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RESUMO 

A multirresistência (MDR) é um fenômeno exibido pelo câncer de pulmão e representa um 

obstáculo fundamental para tratamentos bem-sucedidos. As células tumorais comumente 

atingem o fenótipo MDR por médio de superexpressão e/ou aumento da atividade dos 

transportadores ABC. Os transportadores MDR1, MRP1 e MRP2 são uma das principais causas 

de MDR e, portanto, são um alvo valioso na reversão do MDR. Nesse contexto, várias gerações 

de inibidores do transportador de efluxo ABC foram desenvolvidas, no entanto, a maioria deles 

falhou devido a efeitos adversos graves. Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi 

desenvolver um modelo biológico in vitro resistente a cisplatina a partir da linhagem parental 

A549 para triagem de compostos moduladores de resistência e avaliar os efeitos moduladores 

MDR dos alcaloides tropanos (EB-PA e EB-PB) isolados da espécie Erythroxylum Bezerreae 

em combinação com cisplatina frente a uma linhagem celular resistente de câncer de pulmão 

(A549DDP20). O modelo biológico desenvolvido A549DDP20 apresenta fenótipo de 

resistência a múltiplos fármacos mostrando resistência cruzada a doxorrubicina e paclitaxel 

superexpressão das proteínas MDR1, MRP1 e MRP2, e mostrando alterações no perfil 

citogenético após o término de indução de resistência. A cisplatina, quando tratado 

isoladamente, apresentaram IC50 de 171,30µM e 10,62µM nas linhagens A549DDP20 e A549 

respetivamente. Além disso, observou-se que EB-PA apresentou efeito médio de modulação de 

resistência após 3 e 24 horas de tratamento, porém EB-PB apresentou efeito de modulação 

baixo. Dessa forma, a combinação obtida com o software CompuSym da EB-PA e cisplatina, 

observou-se valores de índice de combinação <1, mostrando um efeito sinérgico. Existe a 

possibilidade que esta potencialização de cisplatina se deva, ao princípio, ao bloqueio de 

bombas de efluxo relacionada ao MDR pela EB-PA. Foram testadas 7 diferentes combinações 

(DDP 10 µM+ Ver 10 µM, DDP 10 µM+ Ver 20 µM, DDP 20 µM+ Ver 20 µM, DDP 10 µM+ 

EB-PA 5 µM, DDP 10 µM+ EB-PA 10 µM, DDP 10 µM+ EB-PA 37 µM e DDP 20 µM+ EB-

PA 37 µM) observando a redução da viabilidade, densidade celular, diminuição na formação de 

colônias e aumento da proteína pro-apoptótica BAX na presença de EB-PA e cisplatina. Além 

disso, observou-se que EB-PA não afeta a expressão das proteínas MDR1, MRP1 e MRP2 de 

forma isolada ou em combinação. Resultados de ensaios in sílico mostraram a interação em 

sítios de ligação de ATP na proteína MDR1 e na proteína MRP1 interações hidrofóbicas e 

ligações de hidrogênio de EB-PA e EB-PB.  

Palavras-chave: Erythroxylum Bezerreae; Multirresistência; Alcaloide tropano, câncer de 

pulmão 
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ABSTRACT 

EVALUATION OF THE RESISTANCE MODULATING EFFECT OF TROPANE 
ALKALOIDS EB-PA AND EB-PB ON CHEMOTHERAPY RESISTANT LUNG 

CANCER CELLS 

Multidrug resistance (MDR) is a phenomenon exhibited by lung cancer and represents a 

fundamental obstacle to successful treatments. Tumor cells commonly achieve the MDR 

phenotype through overexpression and/or increased activity of ABC transporters. The MDR1, 

MRP1, and MRP2 transporters are a major cause of MDR and are therefore a valuable target in 

reversing MDR. In this context, several generations of ABC efflux transporter inhibitors have 

been developed, however, most of them have failed due to serious adverse effects. Considering 

the above, the objective of this work was to develop an in vitro biological model resistant to 

cisplatin from the parental line A549 to screen resistance modulating compounds and evaluate 

the MDR modulating effects of isolated tropane alkaloids (EB-PA and EB-PB). of the species 

Erythroxylum Bezerreae in combination with cisplatin against a resistant lung cancer cell line 

(A549DDP20). The developed biological model A549DDP20 presents a multidrug resistance 

phenotype showing cross-resistance to doxorubicin and paclitaxel, overexpression of MDR1, 

MRP1 and MRP2 proteins, and showing changes in the cytogenetic profile after the end of 

resistance induction. Cisplatin, when treated alone, presented IC50 of 171.30 µM and 10.62 µM 

in lines A549DDP20 and A549 respectively. Furthermore, it was observed that EB-PA showed 

a medium resistance modulation effect after 3 and 24 hours of treatment, but EB-PB showed a 

low modulation effect. Thus, the combination obtained with EB-PA's CompuSym software of 

EB-PA and cisplatin, combination index values <1 were observed, showing a synergistic effect. 

There is the possibility that this potentiation of cisplatin is due, in principle, to the blockade of 

efflux pumps related to MDR by EB-PA. 7 different combinations were tested (DDP 10 µM+ 

See 10 µM, DDP 10 µM+ See 20 µM, DDP 20 µM+ See 20 µM, DDP 10 µM+ EB-PA 5 µM, 

DDP 10 µM+ EB-PA 10 µM, DDP 10 µM+ EB- PA 37 µM and DDP 20 µM+ EB-PA 37 µM) 

observing a reduction in viability, cell density, a decrease in colony formation and an increase 

in the pro-apoptotic protein BAX in the presence of EB-PA and cisplatin. Furthermore, it was 

observed that EB-PA does not affect the expression of MDR1, MRP1 and MRP2 proteins alone 

or in combination. Results from in silico tests showed the interaction at ATP binding sites in 

the MDR1 protein and in the MRP1 protein hydrophobic interactions and hydrogen bonds of 

EB-PA and EB-PB. 

Keywords: Erythroxylum Bezerreae, Multiresistance; Tropane alkaloid, lung cancer 
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1. INTRODUÇÃO GERAL  

 

1.1 Câncer  

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública no mundo, figurando como 

uma das principais causas de morte e como consequência, uma das principais barreiras para o 

aumento da expectativa de vida do paciente. O câncer e uma doença caraterizada na qual 

algumas células do corpo crescem de forma incontrolada (WHO, 2020), também é definida 

pelas alterações dinâmicas no genoma dessas células, o que leva à formação do tumor (NCI, 

2021). Na carcinogénese, fatores indutores de câncer ou fatores carcinogénicos acontecem 

durante a transformação de células tumorais, com a menção de que o termo carcinogénese 

define a iniciação de um tumor, e oncogénese sua manutenção e posterior evolução (Baba ai; 

Bucharest (ro), 2007). 

 

A carcinogénese é a transformação de uma célula saudável em uma célula cancerosa. 

Este processo começa com uma única célula na qual os genes certos sofrem mutação, de modo 

que a célula não morre adequadamente e começa a proliferar de forma anormal(pré-câncer). 

Então, ocorrem mutações adicionais que selecionam células de crescimento mais rápido dentro 

desta população, levando a um tumor com crescimento rápido e malignidade. No momento em 

que as células se tornam cancerosas, os proto-oncogenes são ativados e os genes supressores de 

tumor inativados (Figura 1). 

 
Figura 1- Desenvolvimento da carcinogénese 

 

 

 

 

 

.  
 

 

 

Fonte: própria do autor (Biorender.com) 
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De acordo com estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2019, o câncer 

é a segunda causa de morte em 112 dos 183 países e ocupa o terceiro ou quarto lugar em outros 

23 países no mundo (Sung et al., 2021). Em 2024, projeta-se que 2.001.140 novos casos de 

câncer. A mortalidade por câncer continuou a diminuir até 2021, evitando mais de 4 milhões 

de mortes desde 1991 devido às reduções no tabagismo, deteção precoce de alguns tipos de 

câncer e melhores opções de tratamento em cenários adjuvantes e metastáticos. No entanto, 

esses ganhos são ameaçados pelo aumento da incidência de 6 dos 10 principais tipos de câncer. 

As taxas de incidência aumentaram durante 2015–2019 em 0,6%–1% anualmente para cânceres 

de mama, pâncreas e corpo uterino e em 2%–3% anualmente para cânceres de próstata, fígado 

(feminino), rim e papilomavírus humano associados ao câncer oral (Siegel; Giaquinto; Jemal, 

2024). 

 

Para o Brasil, foram estimados para o ano de 2023-2025, 704 mil casos novos de câncer. 

Excluindo o câncer de pele não melanoma, espera-se a ocorrência de 483 mil casos novos, 

sendo 49,5% em homens (239 mil casos novos) e 50,5% (244 mil casos novos) em mulheres. 

O câncer infantojuvenil (de 0 a 19 anos) representará 7.900 casos, com discreto predomínio no 

sexo masculino com 4.200 (53,2%) casos novos e 3.700 (46,8%) no sexo feminino. Os dez 

principais tipos de câncer representam mais de 60% do total de casos novos. O câncer de 

pulmão, segundo as estimativas 2023, é o terceiro mais comum em homens (18.020 casos 

novos) e o quarto em mulheres no Brasil (Figura 2) sem contar o câncer de pele não melanoma. 

É o primeiro em todo o mundo em incidência entre os homens e o terceiro entre as mulheres. 

Em mortalidade é o primeiro entre os homens e o segundo entre as mulheres segundo 

estimativas mundiais de 2020, que apontou incidência de 2,2 milhões de casos novos, sendo 

1,4 milhão em homens e 770 mil em mulheres (INCA, [s.d.]). Além disso, o câncer de mama 

feminina é o mais incidente no mundo, com 2,3 milhões (11,7%) de casos novos, seguido pelo 

câncer de pulmão, com 2,2 milhões (11,4%); colón e reto, com 1,9 milhão (10,0%); próstata, 

com 1,4 milhão (7,3%); e pele não melanoma, com 1,2 milhão (6,2%) de casos novos. Na figura 

2, se observa as estimativas do câncer no Brasil por sexo, mostrando que o câncer de pulmão é 

o mais frequente em homens, com 1,4 milhão (14,3%) dos casos novos, seguido do câncer de 

próstata, com 1,4 milhão (14,1%); colón e reto com 1 milhão (10,6%); pele não melanoma com 

722 mil (7,2%) e estomago com 719 mil (7,1%) casos novos no mundo. Nas mulheres, o câncer 

de mama é o mais incidente, com 2,3 milhões (24,5%) de casos novos, seguido pelos canceres 

de colón e reto, com 865 mil (9,4%); pulmão, com 771 mil (8,4%); colo do útero, com 604 mil 

(6,5%); e pele não melanoma, com 475 mil (5,2%) casos novos no mundo (De et al., 2023) 
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Figura 2 -Estimativa da distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil em 2023, por 

sexo, exceto pele não melanoma. 

 

 

 

 

 

 

  
Fonte: INCA, 2023 

 

O número estimado de casos novos de câncer de traqueia, brônquios e pulmão para o 

Brasil, para cada ano do triênio de 2023 a 2025, é de 32.560 casos, correspondendo ao risco 

estimado de 15,06 casos por 100 mil habitantes, sendo 18.020 casos entre os homens e 14.540 

casos entre as mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 17,06 casos novos 

a cada 100 mil homens e de 13,15 a cada 100 mil mulheres (INCA,2023).  

 

1.2 As características fundamentais do câncer  

 

As características do câncer (Hallmarks of cancer) foram propostas como um conjunto 

de capacidades funcionais adquiridas pelas células humanas à medida que passam da 

normalidade para estados de crescimento neoplásico, mais especificamente capacidades que 

são cruciais para a sua capacidade de formar tumores malignos (Hanahan, 2022). Dessa forma 

a amplitude do escopo de estudo dessas caraterísticas é abrangente.  

 

Hallmarks of cancer foram propostas pela primeira vez em 2000 por Hanahan D. e 

Weinberg R. A., e atualizadas por Hanahan D. no ano 2022. Hallmarks of cancer é uma 

ferramenta heurística para a compreensão da vasta complexidade dos fenótipos e genótipos do 

câncer em um conjunto provisório de princípios subjacentes. À medida que o conhecimento 

dos mecanismos do câncer progrediu, outras facetas da doença surgiram como potenciais 

refinamentos. Devido que, como observamos na época, essas características marcantes iniciais, 

por si só, não conseguem abordar a complexidade da patogênese do câncer, ou seja, os 
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mecanismos moleculares e celulares precisos que permitem que as células pré-neoplásicas em 

evolução desenvolvam e adquiram essas capacidades fenotípicas aberrantes no decorrer do 

processo, desenvolvimento tumoral e progressão maligna (Hanahan, 2022). As últimas 

atualizações do 2022, foram descritas as plasticidades fenotípicas, reprogramação epigenética, 

os microbiomas polimórficos e células senescentes podem ser adicionadas à lista de tipos de 

caraterísticas funcionalmente importantes no microambiente tumoral (Figura 3).  

 

 

 

 
Figura 3- Propriedades fundamentais do câncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022 (Biorender.com) 

 

 

1.3 Câncer de pulmão  

 

O câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer entre os homens e a segunda 

principal causa de morte por câncer entre as mulheres em todo o mundo. Apesar dos avanços 
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importantes do conhecimento da biologia das células cancerígenas e das terapias 

anticancerígenas, como a quimioterapia, a radioterapia e as terapias direcionadas, as taxas de 

sobrevivência aos cinco anos permanecem baixas (<60%) (American cancer society, [2024. Os 

principais fatores de risco para o câncer de pulmão são o uso de cigarros, ser fumante passivo, 

dieta desregulada (com excesso de enlatados, embutidos, frituras e pimenta), ingestão de álcool, 

a falta de exercícios ou atividades físicas rotineiras, poluição do ar, exposição ocupacional e 

suscetibilidade genica. Vale ressaltar que o surgimento ou não do câncer de pulmão – assim 

como de outros tipos de canceres - varia de individuo para individuo, podendo ser uma 

combinação de vários desses fatores (Malhotra et al., 2016).  

 

Os tumores pulmonares são amplamente classificados em câncer de pulmão de 

pequenas células (CPPC, do inglês small cell lung cancer - SCLC) e câncer de pulmão não 

pequenas células (CPNPC, do inglês: non-small cell lung cancer- NSCLC). Os CPCPs são 

tumores malignos que compreendem aproximadamente 15% dos cânceres pulmonares e podem 

ser identificados por suas características neuroendócrinas. Já́ os CPCNP representam 80-85% 

de todos os cânceres de pulmão e incluem outros tipos de tumores que não sejam CPCPs. Tais 

distinções refletem a histopatologia da doença, bem como o decurso dela, e se relacionam as 

opções terapêuticas encontradas para tratar um tipo ou outro (Basumallik; Agarwal, 2023; 

López et al., 2023). 

 

Geneticamente, mais do 60% dos casos de CPNPC caracterizam-se pela hiperexpressão 

do gene do receptor do fator de crescimento epidérmico com atividade tirosina quinase 

(epidermal growth fator receptor, EGFR), gene este localizado no braço curto do cromossomo 

7 (7p11.2). Ademais, observou-se que, apesar de a maioria responder bem no início do 

tratamento, uma grande porcentagem tem adquirido resistência à terapia dentro de um ano e 

ocorre em 50% dos casos. Curiosamente, os tumores CPPC tendem a recorrer como variantes 

quimiorresistentes e ocasionalmente mostram progressão para um fenótipo NSCLC(Abeloff et 

al., 1979; Zullo et al., 2023).  

 

1.4 Tratamento para o câncer de pulmão  

 

O tratamento ao longo da história tem variado desde a remoção de órgãos até o 

direcionamento de marcadores específicos nas células cancerígenas com medicamentos 
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moleculares. Hoje em dia, o tratamento do câncer de pulmão é ainda mais diversificado, 

abrangendo desde terapias gerais, por exemplo irradiação, cirurgia e quimioterapia padrão até 

terapias mais sofisticadas, por ex. terapia imunobiológica (Figura 4). Outras terapias 

personalizadas estão em desenvolvimento (Seclì et al., 2023).  

 

Dentre os tratamentos, a quimioterapia é um pilar de longa data no tratamento do câncer 

de pulmão, uma vez que a maioria dos diagnósticos ocorrem em estágios avançados da doença. 

Os principais objetivos da quimioterapia no estágio avançado ou metastático do câncer de 

pulmão são a melhoria da sobrevida e a atenuação dos sintomas. A quimioterapia à base de 

platina continua sendo a espinha dorsal do tratamento na maioria dos casos, sendo que a 

cisplatina foi associada a uma melhora modesta na sobrevida(Misono et al., 2021) .  

 
Figura 4- Opções de tratamento para o câncer de pulmão são cirurgia, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e 

terapia direcionada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: adaptada de Ashrafi et al. 2022 (Biorender.com) 

 

Existem quatro grandes categorias de medicamentos quimioterapêuticos mais utilizados 

no câncer de pulmão: (1) agentes alquilantes; (2) medicamentos direcionados aos microtúbulos 

(paclitaxel, docetaxel e vinorelbina); (3) antimetabólitos (pemetrexedo e gencitabina); e (4) 

inibidores da topoisomerase (etoposídeo) (Jordan; Wilson, 2004; Olaussen; Postel-vinay, 

2016). Nesse contexto, a cisplatina (DDP) é um composto de platina de molécula pequena que 

foi acidentalmente descoberto por inibir o crescimento de Escherichia coli e mais tarde também 
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matou células tumorais (Rosenberg, 1973). Os compostos de platina, incluindo cisplatina, 

carboplatina e oxaliplatina, ainda são terapias clínicas de primeira linha e constituem parte do 

regime de tratamento para pacientes com muitos tipos de câncer, incluindo cabeça e pescoço, 

testicular, ovariano, cervical, pulmonar, colorretal e linfoma redicivante. Dentro do seu 

mecanismo de ação as lesões citotóxicas entrando dentro da célula por mecanismos de difusão 

passiva e transporte ativo conhecidas como adutos de platina-DNA, que formam principalmente 

ligações cruzadas intracadeias que ativam a via apoptótica, resultando em morte celular por 

exemplo a DDP (Figura 5) (Siddik, 2003a).  

 
Figura 5- Mecanismo de ação de cisplatina (DDP) em células de câncer  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria do autor (Biorender.com) 

 

No entanto, o crescente interesse em agentes terapêuticos não citotóxicos, a 

quimioterapia continua a ser a opção de tratamento padrão para pacientes com câncer de pulmão 

avançado. Apesar da resposta inicial aos quimioterápicos os pacientes com câncer de pulmão 

desenvolvem rapidamente quimiorresistência, levando à progressão da doença (Jordan; Wilson, 
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2004; Olaussen; Postel-vinay, 2016). Portanto, compreender os mecanismos moleculares da 

resistência terapêutica é importante no desenvolvimento de novas estratégias para melhorar a 

taxa de sobrevivência global de pacientes com câncer de pulmão devido a heterogeneidade e 

trans diferenciação Inter e intratumoral generalizada proporcionam múltiplos mecanismos 

pelos quais a resistência ao tratamento pode se desenvolver e, assim, representar ameaças ao 

tratamento do câncer de pulmão (Ashrafi et al., 2022).  

1.5 Quimiorresistência  

 

No ano 1966, foi descrito que a quimioterapia quando utilizado um único agente 

antineoplásico, apresentava 20% mais chance de desenvolver resistência, quando comparado 

com diferentes agentes quimioterápicos em conjunto. Os mecanismos de resistência ainda não 

eram totalmente descobertos, porém se suspeitava que o mecanismo responsável era a 

expressão de resistência a múltiplas drogas (siglas em inglês: MDR), já que era identificada em 

diferentes tecidos tumorais depois de serem tratadas com diferentes agentes quimioterápicos 

como a vincristina e a doxorrubicina, entre outros. No entanto, na época também foi observado 

que quando era utilizado bloqueadores do cálcio, a concentração intracelular do quimioterápico 

aumentava. Então, para esse tempo ainda era um mecanismo confuso no qual só se conhecia 

como efluxo de drogas (Jaap verweij,Kees nooter, 1966). Em 1973, Dano foi o primeiro a 

observar em dois tipos de células multirresistentes na qual daunomicina era efluxada. Depois 

de mais de 40 anos de estudo, já se sabe que essa resistência é especialmente atribuída aos 

transportadores MDR1 ou ABCC1(Wiese; Stefan, 2019).  

 

Desde então, o conceito de quimiorresistência passou a estar associado também a outras 

doenças, incluindo o câncer, já que mecanismos similares foram observados nas células de 

pacientes que recebiam algum tipo de quimioterapia. Na última década, vários mecanismos 

potenciais foram identificados por vários estudos como contribuintes para a MDR, que podem 

ser categorizados de acordo com as suas características. A resistência aos medicamentos pode 

ocorrer devido à ativação de mecanismos intrínsecos (pré-existentes) ou adquiridos (induzidos 

por medicamentos), e ambos os tipos de fatores desempenham papéis significativos no 

desenvolvimento da resistência aos medicamentos como uma variedade de estratégias para 

limitar ou contornar o processo de morte celular.  
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Alguns mecanismos que promovem ou possibilitam a resistência a fármacos, como 

inativação de fármacos, alteração de alvo de fármacos, efluxo de fármacos,, reparo de danos no 

DNA, inibição de morte celular e transição epitelial-mesenquimal, bem como a 

heterogeneidade inerente das células tumorais desempenha um papel na resistência às fármacos, 

(Hanahan; Weinberg, 2011; Housman et al., 2014) é de suma importância na avaliação da 

resposta à quimioterapia; portanto, sua relevância é inequívoca na prática clínica.  

 

A MDR desempenha um papel importante para o efeito reduzido da quimioterapia em 

muitos tipos de câncer. Experimentalmente, as células tumorais in vitro expostas a um agente 

citotóxico desenvolvem resistência cruzada a uma gama de compostos estrutural e 

funcionalmente não relacionados(Loria et al., 2022). Foi demonstrado que as células 

cancerígenas podem desenvolver resistência à cisplatina através de:  alterações no transporte 

do fármaco levando à redução da acumulação intracelular de cisplatina devido aos 

transportadores ativos, um sistema melhorado de desintoxicação de medicamentos devido a 

níveis elevados de eliminadores intracelulares, tais como glutationa e/ou metalotioneínas, 

alterações na reparação do DNA envolvendo aumento da reparação por excisão de nucleotídeos, 

reparo de reticulação entre cadeias ou reparo de perda de incompatibilidade, alterações nos 

mecanismos de tolerância a danos no DNA, e alterações nas vias de morte celular por apoptose 

(Han et al., 2014). 
 

É muito comum que as células cancerígenas sejam resistentes aos agentes 

quimioterápicos devido a um mecanismo multifatorial. No entanto, a superexpressão dos 

transportadores ABC dependentes de ATP (MDR1, MRP1 e BCRP) está entre as mais razões 

importantes (Ke et al., 2013a; Li et al., 2009; Lu; Pokharel; Bebawy, 2015). 

 

No câncer de pulmão, descobriu-se que amostras de tumor superexpressam MDR1 e 

essa superexpressão demonstrou, em alguns casos, estar correlacionada com uma sobrevida 

global baixa (Loria et al., 2022; Savaraj et al., 1997) . Além disso, no caso de linhagens celulares 

o conceito deve ser alargado aos mecanismos de farmacorresistência ou MRPs para incluir a 

falta de resposta a novas abordagens farmacológicas, tais como medicamentos direcionados e 

imunoterapêuticos. Esses MRPs são o resultado de uma rede complexa que envolve a expressão 

dinâmica de um grupo de algumas centenas de genes, responsáveis pelo chamado resistoma, 

capazes de sinergizar entre si para reduzir a sensibilidade das células cancerígenas à 

farmacoterapia. Incluem quantidades intracelulares diminuídas de fármacos ativos, reduzindo 
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a sua captação ou aumentando o seu efluxo (MPR1); comprometimento dos processos de 

ativação/inativação metabólica (MPR2) (Cheng et al., 2018; Li et al., 2016, 2020; Marin; 

Macias, 2021; Ren et al., 2015) 

 

 No aspecto genético do câncer de pulmão, uma vez que a resistência do câncer aos 

medicamentos também pode ser devida a alterações na expressão gênica, pois alterações em 

certos genes reguladores podem levar ao aumento ou diminuição dos níveis de expressão de 

proteínas importantes na resistência e sobrevivência das células cancerígenas. Podem-se 

mencionar, o efeito direto é a função fisiológica alterada dos transportadores de membrana, ou 

seja, maior efluxo (MDR1 e MRPs) e o efeito indireto é devido a alterações estruturais em 

outras proteínas, por exemplo a BAX e Bcl-2, são proteínas envolvidas na via intrínseca do 

apoptose, incluindo membros da família Bcl-2 e o supressor de tumor p53, são comumente 

desreguladas em cânceres com MDR, que controlam a ativação de caspases, são 

frequentemente superexpressas. Compreender os aspectos bioquímicos e genéticos que 

contribuem para a MDR no câncer pode melhorar o desenvolvimento de novas opções de 

tratamento para pacientes com câncer (Funk et al., 2020; Liu et al., 2016; Matsumoto et al., 

2016).  

 

1.6 Transportadores ABC 

A capacidade dos transportadores ABC de efluir diversos medicamentos antes de 

atingirem os alvos pretendidos forneceu uma explicação para o fenômeno clínico da MDR. 

(Emran et al., 2022a). No paciente, um dos principais mecanismos de quimiorresistência é a 

superexpressão de multirresistência (MDRs) e Proteínas de multirresistência (MRPs), 

adquiridas durante o tratamento, e ainda permanece um grande desafio na oncologia médica 

(Halder et al., 2022).  

