygonum cuspidatum, também 

conhecida como Ko-jo-kon, que, no Japão é usada na medicina tradicional contra dermatites 

supurativas, gonorreia e hiperlipemia (Soleas, et al., 1997a). Nas uvas (Vitis vinifera), o 

resveratrol foi detectado pela primeira vez em 1976 e em 1992 no vinho tinto (Soleas et al., 

1997a). 

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 (Figura 7). O isômero trans é encontrado em maiores quantidades e é a forma 

biologicamente ativa, entretanto este isômero é fotossensível, podendo ser convertido na 

presença de luz, em cis-resveratrol, perdendo assim a sua atividade biológica (Latruffe, et al., 

2002; Signorelli & Ghidoni, 2005). Além disso, existem derivados glicosilados e sulfatados 

do resveratrol que também possuem atividade biológica importante em uma variedade de 

modelos experimentais (Jang et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Estrutura química do resveratrol. adaptado de (Signorelli & Ghidoni, (2005). 

Nas plantas ele é sintetizado em resposta a condições de estresse, sendo considerada 

uma das moléculas mais importantes da fisiologia vegetal. Neste contexto, seu papel parece 

ser a inibição da progressão da infecção fúngica por Botryfis cinerea ou por fatores abióticos, 

como radiação ultravioleta. Por esta razão, este composto faz parte de um grupo denominado 

fitoalexina, uma classe de antibióticos de origem vegetal (Soleas, et al., 1997b). 
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Uma alta infestação fúngica, no entanto, não é vantajosa com relação à concentração 

do resveratrol. Foi constatado que uvas com10% de infecção por Botrytis cinerea  produz um 

vinho contendo altos níveis de resveratrol, sem qualquer efeito sobre sua qualidade. Por outro 

lado, quando a infecção atinge 40% da uva, os vinhos produzidos apresentaram teores muito 

reduzidos de resveratrol, Isso acontece porque o resveratrol formado em uvas com grande 

infestação fúngica pode ser degradado por enzimas extracelulares do fungo (Jeand et al, 

1991). 

Nas uvas, o resveratrol é exclusivamente sintetizado na epiderme foliar e na casca, não 

sendo sintetizado na polpa (Goswami & Das, 2009). As uvas rosadas frescas contêm na casca 

50-100 mg de resveratrol por grama, o que corresponde 5 a 10% da sua biomassa (Goswami 

& Das, 2009). Além das uvas e do vinho tinto, o trans-resveratrol também já foi detectado em 

amendoins, mirtilo, pistache, entre outros vegetais (Tabela 1) (Baur & Sinclair, 2006). 
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FONTE TRANS-RESVERATROL 

Vinho tinto 0,1-14,4 mg/L 

Vinho branco < 0,1-2,1 mg/L 

Uvas 0,16-3,54 µg/g 

Cascas de uvas secas 24,06 µg/g 

Suco de uvas tinta 0,5 mg/L 

Suco de uvas brancas 0,05 mg/L 

Suco de cranberry 0,2 mg/L 

Mirtilo 32 ng/g 

Amendoim 0,2-1,92 µg/g 

Amendoim torrado 0,055 µg/g 

Manteiga de amendoim 

100% natural 

0,65 µg/g 

Pistache 0,09-1,67 µg/g 

Lúpulo 0,5-1 µg/g 

Tabela 1: Fontes dietéticas de resveratrol. Adaptado de (Baur & Sinclair, 2006). 

 

No vinho tinto, a concentração de resveratrol pode variar bastante, pois a quantidade 

sintetizada depende do cultivar da uva, origem geográfica, tipo de vinificação, infecção por 

Botryfis e práticas enológicas (Gusman, et al., 2001). Além disso, o progresso na metodologia 

de análise provavelmente explica os valores mais elevados encontrados mais recentemente 

(Fremont, et al., 2000). Cabe ressaltar que nos vinhos suíços encontra-se pouco resveratrol, 

entretanto no Pinot Noir Australiano é possível verificar até 13 mg / L já em vinhos tintos 

brasileiros, a quantidade de resveratrol pode chegar a 18 mg/ L (Bertelli & Das, 2009).  

Nos alimentos o resveratrol geralmente pode ser encontrado em sua forma conjugada 

conhecida como forma glicosilada ou piceid (GLCRES, resveratrol-3-O-h-glicosídeo) 

(Figura 8) ou na forma livre chamada de aglicona (Signorelli & Ghidoni, 2005). As células 

intestinais são capazes de absorver somente a forma aglicona e para isso o processo de 

absorção em alguns casos requer enzimas glicosidases que, transforme a forma conjugada em 

aglicona. Por isso, a quantidade relativa da forma aglicona e glicosilada do resveratrol afeta a 

taxa de absorção deste composto. Além disso, os níveis de expressão e atividade das 

glicosidases intestinais podem explicar as diferenças na taxa de absorção observadas em 

humanos e ratos (Day et al., 1998). Em humanos, sua absorção é em torno de 75% e ocorre 

principalmente por difusão transepitelial. Sua conversão em conjugados hidrofílicos facilita a 
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entrada na corrente sanguínea e consequentemente a sua excreção. Com o tempo, a 

concentração plasmática diminui, mas um pico secundário aparece após a liberação da bile 

devido à recirculação enteroepática (Signorelli & Ghidoni, 2005). 

 

 

Figura 8: Estrutura química do resveratrol glicosilado. Adaptado de 

(Baur & Sinclair, 2006). 

 

O transporte de resveratrol já foi estudado na linhagem de hepatocarcinoma humano 

HepG2, o qual pode ocorrer tanto por difusão passiva como por transporte ativo, sendo capaz 

de ligar-se a albumina para em seguida ser distribuído no organismo (Jannin, et al., 2004; 

Lancon, et al., 2004). Resultados demonstraram que pouco após a ingestão oral, o resveratrol 

pode ser encontrado no cólon, enquanto que, para a detecção nos outros tecidos foram 

necessárias algumas horas (Vitrac, et al., 2003). Os principais tecidos alvos do resveratrol no 

organismo são o fígado, os rins, o coração, os ovários, os pulmões e o cérebro sendo que no 

fígado é acumulado até uma concentração comparável àquela que exerce efeitos biológicos in 

vitro (Vitrac et al., 2003). 

Dados experimentais de farmacocinética, realizados tanto em modelos animais como 

em humanos, revelaram que o resveratrol parece ser rapidamente metabolizado pelo 

organismo, apresentando uma meia-vida curta (~8-14 min) e  baixa biodisponibilidade. 

Outros estudos já demonstraram que seus metabólitos podem ser detectados no plasma entre o 

período de 12-72 h após a administração. Destaca-se o fato de que 3 porções de vinho tinto 

(cerca de 450 ml) são suficientes para atingir níveis plasmáticos de trans-resveratrol livre em 

torno de 100 nM-1 uM (Tabela 2) (Pervaiz & Holme, 2009; Bertelli et al., 2009).  
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 Níveis plasmáticos de 

resveratrol 

Referência 

Ratos (4ml/15dias)  100 nM-1 µM Bertelli et al., 1996 

Humano consumo crônico  

(300 ml vinho tinto/ 15 dias) 

1,2 µM Pignatelli et al. 2006 

Humano consumo agudo 

(3 vezes (150ml) em duas semanas) 

100 nM Spaak et al. 2004 

Tabela 2: Nível plasmático de resveratrol após o consumo de vinho tinto adaptado de 

(Bertelli et al., 2009). 
 

Sua excreção total na urina e nas fezes, após a administração oral em humanos, foi 

relatada ser de 71 a 98%, mostrando ser dependente da sua concentração plasmática, mas 

independente da forma aglicona ou glicosilada (Amri et al., 2012). Contudo, a taxa de 

excreção não apresenta relação direta com a quantidade consumida sugerindo que, embora 

pequenas quantidades de resveratrol sejam rapidamente metabolizadas e eliminadas, este 

composto pode ser retido e acumulado nos tecidos, tornando-se potencialmente disponível 

para captação celular e sinalização intracelular (Meng et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Ilustração esquemática do metabolismo do resveratrol adaptado de  

(Amri, 2012). 
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 1.4.2. Efeitos biológicos do resveratrol 

 

Na França, no início dos anos 70, estudos epidemiológicos revelaram uma correlação 

inversa entre o consumo de vinho tinto e mortalidade por doenças cardiovasculares. Essa 

discussão iniciou-se uma vez que os franceses têm cerca de 40% menos incidência de infarto 

do que o restante dos europeus, apesar de terem uma dieta tradicionalmente rica em gordura 

saturada e vinho tinto (Fremont et al., 2000). Esse fenômeno, denominado Paradoxo Francês, 

foi resolvido com a identificação de componentes do vinho tinto, entre eles o resveratrol 

(Fremont et al., 2000).  

Atualmente, sabe-se que seu efeito cardioprotetor envolve uma variedade de 

mecanismos moleculares. Em parte, isso se deve a sua alta capacidade antioxidante, que 

atenua os efeitos das espécies reativas de oxigênio (EROs) no organismo (Fabris, et al., 

2008). Tal propriedade foi associada principalmente com a estrutura química do resveratrol 

onde, os grupamentos hidroxilas de seus anéis fenólicos agem como doadores de elétrons. 

Consequentemente são responsáveis pela capacidade de neutralizar e sequestrar o radical 

hidroxila e o ânion superóxido. Como resultado deste efeito, o resveratrol previne 

peroxidação dos fosfolipídios de membrana, oxidação proteica, danos ao DNA e, 

potencialmente, a formação de placas de ateroma (Leonard, et al., 2003; Lopez-Velez, et al., 

2003; Mokni, et al., 2007). 

Outra propriedade do composto hoje conhecida, a antinflamatória, ocorre devido a sua 

capacidade de inibir a transcrição e a atividade de ciclooxigenase (COX), em especial a COX-

2, reduzindo o metabolismo do ácido araquidônico e consequentemente a produção de 

prostaglandinas pró-inflamatórias (Das & Das, 2007). Portanto, essa sua característica confere 

ao composto a capacidade de inibir a agregação plaquetária tanto in vivo quanto in vitro 

(Szewczuk, et al., 2004; Szewczuk & Penning, 2004; Olas & Wachowicz, 2005). Além disso, 

estudos demonstraram que, o resveratrol pode provocar vasodilatação através do aumento da 

produção de óxido nítrico. Desta forma, esses fatores conferem ao composto a capacidade de 

diminuir a incidência de doenças cardiovasculares (Li, et al., 2006). 

Após estas constatações, vários estudos diferentes associaram o resveratrol com outras 

propriedades benéficas à saúde. Esta busca por outras peculiaridades da fitoalexina em 

questão apontou que, o efeito do consumo baixo a moderado de vinho tinto, estava igualmente 

relacionado com a redução de doenças neurológicas pertinentes à idade (incluindo 

degeneração macular, acidente vascular cerebral e déficits cognitivos, com ou sem demência) 

(Granzotto & Zatta, 2014). 
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Estudos comprovaram que este fato estava diretamente ligado com a presença 

resveratrol no vinho tinto. Apesar disso, seu efeito parece estar além da sua capacidade 

antioxidante e de suas propriedades antinflamatórias conhecidas, uma vez que já foi 

demonstrada que tal composto pode aumentar a eliminação de beta-amiloide, uma proteína 

bastante relacionada com a doença de Alzheimer (Granzotto & Zatta, 2014). 

O resveratrol também já foi estudado por sua ação no diabetes. O tratamento com o 

composto reduziu significativamente a concentração de glicose no sangue em animais 

diabéticos tipo 1 tratados com streptozocina (STZ), por meio de vias dependentes e 

independentes de insulina. (Turan et al., 2012).  

No diabetes tipo 2, do mesmo modo, o resveratrol mostrou habilidade em aumentar a 

sensibilidade à insulina em camundongos alimentados com uma dieta hiperlipídica e que 

manifestaram resistência à insulina. Além disso, em experimentos in vitro, ele foi capaz de 

estimular a captação de glicose na ausência de insulina (Su et al., 2006; Szkudelski & 

Szkudelska, 2011). 

Adicionalmente, o resveratrol foi capaz de reduzir de maneira dose-dependente a 

secreção de leptina em adipócitos isolados de ratos, sugerindo desta forma que este composto 

é capaz de afetar a função endócrina dos adipócitos (Szewczuk & Penning, 2004). 