 

Em humanos, existem pelo menos 48 membros da família de proteínas dos 

transportadores de cassete de ligação ao trifosfato de adenosina (ATP) (ABC), que são uma 

classe de bombas de efluxo dependentes de energia envolvidas em diversas funções fisiológicas 

(Dassa, 2003). Entre esses membros, três transportadores foram caracterizados como os 

principais responsáveis pela resistência a múltiplas drogas: proteína de resistência ao câncer de 

mama (BCRP ou ABCG2), proteína 1 associada a MRP (MRP1 ou ABCC1) e glicoproteína P 

(Pgp-1 em resumo, também chamada de proteína 1 de resistência a múltiplas drogas, MDR1 ou 
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ABCB1) (Gottesman & Ling, 2006; Waghray & Zhang, 2018). Outro transportador ABC, o 

MRP2, é codificado pelo gene ABCC2 e demonstrou desempenhar um papel importante 

também na quimiorresistência, através do comprometimento dos processos metabólicos de 

ativação/inativação (Figura 6). Neste contexto, a exposição a medicamentos anticancerígenos 

causa superexpressão de portadores, uma das principais razões para a multirresistência na 

quimioterapia do câncer (Marin & Macias, 2021; Z. Wang et al., 2017). 

 

Os transportadores ABC são organizados em quatro domínios, a saber, dois domínios 

ou subunidades de ligação a nucleotídeos (NBD) bem conservados e dois domínios ou 

subunidades transmembrana (TMD), que podem ser mais heterogêneos. Os transportadores 

ABC são frequentemente montados a partir de subunidades proteicas separadas compostas por 

dois NBDs e duas TMDs, idênticas (homodiméricas) ou diferentes (heterodiméricas 

(GENOVESE et al., 2017). As TMDs são predominantemente compostas por aminoácidos 

hidrofóbicos incorporados na bicamada da membrana e definem a via de translocação. No nível 

da sequência, as TMDs são estruturalmente diversas, o que reflete a diversidade química dos 

substratos translocados. Os NBDs hidrofílicos estão localizados na superfície citoplasmática da 

membrana e estão envolvidos na ligação e hidrólise de moléculas de ATP. Em contraste com a 

TMD, os NBD são caracterizados por motivos de sequência central de regiões altamente 

conservadas, nomeadamente o A-loop (empilhamento de bases de ligação de ATP), Walker A 

e Walker B (ligação de ATP e hidrólise) localizado no subdomínio α-helicoidal, uma 

característica da superfamília ABC, não presente em outras NTPases P-loop, como a F1-

ATPase (Gonçalves; Cardoso; Ferreira, 2020).  

 

Dentre as características estruturais da Pgp-1 codificada pelo gene MDR1 ou ABCB1, e 

em um único polipeptídeo, ela compreende 1276-1280 aminoácidos com massa molecular de 

aproximadamente 170 kDa e estrutura duplicada em tandem, com cada metade da molécula 

contendo seis hélices transmembrana (TMH). De essa forma, duas DTMs formam um canal 

grande e flexível com 12 TMHs para ligação e efluxo de medicamentos (JONES; GEORGE, 

1998).  Por outro lado, o MRP1 de 190 kDa, codificado pelo gene ABCC1, possui uma estrutura 

central que consiste em dois domínios transmembrana (TMD), cada um seguido por um 

domínio de ligação a nucleotídeos (NBD). Em comum com o MRP2 codificado pelo gene 

ABCC2, contém uma terceira DTM (TMD0) com cinco segmentos transmembrana previstos e 

um terminal NH2 extracitosólico conectado à estrutura central por uma região ligante (L0) 

(Rosenberg et al., 2001) .No entanto, o BCRP é conhecido por um “meio de transporte” de 72 
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kDa codificado pelo gene ABCG2; consiste em seis domínios transmembrana e funciona como 

um homodímero ou homotetrâmero com um segmento transmembrana C-terminal e um sítio 

de ligação de ATP N-terminal (Kage et al., 2002) 
 

 

Figura 6-Transportadores ABC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria do autor (Biorender.com) 

 

Essencialmente, quando estes transportadores de fármacos ABC são superexpressas em 

células cancerígenas, podem conferir resistência cruzada a múltiplos fármacos de diferentes 

classes químicas através da extrusão ativa de fármacos citotóxicos, reduzindo assim a 

quantidade acumulada de fármaco abaixo do nível quimioterapêuticos eficaz e resultando em 

MDR (Loria et al., 2022). Os substratos do MDR1 e MRPs são principalmente compostos 

hidrofóbicos e anfipáticos que são transportados ativamente para fora das células por um 

mecanismo dependente de ATP (Jaramillo et al., 2018). 
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Os transportadores MDR1 e MRPs reconhecem substratos semelhantes no câncer de 

pulmão como a cisplatina, carboplatina, docetaxel, carfilzomibe (Kanintronkul et al., 2011; Li 

et al., 2009; Liu et al., 2017; Savaraj et al., 1997). Além disso, alguns como os taxanos 

(Paclitaxel e Docetaxel) são substratos preferíveis para MDR1. Apesar da baixa homologia 

estrutural e de sequência entre MDR1 e MRPs, ainda assim eles mostram especificidade de 

substrato sobreposta, como ligação a uma ampla gama de substratos e utilização de hidrólise de 

ATP para efluir os medicamentos quimioterápicos para fora das células cancerígenas (Figura 

7) (Haque et al., 2022; Banerjee mustafi et al., 2016; Borst et al., 2000; Zhang et al., 2015) 
 

Figura 7- Mecanismo de efluxo de substrato para fora da célula cancerígena pelos transportadores ABC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fonte: própria do autor (Biorender.com)  

 

Nesse contexto, a superexpressão do transportador da família ABC (MDR1, MPR1 e 

MRP2) faz com que a cisplatina seja bombeada da célula para o espaço extracelular, reduzindo 

a concentração intracelular de cisplatina por mostrar afinidade aos transportadores (Banerjee 

mustafi et al., 2016; Borst et al., 2000; Zhang et al., 2015). 
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Com base nas interações entre transportadores ABC e vários ligantes (modulares), os 

ligantes podem ser classificados como inibidores, substratos, ativadores e indutores. Os 

inibidores são descritos como compostos ou moléculas que se ligam direta ou indiretamente ao 

transportador para prejudicar a sua atividade de transporte. Substratos são compostos que são 

expelidos pelo transportador. Ativadores são compostos que atuam para aumentar a atividade 

de transporte desses transportadores, facilitando mudanças conformacionais que promovem o 

transporte ou efluxo de um substrato. Os indutores são ligantes que regulam positivamente os 

níveis de expressão proteica do transportador. Além disso, os moduladores são conhecidos 

como quimiosenzibiladores porque são usados quando as células tumorais não respondem mais 

à quimioterapia mostrando uma abordagem principal de contornar o mecanismo de 

resistência(Gatouillat; Madoulet, 2014). 

 

Ao aplicar a modulação bioquímica, a atividade do transportador pode ser inibida por 

um modulador sem necessariamente influenciar o equilíbrio normal das células saudáveis, 

portanto, a necessidade de identificar moduladores é muito essencial no tratamento do câncer. 

Agentes terapêuticos que inibem a atividade do transportador poderiam ser usados em conjunto 

com outros medicamentos anticâncer que são substratos conhecidos do transportador. Assim, o 

inibidor identificado atenuaria a atividade de efluxo do transportador, permitindo que o fármaco 

anticancerígeno estivesse biodisponível na concentração intracelular apropriada para exercer o 

seu efeito nas células cancerígenas. Consequentemente, potencializando a terapia 

medicamentosa combinatória (uso de dois ou mais agentes farmacológicos administrados 

separadamente ou em dose fixa em formulação única) em pacientes com câncer (Poku; Iram, 

2022). 

 

Além disso, existem diferentes mecanismos pelos quais alguns compostos podem 

interagir com a modulação dos transportadores ABC, como a interação com os NBDs portanto, 

podem regular a capacidade do MDR1 e MRPs na presença de um moduladores o transportador 

ABC estar preso em um ciclo de transporte do ATP como modulador, inibor competitivo, 

inibidor não competitivo, perturbação do ambiente da membrana e interferência ao se ligar e 

hidrolisar o ATP, modulando assim sua atividade de transporte (Figura 8) (Morris; Zhang, 

2006). 
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Figura 8- Possíveis mecanismos de quimiossensibilizadores naturais de transportadores ABC na resistência a 

múltiplas drogas no câncer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: adaptado de Hamed e colaboradores (2015) (Biorender.com) 

 

1.7 Compostos moduladores da resistência a múltiplas drogas (MDR) 

 

A maioria dos moduladores de MDR1, MRP1 e MRP2 compartilham algumas 

características químicas comuns, como estruturas de anéis aromáticos, um grupo amino 

terciário ou secundário e alta lipofilicidade (Mo et al., 2013; Rogan et al., 1984; TsubakI et al., 

2014a). No tratamento do câncer, o potencial uso terapêutico dos moduladores MDR1, MRPs 

é muito importante, porque a coadministração com medicamentos quimioterápicos tem o 

objetivo de reduzir a resistência multidrogas do câncer causada pelo transportadores.  Devido 

à natureza do transportadores ABC como bomba de efluxo para proteção celular contra uma 

variedade de substâncias estruturalmente não relacionadas, seus substratos variam muito em 

tamanho, estrutura e função, desde moléculas pequenas, como cátions orgânicos, carboidratos, 

aminoácidos e alguns antibióticos, macromoléculas, como polissacarídeos e proteínas.  
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Nas últimas décadas, foram feitos numerosos esforços para resolver a resistência aos 

medicamentos causada pelas proteínas transportadoras ABC. Muitos dos inibidores do 

transportador ABC de primeira, segunda e terceira geração exibem altos níveis de toxicidade 

ou baixos efeitos inibidores potenciais (Adamska; Falasca, 2018). Os pesquisadores estão 

explorando inibidores mais potentes, concentrando-se principalmente em compostos sintéticos 

e produtos químicos de plantas naturais. As estruturas químicas dos inibidores ABC 

representativos são mostradas na Figura 9. 

 
Figura 9- As estruturas químicas dos inibidores representativos dos transportadores ABC   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adapatado de Xiao e colaboradores (2021) 
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O verapamil, um bloqueador dos canais de cálcio, é um quimiossensibilizador clássico 

que pode aumentar o efeito antitumoral da DDP em diversas células cancerígenas, incluindo 

neuroblastoma e câncer de pulmão in vitro ou in vivo. Seus mecanismos relatados incluem a 

inibição da função de transporte do MDR1 ou a estimulação do transporte de GSH pelo 

MRP1(HILL, 1986; WANG et al., 2011). Frente a isso, o verapamil é geralmente usado como 

controle positivo no teste de Rodamina 123 na reversão MDR de experimentos por citometria 

de fluxo (ZENG et al., 2020; Zhang et al., 2018). 

 

Por outro lado, embora os inibidores da MDR (verapamil, zosuquidar e ciclosporina) e 

a terapia combinada de medicamentos anticâncer tenham apresentado alguns resultados clínicos 

promissores, atualmente nenhum medicamento de reversão de MDR foi aprovado para 

sensibilização significativa de células tumorais malignas devido aos seus efeitos colaterais 

prejudiciais (Engle & Kumar, 2022). O enorme impacto da quimiorresistência leva a extensos 

estudos de aspectos mecanísticos e estratégias para entender como a resistência se desenvolve 

nas células tumorais, bem como propor novos compostos capazes de modular ou evadir a MDR, 

especialmente no tratamento de pacientes com câncer metastático resistente a terapias 

tradicionais (Halder et al., 2022; Waghray & Zhang, 2018).  

 

Em base nisso, vários compostos de fonte de produtos naturais estão sendo denominados 

como moduladores de quarta geração dos trasnportdores ABC, uma vez que se procura produtos 

naturais mais seguros e não tóxicos, a descoberta de inibidores da MDR1 a partir de recursos 

naturais está a ganhar cada vez mais interesse destacando os promissores como flavonoides, 

fenotiazinas, clorpromazinas, estilbenos, di e triterpenos, carotenoides e alcaloides nos últimos 

30 anos (Xiao et al., 2021). 
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2. CAPÍTULO 1  

2.1 INTRODUÇÃO  

 

O desenvolvimento de linhagens celulares de câncer resistentes a medicamentos 

quimioterápicos é uma abordagem há muito tempo estabelecida para investigar os mecanismos 

de citotoxicidade e resistência a agentes quimioterápicos assim como triagem de novos 

moduladores de resistência. Uma das primeiras publicações a descrever o desenvolvimento de 

um modelo in vitro resistente a medicamentos anticâncer, foi publicado em 1971 (Riehm; 

Biedler, 1971). Posteriormente, linhagens celulares resistentes foram desenvolvidas a partir de 

células parentais de hamster chinês usando um aumento gradual na dose de tratamento com 

actinomicina D como resultado induziu uma resistência 2.500 vezes maior à droga do que a 

observada nas células parentais. Estas linhas celulares resistentes também apresentavam 

resistência cruzada a outros medicamentos quimioterápicos, como vimblastina e 

daunorrubicina.  

 

Os estudos na área geralmente dão pouca ênfase à forma como as linhagens celulares 

resistentes aos medicamentos foram estabelecidas no laboratório perdendo o foco de 

compreender o problema de resistência e a reprodutibilidade do estudo. No entanto, o 

desenvolvimento de linhagens celulares resistentes a medicamentos pode levar de 3 a 18 meses 

em laboratório levando em consideração desde o começo a escolha da linhagem parental, 

concentrações que serão utilizadas, intervalos de tratamentos e otimização da concentração do 

substrato para a linhagem parental. Em esse sentido, linhas celulares resistentes a medicamentos 

como modelos biológicos in vitro podem ser desenvolvidas imitando as condições que os 

pacientes com câncer experimentam durante a quimioterapia e as linhas celulares apresentam 

resistência entre duas e vinte vezes em comparação com sua linha celular parental. As 

concentrações de medicamento administradas são baixas e uma estratégia de tratamento gradual 

é frequentemente usada quando as células se recuperam em meio livre de medicamento. Por 

outro lado, é comum ter dificuldade em desenvolver linhagens celulares resistentes a 

medicamentos estáveis para isso uma estratégia de seleção comparativa de múltiplas linhagens 

celulares ou múltiplos agentes quimioterápicos mitiga esse risco e fornece informações sobre 

quais agentes ou tipos de linhagens celulares desenvolvem resistência facilmente (Fang et al., 

2017). 
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Um modelo biológico de resistência in vitro é informado por dados coletados da 

administração clínica do medicamento e geralmente tem um escalonamento mínimo da 

concentração de tratamento. É importante pesquisar como o agente quimioterápico é 

administrado no tratamento clínico do câncer quantidade de quimioterapia administrada por via 

intravenosa (IV mg/m2). Estes podem ser convertidos para microgramas por mililitro ou 

micromolar consultando estudos farmacocinéticos do medicamento onde é medida a 

concentração alcançada na corrente sanguínea. A quimioterapia administrada por via 

intravenosa é frequentemente administrada em ciclos em que o paciente recebe o medicamento 

semanalmente ou mensalmente. Uma estratégia de seleção gradual, onde as células são tratadas 

com medicamento e depois a população sobrevivente pode se recuperar em meio livre de 

medicamento, imita esse cenário clínico. Isto dá uma ampla faixa de dose para definir a 

relevância clínica da dose do medicamento utilizado no desenvolvimento de um modelo 

resistente ao medicamento (Figura 10).  

 
Figura 10-Indução de linhagens celulares resistentes a medicamentos (MDR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Criada em biorender.com.  

Cultivo contínuo: Algumas linhas celulares são cultivadas continuamente na presença de quimioterapia, a 

quimioterapia precisa ser removida para uma subcultura antes de ser usada em experimentos. Cultivo gradual: 

Alguns modelos são tratados com pulso repetido após um certo número de passagens ou semanas em cultura, uma 

vez que seu fenótipo resistente começa a desaparecer. 
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Em nesse contexto, a escolha de uma linhagem celular parental é muito importante, pois 

é a base de todos os experimentos subsequentes. A linhagem celular parental deve ser muito 

fácil de manter em cultura celular, uma vez que as variantes resistentes geralmente se tornam 

mais difíceis de crescer. Uma estratégia de seleção descrita anteriormente e a seleção gradual e 

continua que produz linhas celulares de câncer de pulmão de células grandes resistentes à 

platina ou taxanos (H1299 e H460).  

 

A cisplatina (DDP) é um dos medicamentos quimioterápicos relativamente eficazes para 

o tratamento do câncer de pulmão. No entanto, a recorrência e a metástase ainda ocorrem em 

muitos pacientes com câncer de pulmão após a quimioterapia inicial. A principal razão para o 

fracasso é que as células tumorais desenvolvem resistência a múltiplos medicamentos (MDR). 

Em base nisso, e importante desenvolver uma ferramenta laboratorial que ajude a compreender 

o MDR in vitro para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.  

 

A linhagem celular A549 consiste em células epiteliais basais alveolares hipotriploides. 

Esta linhagem celular foi desenvolvida pela primeira vez por D. J. Giard et al. em 1972, 

removendo e cultivando tecido de carcinoma pulmonar do tumor de um homem caucasiano de 

58 anos. As células A549 são de natureza escamosa e são responsáveis pela difusão de água e 

eletrólitos através dos alvéolos. Quando cultivadas in vitro, estas células crescem como uma 

monocamada, aderindo ao frasco de cultura mostrando uma morfologia tipo epitelial. Além 

disso, a linha celular A549 é uma linha celular humana hipotriploide com o número modal de 

cromossomos de 66, ocorrendo em 24% das células. É comum ter números modais de 64 e 67 

com ploidias mais elevadas ocorrendo com uma taxa pouco frequente (0,4%). Destaca-se que 

a linhagem A549 expressa em baixos níveis os transportadores ABC o que facilita realizar a 

sua indução de uma super expressão deles o que se apresenta como vantagem da linhagem 

celular.  

 

Além disso, a heterogeneidade do modelo biológico in vitro resistente a DDP produzido 

permite a exploração das proteínas MDR1, MRP1 e MRP2, refletindo a heterogeneidade que 

pode ocorrer na resistência aos medicamentos por isso e importante avaliar e caracterizar a 

linhagem resistente como base inicial dos experimentos subsequentes, tendo como base os 

parâmetros farmacocinéticos de DDP.   
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver um modelo biológico in vitro resistente a cisplatina a partir da linhagem 
parental A549 para triagem de compostos moduladores de resistência. 
 

3.2 Objetivos específicos  

 

1. Induzir o modelo biológico in vitro da linhagem celular cancerígena resistentes à 
Cisplatina (A549/A549DDP20) por meio de concentração gradiente a concentração 
continua para de triagem de moduladores de MDR in vitro e avaliar o índice de 
resistência das linhagens celulares. 
 

2. Investigar alterações morfológicas na linhagem A549DDP20 após termino da indução 
de resistência com cisplatina.  
 

3. Determinar tempo de duplicação da linhagem resistente A549DDP20 comparada a 
linhagem parental A549. 
 

4. Avaliação da expressão de proteínas MDR1, MPR1, MRP2 das linhagens celulares 
A549 e A549DDP20. 
 

5. Definir as mudanças no perfil citogenético da linhagem resistente comparada à 
linhagem parental. 
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4. MATERIAS E METODOS  

4.1 Linhagens celulares e condições de cultura 

 

As linhagens tumorais e não tumorais utilizadas foram cultivadas em meio IMDM 

suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos, mantidas em estufa a 37 

°C e atmosfera contendo 5% de CO2. Acompanhando diariamente seu crescimento celular com 

a utilização do microscópio invertido. Células foram utilizas em confluência de 80-90%. 

 

Para a avaliação da citotoxicidade in vitro foram utilizadas diferentes linhagem celulares 

que estão descritas na tabela 1.  

 
Tabela 1-linhagens celulares utilizadas para ensaio de citotoxicidade in vitro 

 

Tabela 1- Linhagens celulares permanentes do laboratório de oncologia experimental. [] =concentração, cél/mL 

=Células/mililitro, Instituto Nacional de câncer-USA (NCI) 

4.2 Controles positivos utilizados  

 

Inicialmente, foi utilizado a Cisplatina (DDP) (Sigma aldrich) como substrato indutor 

de quimiorresistência in vitro. O DDP foi dissolvido em solução salina 0,9% da mesma forma, 

verapamil utilizado como agente sensibilizante. Por outro lado, carboplatina, gefinitib, Erlotinib 

e taxol foram diluídos em DMSO. Os compostos foram preparados em uma concentração final 

de 10 mM e permaneceu sob refrigeração a 4 °C (Tabela 2). 

 
Tabela 2- Quimioterápicos e controles positivos utilizados 

Linhagem 

Celular 

Tipo 

histológico 

Origem [ ] cél/mL Fonte 

MRC-5 Não tumoral de 

pulmão 

Humana 4,0×104 Banco do rio de 

Janeiro 

A549 Carcinoma de 

pulmão 

7,5×104 NCI 

No. Composto Veículo [ ]  mM 

1 Cisplatina 10,00 
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 Tabela 2- [] concentração, mM=milimolar, dimetilsulfóxido (DMSO) 
 

4.3 Desenvolvimento de linhagem resistente e condições de cultura 

 

A linhagem celular de carcinoma de pulmão (A549) foi mantida em Meio IMDM 

(Sigma-aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FCS) (Gibco BRL, Grand Island, 

NY) e cultivadas a 37 ° C em uma umidificada atmosfera contendo 5% de CO2. A linhagem 

celular de carcinoma de pulmão resistente a cisplatina (A549DDP20) foi induzida por co-

incubação de longo prazo a partir de linhagem celular A549 parental em solução de cisplatina 

(DDP) em concentrações gradientes e contínuas. 

 

Inicialmente, as células A549 foram co-incubadas com 1 μM de DDP por 48 horas e, 

em seguida, as células mortas foram removidas do meio de cultura. Posteriormente, as células 

A549DDP foram cultivadas no meio de cultura de células fresco e deixadas 24-48 horas para 

recuperar após tratamento até atingir a confluência de 80-90% na garrafa de 75cm2. 

Posteriormente as células foram co-incubadas com 2µM de DDP e a concentração foi 

acrescentada no dobro até chegar na suplementação de 20µM da mesma forma descrita 

anteriormente.  

 

A definição de tal dosagem na linhagem A549 foi baseada a partir da concentração IC50 

de DDP determinada previamente (10,62 µM) após 72 horas de tratamento. Em contraste, o 

DDP tem um perfil farmacocinético bifásico com mais de 90% do fármaco distribuição via 

proteínas plasmáticas em questão de poucas horas, mas a depuração leva aproximadamente 30 

dias. Por esse motivo as concentrações são inicialmente em concentração gradiente. Em base 

nisso, se designaram as concentrações 1 µM como a IC4,7 como concentração inicial 

(Concentração subletal) e a IC100 de 20µM que representa as concentrações plasmáticas da DDP 

na clínica 2µg/mL-6µg/mL respetivamente. Nesse contexto, receberam o nome de 

2 Verapamil  solução salina 

0,9% 

3 Carboplatina DMSO 

 3 Gefinitib 

5 Erlotinib  

6 Taxol (Paclitaxel) 
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A549DDP20. A figura 11 apresenta de maneira esquemática, cada uma das suplementações de 

tratamento com concentrações de 1-20µM de cisplatina.  

 
Figura 11-Esquema de indução das células de câncer de pulmão resistentes a cisplatina (A549DDP20) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria do Autor (Biorender.com) 

 

Durante este procedimento, algumas células sobreviventes proliferaram e recolonizaram 

as culturas, produzindo uma cepa resistente cisplatina. A cultura repetida e a passagem de 

células induziram a produção de células resistentes em concentrações gradualmente 

aumentadas durante 6 meses, até obter células A549DDP20 posteriormente as células foram 

mantidas em indução continua com 20 μM DDP por 3 meses. Além disso, 20 μM DDP será 

utilizado para suplementação para manter sua resistência e estabilidade (Liu et al., 2017). As 

células resistentes a DDP foram cultivadas sem DDP, congeladas e armazenadas. Decidiu-se, 

então, avaliar as mudanças nos perfis de ambas as linhagens de forma a se verificar se realmente 

as células estavam mais resistentes do que quando comparadas à sua versão parental. As células 

congeladas foram recuperadas e submetidas aos experimentos descritos abaixo.  

 
 
 
Princípio de teste  



 43 

 
O alamar Blue é um reagente de ensaio de viabilidade celular que contém o corante 

indicador azul permeável, não tóxico e fracamente fluorescente chamado resazurina. Este é um 

reagente confiável e estabelecido que está disponível desde 1993. É um método rápido, sensível 

e barato. A resazurina é usada como um indicador de oxidação-redução (REDOX) que sofre 

alteração colorimétrica em resposta à redução metabólica celular. A forma reduzida, resorufina, 

é rosa e altamente fluorescente, e a intensidade da fluorescência produzida é proporcional ao 

número de células vivas que respiram (Rampersad, 2012).  

 

Procedimento experimental 

 
As células A549 foram colhidas por tripsinização e semeadas em 7,5×104 cél/mL em 

placas de 96 poços, após 24 horas foram incubadas com DDP para determinação da IC50 no 

tempo de 72 horas. As células A549DDP20 foram colhidas por tripsinização no final de 

suplementações com a DDP e esperando 1-2 passagens para seu uso, em seguida, foram 

semeadas em 7,5×104 cél/mL em placas de 96 poços e incubadas durante a noite. 

Posteriormente, foram incubadas 50-200 µM de DDP como concentração maior da curva 

durante 72 horas sendo realizado após cada suplementação até o final da indução para poder 

monitorar a quimioresistência induzida. O índice de resistência (IR) foi calculado pela razão do 

IC50 de linhas celulares resistentes sobre IC50 das linhas celulares parentais. Quimioresistência 

é definida como IR ≥2(Govindan et al., 2015). Para o ensaio foi adicionado 20µL de solução 

stock 10 mg/mL de alamar blue (31,2 µg/mL) em cada poço da placa. As placas foram mantidas 

em incubadora a 37 °C com 5% CO2 durante 4 h.  A leitura da fluorescência foi realizada no 

leitor de microplaca PerkilElmer nivo num cumprimento de onda de 580/610nm. 
 