Evidências experimentais já atribuíram ao resveratrol outra ação, o de aumento da 

expectativa de vida. Em leveduras foi demostrado que doses elevadas ele seria capaz de 

aumentar em mais de 50% o tempo de vida desses organismos unicelulares. O mecanismo 

principal atribuído refere-se à regulação das sirtuinas conhecidas como NADH deacetilases 

(Jang, et al., 1997). Além disso, também já se observou efeito analgésico, protetor da audição, 

da medula espinhal, fígado, pulmões, intestino, colón, além de diminuir injúria renal e inibir a 

colonização por Helicobacter pylori no estômago (Giovannini, et al., 2001; Granados-Soto, et 

al., 2002; Lugarini, et al., 2002; Seidman, et al., 2003; Lee, et al., 2008), (Subbaramaiah, et 

al., 1998; Fulgenzi, et al., 2001; McClintock, et al., 2002; Korolkiewicz, et al., 2003; Yang & 

Piao, 2003).  

Em 1997, foi relatado pela primeira vez que o resveratrol preveniu contra o câncer de 

mama e de pele, sugerindo, portanto, que este composto poderia ser uma ferramenta 

terapêutica promissora a ser testada (Baur & Sinclair, 2006). Após o exposto, implicações 

distintas estão relacionadas ao resveratrol, como proteção contra doenças neurológicas, 

diabetes, câncer, entre outros (Figura 10) (Markus & Morris, 2008; Saiko, et al., 2008; 

Goswami & Das, 2009); Fremont, 2000). 
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Figura 10. Efeitos benéficos do resveratrol adaptado de (Béliveau &Gingras, 2007). 

 

1.4.3. Resveratrol e câncer 

 

Os agentes antitumorais são capazes de suprimir a ativação metabólica pró-

carcinogênica, prejudicando efeitos combinatórios responsáveis pela mutagênese e 

mitogênese. Eles interagem com alvos celulares (DNA, proteínas), inibindo o 

desenvolvimento do tumor nos três diferentes estágios da carcinogênese: iniciação, promoção 

e progressão e consequente indução da célula tumoral a morte (Jang et al., 1997; Signorelli & 

Ghidoni, 2005). Entre as moléculas derivadas de alimentos com capacidade de inibir ou 

reverter esses processos celulares, o resveratrol é particularmente interessante pois, atua em 

uma ampla gama de mediadores intracelulares envolvidos no desenvolvimento de tumores 

malignos (Jang et al., 1997). 

Já foi demostrado que esta fitoalexina inibe o crescimento de várias linhagens de 

células tumorais humanas, incluindo células de leucemia promielocítica, células de câncer de 

cólon, pulmão e mama (Aggarwal et al., 2004). O mesmo efeito já foi observado em câncer 

de próstata, estômago, esôfago e pâncreas (Baur & Sinclair, 2006). 

Somando-se a esses estudos, observou-se que a administração de 625 mg de 

resveratrol/kg de ração durante 28 semanas, pode suprimir a progressão do câncer de próstata 

em camundongos (Harper, et al., 2007). Além disso, quando injetado intraperitonealmente 

(2,5 ou 10 mg/kg), o resveratrol reduziu o crescimento de carcinoma de pulmão metastático 

também em camundongos. Em ratos, 1 g/kg de resveratrol na dieta suprimiu o câncer de 

mama induzido por DMBA (7,12-dimethylbenz(a)anthracene) (Kimura & Okuda, 2001; 

Athar et al., 2007; Whitsett et al. 2006). 
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Contudo, apesar de existirem dados disponíveis sobre o efeito anticarcinogênico do 

resveratrol tanto in vitro como in vivo, poucos ensaios clínicos têm sido conduzidos. Porém, 

pesquisadores já observaram em pacientes leucêmicos que o resveratrol reduziu recidiva 

naqueles que foram submetidos ao transplante de medula óssea (Cucciolla, et al., 2007).  

Seguindo a constatação de que o resveratrol reduz a viabilidade em células de câncer 

de diversas linhagens, os mecanismos envolvidos sobre sua ação quimioterapêutica vêm 

sendo investigados ao longo dos anos. Desta forma, atualmente, o grande desafio é entender 

os mecanismos biológicos e as vias moleculares  envolvidas nas ações anticâncer do 

resveratrol (Yogeshwer, 2010).  

A literatura tem sugerido que alguns desses mecanismos incluem a indução de 

enzimas do complexo CYP450 de fase II (Li et al., 2006). Muitos carcinógenos químicos 

sofrem metabolismo oxidativo por enzimas de fase I, especialmente aquelas que pertencem à 

família do citocromo P450 (CYP), e são convertidos em intermediários polares, que são 

subsequentemente eliminados por reações de conjugação catalisadas por enzimas de fase II. 

Na ausência de enzimas de fase II, os carcinógenos metabolicamente ativos são mais 

propensos a reagir com o DNA, podendo desencadear aa tumorigênese (Kundu & Surh, 

2008). 

Consequentemente, a modulação da ativação de carcinógenos e de enzimas 

antioxidantes é um interessante mecanismo quimioterapêutico do resveratrol que, por sua vez, 

já foi descrito inibindo ou aumentando a expressão da glutationa S-transferase, glutationa 

peroxidase e NADPH:quinona oxidoredutase, (Kundu & Surh, 2008). 

Tradicionalmente, o ciclo celular em células eucarióticas tem sido dividido em 4 fases: 

Gap phase 1 (G1); síntese de DNA (S); Gap phase 2 (G2), durante a qual a célula se prepara 

para divisão; e mitose (M) durante a qual os cromossomos se separam e a célula se divide 

(Meeran & Katiyar, 2008). Já foi demonstrado adicionalmente, que o resveratrol afeta a 

divisão de diferentes linhagens de células de câncer podendo atuar em diversas fases do ciclo 

celular (Athar et al., 2009; Hsieh et al., 2002; Casanova et al., 2012). Kuwajerwala e 

colaboradores (2000) mostraram que o tratamento de células de câncer de próstata LNCaP 

com resveratrol induziu as células a entrarem na fase do ciclo celular responsável pela síntese 

de DNA (fase S), mas a progressão da fase S para a fase G2 foi limitada pelo efeito inibitório 

do resveratrol. O ciclo celular é uma sequência recorrente de eventos que incluem duplicação 

do conteúdo da célula e subsequente divisão celular.  
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Do mesmo modo, Liang e colaboradores (2003), observaram que o resveratrol 

promoveu um bloqueio na fase durante a qual a célula se prepara para divisão (fase G2) em 

células de câncer de cólon. Em outra linhagem de câncer de cólon, o resveratrol promoveu 

diminuição de proteínas regulatórias na progressão da fase de síntese (fase G1) (Wolter et al., 

2001). 

O resveratrol também pode ser considerado um fitoestrógeno devido sua similaridade 

estrutural com dietilestilbestrol, um estrogênio sintético, sendo assim capaz de se ligar a 

receptores de estrogênio (Signorelli & Ghidoni, 2005). Ele pode atuar tanto como agonista ou 

antagonista, originando respostas contrárias dependendo da concentração, da competição e da 

expressão desses receptores nas células. Sakamoto e colaboradores (2010) demonstraram que 

o resveratrol induziu morte celular por meio da promoção do processo de apoptose pela 

redução da razão Bcl2/Bax em células de carcinoma de mama MCF-7. No entanto, quando 

reduziram a expressão do receptor de estrogênio α através do ensaio de RNA de interferência, 

a redução na razão Bcl2/Bax mediada pelo resveratrol foi revertida. 

A inibição da angiogênese, processo de formação de novos vasos sanguíneos, 

essencial para o crescimento do tumor, é outro mecanismo já descrito onde o resveratrol pode 

ter ação importante (Kimura & Okuda, 2001; Tseng et al., 2004). Foi demostrado que ele 

pode reduzir a produção de citocinas angiogênicas, incluindo VEGF (fator de crescimento 

endotelial vascular) e interleucina-8 (Dulak, 2005). Além disso, pode inibir a expressão e 

atividade de metaloproteinase-2 e -9, que são enzimas relacionadas com degradação 

proteolítica da matriz extracelular e metástase do tumor (Kundu & Surh, 2008; Tang et al., 

2008). 

A atividade anticancerígena do resveratrol também foi associada à sua interferência 

em vias de sinalização, responsáveis por regular a sobrevivência celular (Fulda, 2004; Kuo et 

al., 2002; Niles et al., 2003, Ferraz da Costa et al., 2012). Estudos in vitro mostraram que o 

resveratrol induziu ou inibiu a ativação do sinal extracelular regulado por cinases como a 

ERK1 e ERK2, assim como demonstraram um efeito inibitório da IkB cinase pelo resveratrol 

(Miloso, et al., 1999; Holmes-McNary & Baldwin, 2000; Yu, et al., 2001).  

Somando-se às várias ações do resveratrol, Yoon e colaboradores (2002) 

demonstraram que o mesmo foi capaz de inibir também a atividade da caseína cinase 2 (CK2) 

em linhagem de células de câncer cervical. Sugerindo assim, que este pode ser um dos 

mecanismos envolvidos na inibição da oncogênese pelo resveratrol.  
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1.5 CK2 e sua implicação no câncer  

 

A fosforilação reversível de proteínas é sabidamente o mecanismo pós traducional 

mais comum de controle da atividade biológica. Desde que foi inicialmente identificado como 

o mecanismo que regula o metabolismo de glicogênio no final dos anos 60, esse conceito foi 

ampliado a várias atividades celulares diferentes. A reação de fosforilação é catalisada por 

uma família composta por cerca de 200 tipos diferentes de enzimas denominadas proteínas 

cinases (Hunter, 1995).  

As proteínas cinases transferem o fosfato terminal de nucleotídeos, especialmente 

ATP (5’ trifosfato de adenosina) e eventualmente GTP (5’ trifosfato de guanosina), para as 

hidroxilas disponíveis em resíduos de serina, treonina ou tirosina (Hunter, 1995), fazendo com 

que a fosforilação proteica funcione como o principal mecanismo de regulação das funções 

celulares em células normais e neoplásicas. Sendo assim, muitas proteínas cinases estão sendo 

escolhidas como alvo para o desenvolvimento de novas drogas anticâncer (Moran et al., 

2006). 

A caseína cinase 2 (CK2) é uma proteína presente e principalmente no citoplasma e 

também no núcleo de organismos eucariotos. Sua função é promover a fosforilação de 

resíduos de serina/ treonina, sendo tradicionalmente classificada como uma proteína serina-

treonina cinase (Xu, et al., 1998; Litchfield, 2003). Ela consiste em um complexo 

heterotetrâmero com peso molecular aproximadamente de 130kDa (Hanif et al., 2010), 

contém duas subunidades catalíticas alfa (α, α’) e duas subunidades regulatórias beta (β), 

formando as configurações α2β2, α, α’ β2, ou α2´β2 dependendo do tipo de célula (Figura 11) 

(Tawfic et al., 2001).  
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Figura 11- Estrutura heterotetrâmera da CK2. Adaptado de (Litchfield, 2003). 

 

A CK2 é uma proteína constitutivamente ativa, não requerendo de segundo 

mensageiro para sua ativação. Apresenta quase 450 substratos conhecidos e é capaz de 

interagir e inibir várias proteínas celulares, independentes do seu estado de fosforilação (Hanif 

et al., 2010). 

A CK2 participa de uma série de funções celulares, incluindo a manutenção da 

viabilidade, proliferação e diferenciação celulares. Já foi demonstrado que nocaute 

embrionário tanto para CK2α quanto CK2β é letal (Xu et al., 1998; Litchfield, 2003; Wang et 

al., 2005; Ahmad et al., 2007; Buchou et al., 2003). Além disso, a inibição da atividade de 

CK2 facilita a morte celular (Hanif et al., 2009; Gray et al., 2014).  

A expressão da CK2 é elevada em todos os tipos de câncer incluindo de cabeça e 

pescoço, pulmão, próstata e do sistema imune (Ahmad et al., 2007; Kim et al., 2007). Em 

glândula mamária de camundongos já foi observado que a superexpressão da sua subunidade 

catalítica α e que favorece a promoção da tumorigênese do mesmo tecido (Xu et al., 1998).  

Essas evidências bioquímicas e genéticas indicam a CK2 como uma forte candidata a 

alvo farmacológico para o tratamento de cânceres como o de mama (Wang et al., 2000; 

Yamane & Kinsella, 2005). Neste contexto, tentativas vem sendo realizadas com a finalidade 

de desenvolver estratégicas para promover a inibição da atividade da CK2 (Wang et al., 2005; 

Ahmad et al., 2007).  