Análise de dados  

 

As substâncias foram avaliadas em diluições seriadas, em três experimentos 

independentes, em triplicatas. A partir dos valores de fluorescência obtidos, as concentrações 

inibitórias médias (CI50) foram calculadas com intervalos de confiança de 95% (IC 95%) por 

meio de regressão não linear, utilizando o software Prisma versão 9.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA).  
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4.4 Avaliação da morfologia celular 

 

A observação das células A549 e A549DDP20 foi realizada por microscópio invertido 

(Nikon Eclipse TS100) para mostrar se há diferenças morfológicas entre os grupos da linhagem 

parental e linhagem resistente no aumento 10X, observado sob microscópio de contraste de 

fase.  

 

4.5 Curvas de crescimento e o tempo de duplicação (Td) 

 

Princípio do teste  

 

Para avaliar o se o crescimento celular da linhagem resistente foi alterado foram 

realizados o ensaio de doubling time (Td) e curvas de crescimento sendo possível verificar a 

taxa de crescimento para que a população dobre sua quantidade. Para a determinação da 

concentração de células foi utilizado o corante azul de tripan. Ele permite diferenciar células 

viáveis de não viáveis, pois as viáveis são impermeáveis a este corante, uma vez que sua 

penetração na célula indica a perda da integridade de sua membrana (Esmeralda et al., 2002).  

 

Procedimento experimental  

 

Suspensões de células foram preparadas a partir das células em fase de crescimento 

exponencial. Alíquotas contendo 1x104 células A549 e A549DDP20 foram semeadas em placas 

de 24 poços (KASVI K12-024) com 1 mL de meio. Posteriormente foram incubadas a 37 ̊C e 

5% de CO2. Três poços foram usados para cada determinação, e três contagens de células para 

cada poço de cada linha de células foram feitas a cada 24 horas durante 7 dias, utilizando o azul 

de tripan contadas em câmara de Neubauer.  

 

Análise de dados  

 

A partir dos dados obtidos foram analisados os valores de concentração de células por 

mL. As curvas de crescimento celular foram traçadas com o tempo de cultura no eixo X e as 

contagens de células médias / por dia no eixo Y, utilizando o software Prisma versão 9.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O tempo de duplicação (Td) de cada linha celular 
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foi contado de acordo com o: Cite this website as following:Roth V. 2006 Doubling Time 

Computing, Available from: http://www.doubling-time.com/compute.php 

 
4.6 Avaliação da expressão proteica por Western Blot  

 

 Princípio do teste 

A expressão das proteínas MDR1, MRP1, MRP2 foi avaliada por ‘inmunobloting’ nas 

células A549 e A549DDP20. Immunoblotting ou western blot, permite a detecção de um 

antígeno de proteína imobilizado no suporte de membrana de retenção de proteína, como 

fluoreto de polivinilideno (PVDF). A detecção da proteína de interesse depende da ligação de 

um anticorpo que reconhece especificamente a proteína de interesse exposta na membrana 

(Litovchick, 2020). 

 

Procedimento experimental  

 

Extração de proteínas 

As células A549 e A54PDDP20 foram plaqueadas e tratadas com o veículo (Solução 

salina), com EB-PA 5, 10 e 37µM, verapamil 10 e 20µM e cisplatina 20µM (48 h) isolados por 

24 horas e em combinações durante 72 horas de incubação em total. Posteriormente as células 

foram utilizadas raspadores de células para as remoções e centrifugadas a 2000 rpm/4°C/5 min 

e o pellet foi lavado duas vezes com PBS gelado. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido em 300 µL de tampão de lise(gelado) RIPA (Lise celular) (Milipore) 1X 

acrescido de um coquetel de inibidores de protéases (1:100 v/v). As amostras foram colocadas 

em gelo por 15 minutos e homogeneizados a cada 5 minutos (Up/down) e sonicadas por 1 min 

3x com intervalo de 2 minutos no gelo. Ao final, as amostras foram centrifugadas a 14000 G 

por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, separado em alíquotas e armazenado a -

80°C.  

 

Quantificação de proteínas 

A quantificação de proteínas totais extraídas das células foi realizada por meio de 

método colorimétrico com o kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories), utilizando o método 

de Bradford. Para isso, uma curva padrão de BSA (0,2-2 mg/mL; Sigma) diluída em tampão 
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RIPA completo foi utilizada para determinar a concentração de proteína. O tampão RIPA 

completo foi utilizado para marcar o branco experimental. Em seguida, 5 µL de cada amostra 

foi adicionado em triplicata em placa de 96 poços. Foram adicionados em todos os poços 25 

µL de reagente A’ (20 µL de reagente S + 1 mL de reagente A) seguido de 200 µL de reagente 

B (BioRad Laboratories). As amostras foram incubadas por 10 minutos no escuro sob agitação 

leve e lidas em espectrofotômetro no comprimento de onda na faixa de 650 nm. A curva de 

BSA foi gerada por regressão linear no Excel, sendo plotado um gráfico da absorbância versus 

quantidade de proteínas. Os valores de absorbância obtidos de cada amostra foram aplicados à 

equação da reta para determinar a concentração de proteína de cada amostra. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 A separação das proteínas totais baseada no peso molecular foi realizada por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida em um sistema vertical (BioRad, modelo 

miniPROTEAN® Tetra Cell) (Towbin; Staehelin; Gordon, 1979). O gel de resolução foi 

confeccionado para uma concentração final de 8% em tampão Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 (BioRad 

Laboratories). O gel de empilhamento foi colocado sobre o gel de 8%, com concentração final 

de 8% de poliacrilamida em tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 (BioRad Laboratories). O 

marcador de peso molecular Full-Range Rainbow Marker (12-250 kDa; GE Healthcare) foi 

usado sempre no primeiro poço da esquerda para monitorar a separação das proteínas. Foi 

aplicado nos poços do gel de concentração 20 µg de proteína total de cada amostra, carregada 

com o tampão de amostra 4X. A corrida de eletroforese foi realizada sob voltagem constante 

de 120 V e amperagem livre (para duas placas; fonte elétrica PowerPacTM, modelo HCPower 

Supply) à temperatura ambiente, utilizando um tampão de corrida para eletroforese. O tempo 

de corrida variou entre 1:40 horas.  

 

 

 Eletrotransferência em semi-seco 

 

As proteínas separadas foram transferidas para uma membrana de PVDF Hybond-P (GE 

Healthcare). Para isso, o gel foi colocado em contato com a membrana previamente lavada em 

metanol entre esponjas e papéis de filtro banhados na solução de transferência. A 

eletrotransferência foi realizada pelo método de transferência em semi-seco a 25 V e 
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amperagem livre por 30 minutos a temperatura ambiente fonte elétrica PowerPac™, modelo 

HCPower Supply).  

 

Imunodetecção e Quimioluminescência: 

 

 Após a transferência, as membranas foram incubadas em solução de leite desnatado 2% 

em TBS-T por uma hora sob agitação constante, a fim de bloquear ligações proteicas 

inespecíficas. Após o período de incubação, foram realizadas três lavagens com TBS-Tween 

0,2% (TBS-T) de 5 minutos. As membranas foram incubadas overnight a 4°C com os 

anticorpos primários diluídos em solução de Leite 2% em TBS-T (anticorpos primários, MDR1, 

MRP1, MRP2, GAPDH e B-tubulina). Após o mesmo processo de lavagem realizada 

anteriormente com TBS-T as membranas foram incubadas por uma hora com o anticorpo 

secundário ligado à peroxidase (HRP) diluído em solução de leite desnatado 2% em TBS-T sob 

agitação. As membranas foram então novamente lavadas e a revelação foi realizada utilizando 

peróxido de hidrogênio e luminol (kit Clarity and Clarity Max Western ECL Blotting Substrates 

- BioRad). As membranas foram fotografadas por um captor de imagens (ibright) utilizado para 

captação de Quimioluminescência gerado pelo método de deteção de bandas. As imagens foram 

editadas no próprio programa para sobreposição de imagem das bandas e do marcador e, em 

seguida, foram quantificadas utilizando o programa Image J. Os valores de quantificação foram 

obtidos a partir da normalização dos dados com base na quantificação de GAPDH ou B-tubulina 

(anticorpo de referência experimental). 

 

4.7 Ensaio citogenético 

Princípio do teste  

 

O teste citogenético é o exame dos cromossomos para determinar anormalidades 

cromossômicas, como aneuploidia e anormalidades estruturais. É utilizado a coloração de 

Wright, uma coloração policromática composta por uma mistura de eosina e azul de metileno. 

Como a coloração de Wright é à base de metanol, não requer uma etapa de fixação antes da 

coloração. A eosina é um corante aniónico ácido e o azul de metileno é um corante catiónico 

básico. Quando diluído em água tamponada, ocorre ionização. A eosina cora os componentes 

básicos. O azul de metileno cora componentes celulares ácidos, como ácido nucleico e grânulos 
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basofílicos, em vários tons de azul. Os componentes neutros das células são corados por ambos 

os componentes do corante, produzindo cores variáveis. 

 

Procedimento experimental  

 

A obtenção de células metafásicas foi realizada de acordo com o procedimento padrão 

como descrito por Castro-Gamero et al (2013). Após o tempo de cultura, as células foram 

expostas a uma concentração final de colchicina de 5 ng/ml e incubadas a 37°C por 3 horas. 

Após o tempo de incubação, as células, quando aderentes, foram desprendidas usando uma 

solução de tripsina/EDTA. Em seguida, a suspensão obtida foi centrifugada por 10 minutos a 

1200 rpm. 

 

O tratamento hipotônico foi realizado com 0.075 M KCL por 15 minutos a 37°C. 

Posteriormente foi realizado 3 lavagens com metanol:ácido acético na concentração 3:1. As 

lâminas foram preparadas por 2-3 dias, expostas a digestão enzimática com 1% tripsina e 

coradas com wrigth para a obtenção de Bandas. A análise citogenética foi realizada de acordo 

com os critérios da ISCN (2020). 

 

 

Análise de dados 

 

Foram analisadas 20 metáfases de cada células utilizando o sistema de captura de 

imagem Cytovision para análise cromossômica.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Ensaio de citotoxicidade alamar blue  

 Indução e monitoramento da linhagem celular resistentes a Cisplatina A549DDP20. 

 

O modelo de células resistentes a cisplatina desenvolvido no Laboratório de Oncologia 

Experimental (LOE), foi realizado de acordo com os protocolos anteriormente mencionados 

(Liu et al., 2017; Mcdermott et al., 2014). As células-filhas resistentes sobreviventes foram 

comparadas com as células parentais sensíveis usando ensaio de proliferação celular alamar 

blue após 72 horas de tratamento como protocolo de monitoramento de indução de resistência 

após suplementações.   

 

Uma sublinhagem resistente a cisplatina derivada da linhagem celular sensível parental 

A549 foi estabelecida com sucesso por indução gradual com cisplatina durante um período de 

6 meses e indução continua por 3 meses, resultando na A549DDP20, que é mantida em cultivo 

utilizando meio completo com 20 µM de cisplatina. O Índice de resistência final da 

A549DDP20 final calculado foi de 16,13. Resultados estão apresentados na tabela 3. 

 
Tabela 3- Valores de CI50 de Cisplatina em linhagens de células de câncer de pulmão parental e resistente à 

cisplatina. 

 
Linhagem celular N ºS Concentração 

µM 

CI50  

IC 95% 

DDP µM 

IR 

A549 - - 10,62 

(9,525 – 11,84) 

- 

A549DDP20 3 º 4 31,32 

(25,14 -39,03) 

2,95 

4º 6 35,23 

(28,23 – 43,98) 

3,32 
 

6º 10 42,09 

(36,05 -49,15) 

3,96 

10º 18 72,55 

(52,7 – 92,59) 

6,83 

11º 20 65,71 

(46,95 – 99,99) 

6,19 
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12º 20 171,3 

(137,9 -212,7) 

16,13 

Tabela 3- Ensaio de citotoxicidade de alamar blue. Valores de IC50 (µM) cisplatina (DDP) após 72 horas de 

tratamento nas linhagens A549/A549DDP20. Foram calculadas com intervalos de confiança de 95% (IC 95%) por 

meio de regressão não linear, utilizando o software Prisma versão 9.0. IR (Índice de resistência) (IC50 Linhagem 

resistente/ IC50 linhagem parental), * N º S Número de suplementação com o substrato. 

 

Posteriormente as células A549DDP20 foram utilizadas para ensaios de citotoxicidade 

para avaliar o valor de CI50 pós-exposição da resistência cruzada com outros quimioterápicos 

in vitro após 72 horas de tratamento para pode ser considerado como modelo de resistência a 

múltiplas drogas (MDR). Observou-se resistência cruzada com a doxorrubicina e paclitaxel 

com um índice de resistência de 5,32 e 36,06 respetivamente. Além disso, não foi observada 

resistência cruzada com carboplatina e gefinitib (IR< 2). Os resultados estão apresentados na 

tabela 4. 
 

Tabela 4-Valores de CI50 de quimioterápicos em linhagens de células de câncer de pulmão parental e resistentes à 

Cisplatina após 72 horas de tratamento. 

 

Linha celular Amostra  CI50 µM 

IC 95% 

IR  

A549 DDP 10,62 

(9,53 – 11,84) 

- 

Dox 1,52 

(1,12-2,06) 
 

- 

Tax  0,77 

(0,41-1,45) 

- 

Carb >50 - 

 Gef 37,46 

(32,62 -43,00) 

- 

A549DDP20 DDP 171,3 

(137,9 -212,7) 

16,13 

 Dox 6,97 

(4,68-10,55) 

5,32 

 Tax 27,77 

(10,34-74,20) 

36,06 

 

 Carb >50 - 

 Gef 35,79 

(31,69- 40,42) 

0,95 
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Tabela 4. Valores de CI50 (µM), DDP(Cisplatina), Dox (Doxorrubicina), Carb (Carboplatina), Gef (Gefinitib)tax 

(paclitaxel), após 72 horas de tratamento. IR (índice de resistência) (IC50 Linhagem resistente/ IC50 linhagem 

parental). Valores de concentração inibitória média (IC50) com um intervalo de confiança de 95% obtido por 

regressão não-linear obtidos pelo Programa GraphPad Prisma versão 9.0, a partir de 2 experimentos independentes 

realizados em duplicata após 72 h de incubação. 

 

Nesse contexto, quando as células cancerosas desenvolvem resistência aos 

quimioterápicos, uns dos possíveis mecanismos frequentemente presente é a glicoproteína P, 

bomba de efluxo dependente de ATP (MDR1, P-gp1 ou ABCB1). A Pgp-1 pode efluir uma 

ampla gama de medicamentos contra o câncer; sua expressão confere resistência cruzada, 

denominada "resistência a múltiplas drogas" (MDR). Na figura 12 observamos a comparação 

da viabilidade celular entre as linhagens celular parental e resistente observando 3 possíveis 

substratos da bomba de efluxo, mostrando o nosso modelo clínico como um fenótipo para 

estudo de novos compostos in vitro.  
 

Figura 12-Viabilidade celular e de CI50 nas linhagens A549 e A549DDP20 após o tratamento de 72 h 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 12. As células tumorais tratadas com DDP demonstraram maior resistência a três quimioterápicos. Os 

valores de CI50 das células resistentes a DDP geradas a partir de células A549 parentais (a-d) após tratamento 

sequencial com a combinação das quimioterápicos, foram avaliados por ensaios alamar blue. A viabilidade destas 

células foi avaliada contra o tratamento com (a-b) cisplatina, (c-d) Doxorrubicina, (d- f) g gefinitib e paclitaxel (g- 

h). A linhagem celular resistente, A549DDP20, demonstraram um aumento significativo nos valores de IC50 

conforme analisado pelo software GraphPad Prism 9.0. Os experimentos foram realizados em duplicata (P<0,05, 

em comparação com as células parentais).; IC50, metade da concentração inibitória máxima; IR, índice de 

resistência. 

 
 

5.2 Características morfológicas das células A549 e A549DDP20 

 

As células A549 (Figura 13 a) representa uma ilhota de células em contato com uma 

morfologia intermediária entre células epiteliais e fibroblastos. Essas células têm morfologia 

clássica de fibroblastos e aumentam a motilidade. A linhagem celular A549DDP20 em 

diferentes campos (Figura 13 b, c e d), foram o tamanho das células A459DDP20 foi maior do 

que as células A549. Especialmente, as células A549DDP20 a forma das células foi observada 

para ser mais irregular o citoplasma e perder adesão entre uma célula e outra. Além disso, 
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observou-se uma população heterogênea entre células proliferantes e células gigantes 

poliploides paralisadas pela proliferação. 

 
Figura 13-Morfologia da linhagem celular A549 e A549DDP20 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13- a) Linhagem celular parental (A549) e b, c, d) Linhagem celular resistente a Cisplatina (A549DDP20) 
células mostradas sob ampliação de 10X por microscopia invertido. 
 

5.3 Curvas de crescimento e tempo de duplicação (Td) 

 

A curva de crescimento celular foi traçada com o tempo de cultura no eixo X e as 

contagens de células médias / por dia no eixo Y (Figura 14a). Em seguida, foi determinado as 

características de proliferação de A549DDP20. A curva de crescimento demonstrou que a 

linhagem A549DDP20 proliferou lentamente com o atraso do pico de divisão e o tempo de 

duplicação prolongado de 31,91±0,75 horas em comparação com a linhagem A549 19,24±0,37 

horas, o que foi realmente consistente com as características de proliferação das linhas celulares 

resistentes aos medicamentos (Figura 14b).  
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Figura 14-Curvas de crescimento das células e o tempo de duplicação da população de células A549 e células 

A549DDP20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- a) As curvas de crescimento celular foram traçadas com o tempo de cultura no eixo X e as contagens 

de células médias / por dia no eixo Y. b) Valores de tempo de duplicação obtidos pelo programa Roth V. 2006 

Doubling Time Computing. Dados obtidos pelo Programa GraphPad Prisma versão 5.0, a partir de 2 experimentos 

independentes realizados em duplicata após 7 dias de incubação. 
 

5.4 Determinação da expressão dos transportadores ABC nas linhagens A549 e 

A549DDP20 por western blot 

 

Os resultados anteriores sugeriram fenótipo MDR para a linhagem A549DDP20 quando 

comparada a sua linhagem parental (A549). Posteriormente, tentou-se elucidar se 

transportadores da família ABC estariam atuando no processo de resistência a múltiplas drogas 

na linhagem A549DDP20. Frente a isso, verificou-se a expressão de proteínas relacionados à 

resistência a drogas: P-glicoproteína (MDR1) e MRP1 e proteína relacionada à resistência a 

múltiplas drogas (MRP1e MRP2) Utilizando anticorpos anti-MDR1, anti-MRP1 e anti-MRP2 

por Western blot. Foi observado que a linhagem A549DDP20 expressa as três proteínas MDR1, 
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MPR1 e MRP2 quando comparadas com a linhagem A549(Figura 15). Em contraste, o nível 

de expressão MDR1 na linhagem celular resistente foi altamente expressa (6,039) e na linhagem 

parental pouco detectável (0,603) (Figura 15 a). Além disso, apresenta alta expressão das 

proteínas MRP1 e MRP2 com 6,332 e 4,821 correspondentemente. Por outro lado, na linhagem 

parental observou-se uma menor expressão relativa para as proteínas MRP1 (2,596) e MRP2 

(3,289). Os resultados sugerem que uns dos principais mecanismos de resistência adquirida a 

DDP na linhagem celular A549DDP20 envolve a regulação positiva das proteínas MDR, 

responsáveis por transportador de efluxo de drogas. 
Figura 15-Expressão dos transportadores ABC nas linhagens A549 e A549DDP20 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 15- Expressão dos transportadores ABC nas linhagens A549 e A549DDP20. Expressão relativa MDR1, 

MRP1 e MRP2. O western blot foi marcado com anti-MDR1, anti-MRP1 e anti-MRP2 (1:1000), utilizando como 

controle positivo a B-tubulina (B-tub, 40 kD). Os dados correspondem à média ± E.P.M. de no mínimo três 

experimentos independentes. * p<0,05, ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle negativo utilizando 

teste T, teste paramétrico no programa GraphPad Prisma 9.0.  

 

5.6 Ensaio citogenético 

A análise citogenética foi realizada de acordo com os critérios da ISCN (2020), que 

determina os critérios de alterações cromossômicas clonais (CCAs). As células A549 

apresentam o cariótipo: (57~65<3n>,XY,-1,-3,-

4,del(6)(p22),der(6)t(1;6)(q21;q27),del(11)(q23),-13,+16,+17,-18[20cp]), são células 

próximas a triplóide de forma que cada cromossomo apresenta três cópias. Um cariótipo 

próximo a triplóide apresenta de 58 a 80 cromossomos. As células A549 apresentaram um 
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cariótipo próximo a triploide (3n) (“near-triploide”), com número de cromossomos variando 

entre 57 e 65. O número de crossomosso mais frequente de n=65.Foram analisadas 20 células, 

dentre elas foi observado alterações aneuplóides variáveis com ganho ou perda de 

cromossomos, como por exemplo, perda dos cromossomos 1,3,4,13,18, 21 e 22 e ganho dos 

cromossomos 16 e 17.  Dentre as alterações estruturais, essa linhagem apresentou 3 principais 

alterações presentes em todas as células: (1) deleção do braço curto do cromossomo 6, (2) 

derivativo da translocação envolvendo o cromossomo 1 e 6 e (3) deleção do braço longo do 

cromossomo 11. Essas alterações foram encontradas em todos as metáfases (Figura 16). 

 
Figura 16 – Principais alterações estrucutrais das células parentais A549 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
figura 16. Imagem de uma metáfase da célula A549 parental com as três principais alterações estruturais em 

destaque (setas) e as alterações aneuplóides variáveis (perda ou ganho de cromossomos).  

 

Além disso, foi observado na linhagem resistente A549DDP20 apresentam o cariótipo: 

(59~62<3n>,XY,-1,del(2)(p10),-3,-4,-5,del(6)(p22),der(6)t(1;6)(q25;q27), 

10,del(11)(q23),der(12)t(1;12)(q25;q24.3),-13,-18,add(19)(q13.2),-21,add(21)(p13), 

22,del(22)(q12)[20cp]), apresentaram número de cromossomos semelhantes as células 

parentais variando entre 59 e 62 cromossomos.  O número de cromossomos mais frequente de 

n=62. Também foram analisadas 20 células, com perda de cromossomos 1,3,4,13,18, 21 e 22, 
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os mesmos encontrados nas células parentais, além disso o cromossomo 5 também apresentou 

perda. Em relação as alterações estruturais essas células apresentaram mesmas 3 principais 

alterações e mais 5 alterações não encontradas na linhagem A549: (1) deleção do braço curto 

do cromossomo 2, (2) derivativo da translocação envolvendo o cromossomo 1 e 12 e (3) 

material adicional no braço longo do cromossomo 19, (4) material adicional no cromossomo 

21 e (5) deleção do cromossomo 22. A deleção do cromossomo 2 e o derivativo (1;12) foram 

observadas em todas as metáfases (Figura 17). 

 
Figura 17-Principais alterações estrucutrais das células parentais A549DDP20 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Imagem de uma metáfase da célula A549 resistente com as três principais alterações e mais outras 

alterações estruturais (setas) adicionais encontradas apenas nessas células. Presença das alterações aneuplóides 

variáveis (perda ou ganho de cromossomos).  

 

6. DISCUSSÃO  

 

A resistência aos agentes quimioterápicos está se tornando um grande impedimento para 

o tratamento de pacientes com câncer de pulmão (SNLC e NSCLC) levando a ineficácia da 

quimioterapia (Shen et al., 2014). Em geral, considerou-se que o fenótipo de resistência a 

drogas ou multidrogas (MDR) está associado, a mecanismos multifatoriais, mas a 

superexpressão do transportadores de membrana como MDR1, MRP1 e MRP2 estão entre as 
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causas bem conhecidas de MDR (HALDER et al., 2022), sugerindo que as células tumorais 

com fenótipo MDR eram mais resistentes aos quimioterápicos do que as células tumorais sem 

a superexpressão dos transportadores.  

 

Frente a isso, o câncer de pulmão é uma neoplasia agressiva com alta morbidade e 

mortalidade (Hanke et al., 2018), apresentando a sua alta propensão a metástases em órgãos 

distantes. Além disso, o NSCLC é o principal (85%) subtipo histológico da doença (Siegel; 

Miller; Jemal, 2019), após diagnostico a quimioterapia e uns dos principais tratamentos. A 

cisplatina (DDP) é o agente quimioterápico de primeira linha para o tratamento de NSCLC 

devido à sua efetiva atividade anticancerígena. O DDP reage com o DNA para induzir seus 

efeitos biológicos característicos, levando a danos no DNA ou ativação do programa apoptótico 

irreversível (Siddik, 2003b). No entanto, o efeito antineoplásico do DDP é bastante prejudicado 

pela resistência aos medicamentos que pode ser devida a alterações na expressão gênica, pois 

alterações em certos genes reguladores podem levar ao aumento ou diminuição dos níveis de 

expressão de proteínas importantes na resistência e sobrevivência das células cancerígenas 

(Galluzzi et al., 2012). Vários mecanismos têm sido propostos na resistência ao DDP, como o 

aumento da expressão da glicoproteína-p1 ou MDR1 “drug pump” e MRPs (Kanintronkul et 

al., 2011).  

 

O objetivo do primeiro capítulo foi desenvolver um modelo biológico in vitro resistente 

a cisplatina a partir da linhagem parental A549 para triagem de compostos moduladores de 

resistência. Em este trabalho, foi induzido a resistência múltiplas drogas utilizando o substrato 

cisplatina (DDP) a partir de células parentais de câncer de pulmão humano A549, como modelo 

biológico in vitro conhecendo que o fenótipo MDR é multifatorial e pode ser conferido pela 

extrusão dos quimioterápicos, via transportadores ABC, ou por vários outros mecanismos 

intrínsecos que afetam a via de indução de morte celular. 