Os inibidores químicos da CK2 podem ser classificados como substratos análogos ou 

nucleotídeos os quais são derivados do TBB (4, 5, 6,7-Tetrabromo-2-azabenzimidazol) ou de 
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polifenóis. Interessantemente, já foi observado que H2O2 pode também modular sua atividade 

(Schneider et al., 2009) 

 

1.6 Espécies reativas de Oxigênio e Câncer 

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são moléculas formadas após uma redução 

incompleta de oxigênio dentre as quais se destacam: ânion superóxido (O2•) e radical 

hidroxila (HO•) (Brieger et al., 2012). O peróxido de hidrogênio (H2O2), neste contexto, é 

uma molécula a qual sua redução parcial por metais leva a formação de HO• (Halliwell & 

Gutteridge, 1990). As EROs são produzidas constantemente na cadeia transportadora de 

elétrons conhecidos subprodutos da respiração celular assim como produto final de várias 

reações metabólicas (Brieger et al., 2012).  

Quando as EROs são geradas, umas amplas variedades de antioxidantes são acionados 

pois, eles são moléculas que direta ou indiretamente, protegem as células contra os efeitos 

adversos das EROs (Halliwell, 1990; Halliwell, 1995). Vários compostos têm sido referidos 

como tendo funções antioxidantes entre estes incluem a, n- acetil-cisteína (NAC), glutationa 

reduzida (GSH) e catalase (CAT) entre outros (Krishna et al., 1996; Chanvitayapongs et al, 

1997; Evans et al., 1997; Beyer et al., 1998; Devamanoharan et al., 1998; McKenzie et al., 

1998; Nohl et al., 1998; Halliwell, 1999; Fremont, 2000). 

Como seu nome sugere, EROs são quimicamente mais reativas que o O2 assim, 

historicamente, EROs foram pensadas exclusivamente como agentes prejudiciais as células 

(Cross, 1987). No entanto, 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, 2012). 

As EROs desempenham papel importante no sistema imunológico e também estão 

envolvidas com a função tireoidiana, sendo o H2O2 um cofator necessário da tiroperoxidase 

para a produção de hormônios (Brieger et al., 2012). Contudo, quando ocorre um 

desequilíbrio entre a produção de EROs e a capacidade dos sistemas antioxidantes celulares, 

ocorre um acúmulo destas EROs levando a em uma variedade de patologias (Figura 12) 

(Brieger et al., 2012) 
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Figura 12  – EROs e a sua contribuição para diversas doenças. Adaptado de 

(Brieger et al., 2012). 

 

Evidências sugestivas demonstram que a taxa de produção de EROs está aumentada 

nas células cancerosa 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. Dependendo do estágio, 

as ações de ROS são distintas, na tumorigênese (Cairns, 2011). 

Primeiramente, as EROs desempenham um papel causal no desenvolvimento e 

progressão tumoral pela indução de mutações do DNA, instabilidade genômica e sinalização 

pró-tumorigenica (Glasauer, 2014). Contudo, muitas células cancerosas apresentam aumento 

de antioxidante e neste contexto, estudos mostraram que em vários tipos de células de câncer 

onde aconteceu bloqueio de mecanismos antioxidantes ocorre a morte das mesmas (Glasauer, 

2014). Este fato, por consequência, sugere que os níveis de EROs elevados têm o potencial 

para bloquear efetivamente a tumorigênese (Trachootham et al., 2006; Glasauer et al., 2014).  

Em contrapartida, as células normais, como têm uma menor taxa de produção de 

EROs, sofrem menos com esse desequilíbrio do que as células cancerosas (Figura 13) 

(Trachootham et al., 2006; Glasauer et al., 2014).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glasauer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25078786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glasauer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25078786
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Figura 13: Homeostase das células normais e de câncer em relação a EROs. Adaptado de 

(Glauser, 2014). 

 

Sendo assim, vários agentes anti-câncer em uso clínico hoje, incluindo antraciclinas, 

cisplatina e bleomicina, são geradores de EROs (Trachootham et al., 2004). Assim como a 

radiação ionizante, um tratamento primário para muitos tipos de câncer, causa danos ao DNA 

e geração de EROs (Valerie, et al., 2007). Por isso, o estudo de terapia contra o câncer com o 

uso de pró-oxidante é uma área de grande importância de estudo (Figura 14) (Glasauer et al., 

2014). 
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Figura 14: Ação entre regulação de EROs na tumorigênese em diferentes estágios 

adaptado de (Gorrini et al., 2013). 

 

Resultados recentes com células de leucemia forneceram uma visão interessante sobre 

o efeito do resveratrol no estado redox intracelular. Esses dados indicam  que a atividade anti 

ou pró oxidante , deste composto depende da sua concentração e do tipo de célula onde está 

atuando, podendo levar ao dano oxidativo do DNA celular. Propõe-se deste modo que a ação 

pró-oxidante do resveratrol poderia ser um dos mecanismos importantes de ação 

antineoplásica  por diminuir o potencial de membrana mitocondrial e aumentar a geração de 

EROs levando, consequentemente, a morte celular (Azmi et al., 2006).  

 

1.7 Pesquisa in silico na descoberta de medicamentos 

 

O processo de descoberta e desenvolvimento de um fármaco para a indústria 

farmacêutica (desde a seleção de um candidato clínico até sua aprovação definitiva) é 

demorado e dispendioso. As principais razões que impedem a chegada deste fármaco ao 

mercado são: dificuldades farmacocinéticas, toxicidades em humanos (50%) e uma falta de 

eficácia (29%) (Lin, 1998; Cheng et al, 2002). A taxa de falha devido a problemas na 

farmacocinética pode ser ainda maior do que a relatada, pois inapropriadas propriedades 

farmacocinéticas, tais como impossibilidade de administração oral, distribuição desfavorável, 
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rápido metabolismo ou excreção e uma toxicidade induzida pelo fármaco pode manifestar-se 

clinicamente como uma falta de eficácia (Grass & Sinko, 2002). 

Desta forma, um candidato ideal a fármaco deve possuir tanto boa atividade 

farmacológica (potência e selectividade), assim como boa absorção, distribuição, 

metabolismo, excreção e baixa toxicidade (propriedades ADMET), pois um composto que 

apresenta uma elevada potência in vitro pode posteriormente não ter eficácia ou ser altamente 

tóxicos em modelos in vivo (Lin, 2003). Contudo, como quaisquer ensaios in vitro somente 

detectar as propriedades inerentes da molécula não é suficiente. Deve-se também integrar 

esses resultados com previsões / medida de outros fatores para assegurar o uso de uma 

molécula como candidata a ser testada in vivo (Lin, 2003). 

Neste contexto, a "Regra-dos-cinco" identificada por Lipinski e colaboradores, 1997 

avalia várias características críticas que devem ser consideradas para os compostos quando 

são pensados em ter administração via oral. Estas propriedades, geralmente são entendidas 

mais como diretrizes do que cortes absolutos e englobam: massa molecular <500 daltons 

(Da), coeficiente de partição octanol / água (CLOGP) <5, número de aceptores ligantes de 

hidrogênio <5 e número de doadores ligantes de hidrogênio <10. Em geral, essa regra aponta 

para propriedades físico-químicas complementando as propriedades ADMET (van de 

Waterbeemd & Gifford, 2003).  

Em todo o caso, ciência básica ainda deve ser feita em primeiro lugar, tornando este 

um tempo especialmente interessante para ser envolvida em Previsão ADMET e 

consequentemente levando a descoberta de novos fármacos(van de Waterbeemd & Gifford, 

2003).  
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1.8. Justificativa 

 

O câncer é uma das enfermidades da humanidade de difícil cura e tratamento, sendo 

hoje uma das principais causas de morte nos países desenvolvidos e em desenvolvimento. Seu 

tipo mais comum e mais mortal entre as mulheres é o de mama, estando mais incidente na 

Europa e nas Américas, embora sua incidência esteja crescendo na África e na Ásia (Servick, 

2014). 

As abordagens clínicas disponíveis atualmente na clínica são cirurgia, radioterapia, 

hormonioterapia e quimioterapia, sendo esta a primeira escolha terapêutica (Higgins, 2007). 

No entanto, a quimioterapia não consegue distinguir as células normais das malignas. 

(Dollery, 1993). Consequentemente, esse tratamento provoca diversos efeitos colaterais 

(McCoy, 2003).  

Desta forma, nas últimas décadas pesquisas têm sido conduzidas com o intuito de 

identificar novos agentes que possam ser utilizados no tratamento contra o câncer de mama. 

Neste contexto, os compostos bioativos têm se destacado e em1997 foi relatado pela primeira 

vez que o resveratrol teria ação contra o câncer. Assim, sugere-se que este composto pode ser 

uma ferramenta terapêutica promissora a ser testada (Soleas et al., 1997). Contudo, apesar das 

evidências bioquímicas, clínicas e epidemiológicas existentes, ainda é preciso à compreensão 

de seus mecanismos de ação bem como identificação de seus possíveis alvos moleculares.  

A CK2 é uma importante enzima com participação descrita em diversos mecanismos 

regulatórios do metabolismo, proliferação e diferenciação celulares. Adicionalmente, foi 

demostrado que a CK2 tem um papel fundamental na oncogênese e por esse motivo 

apresenta-se como candidata a alvo molecular para o tratamento de diversos tipos de câncer 

incluindo o de mama (Gray et al., 2014). Interessantemente, sua atividade em células de 

leucemia foi diminuída na presença de resveratrol, o que culminou em diminuição da 

viabilidade e morte celular (Yoon et al., 2002). Entretanto, ainda não há uma concordância de 

qual mecanismo está implicado nesse processo. Postula-se, porém, envolvimento de produção 

de EROs, mas, ainda faltam comprovações consistentes sobre como elas estariam atuando 

(Ahamed et al., 2006; Schinaider et al., 2009). 

Baseando-se nessas evidências é notável a importância de investigar se o resveratrol 

induz a produção de espécies reativas de oxigênio e qual sua relação com a modulação da 

atividade da caseína cinase 2 em modelos de células de carcinoma mamário humano, como 

uma forma de avaliar uma possível via de regulação de morte celular e ação terapêutica deste 

composto. 
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2.Objetivos 

 

2.1  Geral 

 

Investigar as ações citotóxicas do resveratrol a partir da relação entre estresse oxidativo 

e da enzima caseína cinase 2 em células de carcinoma mamário humano MCF-7.  

 

2.2 Específicos 

 

 Determinar a citotoxicidade do resveratrol na presença ou ausência dos 

antioxidantes N-acetilcisteina, Glutationa reduzida, catalase e polietilenoglicol-catalase nas 

células MCF-7; 

 Determinar a citotoxicidade do inibidor específico da caseína cinase 2 TBB na 

presença ou ausência dos antioxidantes N-acetilcisteina, Glutationa reduzida, catalase e 

polietilenoglicol-catalase nas células MCF-7; 

 Avaliar os efeitos do resveratrol sobre a produção de espécies reativas de 

oxigênio em células tratadas com o composto antioxidante polietilenoglicol-catalase ou com 

TBB em células MCF-7; 

 Avaliar os efeitos do resveratrol sobre a atividade da enzima CK2 nas células 

MCF-7 e comparar com células normais de mama linhagem HB2;  

 Comparar os efeitos do resveratrol e do TBB sobre a atividade da CK2 na 

presença e ausência de polietilenoglicol-catalase nas células MCF-7; 

 Verificar os efeitos do resveratrol e do TBB sobre o potencial de membrana 

mitocondrial na presença ou ausência polietilenoglicol-catalase nas células MCF-7; 

 Avaliar a viabilidade oral e propriedades moleculares do resveratrol pela regra 

de Limpinsk. 
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3. Material e métodos 

 

3.1. Reagentes 

 

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analítico. Trans 

Resveratrol, 4, 5, 6, 7-Tetrabromo-2-azabenzimidazol (TBB), coquetel de inibidores de 

proteases, brometo de 3(dimetiltiazol-2yl) 2,5 difenil tetrazólio (MTT), insulina bovina e 

fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), N-acetilcisteína (NAC), Glutationa reduzida (GSH), 

catalase, Polietilenoglicol-catalase (PEG-catatalase), sonda fluorescente JC-1 e 2’7 diacetato 

de diclorofluroesceina (H2DCFDA) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). 

Ácido ocadáico foi adquirido da Roche Applied Science (Indianapolis, IN, EUA); DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium) e penicilina/estreptomicina da Invitrogen (Carlsbad, 

CA, EUA); soro fetal bovino da Cultilab (Campinas, SP, BR). O Kit CycLex® CK2 activity 

da MBL (International, Woburn, MA).  