 

Nesse contexto, após uma indução de 9 meses a linhagem celular A549DDP20 

resistente o DDP foi desenvolvido com a finalidade de ser utilizada como modelo in vitro de 

triagem para inibidores de MDR. Para poder ser considerado um modelo in vitro fidedigno foi 

realizada a sua caracterização como o monitoramento da indução gradiente e continua realizada 

nas células A549DDP20 partir das células parentais (A549) mostrando valores de índice de 

resistência (IR) 16,13 vezes ao DDP, em comparação com as células A549. Vildan e 

colaboradores (2012), estabeleceram uma linhagem resistente a cisplatina CR-A549 com uma 
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indução de concentrações crescente (0,1-0,5 µg/mL) por um período de 6 meses, onde foi 

observado um índice de resistência de 6,5 vezes. Além disso, após 24 h de tratamento com 

cisplatina foi observado um aumento da IC50 nas células A549/DDP quando comparadas a 

linhagem A549 (Cetintas et al., 2012; Fang et al., 2017b). 

 

Essa característica multirresistente das células resistentes A549 pode implicar na falha 

quimioterápica do DDP com outras medicamentos anticancerígenas na prática clínica(Karthika 

et al., 2022). Para isso, nesse trabalho foi avaliado a resistência cruzada com outros substratos 

ou quimioterápicos utilizados no tratamento no câncer de pulmão de segunda linha e observou-

se que apresentou resistência cruzada com doxorrrubicina e paclitaxel IR>2. Considerando que 

ambos quimioterápicos são descritos como substratos de transportadores ABC. Eles, podem 

efluir em uma ampla gama de medicamentos contra o câncer e sua expressão confere resistência 

cruzada, denominada "resistência a múltiplas drogas" (MDR) (Lin et al., 2020; Takahashi et 

al., 2013; Zahreddine; Borden, 2013). Uma linhagem resistente a etoposidio A549RT-eto 

exibiu valores de resistência cruzada entre 3,09-27,7 com diferentes quimioterápicos (Yodsoi 

Kanintronkul, 2011). O gefinitib apresenta um efeito citotóxico em linhagens resistentes (Yang 

et al., 2005), ao avaliar a citotoxicidade do gefinitib na linhagem A549DDP20 observou-se que 

não apresenta alteração da IC50 na linhagem parental e resistente, mostrando valores de IR<1. 

Esses resultados, indicam a obtenção de um modelo biológico in vitro pelo nível de resistência 

baixo da linhagem resistente comparada a sua linhagem parental (Mcdermott et al., 2014; 

Tippett et al., 2022). 

 

Para entender os mecanismos de resistência das células do adenocarcinoma pulmonar,  

e importante comparar a morfologia também entre as linhagens parentais e resistentes(Gao et 

al., 2019). Uma linhagem A549RT-eto apresentou um aumento no tamanho das células, perda 

de adesão celular, formato fusiforme após um período de 18 meses de indução(Yodsoi 

Kanintronkul, 2011). Neste estudo, as células resistentes mostraram mudança na morfologia 

aumentando de tamanho com forma mais irregular o citoplasma e perderam adesão entre uma 

célula e outra. Além disso, observou-se uma população heterogênea entre células proliferantes 

e células gigantes poliploides paralisadas pela proliferação. Também foram relatadas em vários 

estudos de linhagens celulares resistentes que essas alterações estruturais podem facilitar a 

sobrevivência de células resistentes à cisplatina após a terapia (Mirzayans; Andrais; Murray, 

2018).  
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Maioritariamente na clínica, as células resistentes crescem mais rapidamente devido a 

diferentes mecanismos de resistência que podem estar presentes(Gaglia et al., 2021). Em este 

estudo, a linhagem celular resistente cresceu mais lentamente que a linhagem celular parental 

e o tempo de duplicação das células A549DDP20 foi maior que o das células A549 (31,91±0,75 

vs. 19,24±0,37 h). Pesquisadores descobriram que o menor crescimento de células resistentes 

in vitro pode ser pela existência de células dormentes não cíclicas ou seja, representam o 

equilíbrio entre a proliferação celular e a morte celular. A dormência celular denota o estado 

em que as células sofrem quiescência e é caracterizada por autofagia, sinalização de tolerância 

ao estresse, sinais microambientais e modificações epigenéticas(Min; Lee, 2023). Quando 

comparado com nossos resultados que sugerem que após o término da indução de resistência, 

às células A549DDP20 mudaram suas caraterísticas de proliferação lentamente com o atraso 

do pico de divisão (Mirzayans; Andrais; Murray, 2018).  

 

Por outro lado, a família de transportadores cassete de ligação de ATP (ABC) de 

proteínas transmembrana tem sido associada à resistência a quimioterápicos comumente 

usados, promovendo o efluxo de drogas e a sua superexpressão de mais de um transportador 

ABC por uma mesma célula tumoral já havia sido descrita anteriormente como a proteína 1 de 

resistência a múltiplas drogas (MDR1, ABCB1), proteína 1 associada a MDR (MRP1-ABCC1) 

e proteína 2 associada a MDR (MRP2-ABCC2) (Li et al., 2009). Investigações mostraram que 

exposições com cisplatina aumenta a expressão MDR1 e MRP2 concentração dependente em 

linhagem como A549 e NCI-H446 (Ke et al., 2013b; Xin et al., 2022). Portanto, as linhagens 

celulares foram caracterizadas utilizando western blot observando, alto nível de expressão de 

MDR1(5,43) foi detectado na membrana das células A549DDP20, enquanto na linhagem 

parental A549 como controle a sua expressão de MDR1 foi pouco detectável (0,02). Além 

disso, apresenta alta expressão das proteínas MRP1 e MRP2 com 6,24 e 4,62 

correspondentemente. Por outro lado, na linhagem parental, observou-se uma menor expressão 

relativa para as proteínas MRP1 (2,31) e MRP2 (2,85). Em conjunto foi detectado a expressão 

proteica MDR1, MRP1 e MRP2 localizada no citoplasma das células tumorais A549DDP20. 

Expressão e a localização celular do produto dos genes de resistência que desempenha um papel 

importante na quimioterapia contra o câncer(Januchowski et al., 2016).  

 

Considerando que a superexpressão de MRP também é um dos principais mecanismos 

de resistência à cisplatina. Borst e colaboradores sugeriram que MRP1, MRP2, MRP3 e MRP5 
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também medeiam algum grau de resistência à cisplatina aumentando a exportação de cisplatina 

fora das células (Li et al., 2009).Por outro lado, o mecanismo de resistência à cisplatina nas 

células A549DDP20 ainda não está totalmente determinado, portanto, mais investigações são 

necessárias. No entanto, a resistência é supostamente devida a um mecanismo multifatorial, 

incluindo padrões alterados de expressão do transportador, reparo de incompatibilidade e 

modificação de no pico de divisão. Dessa forma, a heterogeneidade resultante com diversas 

alterações fenótipicas também induz mudanças adaptativas que conferem propriedades de 

quimiorresistência nas células cancerígenas e, portanto, prejudica o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas eficazes(Ballestreri et al., 2018).  

 

A heterogeneidade tumoral, por exemplo, a coexistência de subpopulações distintas de 

células que abrigam também genótipos diferentes, poderia ser a explicação para diferentes 

comportamentos biológicos de tumores semelhantes. Considerando o câncer como uma doença 

heterogênea associada a anomalias cromossômicas, o entendimento do comportamento do 

câncer deve abordar alterações citogenéticas específicas tornando a análise citogenética uma 

abordagem essencial para identificar os genes envolvidos na patogênese do câncer (Ribeiro; 

Melo; Carreira, 2019).  

 

Uma compreensão dos mecanismos genéticos subjacentes à sensibilidade e resistência 

das células tumorais aos agentes quimioterápicos é importante do ponto de vista biológico e 

clínico. Nesse contexto, evidências anteriores de análise citogenética de linhas celulares 

estabelecidas em NSCLC revelou um padrão de aberrações cromossômicas recorrentes, ou seja, 

ganhos de 5p, 7 e perdas de 3p, 9p, 17p, sendo o cromossomo Y mais frequentemente relatado 

(Lukeis et al., 1990). Além disso, perdas alélicas detectadas por estudos de perda de 

heterozigose (LOH) em mais de 600 NSCLC identificaram várias regiões de deleção 

cromossômica consistente, nomeadamente em 2q, 3p, 5q, 8p, 9p, 11p, 13q, 17p, 17q, 

18q. e 22q, que potencialmente contêm genes supressores de tumor. Por outro lado, as 

regiões cromossômicas que foram frequentemente afetadas pelos ganhos de DNA incluíram 1q, 

3q, 5p, 8q, 11q, 15q, 19q e 20q (Pei et al., 2001). 

 

Estudos da análise citogenética da linhagem A549 realizado pela técnica CGH 

descrevem alterações com mais perdas do que ganhos, especificamente a perda de todos ou da 

maioria dos cromossomos 4, 6 e 13. Os ganhos foram restritos às regiões em 2p, 11p, 15q e 
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17(Luk et al., 2001). Park e colaboradores (2000) observaram sondas de pintura específicas, 

usando a técnica de FISH, para os cromossomos 1, 2, 11, 15 e 19, e sondas de pintura específicas 

para bandas de 6q23, 15q22 e 19q13 na linhagem celular A549. Além disso, A549 teve deleções 

de 3p com pontos de interrupção na banda 3p13.  

 

Relatos anteriores demonstraram regiões do genoma envolvidos na quimiorresistência 

em diferentes linhagens celulares. Em alguns desses estudos, houve elevados níveis de 

amplificação em certos cromossomos. Knutsen et al. (1998) mostraram amplificação do gene 

MDR1 em 7q21 em uma linhagem celular de câncer de mama resistente ao paclitaxel, e em 

linhas celulares de carcinoma do cólon resistentes à adriamicina e à actinomicina. Outro estudo 

mostrou dois locais potenciais como em 4q e 6p com importância para análogos de platina em 

pacientes com carcinoma de ovário que não respondem a cisplatina (Kudoh et al., 1999).  

 

No presente estudo foi observado na linhagem parental A549 alterações perda de 

cromossomos e ganho de cromossomos, esses achados foram relatados anteriormente na 

literatura. Além disso, foi observado alterações estruturais como deleção do braço curto do 

cromossomo 6, derivativo da translocação envolvendo o cromossomo 1 e 6 e a deleção do braço 

longo do cromossomo 11 que são também relatadas na literatura. Além disso, a linhagem 

A549DDP20 resistente, mostrou alterações mais complexas não relatas anteriormente, 

destacando a deleção do cromossomo 2p que relatos anteriores evidenciam ganho do braço 2p 

ou perda em outro braço. Assim, a deleção do cromossomo 2p é uma alteração nova descrita, 

incluído alteração estrutural do cromossomo 12q. Adicionalmente, a alteração do cromossomo 

19 na linhagem A549DDP20 é relatada como uma alteração comum da linhagem A549. Por 

fim, a deleção do cromossomo 6p está presente nas duas linhagens celulares analisadas e dados 

relatados na literatura descrevem deleção do cromossomo 6q na linhagem A549 (Park et al., 

2001). 

Cabe ressaltar que a linhagem A549 é uma linhagem com mais alterações numéricas do 

que alterações complexas. Apesar disso, foi observado maior complexidade estrutural na 

linhagem A549DDP20 do que alterações numéricas levando a uma maior dificuldade na 

avaliação citogenética. Ao analisar os dois perfis citogenéticos de ambas as linhagens foi 

possível evidenciar as alterações da linhagem A549DDP20 resistente após tratamento com 

cisplatina. Em conclusão, no nosso estudo foi utilizado a técnica de coloração em bandas G que 

consegue analisar alterações genéticas de grande escala, em comparação com as técnicas CGH 

array ou FISH, também conhecidas como citogenética molecular. Estas últimas permitem 
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avaliar alterações menores como microdeleções ou microamplificações tendo como principal 

limitação o preço. Assim, a citogenética clássica consegue mostrar uma imagem única e global 

do material genético de uma célula e conseguiu, nesse estudo, mostrar diferenças nítidas entre 

as duas linhagens estudadas, porém podem ser utilizadas como técnicas 

complementares(Struski et al., 2001). 

 

Esses achados citogenéticos representam múltiplas lesões genéticas, que podem estar 

associadas ao desenvolvimento da resistência no câncer de pulmão após o tratamento com 

cisplatina e, portanto, essas podem ser as possíveis regiões candidatas dos genes relacionados 

a resistência de múltiplas drogas no câncer de pulmão. 

 

7.  CONCLUSÃO 

 

Inicialmente no estudo se desenvolveu o modelo biológico in vitro de células de câncer 

de pulmão resistentes a cisplatina (A549DDP20) para triagem de novas moléculas que 

moduladoras de resistência, mostrando alterações citogenéticas novas não relatadas 

anteriormente destacando a deleção do cromossomo 2p que relatos anteriores evidenciam ganho 

do braço 2p ou perda em outro braço. Assim, a deleção do cromossomo 2p, incluído alteração 

estrutural do cromossomo 12q.  

 

 

8. CAPÍTULO 2  

 

8.1 INTRODUÇÃO  

 

O gênero Erythroxylum apresenta mais de 230 espécies, é o gênero principal e mais 

representativo da família Erythoxylaceae, difundido nas regiões tropicais da América do Sul, 

África, Sudeste Asiático e Madagascar, com principais centros de diversidade e endemismo no 

Brasil e na Venezuela(LOIOLA et al., 2007). Para a flora brasileira, o gênero Erythroxylum foi 

atualizado recentemente, passando de 118 para 128 espécies onde suas principais ocorrências 

estão na floresta amazônica e na “caatinga”, bioma típico do semiárido do nordeste 

brasileiro(CORDEIRO; Loiola, 2018). 
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Os alcaloides tropano (AKTs) são os princípios metabolitos ativos das plantas 

medicinais mais antigas do mundo (Figura 19), cujas principais aplicações etnofarmacológicas 

incluem analgesia, alucinógenos e envenenamento. Cocaína, atropina e escopolamina, 

compostos de aplicações médicas inestimáveis, são os exemplos mais conhecidos de alcaloides 

tropano (O’connor, 2010). A atropina é um medicamento anticolinérgico utilizado para 

problemas oftalmológicos e cardíacos, além de antídoto contra intoxicações por agrotóxicos. A 

escopolamina, que também é um agente anticolinérgico, tem sido utilizada como antiemético, 

além de apresentar indicações off-label para espasmos gastrointestinais e depressão (Thiessen; 

Aebisher; Bartusik-Aebisher, 2023) 
 

Figura 18- Estruturas químicas a partir do esqueleto tropano com diferentes atividades biológicas 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: adapatado de Kohnen-Johannsen e colaboradores (2019) 

 

Há muitas décadas a indústria farmacêutica conhece o potencial farmacológico dos 

alcaloides tropanos (ATKs) que são definidos mais especificamente como todas as moléculas 

que possuem um sistema de anéis de tropano e nitrogênio na sua estrutura química (Figura 9). 

Os AKTs podem ser encontrados na família Solanaceae (Kohnen-Johannsen; Kayser, 2019) e 

em diferentes gêneros como Moraceae, Erythrocylaceae e Brassicaceae (Dräger, 2004). Além 

disso, podem ser encontrados em diferentes espécies, enquanto ao gênero, por exemplo 

Erythroxylum: Erythroxylum caatingae Plowman, Erythroxylum subrotundum A. St.- Hil, 
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Erythroxylum revolutum Mart, Erythroxylum zeylanicum O.E. Schulze e Erythroxylum pervillei 

entre outros (Bringmann et al., 2000; De oliveira et al., 2011) sendo descritos mais de 200 

diferentes ATks. 

 

Os AKTs, diferem imensamente em suas propriedades biológicas, químicas e 

farmacológicas, por exemplo como agentes farmacológico para o tratamento da náusea, vômito, 

enjoo, bem como espasmos musculares lisos (Kohnen-Johannsen; Kayser, 2019).  Além disso, 

diferentes estudos mostraram metabolitos secundários com potencial inibidor sobre 

mecanismos de resistência in vitro (MI et al., 2002b). Destaca-se as espécies 

Erythroxylum pervillei Baillon e Erythroxylum rotundifolium Lunan realizando um estudo de 

isolamento como resultando de mais de 12 AKTs mostrando atividade com células de 

carcinoma epidermóide oral multirresistente (MI et al., 2002a). Assim, ésteres de tropano deste 

tipo podem reverter o fenótipo de resistência a múltiplas drogas, presumivelmente interagindo 

com a glicoproteína-P.(Chávez et al., 2002) 

 

No Brasil existe a espécie Erythroxylum Bezerreae, é uma planta endêmica da região 

Nordeste, que não apresenta estudos como moduladores ou inibidores de resistencia a múltiplas 

drogas, ou seja, é inédita.  Seis alcaloides tropanos descritos por Brito e colaboradores (2020), 

designados como eritrobezerrinas A-F (Figura 19), foram isolados do extrato EtOH da casca do caule 

de Erythroxylum bezerrae Plowman mostraram citotoxicidade dos compostos isolados foi avaliada 

contra as linhagens celulares de câncer L929, PC-3, HCT-116, SNB-19 e NCI-H460, mas apenas a 

eritrobezerrina C apresentou atividade moderada com valores de IC50 de 3,38 e 5,43μM para HCT-

116 e NCIH-460, respectivamente. 

 
Figura 19- Estruturas dos alcaloides tropanos (1–8) isolados de Erythroxylum bezerrae 
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Fonte: Brito e colaboradores (2020) 

 

De fato, é necessário o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas e levará a 

melhores resultados para os pacientes. O paradigma atual afirma que, a terapia combinada deve 

ser a melhor opção de tratamento, pois deve impedir o desenvolvimento de resistência a 

medicamentos e ser mais eficaz do que qualquer medicamento isoladamente. Nesse contexto a 

U.S Food and Drug Administration (FDA) oferece orientações para a indústria para avaliação 

de metabolismo in vitro e transportador droga-droga. Ressalta os efeitos relevantes dos 

transportadores de membrana e seus efeitos na farmacocinética e farmacodinâmica. Por outro 

lado, um composto ativo pode modulara expressão ou atividade do transportador resultando na 

disposição da alteração endógena. Diferentes transportadores com relevância clínica podem 

interagir com compostos por exemplo: MDR1, MRPs, BCRP, OAT1/OAT3. Por isso, a 

determinação de substratos ou inibidores de transportadores MDR e MRPs podem ser expressos 

em diferentes tecidos como trato gastrointestinal, fígado, rim, cérebro e pulmão ou que pode 

afetar a viabilidade dos compostos. Nesse contexto a FDA (FDA, 2017)menciona parâmetros 

para conduzir estudos in vitro ou in vivo como:  

• Utilização de linhagens celulares que expressem as proteínas de interesse 

• Determinação a potência de inibição (IC50 o Ki) 

• In vivo, a administração oral da dose do inibidor IC50 >25µL  

• Índice de resistência (IR) 

 

Além disso, atualmente e considerado os estudos in sílico para obter uma predição de 

ligação do transportador. Nesse contexto, neste estudo tentou-se avaliar os AKTs baixo alguns 

parâmetros mencionados anteriormente.  
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9.OBJETIVOS 

9.1 Objetivo general 

 

Avaliar os efeitos modulador de resistência a múltiplas drogas dos alcaloides tropanos 
EB-PA e EB-PB da espécie Erythroxylum Bezerreae e sua combinação com cisplatina 
in vitro na linhagem A549DDP20. 
 

9.2 Objetivos específicos  

 

1. Determinar dos efeitos citotóxicos de compostos EB-PA e EB-PB da espécie 

Erythroxylum Bezerreae em linhagens celulares tumorais (A549 e A549DDP20) e não 

tumorais (MRC-5) in vitro.  

2. Avaliar teórica de alvos farmacológicos dos compostos EB-PA e EB-PB utilizando o 

software: Swiss Target Prediction.  

3. Avaliar o efeito hemolítico dos compostos EB-PA e EB-PB em eritrócitos em 

camundongos Swiss Mus musculus. 

4. Avaliar a atividade moduladora MDR nas células A549 e A549DDP20 após a incubação 

de 3 e 24 horas com a EB-PA e o EB-PB in vitro. 

5. Determinar a percentagem de acumulação de rodamina 123 intracelular após incubação 

de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas com a EB-PA  

6. Determinar o modo de interação de EB-PA e cisplatina pelo método de isobolograma 

de índice de combinação (CI) de Chou-Talalay em células A549 e A549DDP20. 

7. Avaliar a densidade celular das células A549 e A549DDP20 após incubação de EB-PA 

e cisplatina isolados e em diferentes combinações. 

8. Avaliar a la sobrevivência celular após os tratamentos isolados e em combinação pelo 

ensaio clonogenico. 

9. Avaliar expressão da proteína Bax, MDR1, MRP1 e MRP2 células após os tratamentos 

isolados e em combinação nas células A549 e A549DDP20. 

10. Investigar a interação molecular com as proteínas MDR1 e MRP1 da EB-PA e o EB-

PB. 

10. MATÉRIAS E MÉTODOS  
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Desenho experimental geral capítulo 1 e 2 

 

A figura 20 apresenta o desenho experimental onde está descrito as etapas que foram 

realizadas deste trabalho de forma geral como as metodologias que foram empregadas.  

 

 
Figura 20-Desenho experimental 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: própria do Autor (Biorender.com) 

 

 

10.1 Obtenção dos Alcaloides tropanos (AKTs) 

 

Neste estudo, foram avaliados 2 alcaloides tropanos (AKTs), foram isoladas do extrato 

etanólico da casca do caule de Erythroxylum Bezerreae uma planta endêmica da região 

Nordeste do Brasil, foram cedidos pelo Departamento de Química, da Universidade Federal do 

Ceará, dirigido pela Profa. Otília Deusdênia Pessoa Loiola e a discente de doutorado Luana San 

de Oliveira Brito como atividade de colaboração entre projetos de pesquisa conjuntos (Brito et 
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al., 2020). As amostras foram dissolvidas em solução salina 0,9% em uma concentração de 

5mM e realizados várias alíquotas e guardada no nitrogênio líquido para evitar degradação ou 

perda de atividade.  

 

10.2 Avaliação da atividade citotóxica pelo ensaio Alamar blue in vitro 

 
Princípio de teste  
 
O alamar Blue é um reagente de ensaio de viabilidade celular que contém o corante 

indicador azul permeável, não tóxico e fracamente fluorescente chamado resazurina. Este é um 

reagente confiável e estabelecido que está disponível desde 1993. É um método rápido, sensível 

e barato. A resazurina é usada como um indicador de oxidação-redução (REDOX) que sofre 

alteração colorimétrica em resposta à redução metabólica celular. A forma reduzida, resorufina, 

é rosa e altamente fluorescente, e a intensidade da fluorescência produzida é proporcional ao 

número de células vivas que respiram (Rampersad, 2012).  

 

Procedimento experimental 

 
As células A549 foram colhidas por tripsinização e semeadas em 7,5×104 cél/mL em 

placas de 96 poços, após 24 horas foram incubadas com DDP, verapamil, EB-PA e EB-PB para 

determinação da IC50 no tempo de 24, 48 e 72 horas. As células A549DDP20 foram colhidas 

por tripsinização no final de suplementações com a DDP e esperando 1-2 passagens para seu 

uso, em seguida, foram semeadas em 7,5×104 cél/mL em placas de 96 poços e incubadas 

durante a noite para determinar a resistência relativa. Células A549DDP20 foram incubadas 

50-200 µM de DDP como concentração maior da curva. Além disso, foi testado a citotoxicidade 

de EB-PA e EB-PB para obter IC50 e realizar a comparação com a linhagem parental 

(concentração maior da curva 50 µM) após 24,48 e 72 horas. Foi utilizado o verapamil como 

controle positivo (100µM) em todos os tempos testados. O índice de resistência (IR) foi 

calculado pela razão do IC50 de linhas celulares resistentes sobre IC50 das linhas celulares 

parentais. Quimioresistência é definida como IR ≥2(Govindan et al., 2015). Após 24,48 e 72 

horas de tratamento. Finalmente, o reagente Resazurin 31,2 µg/mL (sigma Aldrich-R7017) foi 

adicionado a cada poço e incubado por 4 horas. A fluorescência foi medida a 560/590 nm no 

espectrofotómetro (Perkinelmer Víctor nivo TM). A viabilidade celular relativa para cada grupo 

foi calculada por comparação com a das células de controle utilizando o Prisma 9.0.  
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Análise de dados  

 

As substâncias foram avaliadas em diluições seriadas, em três experimentos 

independentes, cada um com duplicatas ou triplicatas. A partir dos valores de absorbância 

obtidos, as concentrações inibitórias médias (CI50) foram calculadas com intervalos de 

confiança de 95% (IC 95%) por meio de regressão não linear, utilizando o software Prism 

versão 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).  

 
10.3 Avaliação da atividade hemolítica em eritrócitos em camundongos Swiss Mus 

musculus 

 
Princípio do teste  

 

A hemólise é comumente utilizada como a avaliação inicial de toxicidade. A atividade 

hemolítica é um requisito padrão para qualquer composto que tenha contato com o sangue. Este 

teste é fundamentado na lise dos eritrócitos induzida por fatores como íons metálicos, carga 

superficial, ou outras causas que levam à ruptura dos eritrócitos (Greco, 2020). Esta 

metodologia possibilita a avaliação do potencial da substância em teste para causar lesões na 

membrana plasmática da célula, seja por meio da formação de poros ou pela ruptura total. 

Utilizam-se hemácias de camundongos devido à grande semelhança com as hemácias humanas, 

especialmente em relação à sensibilidade (Dresch et al., 2005). 