 

3.2. Manutenção das Culturas celulares 

 

As linhagens de células epiteliais de câncer de mama humano, MCF-7 e célula normal 

de mama HB2 foram cultivadas em garrafas de polietileno e poliestireno transparentes com 

área de 25cm2. 

Para a linhagem MCF-7, o meio utilizado para cultura consiste em DMEM 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium) 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 e 100 unidades/mL de 

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

A HB2 foi cultivada 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 e 100 unidades/mL 

de penicilina G e 100 μg/mL de sulfato de estreptomicina acrescido de 0,5 µg/mL de 

hidrocortisona, 0,5% v/v de penicilina e 5% estreptomicina (v/v )1% glutamina v/m. 

Ambas as linhagens celulares foram mantidas a 37°C em uma atmosfera de 5% de 

CO2 (Jin, et al., 2009). Para a realização dos experimentos as células foram subcultivadas na 

mesma densidade inicial e após alcançarem 70 – 80 % de confluência. 
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3.3. Ensaio de viabilidade celular  

 

3.3.1. Tratamento 

 

As células foram subcultivadas em placas com 96 poços e após 24h incubadas em 

diferentes tempos (3, 24 e 48h), com concentrações diferentes ou crescentes de trans-

resveratrol (0, 50, 100, 200, 300, 400 µM) diluído em 0,5% de Dimetilsulfóxido (DMSO) ou 

TBB (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400 µM) igualmente diluído em 0,5% de DMSO. 

 

3.3.2 Ensaio de viabilidade por 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 PBS a 37oC. 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 em frequência de onda 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 com relação ao controle 

(considerado como tendo uma viabilidade celular correspondente a 100%). 

 

3.4. Mensuração da formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

3.4.1. Tratamento para a mensuração de EROs 

 

As células MCF-7 foram subcultivadas em placas de 24 poços e as espécies reativas de 

oxigênio foram medidas na cultura de células MCF-7 tratadas com resveratrol 200 µM ou 100 

µM de TBB na presença ou ausência de 500 U/mL PEG-catalase por 3 ou 24 horas. Como 

controle, as células foram tratadas com 0,5% do volume total de meio de cultura de DMSO à 

100%, veículo dos compostos. 
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3.4.2 Ensaio de mensuração de EROs 

 

Após os respectivos tratamentos, o meio de cultura foi retirado e as células foram 

lavadas em tampão fosfato salino (PBS), tripsinizadas, contadas e ajustadas à 3  105. Em 

seguida, foram ressuspendidas em 500 µL de tampão contendo H2DCFDA (2’, 7'-diacetado 

de diclorofluresceína) por 1 hora.  

A fluorescência produzida pela oxidação da diclorofluresceína foi lida em fluorímetro 

com excitação de507 e emissão de 530 nm.  

 

3.5. Avaliação da viabilidade celular após tratamento com resveratrol e TBB 

na presença de antioxidantes e enzimas antioxidantes 

 

3.5.1. Tratamento para ensaio de viabilidade 

 

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

avaliada nas culturas tratadas com; 0, 0,5, 1, 2 e 5 mM de NAC, 0, 500, 750 µM de GSH, 500 

U/ml de Catalase e 500 U/ml de PEG-catalase por 3 e 24 horas. 

Igualmente, as células foram tratadas com os antioxidantes e enzimas antioxidantes 

por 30 min e em seguida foram adicionados, resveratrol à 100 e 200 µM ou TBB 100 e 200 

µM, também por 3 e 24 horas.  

Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO à 100%, veículo dos 

compostos. 

 

3.5.2. Ensaio de viabilidade 

 

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

como descrito no item 3.3.2. 
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3.6. Determinação da atividade da enzima Caseína Cinase 2  

 

3.6.1. Tratamento para dosagem da atividade da CK2 

 

As células MCF-7 foram subcultivadas em placas de Petri de 20 mm e 200 µM de 

trans-resveratrol ou 100 µM de TBB foram adicionados na presença ou ausência de 500 

UI/mL de PEG-catalase por 24h. 

Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO à 100%, veículo dos 

compostos. A cultura de célula de mama normal HB2 foi igualmente subcultivada, contudo na 

ausência dos compostos. 

 

3.6.2. Obtenção dos extratos celulares para dosagem de atividade de CK2 

 

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, ácido etilenodiamino tetra-acético 10 mM (EDTA), Ortovanadato 

de Sódio 1mM, Fluoreto de Sódio 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 fenilmetanosulfonofluorídeo (PMSF)]. As células foram removidas dos recipientes 

utilizando cell scraper. 

Os extratos celulares foram colocados em um tubo tipo eppendorff, que foi 

centrifugado por 5 minutos a 4 ºC e10.000 RPM. A concentração de proteína foi determinada 

pelo método de Lowry (Lowry, et al., 1951) usando como padrão albumina de soro bovino 

(BSA). O lisado celular foi armazenado em tubo eppendorff e estocado, para análises 

posteriores. 

 

3.6.3. Ensaio de atividade de CK2 

 

A atividade da caseína cinase 2 foi mensurada pelo Kit CycLex® CK2 activity (MBL 

International, Woburn, MA). O meio de reação contendo o extrato celular da MCF-7 ou HB2 

(1mg/ml) tampão de cinase, e ATP 100 M foi adicionado a uma placa de 96 poços pré-

revestida com o substrato p53 recombinante, que apresenta um resíduo de serina fosforilável 

por CK2.  
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Depois de 30 minutos os poços foram lavados com Tween 2% e foi adicionado 

anticorpo anti-fosfoserina (detector específico que reconhece apenas a forma fosforilada da 

serina 46 da p53 conjugada com peroxidase) e deixou-se incubar por 60 minutos.  

Após a incubação, o anticorpo foi retirado, os poços foram lavados com PBS-Tween 

2%, em seguida foi adicionado o substrato cromogênico tetra-metilbenzidina (TMB) e 15 

minutos depois se adicionou ácido sulfúrico 0,5 N para parada da reação. 

A reação foi quantificada por espectrofotometria à 450nm, o que reflete a quantidade 

relativa de atividade de CK2 na amostra.  

 

3.7. Determinação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 

 

3.7.1. Tratamento para determinação do ΔΨm 

 

As células MCF-7 foram subcultivadas e após 24h quando alcançaram 80-90% de 

confluência elas foram tratadas com 0, 50, 100 e 200 µM de resveratrol ou TBB por 3 e 24 

horas. Igualmente, as placas foram subcultivadas e tratadas com 0 e 500 UI/mL de PEG-

catalase e após 30 min com 200 µM de resveratrol ou 100 µM de TBB. 

Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO à 100%, veículo dos 

compostos. 

 

3.7.2. Ensaio para determinação do ΔΨm 

 

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado pela utilização da sonda 

flurescente JC-1 (iodeto de 5,5’, 6,6’ -tetracloro1, 1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina), 

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, ele forma agregados 

no interior da mitocôndria, com mudanças nas suas propriedades fluorescentes. No estado 

monomérico, o corante fluoresce verde, enquanto no 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 acumulando-se no citoplasma emitindo uma 

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

proporção de intensidade de fluorescência vermelho/verde (Mehta & Shana, 2006). 
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Após a incubação por 24 horas, as células MCF-7 foram lavadas em tampão PBS e 

incubadas com 10μg/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 excitação e emissão, respectivamente. Os valores 

foram expressos pela razão da emissão entre a fluorescência vermelho/verde (590/530).  

 

3.8Análise da Viabilidade oral e das propriedades moleculares e ADMET do 

resveratrol  

 

Com o intuito de estimular mais experimentos in vivo e ensaios clínicos com o 

resveratrol, realizamos uma análise da relação estrutura-atividade, utilizando o recurso de 

modelagem molecular para avaliar as propriedades de absorção, distribuição, metabolismo, 

excreção e toxicidade (ADMET) in silico do resveratrol. Utilizou-se o AdmetSAR, uma 

ferramenta computacional aberta e abrangente, acessível gratuitamente pelo endereço 

eletrônico http://www.admetexp.org, que pode ser utilizada na avaliação de propriedades 

ADMET in silico de diversas moléculas. Este recurso também contempla a análise dos 

critérios clássicos de Lipinski a qual avalia o número de doadores e de receptores ligantes de 

hidrogênio, peso molecular do composto e coeficiente de partição octanol/água (clogP) 

(Lipinski, 1997). 

 

3.9  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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4. Resultados 

 

4.1. Efeito do resveratrol na viabilidade da MCF-7 

 

Anteriormente, já foi demonstrado que o resveratrol atua nos três estágios da 

carcinogênese; iniciação, promoção e progressão (Athar, et al., 2007). Para analisar seu efeito 

sobre a linhagem de células de câncer de mama MCF-7 foi realizado o ensaio de viabilidade 

celular por redução de MTT. As células foram tratadas com diferentes concentrações de trans-

resveratrol por 24 e 48 horas (Figura 15). 

O resultado obtido após 24 horas mostrou que a viabilidade celular foi reduzida em até 

74% na concentração de 400 µM com um IC50 de 238 µM. Em 48 horas, na concentração de 

400 µM, ocorreu uma diminuição da viabilidade celular em torno de 76%, apresentando um 

IC50 de 151 µM. Esses dados indicam que a viabilidade celular diminuiu de maneira dose e 

tempo dependente em relação às células controle, sugerindo assim, que o resveratrol apresenta 

um efeito citotóxico para as células MCF-7. 
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FIGURA 15 – Dependência da concentração de resveratrol na viabilidade celular das células 

MCF-7. As células MCF-7 foram plaqueadas em placa de 96 poços com meio DMEM, 10% de soro fetal 

bovino, 2.0 g/L HEPES e 5.0 g/ml insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. O resveratrol foi adicionado 

em diferentes concentrações e o ensaio de viabilidade por MTT foi realizado logo em seguida como descrito no 

item 3.3.2. Células incubadas com resveratrol por 24 (●) e 48 (○) horas. Os valores representam médias ± EP 

(n=3). P < 0,05 
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4.2 Mensuração da produção de EROs em células MCF-7 tratadas com 

resveratrol 

 

Embora os polifenóis sejam geralmente reconhecidos como antioxidantes, observações 

os descrevem também como pró-oxidantes. Sendo assim, a produção de EROs pelos 

compostos polifenóis desencadeia uma série de eventos celulares que podem culminar com a 

morte das células cancerosas (Khan et al., 2012).  

Pesquisas realizadas com células de leucemia indicaram efeito no estado redox 

intracelular causado pelo resveratrol, apoiando que a atividade oxidante (anti ou pró), deste 

composto depende da sua concentração e do tipo de célula onde está atuando (Athar et al., 

2009).  

Sendo assim, para verificarmos o conteúdo de EROs nas células MCF-7 tratadas com 

resveratrol utilizamos a concentração de resveratrol igual a 200 µM, próxima ao IC50 

encontrado, e a 2’, 7'-diacetato de diclorofluoresceína (H2DCFDA), que uma vez dentro das 

células ela é oxidada pelas EROs em 2',7'-dichlorofluoresceina (DCF), uma molécula 

altamente fluorescente.  

Conforme mostra a figura 16, não observamos aumento significativo na quantidade de 

EROs em 3 horas (Figura 16 A), contudo, no tempo de 24 horas, a produção foi 

aproximadamente duas vezes maior nas células tratadas com trans-resveratrol por 24h (figura 

16 B) do que em células que não receberam qualquer tratamento. 
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FIGURA 16 – Produção de EROs pelo resveratrol na linhagem celular MCF-7. As células MCF-7 

foram plaqueadas em placa de 24 poços com meio D-MEM, 10% de soro fetal bovino, 2.0 g/L HEPES e 5.0 

µg/ml insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. 200µM de resveratrol foi adicionado e o ensaio de produção 

de EROs foi realizado com H2DCFDA como descrito no item 3.4.2. Figura (A) tempo de incubação 3h e Figura 

(B) tempo de incubação 24 horas. Os valores representam médias ± EP (n=3). * p ≤ 0,01, em relação ao controle. 

CRTL= controle, Rv = Resveratrol 
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4.3 Avaliação do efeito de antioxidantes sobre a viabilidade de células MCF-7 

tratadas com resveratrol  

 

Com o intuito de averiguar a existência de uma relação entre a diminuição da 

viabilidade celular com a produção de EROs na MCF-7 tratada com resveratrol, utilizamos o 

antioxidante N-acetilcisteína (NAC). Inicialmente verificamos se o antioxidante em questão 

interferia na viabilidade celular. Para isso, incubamos a MCF-7 com concentrações crescentes 

de NAC por 24h uma vez que neste tempo foi onde observamos aumento na produção de 

EROs, e realizamos o ensaio de MTT. O resultado, apresentado na figura 17 A mostra que, 

não houve alteração na viabilidade celular quando tratadas com diferentes concentrações de 

NAC. 