 
Procedimento experimental  

 

Os alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB foram avaliados quanto ao potencial em causar 

lesões na membrana plasmática das células, seja pela formação de poros ou pela ruptura total, 

para isso o sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus musculus), previamente 

anestesiados, por punção cardíaca (n=9). Os eritrócitos foram lavados 3X em solução salina 

estéril e centrifugados (1500 rpm/5 min), os sobrenadantes foram descartados e a partir do pellet 

(100%) foi elaborada uma solução de eritrócitos 2% (SE). Posteriormente foi elaborada uma 

curva de diluição seriada a partir de uma concentração de 170µM de cada composto e incubados 

com eritrócitos em placa de 96 poços. Após 1 hora de incubação sob agitação constante e 

temperatura ambiente, após o período de incubação as placas foram centrifugadas (2000 rpm/10 



 71 

min), a o sobrenadante foi analisado. A leitura ótica foi realizada em leitor automático de placas 

(450 nm) para determinação da absorbância. Foi analisado o % de hemólise normalizado ao 

controle negativo (DMSO 10%) e foi utilizado o Triton-100x 1% como controle positivo. Este 

experimento foi submetido e aprovado pelo Comitê̂ de Ética no Uso de Animais do Núcleo de 

Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (CEUA – NPDM), com o número de protocolo 

41111022-0. O certificado de aprovação encontra-se anexado no Anexo A.  

10.4 Citotoxicidade e sinergismo da combinação de cisplatina e EB-PA 

 

Princípio do teste  

 

O índice de combinação (IC) e a fração afetada (Fá) foram propostos para avaliar o 

sinergismo. A equação do CI é baseada na equação de efeitos múltiplos de drogas do método 

Chou-Talalay que poderia fornecer o índice de combinação (IC) para avaliar quantitativamente 

as interações de drogas: sinergismo (IC <1), efeito aditivo (IC = 1) e antagonismo (IC > 1) 

(CHOU, 2010a). Para cada nível de Fa, os valores de IC foram calculados pelo software 

CompuSyn de acordo com a seguinte equação: 

 

IC+(D)1/(DX)1+(D)2/(DX)2 

 

 

 

Procedimento experimental  

 

Nesta equação, D1 e D2 indicam as doses do composto 1 (EB-PA) e do medicamento 2 

(DDP) em combinação que leva à inibição do crescimento de Fa × 100% no experimento real, 

enquanto (DX)1 e (DX)2 são as doses do composto 1 e do composto 2 isoladamente que 

resultam em Fa × 100% de inibição do crescimento. As células foram semeadas em placas de 

96 poços e posteriormente tratadas com a EB-PA e a DDP isoladamente por 72 horas ou em 

combinação pre-tratadas (24 h) com a EB-PA na presença de DDP. Foram determinados com 

concentrações fixas de EB-PA (5,4-72µM) e DDP (2,5- 40µM). Resumidamente as células 

A549 e A549DDP20 (7,5x104cel/mL) foram pre-tratadas por 24 horas com a EB-PA e 

verapamil (controle positivo), posteriormente as placas foram centrifugadas a 2000 rpm/5 min 

e retirado o meio com compostos e colocado meio novo com as diferentes concentrações de 
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DDP durante 48 h, obtendo um tempo final de 72 horas dos grupos em combinação. As 

concentrações das curvas foram construídas utilizando as proporções Verapamil+DDP (razão 

não constante 20µM), EB-PA+DDP (10:18) (tabela 5). 
 

Tabela 5-Curva de concentrações utilizadas de EB-PA, DDP e em combinação após 24 horas de pré-tratamento e 

48 horas com DDP. 

 

µM* 

(D1) EB-PA (D2) DDP Combinação 

4,50 2,50 7,00 

9,00 5,00 14,00 

18,00 10,00 28,00 

36.00 20,00 56,00 

72,00 40,00 112,00 

Tabela 5- *µM (micromolar), DDP (cisplatina)  

 

Análise de dados  

 

Os compostos foram avaliados em diluições seriadas, em três experimentos 

independentes, em duplicatas. A partir dos valores de fluorescência obtidos, foi calculado a 

fração afetada (Fa) dos compostos isolados e em combinação. Foi determinado o índice de 

combinação pelo CompuSym Software.  

 

10.5 Avaliação da densidade e viabilidade celular por citometria de fluxo  

 

Princípio do teste  

Iodeto de propídeo (PI) é um corante fluorescente conhecido por se ligar a ácidos 

nucleicos (DNA E RNA) das células e citoplasma. É relativamente excluído pelas células vivas, 

porém penetra rapidamente nas células com membranas danificadas, tornando-as 

brilhantemente fluorescentes, por sua capacidade de penetrar na célula cuja membrana esteja 

rompida por ser hidrofílico. A célula com a membrana íntegra emite baixa fluorescência. Deste 

modo, este método permite avaliar a viabilidade celular através da avaliação de integridade de 

membrana plasmática das células. O iodeto de propídeo é excitado pelo laser de argônio (488 

nm) (RICCARDI; Nicoletti, 2006). 
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Procedimento experimental  

Para determinar o efeito de EB-PA em combinação com DDP na viabilidade e 

densidade celular foi feito um experimento nas linhagens celulares A549 e A549DDP20, na 

presença e ausência dos moduladores, verapamil (controle positivo 10 e 20µM) e EB-PA (5, 

10 e 37µM) por 24 horas de pré-tratamento e associados ao quimioterápico DDP (20µM) em 

diferentes combinações durante 48 horas. As células foram incubadas a 37oC por 10 minutos 

no escuro com solução de PI (50 µg/mL). A integridade da membrana celular foi avaliada pela 

exclusão de PI. 

 

Análise de dados  

 

A fluorescência celular foi determinada por citometria de fluxo em citômetro Guava® 

EasyCyteTM Mini System (Guava Technologies Inc. Industrial Blvd. Hayward, CA, EUA). 

Dez mil eventos foram avaliados por experimento e os debris celulares foram omitidos da 

análise. Os dados foram analisados a partir da média ± E.P.M. de 3 experimentos 

independentes. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes 

grupos, os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida de pos-teste de 

Tukey (p<0,05) utilizando o programa Prism versão 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EUA).  

 

 

10.6 Ensaio de efluxo Rodamina 123 por citometria de fluxo  

 

Princípio do teste  

A atividade da Pgp-1 das linhagens A549 e A549DDP20 foi medida por ensaio de 

efluxo com Rhodamina-123 (Rho-123). Utilizamos o teste funcional descrito por Altenberg e 

colaboradores., para medir os fluxos unidirecionais de rodamina 123 (Rho-123, Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO). A Rho-123 é um substrato fluorescente da Pgp-1 cuja intensidade de 

fluorescência pode ser mensurada por meio de citometria de fluxo. De tal forma, uma célula 

que não expressa P-gp1 ou que esteja com a P-gp1 inibida não realiza a extrusão da Rho-123 
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em uma taxa superior à sua difusão na membrana plasmática, gerando um acúmulo intracelular 

de Rho-123 e aumento da intensidade de fluorescência (ALTENBERG et al., 1994). 

 

Procedimento experimental  

 

Resumidamente, as células A549/A549DDP20 foram plaqueadas na concentração de 

3x104 e 9x104 células/mL respetivamente em placa de 24 poços. As células foram incubadas 

durante 3 e 24 horas com EB-PA e EB-PB candidatos como moduladores Pgp-1, o verapamil 

10 e 20 µM foi utilizado como controle positivo inibidor Pgp-1 (MDR1) e DMSO como 

controle negativo. Posteriormente, foram incubadas por 30 minutos com Rho-123 (5 µM) a 

37°C e com 5% CO2 para que ocorresse o acúmulo do substrato na célula. Posteriormente as 

células foram coletadas, centrifugadas e lavadas com meio IMDM 4°C gelado duas vezes. As 

células foram resuspedidas em meio IMDM pré-aquecido e deixadas na estufa a 37°C e 5% 

CO2 para que ocorresse a extrusão parcial da Rho-123 durante 1 hora. Posteriormente foi 

centrifugado e lavado com buffer PBS duas vezes e resuspedidas em volume final de 200 µL. 

Foi analisado por citometria de fluxo no GUAVA. Os dados de fluorescência de intensidade 

mediana (MFI) foram normalizados ao verapamil 10 µM e foi calculado a razão de atividade 

de fluorescência (FAR) entre linhagem parental e resistente com células tratadas.  

 

 

Análise de dados  

 

A fluorescência celular foi determinada por citometria de fluxo em citômetro Guava® 

EasyCyteTM Mini System (Guava Technologies Inc. Industrial Blvd. Hayward, CA, EUA). 

Dez mil eventos foram avaliados por experimento. Os dados foram analisados a partir da média 

± E.P.M. de 3 experimentos independentes. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de variância 

(ANOVA) seguida de pós teste Dunnett's Multiple Comparison. Utilizando o programa Prism 

versão 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).  

 

10.7 Ensaio da percentagem de acumulação de Rodamina 123 por espectrofluorometria  
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Princípio do teste  

 

A atividade da MDR e MRPs foi determinada medindo o acúmulo intracelular de 

rodamina 123 em células A549 e A549DDP20 na ausência ou presença do controle positivo 

verapamil 10 e 20 µM utilizando a teoria de Altenberg e colaboradores mencionada 

anteriormente (Altenberg et al., 1994).  

 

Procedimento experimental  

 

As células foram cultivadas em placas de 96 poços e incubadas a 37 ° C 5%CO2, 24 

horas depois foram colocada tanto o controle positivo como EB-PA na concentração de 5 e 

10µM nos tempos de 1:30, 3:00, 6:00, 12:00 e 24 horas. Posteriormente as placas foram 

incubadas com rodamina 123 em uma concentração de 5,00 μM por 30 min. Após 2 lavagens 

em solução PBS gelado, as células foram lisadas em água destilada e os níveis intracelulares de 

rodamina 123 foram quantificados por espectrofluorometria usando um espectrofluorímetro 

(Perkinelmer Víctor nivo TM). (os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 485 e 

535 nm, respetivamente). Os dados foram expressos como percentagem (%) de acúmulo de 

rodamina 123 em células de controle não expostas a inibidores de MDR1, arbitrariamente 

fixados em 100%. 

 

Análise de dados  

 

As substâncias foram avaliadas em diluições seriadas, em três experimentos 

independentes, em triplicatas. A partir dos valores de Unidade fluorescência arbitraria obtidos 

os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida de pôs teste Tukey 

Multiple Comparison. Utilizando o programa Prism versão 9.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA).  

 

 

10.8 Análise de teste de sobrevivência através do ensaio clonogenico  

 
Princípio do teste  
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O ensaio clonogenico é uma ferramenta versátil e frequentemente usada para quantificar 

a sobrevivência de células cancerígenas in vitro. Este processo envolve a capacidade de células 

cancerosas individuais proliferarem e darem origem a um aglomerado visível de células 

conhecido como colônia. A proliferação de uma única célula em colônia, que pode ser 

visualizada no olho nu, e a prova que ela manteve a capacidade de se dividir.  

 

Nesse contexto, a perda da caraterística reprodutora e a incapacidade de células 

proliferarem indefinidamente e formarem colônias, podem ser observados no ensaio 

clonogenico, como consequência torna-se o ensaio confiável para a avaliação da toxicidade in 

vitro, permitindo poder avaliar a sensibilidade das células cancerígenas resistentes aos 

medicamentos frente aos tratamentos (Brix et al., 2020). 

 

 

Procedimento experimental  

 

Inicialmente, as células A549 e A549DDP20 foram plaqueadas 400 células por poço 

em uma placa de seis poços contendo 3 mL de meio IMDM completo por poço. Após 24 horas 

de plaqueamento, as células foram incubadas nas seguintes concentrações tanto da Cisplatina 

(DDP) e EB-PA isoladas, utilizando o Verapamil (Ver 20µM) como controle positivo, EB-PA 

10 µM e 37 µM, DDP 10µM e 20µM  por um tempo de 72 horas de incubação, além disso as 

células foram incubadas com diferentes combinações: DDP 10µM + Ver 20µM, DDP 20µM + 

Ver 20µM , DDP 10µM + EB-PA 10µM, DDP 10µM + EB-PA 37µM , DDP 20µM + EB-PA 

37µM, sendo uma pré-tratamento de 24 horas com Ver e EB-PA, posteriormente foi retirado o 

meio e colocado meio novo para fazer a incubação com DDP por 48 horas, obtendo um tempo 

de 72 horas. Enquanto o controle negativo as células foram expostas a solução salina 0.9%. 

Posteriormente ao tempo de 72 horas, o meio de cada poco foi trocado por meio novo, e dessa 

vez, as moléculas não foram adicionadas. A placa foi mantida em estufa a 5% de CO2 a 37 oC 

e permaneceu em observação por 7 dias, período em que as células começaram a se aproximar 

e o teste foi parado. Para a contagem, as células foram coradas com 0,25% de cristal violeta em 

3% de formaldeído, deixou-se 30 minutos sob agitação, em seguida foram feitas 2-3 lavagens 

com água destilada até obter o total de remoção do excesso do corante, posteriormente as placas 

foram deixadas a temperatura ambiente para sua secagem total.  

 

Análise dos dados 
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O número de colônias foi contado com auxílio de uma lupa estereoscópica, 

considerando uma colônia a partir de 50 células.  Placas triplicadas foram configuradas para 

precisão. Os dados obtidos foram colocados no programa GraphPad Prisma 9.0 para verificar 

a diferença entre os grupos.  

 

10.9 Avaliação do racionamento dirigido por bioensaio in silico 

 

 A ferramenta SwissTargetPrediction, fornece 376342 compostos e 3068 alvos 

macromoleculares no banco de dados que previram os alvos proteicos mais prováveis de 

moléculas pequenas para avaliação dos possíveis alvos terapêuticos na espécie Homo sapiens. 

O software: Swiss Target Prediction updated data and new features for efficient prediction of 

protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019).  

O servidor utiliza os códigos de SMILES de cada molécula. A tabela abaixo mostra os 

códigos de SMILES empregados para esta análises (Tabela 6).  

Tabela 6-Moléculas analisadas no servidor SwissTarget com sua fórmula molecular e SMILES 

Composto SMILES 

EB-PA (COc1c(OC)cc(cc1OC) 

/C=C/C(=O)OC1CC2N(C(C1)C(C2O)OC(=O)c1cc(OC)c(c(c1)OC)OC)C) 

EB-PB COc1cc(\C=C\C(=O) 

OC2CC3CC(OC(=O)c4cc(OC)c(OC)c(OC)c4)C(C2)N3C)cc(OC)c1 

 

10.10 Simulação de docking molecular  

 

A estrutura química da EB-PA e EB-PB foram desenhadas e os confômeros de menor 

energia foram salvos em pH fisiológico utilizando o software MarvinSketch (Csizmadia, 

1999)e otimizados utilizando o código Avogadro (Hanwell et al., 2012), configurado para 

utilizar algoritmo steepest descente com ciclos de 50 interações, aplicando o campo de força 

MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Batista de andrade neto et al., 2021; Halgren, 

1996). 
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Para investigar o mecanismo de ação de EB-PA frente à Human multidrug resistance 

protein 1 (MRP1) e human P-glycoprotein in the ATP-bound (MDR1), a estrutura do alvo foi 

obtida no repositório Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), PDB ID: 2CBZ PDB ID: 

6C0V respetvamente  (Kim; Chen, 2018). Na etapa de preparação do receptor foram 

removidas as moléculas de água, mantido o ATP e Mg2+, visto que MRP1 é uma bomba de 

efluxo dependente de ATP, foram adicionados os hidrogênios polares, cargas Kollman e 

cargas Gasteiger (Yan et al., 2014)utilizando o software Autodocktools ™ (Huey; Morris; 

Forli, 2012). 

 

As simulações de docking molecular foram realizadas utilizando o software 

AutodockVina (Trott; Olson, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA) e Exhaustiveness 

64 (Marinho et al., 2020). O grid de simulação gerado foi centralizado de maneira a envolver 

toda a estrutura da enzima utilizando os eixos (-12.852 x, 46.180 y, 10.644 z) e size (116 x, 

116 y, 118 z) para MRP1 e MDR1 O grid de simulação gerado foi centralizado de maneira a 

envolver toda a estrutura da enzima utilizando os eixos (162.664 x, 172.872 y, 150.508 z) e 

size (72 x, 104 y, 126 z). Também foram realizadas simulações com o controle Verapamil para 

obtenção de dados comparativos. Foram realizadas 50 simulações independentes, gerando 20 

poses por simulação. Para seleção da best pose foram utilizados como critérios, o parâmetro 

estatístico RMSD (Root Mean Square Deviation) com valores até 2.0 Å (YUSUF et al., 2008) 

e a energia de afinidade, considerada ideal quando apresenta valores iguais ou inferiores a -

6.0 kcal/mol (Shityakov; Förster, 2014; Silva et al., 2021).utilizada também para avaliar a 

estabilidade dos complexos formados.  

 

10.11 Avaliação da expressão da proteína BAX, MDR1, MRP1 e MRP2 por western blot. 

 

Princípio do teste  

 

Os princípios do western blotting são carga igual de proteínas, separação de proteínas 

por peso molecular, transferência eletroforética para uma membrana adequada e sondagem de 

anticorpos  

Bax, um regulador central da morte celular, é uma porta de entrada indispensável para 

a disfunção mitocondrial e um importante membro pró-apoptótico das proteínas da família Bcl-

2 que controlam a apoptose em células normais e cancerosas. A ativação de Bax induz a 
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permeabilização da membrana mitocondrial, levando assim à liberação do fator apoptótico 

citocromo C e, consequentemente, à morte das células cancerígenas (Liu et al., 2016). 

 

A proteína Bax foi analisada após as combinações para poder confirmar a existência do 

processo de morte celular na parecença de EB-PA 5, 10 e 37 µM com cisplatina 20µM. Foi 

utilizado verapamil como controle positivo em 10 e 20µM.  

 

Procedimento experimental  

 

Foi utilizado o mesmo protocolo de western blot detalhado no item 4.5 do capítulo 1. 

Bax (cell signaling 1:1000).  
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11. RESULTADOS  

11.1 Atividade citotóxica dos alcaloides tropanos (AKTs) 

A atividade citotóxica dos alcaloides tropanos (Figura 21) da espécie Erythroxylum 

Bezerreae, planta endêmica da região Nordeste, foi avaliado frente a quatro linhagens de células 

tumorais (próstata, sistema nervoso, pulmão e câncer colorretal) e uma não tumoral (fibroblasto 

murinho) pelo ensaio do MTT 72 horas de incubação (Tabela 7). doxorrubicina foi utilizado 

como controle positivo, experimentos realizados por Brito e colaboradores no ano 2020.  

Figura 21-Estrutura química dos alcaloides tropanos da espécie Erythroxylum Bezerreae. 
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Tabela 7-Avaliação citotóxica dos alcaloides tropanos (AKTs) após 72 horas de incubação 

Tabela 7- Os valores de IC50 estão apresentados em µM e foram calculados a partir de regressão não linear 

utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de confiança (IC 95%) foram obtidos 

por meio de pelo menos dois experimentos independentes realizados em duplicata. DOX (Doxorrubicina) controle 

positivo.  

Os resultados mostram que os AKTs apresentam uma citotoxicidade significativa após 

72 horas, em diferentes linhagens tumorais como PC-3, HCT-116, NCIH-460 e SNB-19 e uma 

linhagem não tumoral L929, apresentando concentrações IC 50 entre intervalos de 3,38-40,00 

µM. Mostrando concentrações IC50 frente a linhagem não tumoral L929 entre intervalos de 

19,40-40 µM. Na tabela 8 observa-se que o composto EB-PB apresentou melhor citotoxicidade 

contra as linhagens celulares de câncer HCT-116 (IC50 3,38 μM) e NCI-H460 (IC50 5,43 μM) 

(BRITO et al., 2020). 

 

Consequentemente neste trabalho, foi calculado o índice de seletividade dos AKTs para 

determinar se os compostos são mais seletivos ou não a célula normal, ou as células tumorais 

no qual os valores >2 são considerados significativos. Os resultados mostram que tem uma 

maior seletividade par a linhagem de HCT-116 e NCIH-460 para o composto EB-PB, e para o 

   IC 50 
(INTERVALO) * 

  

Amostra  L929  
(Fibroblasto

   
murino) 

PC-3  
(câncer de 
próstata) 

HCT-116  
(câncer 

colorretal) 

SNB -19  
(câncer do sistema 

nervoso) 

NCIH-460  
(câncer 
Pulmão) 

EBCPA
G7 

30,58  
(25,29 –
30,80) 

>40  19,26  
(17,75-20,91) 

31,37  
(25,92-31,99) 

17,33  
(15,74-19,08) 

EBCPA
F-6 

>40 >40 28,07 
(25,58-30,81) 

21,23 
(17,60-25,63) 

21,95 
(18,80-25,63) 

EBCP4 >40 17.14 
(15,11-19.46) 

28,95 
(26,21-31,97) 

36,67 
(21,81-61,66) 

15,45 
(12,60-18,93) 

EBCP1 >40 >40 38,88 
(36,50-41,42) 

>40 >40 

P6 >40         >40 17,75 
(15,52-20,31) 

28,41 
(25,38-31,80) 

29,81 
(26,30-33,79) 

EB-PA 19,40 
(14,699 – 

25,89) 

10,56 
(9,75- 11,45) 

16,45 
(14,15– 17,87) 

13,89 
(12,65-15,26) 

10,55 
(9,43-11,80) 

 EB-PB 20,71 
(18,42 – 
23,31) 

15,02 
(13,36 –16,89) 

3,38 
(3,05 – 4,205) 

10,47 
(9,64-11,37) 

5,43 
(4,88-6,04) 

DOX 1,72 
(1,58-1,87) 

0,76 
(0,59-0,93) 

0,21 
(0,16-0,29) 

0,15 
(0,13-0,18) 

2,06 
(1,73-2,45) 
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composto EB-PA os índices de seletividade foram menores que 2 nas linhagens testadas (Tabela 

8). 

 
Tabela 8-Tabela de índice de seletividade dos alcaloides tropanos após 72 horas de incubação. 

Linhagem 
Celular 

IS* 
 EBCPAG7 EBCPAF-6 EBCP4 EBCP1 P6 EB-

PA 
EB-
PB 

DOX 

PC-3 
(Próstata) 

0,76 1,00 2,33 1,00 1,00 1,84 1,38 2,26 

HCT-116 
(colorretal) 

2,00 1,43 1,38 1,03 2,25 1,18 6,13 8,19 

SNB-19 
(sistema 
nervoso) 

0,97 1,88 1,09 1,00 1,41 1,40 1,98 11,45 

NCIH-460 
(Pulmão) 

2,23 1,82 2,59 1,00 1,34 1,84 3,81 0,83 

*IS= IC50 linhagem não tumoral̸ IC50 linhagem tumoral 

11.2 Avaliação do potencial hemolítico em eritrócitos de camundongos Swiss Mus 

musculus  

A fim de verificar se a atividade citotóxica está relacionada com o dano causado na 

membrana plasmática das células, os compostos EB-PA e o EB-PB que apresentaram melhor 

efeito citotóxico frente as linhagens tumorais foram testadas quanto à sua capacidade de induzir 

lise em eritrócitos de camundongos. Os resultados do ensaio hemolítico da EB-PA e o EB-PB 

estão representados na Tabela 9. Foram testados em diluição seriada, sendo a maior 

concentração de 170μM. 

Tabela 9-Porcentagem de hemólise dos compostos EB-PA e EB-PB determinada em eritrócitos de camundongos 

Mus musculus 

Composto %Hemólise 

Controle negativo  0,00 

Controle positivo 100,00 

EB-PA 0,46 

EB-PB 0,17 

Tabela 9. Controle positivo foi utilizado o Triton X-100 1%. Controle negativo foi utilizado o DMSO 10% em 

solução salina. Os dados estão normalizados com o controle negativo.  
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Considerando com valor de hemólise <10% como não hemolíticas, enquanto valores > 

25% apresentam risco de hemólise(Amin; Dannenfelser, 2006). Frente a isso, de acordo com 

os dados obtidos os alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB não apresentaram ação hemolítica 

mostrando valores de 0,46% e 0,17% respetivamente na concentração máxima testada de 

170µM e em nenhuma das outras concentrações da diluição seriada realizada, mostrando ser 

>10 vezes superior as IC50 dos compostos, quando comparados ao Triton 1% utilizado como 

controle positivo mostrando valores de 100 %. Desta forma, os resultados negativos obtidos 

neste modelo sugerem que a citotoxicidadeade dos compostos não está relacionados aos danos 

da membrana (Figura 22). 

Figura 22-Avalição de hemólises por metodologia in vitro nos alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB 

 

 

 

 

 

 

Figura 21- Controle negativo DMSO 10% (C-), Controle positivo Triton 1% (C+), alcaloides tropanos testados na 

concentração maior de 170µM (EB-PA e EB-PB). Considerando com valor de hemólise <10% como não 

hemolíticas, enquanto valores > 25% apresentam risco de hemólise. Foi realizado análise de estadística descritiva 

utilizando o programa Prisma versão 9.0 (GraphPad Software). 

11.3 Avaliação teórica de alvos farmacológicos  

Frente aos resultados iniciais obtidos, foi avaliado de forma teórica os alvos 

farmacológicos, dos compostos com melhor atividade citotóxica EB-PA e EB-PB (Figura 23) 

utilizando o software :Swiss Target Prediction update data and new features for efficient 

prediction of protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019), para avaliação dos 

possíveis alvos terapêuticos na espécie Homo sapiens.  
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Figura 23-Alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB 

 

 

 

 

 

Figura 23. Nomenclatura IUPAC: EB-PA (6β-(3,4,5-trimethoxybenzoyloxy)-3α-(E)-(3,4,5-

trimethoxycinnamoyloxy)-7β-hydroxy-tropane) e EB-PB (6β-(3,4,5-trimethoxybenzoyloxy)-3α-(3,4,5-

trimethoxycinnamoyloxy)-tropane) . 