Tendo em vista a conhecida capacidade antioxidante do NAC e que o mesmo não 

alterou a viabilidade da MCF-7, investigamos se o pré-tratamento com NAC protegeria as 

células MCF-7 do efeito do trans resveratrol sobre a viabilidade celular. Para isso, a cultura de 

células MCF-7 foi tratada com diferentes concentrações de NAC e em seguida foram 

adicionados 200 µM de trans resveratrol, deixando-os incubando por 24h.  

Como resultado, destacamos que, ao tratar as células MCF-7 com resveratrol, a 

viabilidade celular reduziu aproximadamente 50%. No entanto, ao realizarmos o pré-

tratamento com o NAC, observamos que conforme aumentamos a concentração do 

antioxidante, notamos uma proteção das células quanto a diminuição de sua viabilidade 

causada pelo resveratrol. Esses dados sugerem que a diminuição da viabilidade celular 

observada com a incubação com resveratrol está relacionado ao aumento da produção de 

EROs, conforme pode ser visualizado na figura 17 B. 
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FIGURA 17 – Viabilidade da MCF-7 tratada com NAC na ausência e presença de resveratrol. 

As células MCF-7 foram plaqueadas em placa de 96 poços com meio DMEM, 10% de soro fetal bovino, 2.0 g/L 

HEPES e 5.0 g/ml insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. Painel (A) - foram adicionadas diferentes 

concentrações de NAC por 24h e Painel (B) - as células foram incubadas com diferentes concentrações de NAC 

por 30 minutos e posteriormente com 200 µM de resveratrol por 24 horas. O ensaio de viabilidade por MTT foi 

realizado logo em seguida Os resultados são expressos relativos aos respectivos controles e os valores 

representam médias ± EP (n = 3). ** p ≤ 0,01 em relação ao controle; # p ≤ 0,05 em relação a célula tratada com 

resveratrol #; ### p ≤ 0,001, em relação a célula tratada com RV. CTRL = controle; RV= resveratrol, NAC = n 

acetil cisteína  

A 

B 
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Averiguada a capacidade da NAC em proteger as células MCF-7 do efeito tóxico do 

trans resveratrol, novos experimentos foram desenvolvidos a fim de verificarmos se outros 

antioxidantes apresentariam o mesmo efeito. Glutationa reduzida (GSH) foi utilizada como 

antioxidante, uma vez que essa molécula é encontrada na maioria das células e é amplamente 

utilizada em pesquisas com sistemas biológicos, com a finalidade de avaliar o estado redox 

(Sies, 1999).  

Primeiramente, tratamos as células MCF-7 com concentrações crescentes de GSH por 

24h e fizemos o teste de viabilidade celular, onde verificamos que, diferentes concentrações 

de GSH não foram capazes de alterar a viabilidade celular das células MCF-7 (Figura 18 A). 

E em seguida observamos que GSH, assim como o NAC, foi capaz de proteger as células do 

efeito citotóxico do resveratrol (Figura 18 B). Sendo assim, esses dados sugerem que a 

produção de EROs aumentada em 24h na presença de trans resveratrol (conforme figura 17B) 

esteja associada à diminuição da viabilidade das células MCF-7.  

 

Figura 18 – Viabilidade celular de MCF-7 tratada com GSH e / ou resveratrol.  Painel A: 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 por 24 horas. Painel A as células foram semeadas e tratadas com 

diferentes concentrações de GSH. Painel B as células foram incubadas com diferentes concentrações de GSH 

por 30 minutos e posteriormente com 200 µM de resveratrol por 24 horas. O ensaio de viabilidade por MTT foi 

realizado logo em seguida Os resultados são expressos em % em comparação com o resultado controle e os 

valores representam médias ± EP (n = 3); ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001, Ø p ≤ 0,01 em relação às células incubadas 

com 50 mM GSH, ## p ≤ 0,01 em relação às células incubadas com resveratrol   CTRL = controle; RV 

resveratrol e GSH = glutationa reduzida. 
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A fim de verificarmos outra classe de antioxidantes que poderia interferir na viabilidade 

celular, utilizamos a enzima catalase, na qual reage com H2O2 produzindo H2O e O2. Inicialmente, 

as células de câncer de mama foram incubadas com 100 e 200 μM de resveratrol, na ausência ou 

na presença da catalase, e após 24 horas foi realizado o ensaio de redução do MTT. 

O resultado evidenciou que o resveratrol, nas duas concentrações utilizadas, foi capaz de 

diminuir o número de células viáveis quando comparado às células que não foram tratadas com 

resveratrol, como mostrado anteriormente. Entretanto, não houve diferença quando as células 

foram incubadas com resveratrol em associação com a catalase (Figura 19). Esses dados sugerem 

que a catalase não foi capaz de proteger as células MCF-7 do efeito citotóxico do resveratrol. 

Cabe mencionar que na presença de catalase, a diminuição da viabilidade com resveratrol 100 µM 

foi menos pronunciada, quando comparada às células incubadas somente com resveratrol  
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Figura 19 – Viabilidade celular de MCF-7 tratada com resveratrol e catalase. Células MCF-7 

foram plaqueadas em placas de 96 poços em meio DMEM 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 foi 

adicionado nas concentrações de 100 µM ou 200 µM e catalase adicionada em concentração de 500U/ml ao 

controle foi adicionado 0,5% (v/v) de DMSO, veículo do Resveratrol. As células foram incubadas durante 24 

horas. O ensaio de viabilidade por MTT foi realizado logo em seguida Os resultados são expressos em % através 

da comparação com o resultado do respectivo controle e os valores representam médias ± EP (n = 3). 

Significativo em relação ao controle * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001. CTRL = controle; RV resveratrol. 

CAT = catalase 
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Ao verificar que a catalase não protegeu as células do efeito do resveratrol sobre a 

viabilidade celular, tornou-se necessária à utilização de outro composto, a PEG-catalase 

(polietilenoglicol-catalase). A PEG-Catalase possui cadeia lipofílica facilitando a entrada da 

referida enzima pela membrana plasmática, uma vez que ela não consegue atravessar esta 

membrana. Desta forma verificaremos se a formação de H2O2 sugerida anteriormente pode ser 

intracelular. 

As células de câncer de mama foram incubadas na ausência ou presença de 100 ou 200 

μM de resveratrol em associação com PEG-catalase. O resveratrol foi capaz de diminuir o 

número de células viáveis e por outro lado, o tratamento com a PEG- Catalase preservou as 

células do efeito citotóxico do resveratrol (Figuras 20 A e B). Deste modo, sugerimos que 

H2O2 intracelular pode ter sido produzido pelas células de câncer de mama MCF-7 tratadas 

com resveratrol. Por consequência, o resultado sugere que a produção de H2O2 pode ser a 

causa da diminuição da viabilidade celular observada. 

 

 

Figura 20 – Viabilidade celular de MCF-7 tratada com resveratrol e Peg-catalase. Células MCF-7 

foram subcultivadas 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 foi 

adicionado nas concentrações de 100 µM ou 200 µM e PEG-catalase adicionada em concentração de 500 U/ml. 

As células foram incubadas durante 24 horas. O ensaio de viabilidade por MTT foi realizado logo em seguida Os 

resultados são expressos relativos ao resultado das células controle, adicionado 0,5% (v/v) de DMSO e os 

valores representam médias ± EP (n = 3). ** p ≤ 0,05 em relação ao controle; *** p ≤ 0,01 em relação ao 

controle. # p ≤ 0,05 em relação á célula tratada com resveratrol 100 M #; p ≤ 0,01em relação a célula tratada 

com resveratrol 200 M. CTRL = controle; RV resveratrol PEG-Catalase = PEG catalase. 
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Tendo em vista o efeito dos antioxidantes e especialmente da enzima da PEG-Catalase 

sobre a viabilidade das células MCF-7 tratadas com resveratrol, investigamos se esta enzima 

seria também capaz de inibir a produção de EROs induzida por este composto. Com essa 

finalidade, utilizamos o indicador celular permeável H2DCFDA e observamos uma 

diminuição de aproximadamente 50% da produção de EROs quando a célula foi pré-incubada 

com a enzima e o resveratrol comparada com a MCF-7 que somente recebeu o tratamento 

com o resveratrol (Figura 21). 

 

 

Figura 21 – Produção de EROs em células MCF-7 tratadas com resveratrol e Peg-catalase. 

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. O 

resveratrol 200 µM e a PEG-catalase 500 UI/ml foram adicionados, como mostrado na abcissa. As células foram 

incubadas por durante 24 horas e a produção de EROs mensurada utilizando H2DCFDAOs valores representam 

médias EP (n=3). Os resultados são expressos por meio da comparação com o resultado controle. * p ≤ 0,01em 

relação ao controle. CTRL = controle; RV = resveratrol; PEG-catalase = PEG- catalase. 
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4.4 Efeito do resveratrol sobre a atividade da CK2 

 

Diferentemente da grande maioria das proteínas cinases, que se tornam ativas apenas 

em resposta a estímulos específicos, a CK2 é ativa constitutivamente mesmo sob condições 

normais e sem ganho de função. No entanto, a atividade da CK2 é anormalmente elevada em 

células de câncer, pois se acredita ser esse um fator importante capaz de gerar um ambiente 

favorável para o desenvolvimento da malignidade (Ruzzene et al., 2010). Sendo assim, a CK2 

já foi descrita como alvo molecular para o tratamento de câncer e por isso avaliamos se a 

produção de EROs observada quando as células MCF-7 foram tratadas com resveratrol teria 

alguma relação com a atividade da CK2. Primeiramente avaliamos a atividade da CK2 nas 

células MCF-7 e em uma linhagem de células normais de mama HB2.  

A figura 22 mostra que a CK2 apresentou uma atividade duas vezes maior na célula 

de câncer MCF-7 quando comparada às células normais. Além disso, quando as células MCF-

7 foram tratadas com resveratrol, por 24 horas, a atividade enzimática se equiparou com a das 

células normais. 

 

 

FIGURA 22- Atividade da CK2 nas células MCF-7 e HB2. As células MCF-7 foram pré-incubadas 

com 200 μM resveratrol ou veículo (dimetil sulfóxido, DMSO 0,5%) por 24 horas. A MCF-7 e a HB2 cultivada 

conforme descrito no item 3.2..Os extratos celulares foram obtidos e a atividade foi determinada utilizando 

CycLex ® CK2 activity Kit (MBL International, Woburn, MA). Os valores representam médias ± EP (n=3).  *** 

p ≤ 0,001 em relação a HB2. Rv= resveratrol 
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Em seguida, avaliamos o efeito do resveratrol sobre a atividade da CK2 nas células 

MCF-7 na presença ou ausência de PEG-catalase e verificamos que a enzima antioxidante foi 

capaz de manter a atividade da CK2 na presença de resveratrol, uma vez que o mesmo isolado 

é capaz de diminuir cerca de 50% da atividade da CK2. Considerando que o polifenol reduziu 

a atividade da CK2 e que essa redução não aconteceu quando  a célula foi pré-incubada com a 

enzima antioxidante (Figura 23), sugerimos que as EROs, produzidas pelo composto, são 

responsáveis por modular a atividade da CK2 nas células de câncer de mama MCF-7. 

 

FIGURA 23- Atividade da caseína cinase 2 (CK2) nas células MCF-7 tratadas com resveratrol 

por 24 horas na ausência e na presença de PEG-catalase. As células MCF-7 foram pré-incubadas com 

200 μM resveratrol na presença ou ausência de PEG-catalase 500 UI/ml ou veículo (dimetil sulfóxido, DMSO 

0,5% (v/v)) por 24 horas. Os extratos celulares foram obtidos e a atividade determinada utilizando CycLex ® 

CK2 activity Kit (MBL International, Woburn, MA). Os valores representam médias ± EP, (n=3).  ** p ≤ 0,001 

em relação ao controle ## p ≤ 0,001 em relação ao resveratrol. CRTl= controle; PEG-catalase= PEG-catalase; 

RV= resveratrol. 

4.5 Efeito do resveratrol sobre o ΔѰm da MCF-7  

 

Em células de câncer de próstata foi demonstrado que a utilização de um inibidor de 

atividade de CK2, o TBB, causa alteração do potencial de membrana mitocondrial (Qaiser et 

al., 2014)). Assim, avaliamos o potencial de membrana mitocondrial das células MCF-7 

tratadas com diferentes concentrações de resveratrol utilizando a sonda fluorescente JC-1. 