Nesse contexto, ao avaliar a EB-PA tem probabilidade de interagir com diferentes 

classes alvo como quinasse (40,00%), família A acoplados a proteína G (33,30%) e um 13,30% 

para transportadores eletroquímicos e transporte ativo primário. Por outro lado, quando 

comparado com a EB-PB apresentam mais classes alvos como família A acoplados a proteína 

G (40,00%) e um 46%,00 para alvos com atividade enzimática, (13,30% enzimas 

Fosfodiesterases 6,7% e oxidorectasas e 6,7% para quinasses, enzimas modificadoras 13,3 %). 

Para transporte ativo um 6,7%. Observando que os compostos diferem estruturalmente no anel 

de alcaloide na posição 7, o que provavelmente modifica sua interação com as classes alvos 

(figura 25).  

 
Figura 24-Predição de classe alvo dos AKts EB-PA e EB-PB 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 23-A) Predição de alvo terapêutico de EB-PA SMILES 

(COc1c(OC)cc(cc1OC)/C=C/C(=O)OC1CC2N(C(C1)C(C2O)OC(=O)c1cc(OC)c(c(c1)OC)OC)C). B) Predição 
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de alvo terapêutico de EB-PB SMILES 

COc1cc(\C=C\C(=O)OC2CC3CC(OC(=O)c4cc(OC)c(OC)c(OC)c4)C(C2)N3C)cc(OC)c1.  

 

Nesse sentido, um das classes alvos importantes na predição foi o transporte ativo o qual 

é importante para o funcionamento da resistência a múltiplas drogas (MDR), observando na 

predição que a probabilidade maior como alvo terapêutico e a Glicoproteina-p1 

(ABCB1/MDR1), com valores 0,43 com depósitos de 67 estruturas 9 apresentam ligação com 

em MDR1 depositadas em ChEMBL para EB-PA, observando o mesmo comportamento para 

o EB-PB com uma  menor probabilidade de ligação ao MDR1 de 0,27 mostrando semelhança 

com 25 estruturas de 60 depositadas no ChEMBL. Além disso, ambos compostos apresentam 

probabilidades mais baixas (0,07-0,08) para outros alvos terapêuticos (Tabela 10-11). 

 
Tabela 10-Predição alvos terapêuticos do AKTs EB-PA 

Alvo Nome 
comum 

Classe-alvo Probabili
dade * 

Ativos 
conhecidos 
(3D/2D) 

Glicoproteína P-1 ABCB1 Transportador ativo  0,4336 9 / 67 
Óxido nítrico sintase, 
induzível (por homologia) 

NOS2 Enzima 0.0822215
17 

3 / 0 

EZH2/SUZ12/EED/RBBP7/R
BBP4 

EZH2 enzimas modificadoras 0.0822215
17 

1 / 0 

Receptor adrenérgico beta ADRB2 Receptor acoplado à 
proteína G da família A 

0.0822215
17 

56 / 0 

 
 
Tabela 10- Dados obtidos do Swiss Target Prediction updated data and new features for efficient prediction of 
protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019). 

 
Tabela 11-Predição alvos terapêuticos do AKTs EB-PB 

Alvo Nome 
comum 

Classe-alvo Probabili
dade * 

Ativos 
conhecidos 
(3D/2D) 

Glicoproteína P-1 ABCB1 Transportador ativo 0.270412
527 

25 / 60 

Receptor alfa-2a adrenérgico ADRA2
A 

Receptor acoplado à 
proteína G da família A 

0.074392
272 

23 / 0 

Receptor de serotonina 2a (5-
HT2a) (por homologia) 

HTR2A 0.074392
272 

32 / 0 

Receptor adrenérgico alfa-1d ADRA1
D 

0.074392
272 

19 / 0 
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Tabela 11-Dados obtidos do Swiss Target Prediction updated data and new features for efficient prediction of 
protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019). 

 
 

Como foi observado anteriormente EB-PA e EB-PB mostraram ter efeito citotóxico em 

diferentes linhagens celulares (Brito et al., 2020). Portanto, o presente estudo teve como 

objetivo investigar frente aos resultados obtidos da avaliação in silico sua atividade como 

quimiossensibilizadores no modelo biológico A549DDP20 in vitro, o qual apresenta 

superexpressão de MDR e MRP para verificar o possível alvo terapêutico dos compostos que 

apresentaram melhor atividade citotóxica no estudo de Brito e colaboradores, assim como, a 

probabilidade de inibição do MDR neste modelo de resistência in vitro. O modelo A549DDP20 

foi escolhido como a linhagem celular para avaliar a sensibilização das células e não atividade 

citotóxica dos alcaloides tropanos. 

 

10.4 Avaliação da citotoxicidade celular de EB-PA e EB-PB 

 

A citotoxicidade celular da EB-PA e o EB-PB foi avaliada utilizando a metodologia de 

alamar blue nas linhagens A549 parental, A549DDP20 resistente e MRC-5 não tumoral, após 

24, 48 e 72 horas de tratamento. Inicialmente, EB-PA e EB-PB foram testados nas linhagens 

celulares e foi observado que EB-PA não apresentou efeito citotóxico após 24 horas de 

tratamento. Por outro lado, EB-PB apresentou uma IC50 de 43,43 µM na linhagem MRC-5 

(fibroblasto de pulmão não tumoral), porém não apresentou efeito citotóxico nas linhagens 

celulares A549 e A549DDP20. Além disso, o Verapamil foi utilizado como controle positivo e 

a Cisplatina (DDP) e não apresenta efeito citotóxico após 24 horas de incubação (Tabela 12). 

 
Tabela 12-Valores de IC50 (µM) dos substratos e compostos candidatos como moduladores ou inibidores de 

resistência in vitro após 24 h de tratamento em linhagens não tumoral, parental e resistentes. 

  IC50 µM 
CI 95% 

 

Amostra MRC-5 
Fibroblasto de pulmão 

Não tumoral  

A549 
Carcinoma de pulmão  

Parental 

A549DDPP20 
Carcinoma de pulmão  

Resistente 

IR 

DDP >50 >50 >200 n. d 
VER >100 >100 >100 n. d 
EB-PA >50 >50 >50 n. d 
EB-PB 43,43 

     (34,87- 69,03) 
 

>50 >50 n. d 
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Tabela 12-IR= Índice de resistência (IC50 linhagem resistente / IC50 linhagem parental), DDP (Cisplatina), VER 
(Verapamil), CI 95% (Intervalo de confiança), n.d = não determinado  

 

Posteriormente, o DDP apresentou efeito citotóxico na linhagem não tumoral MRC-5 

com uma IC50 de 8,77 µM, sem apresentar citotoxicidade nas linhagens A549 e A549DDP20. 

Além disso, o controle positivo verapamil não apresentou efeitos citotóxicos ao igual que a EB-

PA. Por outro lado EB-PB, apresentou efeito citotóxico 11,10 e 21,95 µM nas linhagens não 

tumoral MRC-5 e resistente A549DDP20 respectivamente. No entanto, na linhagem A549 

parental não apresentou efeito citotóxico após 48 horas de tratamento (Tabela 13).  

 
Tabela 13-Valores de IC50 (µM) dos substratos e compostos candidatos como moduladores ou inibidores de 

resistência in vitro após 48h de tratamento em linhagens não tumoral, parental e resistentes. 

  IC50 µM 
CI 95%  

 

Amostra MRC-5 
Fibroblasto de pulmão 

Não tumoral  

A549 
Carcinoma de pulmão  

Parental 

A549DDPP20 
Carcinoma de pulmão  

Resistente 

IR 

DDP 8,77 
(7,72 -9,93) 

20,95 
(11,88- 35,77) 

 

>200 n.d  

VER >100 >100 >100 n. d 
EB-PA >50 >50 >50 n. d 
EB-PB 11,10 

(8,681 -13,88) 
 

>50 21,95 
(16,43 - 28,35) 

n. d 

Tabela 13-IR= Índice de resistência (IC50 linhagem resistente / IC50 linhagem parental), DDP (Cisplatina), VER 
(Verapamil), CI 95% (Intervalo de confiança), n.d = não determinado  

 

Ao avaliar a citotoxicidade no tempo de 72 horas, o DDP apresentou efeito citotóxico 

com IC50 de 8,32, 10,62 e 171,30 µM nas linhagens MRC-5, A549 e A549DDP20 

respetivamente, exibindo um índice de resistência de 16,13. Por outro lado, o verapamil não 

apresentou efeito citotóxico em nenhuma das linhagens celulares testadas. Além disso, EB-PA 

apresentou citotoxicidade apresentando valores de IC50 de 28,10, 17,65 e 15,16 µM nas 

linhagens MRC-5, A549 e A549DDP20 respetivamente, exibindo um índice de resistência de 

0,89. Além disso, EB-PA mostrou um comportamento concentração dependente do tempo 

(Tabela 14). 
 

Tabela 14-Valores de IC50 (µM) dos substratos e compostos candidatos como moduladores ou inibidores de 

resistência in vitro após 72 h de tratamento em linhagens não tumoral, parental e resistentes. 
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  IC50 µM 
CI 95% 

 

Amostra MRC-5 
Fibroblasto de pulmão 

Não tumoral  

A549 
Carcinoma de pulmão  

Parental 

A549DDPP20 
Carcinoma de pulmão  

Resistente 

IR 

DDP 8,32 
(7,03-9,85) 

10,62 
(9,53- 11,84) 

171,3 
(137,9 -212,7) 

16,13 

VER >100 >100 >100 n. d 
EB-PA 28,10 

(23,35-33,80) 
17,65 

(15,32 -20,33) 
 

15,66 
(13,73-17,85) 

0,89 

EB-PB 12,42 
(10,13-15,23) 

31,98 
(29,48 -34,70) 

 

17,55 
(15,06-20,46) 

0,55 

Tabela 14-IR= Índice de resistência (IC50 linhagem resistente / IC50 linhagem parental), DDP (Cisplatina), VER 
(Verapamil), CI 95% (Intervalo de confiança), n.d = não determinado  

  
 

No entanto, o EB-PB observou-se ter efeito mais seletivo frente a linhagem resistente 

exibindo IC50 de 17,55 µM e para a linhagem A549 foi de 31,98µM, mostrando ter efeito 

concentração dependente um comportamento tempo dependente. Ademais observou-se que o 

índice de resistência foi de 0,55. Além disso, mostrou ter efeito citotóxico nas linhagens MRC-

5 com uma IC50 de 12,42 observando um comportamento concentração e tempo dependente. 

Além disso, o Verapamil foi utilizado como controle positivo quimiosencibilizante in vitro e 

não apresenta efeito citotóxico nenhum dos tempos testados (Tabela 14). 

 

Nesse contexto, o Índice de resistência (IR) foi calculado para o DDP, EB-PA e EB-PB 

(AKTs), para avaliar o comportamento de cada composto nas linhagens A549 e A549DDP20. 

Nesse contexto, quando os compostos com IR < 1 matam as células MDR de forma mais eficaz 

do que as células parentais e, quando exibem um IR ≤ 0,50, têm um efeito colateral de 

sensibilidade. Por outro lado, um IR ≥ 2,0 expressa um composto que tem resistência a um 

fármaco e simultaneamente resistência cruzada (Ramalhete et al., 2018). Em base nisso, o DDP 

apresentou um IR de 16,13 observando resistência ao tratamento após 72 horas (Tabela 14).  

 

Por outro lado, os compostos EB-PA e EP-PB mostraram valores de IR < 1 de 0,89 e 

0,55 respetivamente, após 72 horas de tratamento, mostrando sensibilização celular com níveis 

próximos aos das células parentais originais. Frente a isso, posteriormente foi avaliado o seu 

possível potencial de modulação de MDR1 na linhagem A549 e A549DDP20 para 

compreensão do seu mecanismo em concentrações não toxicas (Tabela 14).  
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Consequentemente, foi avaliado IC50 de todas as amostras testadas na linhagem de 

fibroblasto de pulmão não tumoral (MRC-5) para determinar o comportamento dos possíveis 

inibidores e do substrato Cisplatina (DDP), enquanto a sua seletividade nas 3 linhagens de 

pulmão testadas, no qual os valores >2 são considerados significativos. Na tabela 15 os 

resultados observados foram que o substrato DDP é mais seletivo para a linhagem não tumoral 

de fibroblasto de pulmão quando comparada a linhagem A549 parental (0,78). Por outro lado, 

observou-se um efeito mais seletivo para a linhagem não tumoral também quando comparado 

a linhagem A549DDP20 resistente (0,05), mostrando uma hipótese que provavelmente quando 

acontecer efluxo seja mais tóxico para células normais.  

 

Além disso, foi calculado o índice de seletividade dos AKTs observou-se que EB-PA 

apresenta uma seletividade melhor na linhagem resistente A549DDDP20 de 1,9 e para a 

linhagem A549 1,5 do que para a linhagem não tumoral. Por outro lado, EB-PB apresentou ser 

mais seletivo para a linhagem não tumoral do que para a linhagem A549 (IS 0,39) quando 

comparado a linhagem não tumoral e a linhagem resistente observou-se o mesmo 

comportamento anterior (IS 0,71) mostrando ser mais citotóxico do que EB-PA no tempo de 

incubação de 72 horas. No tempo de 48 horas EB-PB mostrou o mesmo comportamento de 

seletividade para a linhagem não tumoral (IS 0,51) Dados apresentados na tabela 15.  
 

Tabela 15-Tabela de índice de seletividade das amostras avaliados frente a linhagem não tumoral de fibroblasto 

de pulmão (MRC-5) após 48 e 72 horas de incubação. 

Amostra *IS 48 h *IS 72 h 
A549 A549DDP20 A549 A549DDP20 

DDP 0,50 n. d 0,78 0,05 
VER n. d n. d n. d n. d 
EB-PA n. d n. d 1,60 1,90 
EB-PB n. d 0,51 0,39 0,71 

Tabela 15-*IS= IC50 linhagem não tumoral̸ IC50 linhagem tumoral, DDP (Cisplatina), VER (Verapamil), CI 95% 
(Intervalo de confiança), n.d = não determinado  
 

Frente a isso, observou-se que a EB-PA apresenta menos efeito citotóxico quando 

comparado ao EB-PB após 72 horas de tratamento. Com finalidade de conhecer o possível alvo 

dos AKTs em concentrações não tóxicas serão testadas em tempos de incubação menor (3 e 

24h) tempos de referência do controle positivo (verapamil). 
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11.5 Ensaio de extrusão de rodamina 123 (Rho-123)  

 

 

Este teste, baseado nos trabalhos de Neyfakh (1988) foi utilizado para verificar a 

atividade funcional da MDR e MRPs (Neyfakh; Dmitrevskaya; Serpinskaya, 1988), para 

avaliar o potencial inibitório sobre as bombas de efluxo MDR e MRP da EB-PA e o EB-PB, 

foi utilizado o ensaio de efluxo Rodamina 123 (Rho123) por citometria de fluxo. Nesse 

contexto, foi realizada para evitar uma escolha arbitraria de limiar para positividade. Foram 

analisadas as linhagens A549 (MDR e MRP menor expressão) e A549DDP20 (MDR e MRP 

maior expressão), posteriormente foram calculadas concentrações não toxicas de 5 e 10 µM dos 

compostos candidatos em diferentes tempos de incubação (3 e 24 h). Além disso, foi utilizado 

o verapamil como controle positivo em concentrações de 10 e 20µM permitindo realizar o teste 

sem efeito citotóxico significativo nas células, de acordo com os dados publicados para o 

verapamil (inibidor MDR1 de primeira geração)(Rogan et al., 1984). 

No gráfico 1, observa-se na linhagem A549DDP20 o efluxo de Rho123 de 0,48 

mostrando uma diferença estatisticamente significativa quando comparado ao controle positivo 

verapamil 10 e 20 µM nos tempos de 3 e 24 h. Da mesma forma, a EB-PA não apresentou 

diferença estatisticamente significativa quando comparada ao controle positivo. Por outro lado, 

o EB-PB apresentou diferença estatisticamente significativa exibindo valores 0,13 e 0,15 nas 

concentrações de 5 e 10 µM no tempo de 3 h. Da mesma forma, no tempo de 24 horas 0,20 e 

0,18 nas concentrações de 5 e 10 µM com tudo isso EB-PB observou-se um efluxo de Rho-123 

nos tempos e concentrações testadas. 
Gráfico 1-Gráficos de MFI normalizados ao verapamil nas linhagens A549 e A549DDP20 após 3 e 24 horas de 

incubação. 
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Gráfico 1- Gráficos de MFI normalizados ao verapamil 20µM nas linhagens A549 (parental) e 

A549DDP20(resistente) após 3 e 24 horas de incubação. MFI (Intensidade Mediana de fluorescência), VER 

(verapamil) utilizado como controle positivo. Dados analisados no Prisma 9.0 one way anova e pôs teste Dunnett's 

Multiple Comparison. *diferença estatística significativa (<0.01). 
 

Além disso, observou-se que a EB-PA 5 e 10 µM após incubação de 3 horas mostrou 

uma possível inibição do efluxo de Rho-123 quando comparado ao controle positivo de 0,98 e 

0,92 respetivamente sem apresentar diferença estatística significativa quando comparada ao 

controle positivo, exibindo um comportamento concentração não dependente. Além disso, no 

tempo de 24 horas observou-se que a EB-PA 5 e 10 µM apresentaram o mesmo comportamento 

mostrando valores normalizados de 1,0 e 0,95 respectivamente, concentração não dependente.  

 

Por outro lado, EB-PB na concentração de 5 µM apresentou diferença significativa no 

tempo de 3 e 24 horas, mostrando diminuição da retenção do substrato Rho-123 de 0,13 e 0,20 

respectivamente quando comparado ao verapamil. Além disso, observou-se o mesmo 

comportamento na concentração de 10 µM nos tempos avaliados, mostrando que 

provavelmente não tem efeito sobre a inibição MDR ou MRP.   

 

11.6 Avaliação da densidade celular por citometria de fluxo  

 

Foi avaliado a densidade celular comparado ao controle negativo tratado com veículo 

DMSO, para conferir as concentrações não tóxicas utilizadas. Nesse contexto, os grupos 
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tratados com Rho-123 5µM, Verapamil (10 e 20 µM) e EB-PA (5 e10 µM) nos tempos de 3 e 

24 horas nas linhagens A549 e A549DDP20 não apresentaram diferença significativa ao 

controle negativo, conferindo dessa forma a probabilidade da sua modulação MDR e MRP. 

Além disso, EB-PB 5µM não apresentou diminuição da densidade celular. No entanto, o grupo 

tratado com EB-PB mostrou diminuição da densidade celular na concentração de 10 µM 

mostrando diferença significativa nas linhagens testadas nos tempos de incubação de 3 e 24 h. 

O que pode indicar que a diminuição da densidade celular é proporcional a quantidade de efluxo 

da Rho-123. Dados estão representados no gráfico 2.  

 
Gráfico 2-Gráficos de densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 após 3h e 24h de incubação 
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Gráfico 2- Gráfico de densidade celular (%) em células A549(A) e A549DDP20 (B) após 3h e 24 de incubação 

com o veículo DMSO como controle negativo (C-), Rodamina 123 (Rho123) e tratamento com verapamil 10 e 

20µM (controle positivo) e alcaloides tropanos EB-PA e EP-PB (5 e 10 µM) após 3 e 24 horas de incubação. (b) 

Viabilidade celular. Todos os dados são mostrados como média ± s.d. de 3 experimentos individuais e 

normalizados para o verapamil. Estatística foi realizada o teste one-way ANOVA seguido do pós teste Tukey. 

 

 

Além disso, as atividades de EB-PA e EB-PB podem ser correlacionadas com seus 

valores de iLogP calculados de acordo com o software on-line: Diana, A. et al. SwissADME: a 

free web tool to evaluate pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness 

of small molecules(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Ao analisar a correlação do efeito 

inibitório MDR/MRP e os valores de iLogP observou-se uma regressão linear entre os valores 

da EB-PA (iLogP 4,63), EB-PB (iLogP 4,89) e o verapamil (iLogP 4,5) (R2=0.8909), exibindo 

os valores de iLogP para a melhor inibição em torno de 4-5. Foi utilizado o melhor ajuste de 

tendência linear para todos os compostos (EB-PA, EB-PB e verapamil), utilizando regressão 

polinomial com ordem 2 (R2=1) (Gráfico 3).  

 
Gráfico 3-Gráfico de iLogP dos alcaloides tropanos e verapamil frente aos dados normalizados MFI no tempo de 

24 h na linhagem A549DDP20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfico 3- A inibição de MDR/MRP para compostos AKTs no ensaio de efluxo de Rodamina 123 foi 

correlacionada com os valores de ilogP. Ajuste de regressão linear para AKTs (linha azul) e ajuste de regressão 

polinomial para todos os compostos (ordem 2, linha verde). Os valores de R2 são indicados em linhas de tendência 

em cores complementares. 
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Esta maior eficiência sugere que, para inibir a MDR ou MRP de forma eficaz, a EB-PA 

apresenta possivelmente uma lipofilicidade ótima para entrar na membrana celular e uma 

plasticidade conformacional adicional para entrar aos locais de ligação da MDR e MRP, quando 

comparado ao controle positivo. 

 

Além disso, a razão da atividade de fluorescência (FAR) foi calculada utilizando a 

equação 2, para os tempos de pré-incubação de 3 e 24 horas da EB-PA e o EB-PB foram 

avaliados de acordo com os critérios de classificação descritos como, o FAR<1 o efeito baixo, 

o FAR>1,1 apresenta efeito médio e FAR>5 o efeito e alto (KARS et al., 2006). Observou-se 

que no tempo de 24 horas EB-PA apresentou o FAR de 1,45 e 1, 37 nas concentrações de 5 e 

10 µM respetivamente, mostrando um efeito médio. Por outro lado, no tempo de 3 horas na 

concentração maior testada também apresentou efeito médio, porém na concentração de 5µM 

o FAR<1 mostrando um efeito baixo, com isso os efeitos de EB-PA são concentração 

dependente (Tabela 16).  

 

FAR= (MDRtratado/MDRcontrol)/ (Parentaltratado/Parentalcontrol).   [Equação 2]  

 
Tabela 16-Tabela de razão da atividade de fluorescência (FAR) na linhagem A549DDP20 nos tempos de 3 e 24 

horas de incubação. 

  FAR 

Linhagem celular  AMOSTRA 3 H  24 H  

A549DDP20 VER 10 µM 0,92 0,98 

VER 20 µM 1,00 1,00 

EB-PA 5 µM 0,90 1,45 

EB-PA 10 µM 1,11 1,37 

EB-PB 5 µM 0,15 0,20 

EB-PB 10 µM 0,19 0,18 

Tabela 16- FAR= razão da atividade de fluorescência. FAR= (MDRtratado/MDRcontrol) / 

(Parentaltratado/Parentalcontrol).    

 

Ao avaliar os dados do FAR do EB-PB no tempo de 3 e 24 horas observou-se um FAR 

de 0,15 e 0,20 respectivamente, mostrando um efeito baixo na concentração de 5 µM e na 

concentração de 10 µM. além disso, os valores de 0,19 e 0,18 nos de 3 e 24 h respectivamente 

mostrando valores de FAR<1 como efeito não significativo quando comparado ao controle 

positivo.  
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11.7 Percentagem de acumulação de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549 e 

A549DDP20 

 

Foi realizado uma curva de tempo de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas, e conforme ao observando 

na figura 25b (1:30h), as células A549DDP20 apresentam maior acumulação de Rho-123 

quando comparadas as células parenterais A549, mostrando assim o efluxo mediado pelas 

proteínas MDR ou MRP do corante fluorescente das células resistentes. Por outro lado, na 

presença do controle positivo o verapamil nas concentrações de 10 e 20µM, o acúmulo de 

Rho123 foi restaurado ao nível encontrado nas células parenterais A549 (Figura 25 a). Além 

disso, o mesmo comportamento e observado em todos os tempos de 6, 12 e 24 horas, tanto nas 

células A549 e A549DDP20. No tempo de 3 horas observou-se a maior acumulação de Rho-

123 concentração dependente do verapamil (Figura 25 c-j).  

 

Nesse contexto, ao avaliar o comportamento temporal da EB-PA nas concentrações de 

5 e 10µM observou-se um comportamento similar ao do controle positivo aumentado 

acumulação de Rho-123 na linhagem A549DDP20 sendo restaurada a acumulação de Rho-123 

presente nas células A549 em todos os tempos testadas. No entanto, conforme observado na 

figura 25d no tempo de 3 horas apresentou maior atividade de acumulação do corante 

fluorescente concentração não dependente entre as concentrações testadas.   

 
Figura 25-Acumulação de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549 e A549DDDP avaliado nos tempos de 1:30, 

3, 6, 12 e 24 horas de pré-incubação 
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Figura 25-Acumulação de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549 e A549DDDP avaliado nos tempos de 1:30, 

3, 6, 12 e 24 horas de pré-incubação. As células foram incubadas com 5µM de Rodamina 123 por 30 mins a 37 °C 

na ausência ou presença de verapamil (10 e 20µM) e a EB-PA (5 e 10µM), após lavagem, o acúmulo de Rho-123 
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quantificado por espectrofluorimetria. Os dados são expressos como unidade arbitrária de fluorescência (FAU) e 

são as médias ± SEM de 2 experimentos independentes. *, p < 0,05, *, **p < 0,001, ***p < 0,0001. 

 

Além disso, os dados foram representados em gráficos como percentual (%) de 

acumulação de Rho-123 separadamente de cada concentração tanto do controle positivo como 

do tratamento com EB-PA mostrando o comportamento temporal nos tempos testados 

mencionado anteriormente na linhagem controle A549DDP20. Conforme a figura 26 a-b, 

observou-se que o verapamil na concentração de 10µM e 20µM começa a aumentar o % de 

Rodamina 123 partir de 1:30 hora mostrando seu maior % de acumulação no tempo de 3 horas, 

com uma diminuição a partir do tempo de 6 horas sem apresentar diferença estatisticamente 

significativa entre os tempos de 6, 12 e 24 horas quando comparado a tempo de 3 horas. Além 

disso, e possível observar comportamento concentração dependente do verapamil (Figura 26).  