Quando comparadas com as células controle (Figura 24), o resveratrol promoveu uma 

diminuição do ΔѰm em 3 ou 24 horas de incubação.  
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Figura 24– Avaliação do potencial de membrana mitocondrial da célula MCF-7 tratada com 

diferentes concentrações de Resveratrol. 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 foi adicionado nas concentrações de 100 µM ou 200 µM e 

PEG-catalase adicionada em concentração de 500 UI/ml por 3 (A) ou 24 (B) horas. Os resultados estão 

expressos em valores absolutos da razão 590/530 em cada condição. Os valores representam médias ± EP (n = 

3). ** p≤ 0,05 *** p≤ 0,0,005 em relação ao controle sem resveratrol (ANOVA). Rv= resveratrol 

*** 
*** 

B 

A 
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Em seguida, com o intuito de verificar se o aumento da produção de EROs estava 

relacionada à disfunção mitocondrial observada quando as células MCF-7 foram tratadas com 

resveratrol, a cultura celular foi tratada com resveratrol na presença ou ausência de PEG--

catalase por 3 e 24 horas e realizado o ensaio com o JC-1. Com o resultado demonstrado na 

figura 25 verificamos que a PEG-catalase preveniu a diminuição do potencial de membrana 

mitocondrial das células MCF-7. 

 

Figura 25 – Avaliação do potencial de membrana mitocondrial das células MCF-7 tratadas com 

Resveratrol e/ou PEG-catalase Células MCF-7 foram subcultivadas em placas de 96 poços em meio 

DMEM 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 foi adicionado na concentração de 200 µM e PEG-

catalase adicionada em concentração de 500 UI/ml. As células foram incubadas durante 3 (A) e 24 (B) horas. Os 

resultados estão expressos em valores absolutos da razão 590/530 em cada condição. Os valores representam 

médias ± EP (n = 3). * p ≤ 0,01 em relação ao controle. CRTl=controle; PEG-CAT= PEG-catalase; RV= 

resveratrol 
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4.6 Efeito do TBB na atividade da CK2 e a viabilidade das células MCF-7  

 

O TBB é um conhecido inibidor de atividade de CK2 (compete com ATP no sítio 

catalítico da CK2) (Sarno et al, 2001). O próximo conjunto de resultados apresenta o efeito do 

TBB sobre a atividade da CK2 em células MCF-7 tratadas ou não com resveratrol.  

Primeiramente, para confirmar se o TBB teria efeito sobre a atividade da CK2, 

tratamos as células MCF-7 com TBB por 24 horas. Verificamos que 100 µM de TBB inibiu a 

atividade da CK2 de forma similar ao tratamento com 200 µM de resveratrol (Figura 26).  

 

FIGURA 26 - Atividade da CK2 nas células MCF-7 tratadas com TBB ou RV por 24 horas. As 

células MCF-7 foram pré-incubadas com 100 μM de TBB ou 200 µM de resveratrol ou veículo (dimetil 

sulfóxido, DMSO 0,5%) por 24 horas. As células MCF-7 foram lisadas, e a atividade foi determinada utilizando 

CycLex ® CK2 activity Kit (MBL International, Woburn, MA). Os valores representam médias ± SE e estão 

expressos em relação ao controle sem resveratrol e TBB (n=3).  * p ≤ 0,001 em relação ao controle.  

 

Em seguida, avaliamos a relação entre inibição da CK2 e viabilidade das células MCF-

7. Com esse intuito, realizamos uma curva dose-resposta utilizando o TBB. A cultura de 

células foi incubada com concentrações crescentes de TBB (0-200 µM) por 24 horas. O 

resultado apresentou uma diminuição da viabilidade celular de uma maneira dose-dependente 

apresentando um IC50 de 106 µM (Figura 27).  
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FIGURA 27- Viabilidade de células MCF-7 tratadas com TBB. As células MCF-7 foram plaqueadas 

em placas de 96 poços na presença de D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 3,7 g / L HEPES, 2,0 g / L 

NaHCO3 e 5,0 µg de insulina / ml à 37 º C com atmosfera contendo 5% de CO2. As células foram incubadas com 

diferentes concentrações de TBB por 24 horas. O ensaio de viabilidade foi realizado pelo método do MTT Os 

resultados são expressos em % do controle e os valores representam médias ± SE (n = 3) p. < 0,05 
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4.7 Efeito do TBB sobre a produção de EROs nas células MCF-7 

 

Anteriormente sugerimos que o tratamento com resveratrol induziu ao aumento da 

produção de EROs e que esse efeito estaria relacionado com a inibição da atividade da CK2 

na cultura de células MCF-7 Tendo em vista que o TBB é um inibidor específico da atividade 

da CK2 e que este composto reduziu a viabilidade das células MCF-7, avaliamos se o seu 

efeito inibitório igualmente ocorreu por meio da produção de EROs. 

Desta forma, primeiramente tratamos as células com TBB, na concentração de 100 µM 

(próximo ao seu IC50) por 3 ou 24 horas e em seguida utilizamos H2DCFDA. Como 

observamos na figura 28, o TBB foi capaz de diminuir a produção de EROs em 3 horas 

(Figura 28 A) e em 24 horas gerou um pequeno aumento na produção de EROs, no entanto, 

não foi estatisticamente significativo (Figura 28 B). 

 

 

FIGURA 28 – Produção de EROs nas células MCF-7 na presença de TBB. As células MCF-7 foram 

plaqueadas em placa de 24 poços com meio D-MEM, 10% de soro fetal bovino, 2.0 g/L HEPES e 5.0 g/ml 

insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. 100 µM de TBB foi adicionado e o ensaio de produção de EROs 

foi realizado com H2DCFDA. (A) tempo de incubação 3h e (B) tempo de incubação 24 horas. Os valores 

representam médias ± SE (n=3). * p ≤ 0,001 em relação ao controle. CRTL=controle 
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 Não tendo sido observado um aumento na produção de EROs nas células 

MCF-7 incubadas com TBB por 24 horas, procuramos avaliar se a viabilidade destas células 

tratadas com TBB na concentração aproximadamente duas vezes maior do que seu IC50 seria 

ou não influenciada na presença de antioxidantes e enzimas antioxidantes. 

 Com esse objetivo, pré-incubamos as células MCF-7 com NAC, em seguida 

realizamos o tratamento com TBB por 24 horas e por fim realizamos o ensaio de MTT. O 

TBB reduziu a viabilidade da MCF-7, contudo, o antioxidante em questão não protegeu a 

célula deste efeito (Figura 29).  

 

 

 

FIGURA 29 – Viabilidade das células MCF-7 tratadas com NAC na ausência e presença de 

TBB. As células MCF-7 foram plaqueadas em placa de 96 poços com meio D-MEM, 10% de soro fetal bovino, 

2.0 g/L HEPES e 5.0 g/ml insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. Foram adicionadas diferentes 

concentrações de NAC na presença de 200 µM de TBB por 24 horas. O ensaio de viabilidade foi realizado pelo 

método do MTT. Os valores representam médias ± EP (n=3) expressos em relação ao controle, sem TBB. *** p 

≤ 0,005 em relação ao controle. CTRL=controle 
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O passo seguinte foi verificar se outros antioxidantes ou enzimas antioxidantes 

apresentariam resultado semelhante ao NAC. Deste modo a cultura de células MCF-7 foi pré- 

incubada com GSH, catalase, posteriormente adicionado TBB por 24 horas e por fim, 

realizado o ensaio com o MTT. O TBB inibiu a viabilidade celular, porém o GSH, catalase, 

assim como o NAC, não protegeram as células do seu efeito (Figuras 30 e 31). 

 

 

FIGURA 30– Viabilidade das células MCF-7 tratadas com GSH na ausência e presença de TBB. 

As células MCF-7 foram plaqueadas em placa de 96 poços com meio D-MEM, 10% de soro fetal bovino, 2.0 

g/L HEPES e 5.0 g/ml insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. Foram adicionadas diferentes 

concentrações de GSH na presença de 200 µM de TBB por 24 horas. O ensaio de e viabilidade foi realizado pelo 

método do MTT. Os valores representam médias ± EP (n=3). *** significativo em relação ao controle p ≤ 0,005. 
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FIGURA 31– Viabilidade das células MCF-7 tratadas com catalase na ausência e presença de TBB. As 

células MCF-7 foram plaqueadas em placa de 96 poços com meio D-MEM, 10% de soro fetal bovino, 2.0 g/L 

HEPES e 5.0 g/ml insulina a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. Foi adicionado 500UI/ml na presença de 

200µM de TBB por 24 horas. O ensaio de viabilidade foi realizado pelo método do MTT. Os valores 

representam médias ± EP (n=3). *** significativo em relação ao controle p ≤ 0,005. CRTL= controle; CAT = 

Catalase 

 

 Como observamos que NAC e GSH e catalase não foram capazes de proteger a 

célula MCF-7 da ação de 200µM de TBB, avaliamos a viabilidade celular de MCF-7 tratadas 

com 100µM de TBB, concentração próximo a seu IC50 (na presença ou ausência de PEG-

catalase.  O resultado da figura 32 demonstrou que a PEG-catalase da mesma forma que o 

NAC, GSH e catalase não protegeu a viabilidade celular da MCF-7 do efeito do TBB.  

Esses dados indicam que, independente da concentração de TBB 100 µM (próximo a 

seu IC50) ou 200µM (semelhante a concentração utilizada no tratamento com resveratrol), os 

antioxidantes e enzimas antioxidantes utilizadas não protegeram a viabilidade da célula MCF-

7.  

 



60 

 

 

Figura 32– Viabilidade das células MCF-7 tratadas com TBB e PEG-catalase. 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 TBB foi adicionado 

nas concentrações de 100 µM e PEG-catalase adicionada em concentração de 500UI/ml. As células foram 

incubadas durante 24 horas. O ensaio de viabilidade foi realizado pelo método do MTT. Os resultados são 

expressos por meio da comparação com o resultado controle e os valores representam médias ± SE (n = 3). * 

significativo em relação ao controle p ≤ 0,05. CTRL = Controle; PEg=PEG-catalase 

 

4.8 Atividade da CK2 nas células MCF-7 tratadas com TBB e PEG-Catalase 

 

A fim de verificar se o TBB poderia reduzir a atividade da CK2 em células de câncer 

de mama MCF-7 sem ter ocorrido produção de EROs, verificamos, nessas células, se a PEG-

catalase seria capaz de proteger a atividade da CK2 do efeito do TBB. 

Com esse intuito, as células MCF-7 foram tratadas com 100 µM de TBB na presença 

ou ausência de PEG-catalase por 24h e a atividade da CK2 foi mensurada. Verificamos que a 

inibição da atividade da CK2 após o tratamento com TBB persistiu mesmo quando a PEG- 

catalase foi utilizada em conjunto (Figura 33). Desta forma sugerimos que a inibição da CK2 

pelo TBB não ocorre pela produção de EROs, ao contrário do que observamos na cultura de 

células tratada com resveratrol.  

 



61 

 

 

 

FIGURA 33- Atividade da CK2 nas células MCF-7 tratadas com TBB por 24 horas na ausência 

e na presença de PEG-catalase. As células MCF-7 foram pré-incubadas com 100 μM TBB na presença ou 

ausência de PEG-catalase 500 UI/ml ou veículo (dimetil sulfóxido, DMSO 0,5% (v/v)) por 24 horas. A atividade 

enzimática foi determinada utilizando CycLex ® CK2 activity Kit (MBL International, Woburn, MA). Os 

resultados são expressos por meio da comparação com o resultado controle e os valores representam médias ± 

EP (n = 3). ANOVA **p≤ 0,05 ***p≤0,005. CRTl= controle; PEg=PEG-catalase 

 

4.9 Mensuração do potencial de ΔѰm das células MCF-7 tratadas com TBB 

 

Como o resveratrol em células MCF-7 mostrou-se capaz de levar a produção de EROs 

que acarretou na diminuição da atividade da CK2 ocasionando diminuição do potencial de 

membrana mitocondrial (ΔѰm), tornou-se imprescindível a mesma análise na célula tratada 

com TBB. 

Verificamos que o TBB, assim como o resveratrol, interfere no ΔѰm tanto em 3 horas 

como em 24 horas, uma vez que o ΔѰm reduziu significativamente na presença de 100 e 200 

µM de TBB (Figura 34). 
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Figura 34 – Avaliação do potencial de membrana mitocondrial das células MCF-7 tratadas com 

diferentes concentrações de TBB. Células MCF-7 foram subcultivadas 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 TBB foi adicionado nas concentrações de 100 µM ou 200 µM por 3 

(painel A) ou 24 horas (painel B). Os resultados estão expressos em valores absolutos da razão 590/530 em cada 

condição. Os valores representam médias ± EP (n = 3). * p ≤ 0,05 (ANOVA). CRTl=controle. 

 

Contudo, buscando confirmar que o mecanismo pelo qual o resveratrol inibe a CK2 e 

causa alteração do potencial de membrana mitocondrial é diferente do atribuído pelo TBB, 

tratamos primeiramente as células MCF-7 com PEG-catalase e em seguida incubamos com 

TBB por 3 ou 24 horas. Como resultado (Figura 35), observamos que a PEG-catalase não foi 

capaz de inibir o efeito provocado pelo TBB nos dois tempos analisados.  



63 

 

 

 

 

Figura 35– Avaliação do potencial de membrana mitocondrial das células MCF-7 tratadas com 

diferentes concentrações de TBB na presença ou ausência de PEG-catalase. Células MCF-7 foram 

subcultivadas em placas de 96 poços em meio DMEM 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. A PEG-catalase (500 

UI/ml) foi adicionada e em seguida as células foram incubadas com concentrações de 100 µM ou 200µM de 

TBB por 3 (painel A) ou 24 horas (painel B). Os resultados estão expressos em valores absolutos da razão 

590/530 em cada condição. Os valores representam médias ± EP (n = 3). * p≤ 0,05 ** p≤ 0,005 em relação ao 

controle (ANOVA). CRTL=controle; PEG=PEG-catalase 

 

4.10 Análise da viabilidade oral e das propriedades moleculares e ADMET do 

resveratrol 

 

Estudos recentes de intervenção clínica realizados com resveratrol são poucos e além 

disso, existem algumas discrepâncias entre os estudos in vivo com animais e ensaios (Park & 

Pezzuto, 2015) no entanto após demostramos um possível mecanismo do resveratrol sobre 

células de câncer de mama, o próximo passo foi confirmar o potencial deste composto em ser 

utilizado por via oral, encorajando assim mais futuros estudos in vivo,  

Segundo Lipinski et al. (1997), um fármaco para ter boa biodisponibilidade oral deve 

satisfazer os seguintes parâmetros: peso molecular menor do que 500 g/mol; clogP menor do 

que 5; máximo de cinco grupos doadores de ligação hidrogênio; máximo de dez grupos 

aceptores de ligação hidrogênio. Esses parâmetros físico-químicos são associados com a 

solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal e compreendem os primeiros passos para uma 

boa biodisponibilidade oral. Essa condição é conhecida como “Regra dos Cinco”, porque para 



64 

 

cada um dos quatro parâmetros, os valores encontrados são próximos a cinco ou múltiplos de 

cinco. 

Na análise in sílico, o resveratrol apresenta propriedades ADMET favoráveis e 

preencheu a “regra dos 5s” de Lipinski, mostrando ser bem absorvido, permeável, 

biodisponível e oralmente viável. Em relação à absorção, há probabilidade maior do que 50% 

do resveratrol ser permeável a barreira hemato-encefálica além de elevada probabilidade de 

ser absorvido no intestino humano e à linhagem de adenocarcinoma de cólon humano que 

mimetiza o epitélio gastrointestinal (Caco-2). Em relação à toxicidade, ele não se mostrou 

mutagênico, carcinogênico e com potencial de toxicidade aguda elevada (Tabela 3). . 

 

 Resveratrol 

  

Resul

tado 

 

Probabilidade 

(%) 

 Absorção 

Barreira Hemato-encefálica + 59,0 

Absorção intestinal Humana + 99,5 

Permeabilidade em Caco-2 + 89,5 

 Toxicidade 

Toxicidade de AMES Não 

tóxica 

84,1 

Carcinogênese Não 

carcinogênica 

78,2 

Toxicidade oral aguda III 68,2 

 Descritores moleculares de 

Lipinski 

Número de aceptores ligantes de hidrogênio 

(HBA ≤ 10) 5 

3 

Número de doadores ligantes de hidrogênio 

(HBD ≤ 5) 

3 

clogP (≤5) 2,97 

Peso molecular 228,24 

 

TABELA 3: Viabilidade oral, propriedades moleculares e propriedades ADMET do resveratrol: 

clogP, logaritmo do coeficiente de partição entre n-octanol e água do composto. A toxicidade oral aguda de 

compostos foi classificada em quatro categorias com base no critério da EPA dos EUA. A categoria III inclui 

compostos com valores de DL50 superiores a 500 mg/kg, porém menores do que 5000 mg/kg. 
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5.Discussão 
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 5 Discussão 

 

Os alimentos vegetais são fontes valiosas para a triagem de metabólitos secundários 

bioativos com ações importantes contra várias doenças (Fulda, 2010). Muitos desses 

compostos naturais têm mostrado eficácia contra diferentes tipos de cânceres, representando 

uma grande oportunidade para o descobrimento de novos medicamentos nesta área (Cragg 

2005; Yang & Piao, 2013). Dentre eles, os polifenóis vem recebendo grande destaque, tendo 

sido observada atividade contra câncer de pele, próstata colorretal, mama, entre outros 

(Chakrabarti & Jahandideh, 2014; Abbas et al 2013, Pampaloni et al., 2014). 

 O resveratrol é um polifenol, presente abundantemente em frutas, oleaginosas e 

no vinho tinto, com variadas funções biológicas, como antinflamatório, antiviral e 

antioxidante (Kulkarni & Cantó, 2014). Contudo, pouca atenção foi conferida às suas 

propriedades quimiopreventivas e quimioterápicas, até que Jang e colaboradores (1997) 

descreveram sua capacidade em inibir o crescimento de células tumorais.  

Atualmente, este composto foi descrito como indutor de parada do ciclo celular e 

apoptose em células de câncer de mama (Ferraz et al., 2012; Casanova et al., 2012). Além 

disso, apesar dos polifenóis serem geralmente reconhecidos como antioxidantes, eles também 

foram relatados podendo atuar como pró-oxidantes, causando danos ao DNA (Khan et al, 

2012; Kulkarni & Cantó, 2014). 

Pesquisas realizadas in vitro mostraram o efeito antiproliferativo do resveratrol em 

células de câncer de próstata, no qual se verificou que o composto em questão foi capaz de 

inibir o crescimento tanto em células hormônio sensível, quanto independentes de androgênio. 

Da mesma forma, investigamos o efeito do resveratrol sobre a viabilidade celular de células 

de câncer de mama estrogênio positiva (MCF-7). Observamos primeiramente que o 

tratamento com diferentes concentrações do resveratrol (0-400 µM) diminuíram a viabilidade 

das células de maneira tempo e dose dependentes, apresentando um IC50 de 238 µM para 24 

horas e IC50 de 151 µM para 48 horas. Outros trabalhos descreveram que, esse mesmo 

composto causou diminuição da viabilidade celular em outras linhagens de câncer de mama 

não responsiva a estrogênio (MDA MB231) além de bexiga, pulmão e sangue, entretanto, 

apresentando IC50 distintos (Aziz et al., 2006; Morris et al., 2002; Bai et al., 2009; Nguyen, 

2008). 

Cabe ressaltar que em células normais rim de macaco (VERO) já foi mostrado que o 

resveratrol apresenta um efeito citotóxico menor do que observado nas células MCF-7 
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(Casanova et al., 2012). Sendo assim, seu efeito citotóxico irá depender não somente do 

tempo e concentração, mas também do tipo e linhagem celular em questão. 

Estudos epidemiológicos sugerem que dietas ricas em polifenóis são associadas a 

menores riscos de desenvolvimento de algumas doenças em humanos. Este efeito protetor 

muitas vezes é atribuído a atividade antioxidante desses compostos (Halliwell, 2008). 

Contudo, seu papel no estado redox pode depender da sua concentração, reação com outros 

componentes do meio de cultura como íons metal de transição, do número total de grupos 

hidroxila na estrutura molecular ou da natureza do estresse oxidativo (Lapidot et al, 2002;)  

A epigalocatequina-3-galato (EGCG), um dos principais polifenóis constituintes do 

chá verde, foi capaz de suprimir a proliferação de células de linfoma de Burkitt e induzir a 

apoptose devido ao aumento da produção de EROs intracelular (Noda et al., 2007). 

Igualmente, em diferentes linhagens de células de câncer de pulmão, o resveratrol foi capaz 

de produzir EROs e causar dano ao DNA (Luo, 2013). Tal como ocorreu em células de câncer 

de pulmão, observamos, na cultura de células de câncer de mama MCF-7 tratada com 200 µM 

resveratrol, um aumento significativo na produção de EROs quando o tratamento foi realizado 

por 24h. Porém, em 3 horas de tratamento com resveratrol não observamos aumento da 

concentração de EROs  

Interessantemente já foi descrito que os polifenóis podem atuar como pró-oxidantes 

também devido à presença de níveis elevados de íons metálicos, como cobre, em células 

cancerosas (Khan et al., 2012). Este fato favorece a transferência de elétrons entre esses íons e 

polifenóis gerando EROs. Consequentemente, esse mecanismo quimiopreventivo pró-

oxidante pode ser comum para vários polifenóis mesmo que tenham diferentes estruturas 

químicas, além de explicar a citotoxicidade preferencial destes compostos em relação às 

células normais (Khan et al, 2013). 

N- acetilcisteína (NAC) é um derivado de cisteína com um grupo acetil ligado ao seu 

átomo de nitrogênio podendo ser oxidado por uma grande variedade de radicais, além de ter a 

capacidade de aumentar os níveis de glutationa (GSH). A GSH é um tripéptido, γ-L-glutamil-

L-cisteinilglicina, presente em todos os tecidos de mamíferos sendo o principal mecanismo de 

defesa antioxidante contra EROs (Shelly et al., 2013; Ribas et al., 2014). Desta forma, tanto o 

NAC quanto o GSH, têm sido utilizados para investigar sensibilidade redox de processos 

biológicos ou patológicos (Zafarullah et al., 2013). Sendo assim, se a elevação observada nos 

níveis de EROs nas células MCF-7 tratadas com resveratrol fosse responsável pela 

diminuição da viabilidade celular, a pré-incubação com esses antioxidantes poderia evitar o 

efeito promovido pelo composto. Primeiramente, o NAC e GSH foram empregados em 
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diferentes concentrações na cultura celular e observamos que os mesmos não interferiram 

sobre a viabilidade da célula estudada. Em seguida esses mesmos antioxidantes foram 

adicionados à cultura celular juntamente com o resveratrol protegendo-a do efeito citotóxico 

deste composto bioativo, confirmando que a viabilidade foi suprimida em decorrência da 

produção de EROs. 

As células de mamíferos apresentam outro eficiente mecanismo antioxidante 

composto pela catalase, capaz de depurar o peróxido de hidrogênio transformando-o em 

oxigênio e água (Schrader & Fahimi, 2006). Com a finalidade de analisar se as EROs geradas 

pelo resveratrol nas células MCF-7 era H2O2, verificamos se a catalase, igualmente ao NAC e 

GSH, inibiria a ação do resveratrol. Entretanto, a catalase não foi capaz de proteger do efeito 

promovido pelo resveratrol na viabilidade celular. Contudo, a catalase não pode penetrar nas 

membranas celulares, tendo sua ação restrita à conversão em água de peróxido de hidrogênio 

extracelular e por consequência, esse fato indicou que a produção de EROs observada poderia 

ser intracelular. Por isso utilizamos em seguida a polietilenglicol catalase (PEG-catalase). 

O polietileno glicol torna enzimas como a catalase mais permeáveis à membrana 

plasmática, facilitando sua a passagem para o meio intracelular. A incubação das células 

MCF-7 com PEG-catalase por 24 horas não alterou sua viabilidade. Adicionalmente, a pré-

incubação com PEG-catalase antes da adição do resveratrol protegeu a cultura de células do 

efeito citotóxico da molécula bioativa. Por fim, confirmamos que a produção de EROs nas 

células MCF-7 igualmente pré tratada com PEG-catalase, seguidas da adição de resveratrol 

foi equivalente à produção verificada nas células controle que, por sua vez, foi quase duas 

vezes menor do que a conferida na célula tratada apenas com resveratrol. Estes resultados 

sugerem que a EROs produzida pelo resveratrol (possivelmente peróxido de hidrogênio) 

estariam causando a diminuição da viabilidade celular das células MCF-7 assim como 

observado em diferentes linhagens de células de câncer de pulmão (Luo, 2013).   