 
Figura 26-Porcentagem de acumulação de Rodamina 123 (Rho123) nas células A549DDDP avaliado nos tempos 

de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas de pré-incubação. 
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Figura 26- Porcentagem de acumulação de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549DDDP avaliado nos tempos 

de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas de pré-incubação. as células foram incubadas com 5µM de Rodamina 123 por 30 min 

a 37 °C na ausência ou presença do verapamil (10 e 20µM) e a EB-PA (5 e 10µM). Após a lavagem, o acúmulo 

de Rho-123 celular foi quantificado por espectrofluorimetria. Os dados são expressos como % de acúmulo de 

corante fluorescente em células A549DDP20 de controle expostas apenas a rodamina 123, arbitrariamente fixadas 

em 100%, e são as médias ± SEM de 2 ensaios independentes. *, p < 0,05, *, **p < 0,001, ***p < 0,0001 quando 

comparado às células controle. 

 

Nesse contexto, o tratamento com EB-PA apresenta também seu maior % de 

acumulação no tempo de 3 horas quando comparadas aos outros tempos testadas, mostrando 

diferença estatisticamente significativa quando comparado ao tempo de 3 horas, no entanto ao 

observar os tempos de 6, 12 e 24 horas o % de acumulação de rodamina vai diminuindo sem 

apresentar diferença estatisticamente significativa entre os últimos tempos testados. Mostrando 

entre a concentração da EB-PA de 5µM e 10 µM. 
 

Tomando em conjunto todos os testes realizados com a Rho-123, esses dados 

demostraram que o uso do ensaio de Rho-123 foi adequado para observar especificamente a 

atividade MDR e sua possível inibição pelo inibidor de referência (Verapamil). Ressalta-se o 

tratamento com o composto da EB-PA nas células A549DDP20 resistentes tanto no teste de 

Status funcional MDR e % de acumulação de Rho-123, quando comparado ao composto EB-

PB que não apresentou efeitos significativos. 

 

Frente aos resultados promissores obtidos anteriormente, foi escolhida a EB-PA para 

realizar os testes posteriores. Inicialmente foram realizados testes de índice de combinação 

utilizando um pré-tratamento com a EB-PA para avaliar o possível efeito de sinergismo com a 

cisplatina nas células A549 e A549DDP20 após 24 horas, tempo apresento melhor FAR para 

EB-PA.  
 

11.8 Avaliação do efeito sinérgico de EB-PA em combinação com cisplatina na linhagem 

A549 e A549DDP20 in vitro 

 

A atividade citotóxica da EB-PA e cisplatina (DDP) foi determinada primeiro utilizando 

o ensaio de alamar blue descrito anteriormente tanto a EB-PA e o DDP apresentaram atividade 

citotóxica na linhagem A549 e A549DDP20 no tempo de 72 horas. A partir de desses 
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paramentos foi construída as curvas para avaliar o potencial de sinergismo de EB-PA e DDP 

(Tabela 5) contra a proliferação celular de A549 e A549DDP20, com um pré-tratamento do 

controle positivo em uma razão não constante (verapamil) e EB-PA com uma razão constante 

de 10:18 em 24 horas tempo que se observou melhor FAR (efeito médio) enquanto a modulação 

MDR e MRP. Foi investigado o efeito combinatório usando o método de isobolograma de 

índice de combinação (CI) de Chou-Talalay (Chou, 2010b).  

 

Inicialmente observou-se na figura 27a e b, tanto para verapamil como para EB-PA 

respetivamente, apresentam um efeito de antagonismo com CI>1 para EB-PA com valores de 

entre 1,07818-1,43596 na linhagem A549. Foi observado um aumento da IC50 do DDP na 

linhagem A549 quando esta na presença de verapamil e EB-PA mostrando valores de 57,31 e 

108,72 µM respetivamente, quando comparado isoladamente o DDP tem IC50 de 24,27 µM 

após 48 horas de tratamento (Tabela 17).  

Figura 27-Representações gráficas obtidas do Relatório CompuSyn para combinações de DDP e EB-PA 
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Figura 27- a e b) Curvas dose-efeito em A549. c e d) Curvas dose-efeito em A549DDP20. O índice de combinação 

(CI) foi determinado usando análise de isobolograma em IC50. Fa= Fração afetada, dose =concentração. DDP 

(Cisplatina), VER (Verapamil) e PA (EB-PA). Os dados são a média ± DP de dois experimentos independentes, 

gráficos gerados no CompuSyn.  

 

Por outro lado, na linhagem A549DDP20 a curva de dose efeito do DDP é deslocada 

para a esquerda mostrando maior efeito na presença de EB-PA (figura 27d). Ao observar 

valores de CI revelaram interação sinérgica entre EB-PA e DDP com valores de CI (0.04015- 

7.27E-4) ou seja, valores CI <1 concentrações entre ED50-ED90. Nesse contexto, observou-se 

uma redução da IC50 de DDP passando de 274,9 µM para uma combinação de 58,16 na 

proporção de 10:18. Além disso, ao observar o controle positivo na linhagem A549DDP20 

observe-se que ao trabalhar na razão não constante (20:20) por não ter efeito citotóxico o 

verapamil não apresenta CI não aplica (NA) porém ao observar a figura 27c observamos um 

deslocamento para esquerda da combinação do DDP e o verapamil mostrando um aumento do 

efeito citotóxico. 

Tabela 17-índice de Combinação de Cisplatinas (DDP) com o verapamil e EB-PA contra o crescimento de células 

A549 e A549DDP20 in vitro. 

Linhagem celular Índice de combinação (CI) 

A549 ED50 ED75 ED90 

VER+DDP NA NA NA 

EB-PA+DDP 1,43596 1,24225 1,07818 

    

A549DDP20    

VER+DDP NA NA NA 

EB-PA+DDP 0,04015 0,00526 7,2710-4  

     

Tabela 17-. índice de Combinação de Cisplatinas (DDP) com o verapamil e EB-PA contra o crescimento de células 

A549/A549DDP20. NA (Não aplica). 

 

Nossos dados sugerem que o verapamil e a EB-PA sensibilizaram as células 

A549DDP20, mostrando duas possíveis combinações sinérgicas ligeiras com redução de dose 

favorável. Além disso, foi recalculado novamente o índice de resistência (IR) das combinações 

na linhagem A549DDP20 observando que o DDP apresenta 11,36 vezes resistência após 48 

horas de tratamento, mas na presença do verapamil e a EB-PA o IR foi reduzido para 0,69 e 
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0,53 respetivamente. Em outras palavras, teve uma reversão de 16,46 e 21,43 do verapamil e a 

EB-PA respetivamente (Tabela 18).  

Tabela 18-Avaliação de reversão múltipla após pré-incubação com Verapamil e EB-PA em combinação com DDP 

Combinação  IC50 µM IR Reversão 

múltipla 

 A549 A549DDP20   

DDP 24,27 274,9 

 

11,36  

DDP+VER 57,31 

 

39,64 0,69 16,46 

           DDP+EB-PA 108,72 

 

58,16 0,53 21,43 

Tabela 18-IR=Índice de resistência, Reversão múltipla= IR substrato (DDP)/IR Combinação, DDP (cisplatina), 

VER (verapamil).  

 

 

Nesse contexto, como foi observado na tabela 18, na combinação de IC50 para a 

linhagem A549DDP20 com um pré-tratamento de 24 horas com verapamil a somatória e de 

39,64 ou que indica no reporte obtido no CompuSym indica que para obter uma ED50 foi 19,82 

e 19,82 de DDP e verapamil, respetivamente. Além disso, para a EB-PA a predição sugere que 

a somatória da combinação e de 58,17 µM com tempos de 24 horas de pré-tratamento 

mostrando uma parte de 20,77 para a DDP e para a EB-PA de 37,39 µM.  

 

Nesse contexto, decidiu-se testar as concentrações para a DDP 20µM, o verapamil de 

20µM e a EB-PA de 37,00 µM, utilizando pré-tratamento de 24 h e posteriormente mais 48 

horas com a DDP tentando uma redução tanto da concentração de DDP na linhagem 

A549DDP20 e do tempo de tratamento. Além disso, foram avaliadas outras concentrações em 

combinações para ter outros parâmetros de comparação além da predição gerada pelo 

CompuSym.  
 

 11.9 Avaliação da viabilidade e densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 em 

combinações com cisplatina, verapamil e a EB-PA após 24 horas de pré-tratamento e pôs 

tratamento da cisplatina (48 h) 
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Para determinar o efeito dos reversores da MDR1 e da MRP1-2 na viabilidade celular 

foi feito um experimento com as linhagens A549 e A549DDP20, na presença e ausência dos 

dois reversores, verapamil e a EB-PA, associados ao quimioterápico DDP. O reversor 

verapamil na concentração de 10 e 20 μM foi utilizado como controle positivo. A viabilidade 

foi determinada após 72h de cultura. 

 

Ao realizar a predição para obter a melhor concentração do possível reversor MDR e 

MRPs, avaliou-se 7 combinações tanto do controle positivo (verapamil) e o composto EB-PA 

no melhor tempo de 24 horas de pré-tratamento das células, por citometria de fluxo utilizando 

o corante iodeto de propídeo para avaliar a viabilidade e densidade celular. Desta forma, 

compostos isolados nos tempos de 24 horas, 48 horas para DDP e em combinação um tempo 

final de 72 horas.  

 

Observou-se na linhagem parental A549 que a DDP na concentração de 10 e 20 µM 

teve uma diminuição da viabilidade celular apresentando diferença estatisticamente 

significativa quando comparada ao controle negativo. Ao observar o controle positivo (10 e 

20µM) observou-se que não apresentou diminuição da viabilidade celular, apresentando o 

mesmo comportamento a EB-PA nas concentrações de 5, 10 e 37µM após incubação de 24 

horas. Nas combinações com o controle positivo mais DDP observou-se uma diminuição da 

viabilidade celular (DDP 10µM+ Ver 10µM, DDP 10µM+ Ver 20µM e DDP 20µM+ Ver 

20µM) de forma que, na combinação DDP 20µM+ Ver 20µM observou-se maior diminuição 

da viabilidade celular (Figura 28) 

 

Por outro lado, quando pré-incubadas as células com a EB-PA 5µM e posteriormente 

DDP 10µM não apresentou diferença estatisticamente significativa. Além disso, observou-se 

que nas combinações DDP 10µM+ EB-PA 10µM e DDP 20µM+ EB-PA 37µM mostraram uma 

diminuição da viabilidade celular, porém o efeito foi mais evidente na predição realizada DDP 

20µM+ Ver 37µM (Figura 28a, b).   

 

Deve se ressaltar que o efeito de antagonismos previsto na predição na linhagem 

parental não foi observado de uma forma pronunciada já que decidiu-se padronizar as 

concentrações para a linhagem resistente.  
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Figura 28-Avaliação da viabilidade celular na linhagem A549 e A549DDP20 de 24 horas de pré- incubação e 48 

horas pôs incubação com cisplatina in vitro 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28- A e B avaliação da viabilidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 respetivamente por citometria 

de fluxo com iodeto de propídeo. O grupo controle negativo recebeu a mesma quantidade de veículo cuja 

concentração foi mantida constante (solução salina 0.9%). A DDP (Cisplatina 10 e 20µM), o Ver (Verapamil 10 

e 20µM) e a EB-PA 5, 10, 37 µM. O Ver e a EB-PA foram pré-incubados 24 horas e posteriormente DDP foi 

adicionada por 48 horas. Os dados foram apresentados como média ± SEM de dois experimentos independentes 

realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As análises estatísticas para comparações múltiplas foram 

realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 0,05, ** p < 0,004 e *** p < 

0,0005 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

Ao observar a viabilidade celular das células resistentes A549DDP20 observou-se que 

os compostos isolados (DDP 10µM e 20µM, Ver10µM e 20µM, EB-PA5, 10 e 37µM não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa ao controle negativo, destacado a falta 

resposta da cisplatina frente a linhagem resistente. No entanto ao sensibilizar as células com o 

controle positivo em combinações (DDP 10µM+ Ver 10µM, DDP 10µM+ Ver 20µM e DDP 

20µM+ Ver 20µM) de forma que na combinação DDP 20µM+ Ver 20µM observou-se maior 

diminuição da viabilidade celular restaurando a resposta da DDP frente a linhagem resistente. 
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Nesse contexto, ao avaliar o composto EB-PA nas combinações DDP 10µM+ EB-PA 

5µM DDP 10µM+ EB-PA 10µM   e DDP 20µM+ Ver 37µM apresentou-se diferencia 

estatisticamente significativa quando comparada aos grupos isolados de DDP, mostrando uma 

sensibilização por parte do composto EB-PA. Além disso, a predição gerada pelo CompuSyn 

demostrou ter o maior sinergismo de obter uma ED50 proporcional as concentrações testadas. 

De fato, a queda da viabilidade celular na linhagem A549DDP20 foi mais efetiva na presença 

de EB-PA 37 µM.  

 

Além disso, ao analisar os resultados de densidade celular das linhagens A549 e 

A549DDP20 (Figura 29a, b) observou-se diferença entre a linhagens parental que a DDP (10 

µM e 20 µM) teve uma diminuição no crescimento celular e quando comparado com a linhagem 

resistente não foi observado diferença estatisticamente significativa quando comparada ao 

controle negativo. Além disso, os compostos isolados em pré-tratamento de 24 horas de 

verapamil 10µM e 20µM, EB-PA 5, 10 e 37µM em ambas as linhagens não apresentaram 

diminuição do crescimento celular.  

 

Ao analisar as 7 combinações na linhagem parental A549 observou-se que não teve 

alteração da densidade celular quando pre-tratadas com os compostos moduladores (verapamil 

10µM e 20µM, EB-PA 5, 10 e 37µM) no tempo total de 72 horas, exibindo o mesmo 

comportamento como se a DDP (10 µM e 20 µM) estivesse isolada.  

 

No entanto, ao observar o comportamento das 7 combinações observou-se que teve uma 

diminuição da densidade celular quando pre-tratadas 24 horas antes com os compostos 

moduladores quando comparado ao grupo controle negativo e os grupos de DDP na linhagem 

resistente sugerindo que EB-PA nas concentrações de 5, 10 e 37 µM sensibilizam as células 

resistentes concentração dependente. Ao mesmo tempo o controle positivo verapamil 10 e 20 

µM apresenta um comportamento concentração dependente.  
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Figura 29-Avaliação da densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 respetivamente por citometria de 

fluxo com iodeto de propídeo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura X. avaliação da densidade celular na linhagem A549 e A549DDP20 de 24 horas de pre 

incubação e 48 horas pôs incubação com cisplatina in vitro 

 

 
Figura 29- A e B avaliação da densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 respetivamente por citometria 

de fluxo com iodeto de propídeo. O grupo controle negativo recebeu a mesma quantidade de veículo cuja 

concentração foi mantida constante (solução salina 0.9%). DDP (Cisplatina 10 e 20µM), Ver (Verapamil 10 e 

20µM) e EB-PA 5, 10, 37 µM. Ver e EB-PA foram pré-incubados 24 horas e posteriormente DDP foi adicionada 

por 48 horas. Os dados foram apresentados como média ± SEM de dois experimentos independentes realizados 

em triplicata calculados pelo Prisma 9.0. As análises estatísticas para comparações múltiplas foram realizadas 

utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 0,05, ** p < 0,004 e *** p < 0,0005 foram 

considerados estatisticamente significativos. 

 

11.10 Avaliação da sobrevivência através do ensaio clonogenico 

 

Inicialmente foram escolhidas as melhores concentrações do controle positivo 

verapamil 20µM e para o composto teste 10 e 37 µM para serem realizadas 5 combinações que 

apresentaram melhores resultados frente a viabilidade celular para a linhagem A549DDP20, 

para dar continuidade aos próximos experimentos, começando pela avaliação da sobrevivência 

do ensaio clonogenico.  

 

Os resultados obtidos no ensaio de sobrevivência são mostrados na figura 30. Observou-

se que após de 7 dias de incubação, EB-PA na linhagem A549 não teve alteração na 
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sobrevivência células nas concentrações testadas de 10 e 37 µM após o pré-tratamento de 24 

horas. O mesmo ocorreu na parecença do controle positivo verapamil 20µM. Por outro lado, a 

Cisplatina (DDP 10 e 20µM) foi capaz de impedir a capacidade das células formarem colônias 

mostrando diferença estatisticamente significativa. Além disso, houve crescimento celular 

quando os compostos foram incubados em combinações sem diferença estatística quando 

comparado ao controle negativo (solução salina 0.9%), mostrando uma leve redução na forma 

das colônias e espaçamento entre elas (Figura 30 A e B).  

 

Na figura 30C, observa-se os resultados obtidos da linhagem resistente A549DDP20, 

novamente que a EB-PA não teve alteração na sobrevivência células nas concentrações 

testadas, da mesma forma o controle positivo verapamil e o DDP 10 e 20 µM sem apresentar 

diferença estatisticamente significativa. Porém, ao analisar as combinações dos compostos EB-

PA e verapamil com o DDP observou-se uma redução estatisticamente significativa da 

sobrevivência celular, impedindo o crescimento de colônias destacando maior atividade por 

parte do DDP em combinação com os compostos moduladores (Verapamil e EB-PA) do que 

isolado (Figura 30A e B). 

 
Figura 30-avaliação da sobrevivência das células tumorais parentais (A549) e resistentes (A549DDP20) in vitro 

através do ensaio clonogenico. 
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Figura 30- Avaliação da sobrevivência das células tumorais parentais (A549) e resistentes (A549DDP20) in vitro 

através do ensaio clonogenico. A-C) Poços de placa de cultura com células A549 e A549DDP20 incubadas por 7 

dias após os tratamentos de 72 horas in vitro. Grupos: C- (controle negativo solução salina 0.9%), Verapamil 

20µM (controle positivo), cisplatina DDP 10 e 20 µM (controle positivo), EB-PA 10 e 37 µM, grupos foram 

testadas de forma isolada e em combinações.  B-D) Gráficos com o número de colônias relativo aos poços com 

células incubadas com todos os grupos teste. Os dados foram apresentados como média ± SEM de dois 

experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As análises estatísticas para 

comparações múltiplas foram realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 

0,05, ** p < 0,004 e *** p < 0,0005 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 

11.11 Avaliação do processo de morte celular após o tratamento com EB-PA e cisplatina 

nas linhagens A549 e A549DDP20 por western blot    

 

Para investigar melhor o papel funcional do composto EB-PA na sensibilização da 

resistência da linhagem A549DDP20, foram incubados por 24 horas de pré-tratamento o 

verapamil 20µM e EB-PA 10 e 37µM, seguido da incubação da DDP 10 e 20 µM para poder 

avaliar apoptose celular pela presença da proteína BAX utilizando western blot. Na detecção 

de western blot da expressão proteica relacionada à apoptose, descobrimos que na presença dos 

compostos sensibilizantes na linhagem a A549 não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa, no entanto na presença da DDP 10 e 20 µM aumentou significativamente a 

expressão de BAX (Figura 31 A).  

 

Além disso ao analisar o processo de morte celular na linhagem A549DDP20 observou-

se que o controle positivo (verapamil 20 µM) e EB-PA (10 e 37 µM) e o quimioterápico DDP 

10 e 20 µM não apresentaram alta expressão relativa de BAX, porém quando estão em 

combinação observou-se um aumento da expressão proteica de BAX após o tratamento final de 
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72 horas (Figura 31 B).Tomando em conjunto, estes resultados apoiaram fortemente que a 

presença dos reversores de MDR e MRPs aumentou a sensibilidade das células A549/DDP ao 

DDP. 

 
Figura 31-Expressão da proteína BAX nas linhagens A549 e A549DDP20 foram medidos por western blot após 

72 horas de tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 31- Expressão da proteína BAX nas linhagens A549 e A549DDP20 foram medidos por western blot após 

o tratamento na presencia e ausência dos reversores de resistência Verapamil (Ver) 20 µM e EB-PA 10 e 20 µM, 

com o quimioterápico Cisplatina 10 e 20 µM (DDP) após 72 horas de tartatemtno final. C- (controle negativo 

solução salina 0.9%). Os dados foram apresentados como média ± SEM de três experimentos independentes 

realizados em triplicata calculados pelo Prisma 9.0. As análises estatísticas para comparações múltiplas foram 

realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 0,05, ** p < 0,004 e *** p < 

0,0005 foram considerados estatisticamente significativos. 
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Em seguida, investigamos se a expressão das proteínas de resistência MDR1, MRP1 e 

MRP2 estava sendo afetada pelos moduladores ou inibidores EB-PA e verapamil como controle 

positivo. Nesse contexto, observou-se inicialmente na linhagem parental que após o pré-

tratamento de 24 horas com verapamil 20µM e EB-PA 10 e 37µM não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa quando comparada ao controle negativo, da mesma forma os 

tratamentos de cisplatina (DDP) não apresentou alteração na expressão da proteína MDR1 após 

48 horas de tratamento, apresentado o mesmo comportamento nas combinações com DDP+Ver 

e DDP+EB-PA após o tratamento final de 72 horas. Na linhagem A549DDP20, observou-se o 

mesmo comportamento, não teve alteração não expressão de proteína MDR1 nenhum dos 

tratamentos, não apresentando diferença estatisticamente significativa. Nesse contexto a 

regulação positiva de BAX e a não regulação MDR1 após as combinações com Cisplatina e 

EB-PA pode estar relacionada a reversão da resistência as drogas das células A549DDP20 

(Figura 32 A e C). 

 
Figura 32-Combinação de cisplatina e EB-PA não altera significativamente a expressão da proteína MDR1 nas 

células A549 e A549DDP20 após 72 horas por western blot.  
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Figura 32 - Combinação de cisplatina e EB-PA não altera significativamente a expressão da proteína MDR1 nas 
células A549 e A549DDP20 após 72 horas por western blot. Células A549DDP20 foram cultivadas em DMEM 
com cisplatina, EB-PA (24 h) ou a combinação de cisplatina (48h) e EB-PA conforme indicado durante 72 h. (A) 
As células A549 e A549DDP20 foram coletadas e submetidas a análises de western blot com anticorpos 
específicos contra proteína MDR1, e GPDH. (B linhagem parental e C linhagem resistente) Gráficos da análise de 
Western blot. DDP (Cisplatina), Ver (Verapamil) utilizando como controle positivo de reversão a resistência a 
múltiplas drogas, C-(Controle negativo solução salina 0,9%). Os dados foram apresentados como média ± SEM 
de três experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prisma 9.0. As análises estatísticas 
para comparações múltiplas foram realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p 
< 0,05 foi considerado estatisticamente significativos. 
 

Continuamente, as mesmas células A549 e A549DDP20 cultivadas da mesma forma 

com EB-PA por 24 h como pré-tratamento (10 e 37 µM) não apresentaram alteração na 

expressão da proteína MRP1 quando comparado a controle negativo, da mesma forma, 

mostrando um comportamento similar ao controle positivo (Ver 20µM). Além disso, enquanto 

a cisplatina isolada não teve efeito sobre a expressão da proteína estatisticamente significativo 

após a incubação de 48 horas nas concentrações de 10 e 20 µM. Dessa forma, ao observar as 

combinações tanto com verapamil e EB-PA mais o DDP também não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa após de 72 horas de tratamento final (Figura 33 A e C). 

 
Figura 33- Combinação de cisplatina e EB-PA não altera significativamente a expressão da proteína MRP1 nas 

células A549 e A549DDP20 após 72 horas por western blot 
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Figura 33- Combinação de cisplatina e EB-PA não altera significativamente a expressão da proteína MRP1 nas 

células A549 e A549DDP20 após 72 horas por western blot. Células A549DDP20 foram cultivadas em DMEM 

com cisplatina, EB-PA (24 h) ou a combinação de cisplatina (48h) e EB-PA conforme indicado durante 72 h. (A) 

As células A549 e A549DDP20 foram coletadas e submetidas a análises de western blot com anticorpos 

específicos contra proteína MRP1, e GPDH. (B linhagem parental e C linhagem resistente) Gráfico da análise de 

Western blot. DDP (Cisplatina), Ver (Verapamil) utilizando como controle positivo de reversão a resistência a 

múltiplas drogas, C-(Controle negativo solução salina 0,9%). Os dados foram apresentados como média ± SEM 

de três experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As análises estatísticas para 

comparações múltiplas foram realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 

0,05, foram considerados estatisticamente significativos. 

 

Além disso, ao analisar o mecanismo através da proteína MRP2 observou-se que EB-

PA na concentração de 10 e 37 µM isolado no pré-tratamento de 24 horas não teve alteração 

estatisticamente significativa na linhagem A549DDP20, da mesma a cisplatina não teve 

alteração da expressão da proteína MRP2 (Figura 34 C). Por outro lado, ao observar o controle 

positivo (Ver 20 µM) apresenta uma regulação negativa na expressão da proteína MRP2, de 

forma que em tratamento combinado com o quimioterápico DDP (10 e 20µM)   apresenta o 

mesmo comportamento.  

 

 

Ao avaliar o comportamento molecular do quimioterápico DDP (10 e 20µM) na 

linhagem A549 após 48 horas de tratamento, observa-se uma regulação positiva da proteína 

MRP2, quimioterápico considerado como o substrato com maior afinidade pela proteína MRP2, 

além disso, ao avaliar o comportamento das combinações com o substrato teste, tanto do 

controle negativo (Ver 20µM) e a EB-PA (10 e 20 µM) observou uma regulação positiva da 

proteína MRP2 quando comparada ao controle negativo, possivelmente pela presença 

considerada com xenobioticos  ativando a extrusão fora da célula.  