A CK2, enzima chave envolvida em eventos como proliferação e apoptose celular, já 

foi referida como sendo inibida por peróxido de hidrogênio (Ryu, et al, 2006). Desta forma, 

no presente estudo buscamos avaliar em células de câncer de mama MCF-7, o efeito do 

resveratrol sobre a produção de espécies reativas de oxigênio EROs e sua relação com a 

modulação da atividade da caseína cinase 2. Essa cinase é amplamente distribuída em todos 

os organismos eucariotos, presente em vários compartimentos celulares, que atua fosforilando 

e interagindo com várias proteínas (Litchfield et al, 2003). Ela é conhecida por participar de 

processos fundamentais como proliferação e morte celular, assim como interagir com 

múltiplas vias de sinalização e apresenta atividade elevada em uma ampla variedade de 
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tumores como de próstata, cabeça e pescoço, entre outros (Faust et al., 1996, Kim et al., 

2007). Comparando a atividade da CK2 em uma linhagem de célula normal de mama HB2 

com a linhagem de célula de câncer de mama MCF-7, constatamos que ela era duas vezes 

maior na célula cancerosa, corroborando com o que já foi observado em outros tipos 

celulares. 

Fortes indícios indicam que esta enzima atua controlando as células de câncer por criar 

um ambiente favorável e assim proporcionar o crescimento neoplásico em vários aspectos 

(Ruzzene et al, 2010). Sua atividade elevada é capaz de aumentar o potencial transformador 

de oncogênes e neutralizar a eficácia de drogas antitumorais conhecidas, como por exemplo o 

melfalan. Da mesma forma, proporciona suporte a angiogênese e o mais importante, gera um 

amplo espectro de sinais pró-sobrevivência cuja vantagem seletiva é particularmente evidente 

para aqueles tumores cujo fenótipo é largamente dependente de defeitos apoptóticos (Hanahan 

et al, 2002). Desta forma, a CK2 tem se destacado como um alvo molecular para o 

desenvolvimento de novos fármacos contra câncer e consequentemente estratégias diferentes 

têm sido utilizadas para inibir a CK2 (Garay & Gray, 2014). 

Nessa tese mostramos que nas células MCF-7, o resveratrol foi capaz de produzir 

EROs quando realizada a incubação do composto a cultura por 24h. Da mesma forma já foi 

demonstrado que peróxido de hidrogênio reduz a atividade da CK2 (Ryu, et al., 2006). Nesse 

contexto, observamos que o resveratrol foi capaz de diminuir a atividade da enzima. 

Corroborando com este resultado, observamos que, ao pré incubar as células MCF-7 com 

PEG-catalase, antes de adicionarmos o resveratrol, com o intuito de inibir a produção de 

EROs, a atividade da enzima CK2 foi preservada do efeito do composto bioativo. Estes 

resultados sugerem que o EROs produzido nas células MCF-7 incubadas com resveratrol 

ocasionou a diminuição da atividade da CK2, consequentemente reduzindo a viabilidade 

celular. 

Já é conhecido que a CK2 pode estar localizada tanto em frações nucleares quanto 

citoplasmáticas da célula e que esta localização depende do estado em que a enzima se 

encontra. Somando-se a este fato, resultados recentes indicaram, em células de próstata, a 

presença da CK2 também em mitocôndrias. Além disso, foi sugerido que a CK2 mitocondrial 

possui um papel na regulação da permeabilidade da mitocôndria e consequentemente, no 

ΔѰm (Qaiser et al, 2014).  

Desde a descoberta de que alterações na membrana interna mitocondrial representa um 

passo crítico na regulação da via apoptótica intrínseca, as mitocôndrias têm sido vistas como 

organelas importantes no que se refere ao controle, morte celular, bem como vários aspectos 
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da sobrevivência da célula (Galluzz, 2014). Com o propósito de verificar se a inibição da 

atividade da CK2 ocorrida na presença de resveratrol causou nas células MCF-7, utilizou-se a 

sonda fluorescente JC-1 sabendo-se que, se concentra de forma agregada na mitocôndria 

viável quanto maior o ΔΨm. Assim, como relatado em células de câncer de próstata, onde 

inibidores de atividade de CK2 como o TBB causaram dissipação do ΔΨm após duas horas de 

tratamento (Qaiser et al, 2014), o resveratrol causou uma diminuição acentuada do ΔΨm nas 

células tratadas tanto por 3 como por 24h com o polifenol. 

Previamente discutimos que o resveratrol inibiu a atividade da CK2 por aumentar os 

níveis de EROs celulares EROs e já foi descrito que a diminuição da atividade da CK2 causa 

diminuição do ΔѰm em linhagens de células de câncer de próstata (Qaiser et al., 2014). 

Sendo assim, foi plausível avaliarmos se a PEG-catalase protegeria o potencial de membrana 

mitocondrial da célula MCF-7 tratada com resveratrol EROs. Para isso, pré incubamos com 

PEG-catalase por 30 minutos e em seguida adicionamos resveratrol por 3 e 24 horas. Como 

resultado, verificamos que a enzima antioxidante conseguiu evitar a redução do ΔΨm nos dois 

tempos. Desta forma, os indícios de que as EROs levaram a redução do ΔΨm da célula MCF-

7 por causar diminuição da atividade da CK2 foram reforçados.  

Métodos que modulam a CK2 podem causar morte celular por diferentes vias, 

portanto o mecanismo dependerá do fator que causou a inibição. Esta observação nos levou a 

analisar se existem variações na resposta intracelular após tratamento das células MCF-7 com 

resveratrol e o conhecido inibidor de CK2, o TBB. De modo semelhante ao observado com o 

polifenol, o TBB também reduziu a viabilidade das células de câncer de mama de maneira 

dose dependente, assim como reduziu a atividade da CK2. Contudo, a PEG- catalase, não 

protegeu a atividade enzimática do efeito do TBB, sugerindo que a produção de EROs 

responsável pela inibição da CK2 pelo resveratrol poderia não ser a responsável pela inibição 

da enzima quando o tratamento fora realizado com o TBB.  

Schneider e colaboradores (2009) detectaram em células de câncer de próstata, a 

diminuição da atividade da CK2 por TBB e outro conhecido inibidor, o 2-dimethylamino-

4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol (DMAT). Nos dois casos, essa inibição foi acompanhada 

igualmente por redução na viabilidade celular e fragmentação do DNA. Entretanto foi 

detectado que o TBB, ao contrário do DMAT, não induziu produção de EROs. Ao 

mensurarmos a produção de EROs na célula MCF-7 tratada com TBB por 3h verificamos 

uma redução da mesma. Adicionalmente, após 24 horas de incubação não se observou 

aumento de EROs reforçando a hipótese de que o resveratrol e o TBB podem inibir a 

atividade da CK2 por mecanismos distintos. Somando-se a esse fato, na MCF-7 tratada com 
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TBB também não constatamos proteção da viabilidade desta célula pré-incubada com NAC, 

GSH, catalase e PEG-catalase. Além disso, mesmo tendo sido observado que semelhante ao 

resveratrol, o TBB também reduziu o ΔΨm, em 3 e 24 horas após o tratamento, a PEG-

catalase não foi capaz de impedir a ação deste inibidor de CK2. Consequentemente, os 

presentes resultados mostram que as duas moléculas, o TBB e o resveratrol, induzem 

diferentes vias de sinalização na célula, mesmo que atuem igualmente inibindo a atividade da 

mesma enzima, causando diminuição do ΔΨm e levando a morte celular. 

Contudo, antes de usar o resveratrol como um inibidor de CK2 na terapia do câncer 

faz-se também necessário se atentar aos efeitos secundários tóxicos, principalmente se a 

proposta é conseguir uma alternativa terapêutica a já existente. Assim, outro resultado 

bastante interessante que obtivemos foi que o polifenol exibiu propriedades ADMET 

favoráveis e preencheu a "regra dos 5” de Lipinski. A análise das propriedades ADMET 

(absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade) desempenha um papel 

fundamental na descoberta de candidatos a fármacos, pesticidas e produtos químicos 

industriais, e na avaliação de seus perigos ambientais. O banco de dados de relação estrutura-

atividade AdmetSAR fornece os mais recentes e abrangentes dados de diversos produtos 

químicos relacionados à esta propriedade, sendo muito útil para triagem in silico de 

candidatos a medicamentos (Cheng et al, 2012).  

Por questões de conveniência e segurança, a via de administração oral de fármacos é 

preferencial. Após a administração, o fármaco deve se dissolver e ser solubilizado no trato 

gastrointestinal para poder ser absorvido através da membrana intestinal. Entre as 

propriedades moleculares que influenciam a absorção destacam-se a solubilidade e a lipofilia 

(associada ao coeficiente de partição octanol/água - clogP). Em relação à absorção, há elevada 

probabilidade do resveratrol ser permeável a barreira hemato-encefálica, ao intestino humano 

e à linhagem de adenocarcinoma de cólon humano que mimetiza o epitélio gastrointestinal 

(Caco-2). 

A "regra dos 5” de Lipinski afirma que a má absorção ou penetração é mais provável 

quando: há mais de 5 doadores ligantes de hidrogênio (HBD) (o resveratrol tem 3); o peso 

molecular do composto é superior a 500 (o do resveratrol é 228,24); o clogP é inferior a 5 (o 

do resveratrol é 2,97) e há mais de 10 receptores ligantes de hidrogênio (Halliwell, et al.) (o 

resveratrol tem 3). Classes de compostos que são substratos para transportadores biológicos 

são exceções à regra (Lipinski et al., 2001). O resveratrol enquadrou-se positivamente em 

todos os critérios de Lipinski, mostrando ser bem absorvido, permeável, biodisponível e 

oralmente viável.  
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Além disso, na avaliação in silico, o resveratrol não mostrou ser mutagênico, 

carcinogênico e ter toxicidade oral aguda elevada. Estes dados, juntos aos resultados de 

atividade dose-dependente in vitro, nos entusiasmam em propor o resveratrol como um 

composto suplementar no tratamento do câncer podendo então encorajar estudos in vivo e 

futuramente ensaios clínicos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 O resveratrol e o TBB apresentam efeito citotóxico em células de carcinoma 

mamário Humano MCF-7. 

  O pré-tratamento com o NAC, GSH e PEG- catalase protegeu as células MCF-

7 do efeito do resveratrol sobre a sua viabilidade, o mesmo não foi observado quando o 

Resveratrol foi substituído pelo TBB. 

  Observamos aumento na produção de e EROS em 24 horas de tratamento com 

o resveratrol, aproximadamente duas vezes maior do que na célula controle, o mesmo não 

observamos com o TBB. 

  Observamos diminuição da produção de EROs causada pelo resveratrol 

quando as células foram pré-incubadas com a PEG-catalase. 

 A atividade de CK2 foi duas vezes maior nas células MCF-7 do que a célula 

HB2 e quando a mesma foi tratada com resveratrol, por 24 horas, a atividade se equiparou 

com a célula normal.  

 A inibição da atividade da CK2 pelo TBB na MCF-7 foi semelhante quando 

utilizou o resveratrol.  

  A PEG-catalase protegeu a atividade da CK2 na MCF-7 tratada com 

Resveratrol, mas não com TBB. 

 Quando comparadas com as células controle, o resveratrol e o TBB mostraram 

disfunção mitocondrial, em 3 e 24 horas de tratamento. 

  Verificamos que a PEG-catalase protegeu o potencial de membrana 

mitocondrial da MCF-7 tratada com o resveratrol e não com o TBB. 

  Na avaliação in silico, o resveratrol exibiu propriedades ADMET desejáveis e 

preencheu a "regra dos 5” de Lipinski, mostrando ser bem absorvido, permeável e um 

composto oralmente viável. 
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Baseado nas conclusões realizamos um esquema do mecanismo de ação do resveratrol 

em células de carcinoma humano MCF-7 (Figura 36). Desta forma propomos que, o 

resveratrol causa um desbalanço redox com um aumento da concentração de EROs, levando a 

inibição da atividade da CK2, causando perda do potencial de membrana mitocondrial 

culminando com a diminuição da viabilidade celular. Por outro lado, o TBB inibe a atividade 

da CK2, alterando o potencial de membrana mitocondrial e reduzindo a viabilidade celular, 

contudo sem o envolvimento de EROS. Somando-se aos resultados in silico podemos inferir o 

potencial desse polifenol como uma possível ferramenta para o tratamento do câncer de 

mama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 36 – Mecanismo de ação proposto do resveratrol em células MCF-7 

associando EROs e CK2. 
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