 

 

 

 
Figura 34- Combinação de cisplatina e verapamil altera significativamente a expressão da proteína MRP2 nas 

células A549 e A549DDP20 após 72 horas por western blot 
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Figura 34- Combinação de cisplatina e verapamil altera significativamente a expressão da proteína MRP2 nas 

células A549 e A549DDP20 após 72 horas por western blot. Células A549DDP foram cultivadas em DMEM com 

cisplatina, EB-PA (24 h) ou a combinação de cisplatina (48h) e EB-PA conforme indicado durante 72 h. (A) As 

células A549 e A549DDP20 foram coletadas e submetidas a análises de western blot com anticorpos específicos 

contra proteína MRP2, e GPDH. (B linhagem parental e C linhagem resistente) Gráfico da análise de Western 

blot. DDP (Cisplatina), Ver (Verapamil) utilizando como controle positivo de reversão a resistência a múltiplas 

drogas, C-(Controle negativo solução salina 0,9%). Os dados foram apresentados como média ± SEM de três 

experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As análises estatísticas para 

comparações múltiplas foram r realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 

0,05, ** p < 0,004 e *** p < 0,0005 foram considerados estatisticamente significativos. 
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11.12 Avaliação da modelagem por docking molecular das proteínas MDR1 e MRP1 em 

complexo com verapamil, EB-PA e EB-PB.  

 

Inicialmente, os complexos formados apresentaram valores RMSD na ordem de 0.759 

Å (EB-PA), 1.890 Å (EB-PB) e 1.010 Å (verapamil). Com relação à energia de afinidade 

(kcal/mol), observamos valores na ordem de -6.0 (MRP1/EB-PA), -6.6 (MRP1/EB-PB) e -5.0 

(MRP1/verapamil). Analisando os padrões de interação observamos que o complexo 

MRP1/EB-PA apresentou três ligações de hidrogênio envolvendo os resíduos Ser 689A (2.46 

Å), Gln 713A (3.20 Å), Gln 714A (2.22 Å), uma interação hidrofóbica com Trp 716A (3.98 

Å), uma π-Stacking com Trp 716A (4.09 Å) e uma Salt Bridges com Glu 694A (5.38 Å). 

 

O complexo MRP1/EB-PB apresentou três interações hidrofóbicas com os resíduos Tyr 

710A (3.82 e 3.93 Å), Pro 712A (3.87 Å) e quatro ligações de hidrogênio envolvendo os 

resíduos Tyr 710A (1.84 e 2.70 Å), Gln 713A (3.45 Å) e Gln 714A (2.56 Å). O complexo 

MRP1/verapamil apresentou sete interações hidrofóbicas envolvendo os resíduos Tyr 737A 

(3.75 Å), Tyr 747A (3.30, 3.78 e 3.87 Å), Leu 750A (3.53 e 3.71 Å), Glu 751A (3.88 Å) e uma 

ligação de hidrogênio com o resíduo e Arg 723A (2.75 Å) (Figura 35) 

 
Figura 35-Complexo de interação entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra MRP1 humana. 
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Figura 35- Complexo de interação entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra MRP1 humana. 

A análise dos dados foi realizada utilizando os softwares UCSF Chimera ™ (KIM; CHEN, 2018)2, Discovery 

studio visualizer ™ viewer e Pymol. As interações moleculares e ligações de hidrogênio foram calculadas 

utilizando o Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (ADASME et al., 2021; SALENTIN et al., 2015). 
 

 

Além disso, os complexos formados apresentaram valores RMSD na ordem de 1.859 

Å (EB-PA), 0.489 Å (EB-PB) e 1.113 Å (verapamil). Com relação à energia de afinidade 

(kcal/mol), observamos valores na ordem de -9.4 (Pgp/EB-PA), -9.5 (Pgp/EB-PB) e -8.1 

(Pgp/verapamil). Analisando os padrões de interação observamos que o complexo Pgp/EB-PA 

apresentou seis ligações de hidrogênio envolvendo os resíduos Arg-905A (2.86, 2.92 e 3.06 

Å), Asp-1171A (3.00 Å), Thr-1174A (2.69 Å), Lys-1181A (2.82 Å) e uma Salt Bridges com 

Arg-905A (4.54 Å) (Figure 36). 

 

O complexo Pgp/EB-PB apresentou cinco interações hidrofóbicas com os resíduos Gln-

475A (3.69 Å), Val-478A (3.66 Å), Arg-905A (3.75 Å), Asp-1171A (3.78 Å), Thr-1174A 

(3.80 Å), nove ligações de hidrogênio envolvendo os resíduos Gln-475A (2.90 Å), Glu-476A 

(2.22 Å), Arg-905A (2.10 e 2.55 Å), Thr-906A (3.05 Å), Asp-1171A (2.92 e 3.27 Å), Gln-

1175A (3.59 Å), Gly-1178A (2.69 Å) e uma Salt Bridges com Lys-1172A (5.41 Å) (Figure 

2B).O complexo Pgp/verapamil apresentou duas interações hidrofóbicas com os resíduos Glu-

476A (3.55 Å), Arg-905A (3.84 Å), quatro ligações de hidrogênio envolvendo os resíduos Gln-

438A (3.03 Å), Ser-474A (3.19 Å), Arg-905A (2.47 Å), Thr-1174A (2.10 Å), uma interação 

π-Cation com Lys-1181A (4.43 Å) e uma Salt Bridges com Asp-555A (5.47 Å) (Figure 36). 
 

Figura 36-Complexo de interação entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra Pgp-1 (MDR1) 

humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 115 

 
 

Figura 36- Complexo de interação entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra Pgp-1 (MDR1) 

humana. Os dados foram analisados utilizando os softwares UCSF Chimera ™ (ADASME et al., 2021; 

SALENTIN et al., 2015)6, Discovery studio visualizer ™ viewer MENDELEY CITATION PLACEHOLDER 17 

e Pymol MENDELEY CITATION PLACEHOLDER 18. As interações moleculares e ligações de hidrogênio 

foram visualizadas utilizando o servidor Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Adasme et al., 2021; 

Salentin et al., 2015). 
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12. DISCUSSÃO  

 

O objetivo principal do trabalho foi uma vez caraterizado o modelo in vitro, avaliar os 

efeitos citotóxicos dos AKTs derivados da espécie Erythroxylum Bezerreae e seu possível 

efeito na resistência a drogas (MDR) em uma linhagem de câncer de pulmão humano resistente 

a cisplatina (A549DDP20 modelo para triagem) comparando seus efeitos também com a 

linhagem parental de câncer de pulmão (A549) assim como, avaliar sua combinação com o 

substrato cisplatina. Nesse contexto, após a caraterização do modelo biológico in vitro de 

triagem para inibidores de MDR continuou-se com a segunda fase de avaliação de 

quimiosencibiliazação. 

 

No ano 2020, foram avaliadas a citotoxicidade dos AKTs derivados da espécie 

Erythroxylum Bezerreae em linhagens tumorais e uma linhagem celular não tumoral in vitro. 

Observando que os AKTs apresentam citotoxicidade significativa frente as linhagens PC-3, 

HCT-116, NCIH-460 e SNB-19 com valores de IC50 <40µM (Brito et al., 2020).Dentre os 

compostos testados destacam-se o EB-PB com valores de IC50 5,43µM na linhagem NCIH-460 

de câncer de pulmão e uma IC50 de 3,38µM para a linhagem de câncer colorretal HCT-116 após 

72 horas de incubação. Posteriormente, com os resultados de Brito e colaboradores, foram 

realizados mais experimentos a fim de avaliar os possíveis alvos dos AKTs com melhor efeito 

citotóxico. Nesse contexto foi realizado o índice de seletividade (IS) frente a linhagem não 

tumoral L929 (Fibroblasto murino) mostrando valores de IS de 3,81 e 6,13 respetivamente 

mostrando mais seletividade para as linhagens tumorais quando comparada com a linhagem 

não tumoral. Por outro lado, o composto EB-PA mostrou valores de IC50 mais altos nas 

linhagens NCIH-460 e HCT-116 de 10,55 e 10,56 µM após 72 horas de tratamento 

respetivamente, mostrando valores de IS <2.  

 

As células mais abundantes do corpo humano são os eritrócitos, que possuem 

abundantes características biológicas e morfológicas, por isso têm sido amplamente explorados 

no transporte de drogas, como consequência interrupção desse processo inviabiliza o uso de 

compostos em ensaios posteriores (Greco, 2020). Consequentemente, verificou-se o potencial 

hemolítico de ambos compostos testados numa concentração >10 vezes maior do que a IC50 e 

não apresentaram atividade hemolítica, ou seja, sem dano na membrana plasmáticas dos 

eritrócitos de camundongos Swiss (Mus musculus). 
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Os AKTs são uma classe específica de alcaloides e podem ser definidos mais 

especificamente como todas as moléculas que possuem um sistema de anel tropano(HUANG 

et al., 2021). Então, ao analisar estruturalmente as duas moléculas na sua estrutura química 

observa-se que na posição 7 do anel do alcaloide tropano o composto EB-PA apresenta uma 

hidroxila (-OH) quando comparado ao composto EB-PB que não o apresenta, ou que pode 

oferecer ligações importantes de hidrogênio com outra molécula (BHAT et al., 2023; 

BOOBBYER et al., 1989).  

 

Nesse contexto, várias moléculas do tipo AKTs derivados do gênero Erythroxylum 

foram descritas anteriormente para prevenir a resistência a drogas e múltiplas drogas no câncer 

(BRINGMANN et al., 2000; CHÁVEZ et al., 2002). Na procura dos possíveis alvos 

terapêuticos da EB-PA e EB-PB foi realizado um análise teórico na espécie Homo sapiens, 

mostrando uma probabilidade para a EB-PA para classe de alvo de 13,3% para transportadores 

ativos, porém para o EB-PB mostra uma probabilidade de 6,7%. Além disso, uma das classes 

alvos importantes na predição foi o transporte ativo o qual é importante para o funcionamento 

da resistência a múltiplas drogas (MDR)(LI et al., 2009; REN et al., 2007), observando na 

predição que a probabilidade maior como alvo terapêutico e a Pg-p1 (ABCB1/MDR1), 

mostrando diferentes probabilidades para EB-PA e EB-PB de 0,43 e 0,27 respetivamente.  

 

No ano 2001, Mi e colaboradores demostraram que os AKTs pervilleine A obtidos do 

extrato clorofórmico das raízes de Erythroxylum pervillei após a incubação de células 

multirresistentes KB-V1 e CEM/VLB apresentaram concentrações de até 45 µM por 72 h(MI 

et al., 2001). Posteriormente os mesmos pesquisadores isolaram dois novos ésteres aromáticos 

de AKTs da mesma espécie, os Pervilleines B e C restauraram a sensibilidade à vimblastina 

(VLB) de KB-V1 (MDR). Além disso, observaram que o Pervilleine F mostrou restaurar a 

sensibilidade à vimblastina de células KB-V1 multirresistentes cultivadas, com um IC50 valor 

de 0,40 μM, também foi capaz de reverter parcialmente a resistência cruzada de células KB-V1 

aos agentes anticancerígenos experimentais ou usados clinicamente. Além disso, os 

pesquisadores avaliaram os compostos mais ativos nas células KB-V1 com 1 ou 3-6 aumentou 

a acumulação intracelular de corante fluorescente (rodamina 123, Rho-123), confirmando a 

visualização por microscopia confocal a acumulação intracelular de Rho123 em células KB-

V1 resistentes foi significativamente menor do que em células KB-3 sensíveis a fármacos, 

enquanto o tratamento de células KB-V1 com 10 microM aumentou significativamente a 

acumulação intracelular (Mi et al., 2002, 2003). 
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Nesse contexto, frente aos resultados obtidos da avaliação in silico e a sua possível 

atividade como quimiossensibilizadores MDR, teve como objetivo avaliar a capacidade de 

reverter quimioresistência nas células A549DDP20 in vitro. Inicialmente partimos para 

investigação do efeito na proliferação celular, sobre as linhagens de câncer de pulmão parental 

(A549) e resistente (A549DDP20). Inicialmente, para os tempos de 24 horas, a EB-PA e EB-

PB não apresentaram efeito citotóxico tanto nas linhagens parental e resistente, porém o EB-

PB apresentou uma IC50 de 43,43 µM na linhagem não tumoral (MRC-5) quando comparadas 

a verapamil e o DDP. Por outro lado, após 48 horas de incubação o DDP apresentou efeito 

citotóxico na linhagem MRC-5 sem apresentar efeito citotóxico nas linhagens tumorais. Da 

mesma forma, o EB-PB apresentou efeito citotóxico na linhagem MRC-5 e na linhagem 

A549DDP20 DE 11,10 e 21,95 µm respetivamente sem apresentar citotoxicidade na linhagem 

A549. O controle positivo e EB-PA não apresentaram efeito citotóxico.  

 

Além disso, a EB-PA e EB-PB apresentaram atividade citotóxica frente às duas 

linhagens, mostrando que EB-PA não apresenta alteração significativa na sua IC50. No entanto, 

o EB-PB demostrou ter efeitos mais seletivos para a linhagem resistente, mostrando valores 

1,82 vezes de IC50 menor quando comparada com a linhagem parental no tempo de 72 horas, 

quando comparado ao DDP apresentou um índice de resistência (IR) de 16,13.  

 

Com tudo isso, também se calculou o IR para os compostos EB-PA e EB-PB mostrando 

valores IR<1 significando que matam as células MDR de forma mais eficaz do que as células 

parentais (Ramalhete et al., 2018), mostrando sensibilização celular com níveis próximos aos 

das células parentais originais. Consequentemente foi calculado o índice de seletividade frente 

a linhagem não tumoral MRC-5, observando um comportamento mais seletivo para a linhagem 

A549DDP20 do que a sua linhagem parental no tempo de 72 horas. Porém, o EB-PB parece 

apresentar melhores efeitos citotóxicos de acordo com a sua IC50 em todas as linhagens testadas.  

 

Alguns estudos evidenciam que a Quimiorresistência pode ser atribuída a expressão da 

proteína MDR1, MRP1 e MRP2 (MRPs), que reduz a captação intracelular de quimioterápicos 

ou substratos do transportador. Com a finalidade de avaliar a possível modulação sobre o status 

funcional MDR1 e MRPs foi utilizado o substrato fluorescente Rodamina 123 (Rho-123), tanto 

a EB-PA e EB-PB tem semelhança estrutural com o verapamil, um protótipo de agente de 
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reversão bem conhecido de primeira geração (Rogan et al., 1984).Estudos comparativos foram 

realizados com os dois compostos.  

 

Os resultados do ensaio de efluxo da Rho-123 na linhagem A549 revelaram que a função 

da MDR1 e MRPs na linhagem parental não teve alteração da Intensidade Mediana de 

fluorescência (MFI) significativa de efluxo de Rho-123 nos tempos testadas de 3 e 24 horas na 

presença da EB-PA e EB-PB, exibindo o mesmo perfil do Verapamil (20µM). Por outro lado, 

quando comparado com a linhagem resistente A549DDP20 observou-se um efluxo 

estatisticamente significativo de Rho-123 quando comparada ao verapamil nos tempos testados, 

da mesma forma a EB-PA (5 e 10µM) mostrou valores de MFI sem diferença quando 

comparado ao controle positivo. No entanto, o comportamento de EB-PB apresentou valores 

similares ao controle negativo, mostrando uma perda da densidade celular nas concentrações 

testadas (5 e 10µM). Também se observou que o verapamil, inibe o transporte de Rho-123, o 

que indica que Rho-123 e verapamil se ligam à P-gp em locais diferentes. Os dados sugerem a 

possibilidade de a EB-PA poder modular a proteínas MDR1 ou MRPs em concentrações não 

toxicas testadas. 

 

Compostos testados tem demostrado que alteram o efluxo Rho-123 mediado pelo 

MDR1 ou MRPs das células MDR, ao contrário do que se observa quando um inibidor clássico 

da atividade como o verapamil, levar ao acúmulo de Rho-123 no interior das células sugerindo 

que não são inibidores direto nem um substrato competitivo dessa bomba de efluxo (Huang et 

al., 2013, Guberović et al., 2018). 

 

Nesse contexto, com o objetivo de investigar mais a fundo, foram consideradas as 

caraterísticas de lipofilicidade dos compostos descrita pelo iLogP dos AKTs. Pesquisadores 

anteriormente demostraram como um descritor molecular para atividade biológica sendo um 

iLogP ótimo de 4,5-5,0 (estimativa Ghose-Crippen LOGP)(Supek et al., 2011). Por tanto 

calculamos a correlação dos valores do iLogP para os compostos candidatos como modulares 

MDR determinando sua importância. Com isso, a relação entre os valores MFI e iLogP foi 

polinomial, mostrando um pico de atividade de 4,5, mostrando que a EB-PA apresenta 

possivelmente uma lipofilidade para entrar na membrana celular e uma plasticidade 

conformacional para ter ligação com proteínas MDR, porém o EB-PB não apresentou valores 

significativos. Além disso, ao analisar a razão da atividade de fluorescência (FAR) da EB-PA 

apresentou um efeito médio nas concentrações de 5 e 10µM no tempo de 24 horas de pre-
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incubação (>1,1-5), observando perfil similar na concentração de 10µM no mesmo tempo, mas 

com 3 horas o FAR<1 mostrou um efeito baixo. Ao analisar os dados de EB-PB observou-se 

que o FAR<1 mostrando valores não significativos em nenhum tempo testado. Os valores de 

FAR poder várias dependendo da linhagem testada(Kars et al., 2006). 

 

Uma vez que foi avaliada a inibição do efluxo de rodamina 123 também e importante e 

crucial avaliar quanto de rodamina 123 como substrato pode ser acumulado. Nesse contexto, 

foi avaliado o percentual de acumulação de Rho-123 em diferentes tempos, observando que o 

controle positivo no tempo de 3 horas apresentou o maior percentual de acúmulo de Rho-123 

intracelular quando comparado ao controle negativo (Rho-123 5 µM). Além disso, mostrando 

um comportamento concentração dependente nesse tempo testado, porém ao observar os outros 

tempos não apresentam diferença estatisticamente significativa da diminuição do acúmulo de 

Rho-123 intracelular. Ao observar o comportamento de EB-PA nas concentrações de 5 e 10µM 

apresentam também maior acúmulo intracelular de Rho-123 mostrando ter seu maior efeito no 

tempo de 3 horas, no entanto ao observar os tempos de 6, 12 e 24 horas o % de Rho-123 vai 

diminuindo sem apresentar diferença estatisticamente significativa entre os últimos tempos 

testados. Frente a isso, escolheu-se o composto EB-PA para continuar sua combinação com 

cisplatina devido que o composto EB-PB não apresentou efeitos moduladores significativos 

nos tempos e concentrações testadas.  

 

Jouan e colaboradores em 2016, reforçam o fato de que a Rho-123 não é um substrato 

para o citocromo P-450 3A, ao contrário de muitos outros substratos da MDR, descartando 

assim a hipótese de que a modulação da Rho-123 celular ou o acúmulo de Rho-123 por alguns 

inibidores da MDR pode ser devido à interferência com a atividade do citocromo P-450 3A. No 

entanto, ter em mente ao interpretar os dados do ensaio de transporte de Rho-123 que o corante 

pode ser parcialmente metabolizado em rodamina 110 por meio de desacetilação seguida por 

sua glicuronidação. Além disso, o fato de que o potencial de membrana mitocondrial é um fator 

adicional que contribui para o acúmulo de Rho-123, também deve ser formalmente levado em 

consideração. Neste contexto, no entanto, é digno de nota que as drogas que interferem com as 

mitocôndrias geralmente diminuem, e não aumentam, o potencial transmembrana mitocondrial, 

permitindo assim uma fácil discriminação de drogas que inibem a MDR (que aumentam o 

acúmulo celular de Rho-123 na MDR expressando células através da inibição de seu efluxo) de 

drogas que interagem com as mitocôndrias (que reduzem o acúmulo intracelular de Rho-123 

através da redução do potencial transmembrana mitocondrial)(Jouan et al., 2016).  
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Nos últimos anos, as principais pesquisas estão concentradas na exploração direta do 

segundo uso de fármacos, ou seja, ativos farmacêuticos que são utilizados em função de uma 

atividade farmacológica principal, mas que tem como propriedade secundaria a capacidade de 

reverter o fenômeno MDR(Zhang et al., 2019). Nesse contexto, em frente aos experimentos 

preliminares foi escolhido a EB-PA como o composto a ser testado na presença de cisplatina 

(DDP) para avaliar a nossa hipótese de que ao bloquear a extrusão de DDP com inibidores ou 

moduladores MDR, este adentre nas células livremente e realizem seu mecanismo de ação, 

induzindo as células A549DDP20 ao processo de morte celular. A maioria dos quimioterápicos 

apresentam eficácia quando são administrados de forma isolada na maioria dos pacientes com 

câncer. Porém efeitos aditivos o de sinergismo podem aumentar os efeitos de multiplex agentes 

mostrando melhores efeitos e benefícios clínicos(Duarte; Vale, 2022). Pesquisadores tem 

investigado diferentes moléculas e diferentes alvos terapêuticos em câncer de pulmão resistente 

a terapia aproveitando dos avanços tecnológicos para obter melhores benefícios para os 

pacientes. Os compostos combinados com quimioterápicos não somente pode ser utilizado em 

combinação se não também para intervir a progressão do crescimento da resistência celular ou 

patogêneses no paciente promovendo mais tempo de sobrevida(Narayan et al., 2020). 

 

O DDP exibe favoráveis efeitos contra o câncer de pulmão, porém, os pacientes 

devolvem resistência ao DDP, mas quando o DDP e utilizado em combinação com outros 

compostos sensibilizadores apresenta efeitos anticâncer favoráveis(Özerkan, 2023; 

Ranasinghe; Mathai; Zulli, 2022). Além disso, o DDP, tem sido utilizada em diferentes 

combinações in vitro, com diferentes compostos para obter uma diminuição do crescimento 

celular, diminuindo a ativação de sinalizações e evitar as infiltrações celulares (Liu et al., 2021). 

Também, vários relatórios avaliaram a eficácia de verapamil e agentes quimioterápicos na 

terapia combinatória de vários tipos de câncer observando um aumento da sensibilidade das 

células ao quimioterápico in vitro (Tsubaki et al., 2014b; Wong et al., 2020). No entanto, o 

verapamil apresenta efeitos tóxicos em estudos pré-clínicos e clínicos assim como outros 

inibidores ou moduladores MDR, impedindo a continuidade do uso em pacientes. 

 

Garcia e Singh, reportaram que bevacizumab em combinação em baixas doses de 

quimioterápicos descressem o crescimento tumoral. Por outro lado, os alcalóides indólicos, a 

antofina apresentou efeitos sinérgicos com PTX em células A549-PA e superou a resistência 

ao PTX (Kim et al., 2003). Em este estudo, cisplatina exibe atividade antiproliferativa in vitro, 
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frente a linhagem A549. Para poder observar efeitos aditivos o de sinergismo, foi utilizado o 

software CompuSym, quando o DDP foi combinado com EB-PA (DDP+EB-PA) o grupo 

apresentou efeitos CI>1 na linhagem A549. Por outro lado, quando o grupo DDP+EBPA foi 

testado na linhagem A549DDP20 se obteve um C1<1(ED50-ED90), revelando possíveis 

combinações para obter forte efeitos de sinergismo. Ademais, na ED50 observou-se valores de 

reversão múltipla de 16,46 e 21,43 para o verapamil e EB-PA respetivamente.  

 

Além disso as concentrações testadas mais baixas de DDP+EB-PA apresentaram 

diminuição da viabilidade e densidade celular observando que DDP teve efeito antiproliferativo 

nas células A549DDP20 após a pré-incubação com verapamil (10-20µM) e EB-PA (5,10 e 

20µM) mostrando um comportamento de concentração dependente, quando comparado a DDP 

isolada na linhagem parental A549. Observando que o DDP+EB-PA é uma combinação efetiva 

em baixas concentrações na linhagem A549DDP20. Por outro lado, no ensaio clonogenico na 

linhagem A549 que EB-PA não teve efeito na sobrevivência das células após incubação quando 

comparado ao controle negativo mostrando o efeito similar com verapamil. No entanto, o DDP, 

foi capaz de impedir que as células formassem colônias, observando também uma redução nas 

combinações testadas. Ao avaliar o DDP nas células A549DDP20 observou-se que não teve 

alteração na formação de colônias, porém quando foi pré-incubado com o verapamil como 

controle positivo e a EB-PA observou-se uma diminuição na formação de colônias após o 

tratamento final de 7 dias. É importante notar que a formação de colônias é apenas uma medida 

indireta do potencial de crescimento e proliferação celular. 

 

O Bax, um membro da família Bcl-2, desempenha um papel importante na regulação do 

apoptose (morte celular programada), sua expressão pode influenciar a formação de colônias 

no câncer. Se a expressão de Bax estiver reduzida nas células cancerosas, isso pode levar à 

supressão da apoptose (El-sisi et al., 2020; Funk et al., 2020). No contexto das células 

cancerosas, observou-se que a superexpressão de proteínas MDR1, MRP1 e MRP2 está 

associada à resistência a múltiplos medicamentos. Em alguns estudos, foi sugerido que a 

expressão de MDR poderia estar inversamente relacionada à expressão de genes pró-

apoptóticos como o Bax. Ou seja, quando as células cancerígenas superexpressam proteínas 

MDR ou MRPs para serem resistentes a medicamentos, a capacidade de ativar a apoptose 

através de genes como o Bax também pode ser afetada (Wu et al., 2011). 
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Matsumoto e colaboradores (2016), sugerem que a indução de Bax pela cisplatina é 

importante para a indução de apoptose em células SCLC e NSCLC. Por outro lado, a 

desregulação das vias reguladoras do crescimento através da aquisição de independência do 

fator de crescimento, supressão do sistema imunitário, indução de sinais anti-apoptóticos para 

contrariar a ação de fármacos, ativação de vários mecanismos de reparação do DNA e condução 

do efluxo ativo de drogas do citoplasma celular levam o desenvolvimento de vários mecanismos 

celulares para aumentar a sua sobrevivência e progressão, bem como a sua resistência à terapia 

antineoplásica (Kryczka et al., 2021). 

 

Em este estudo, ao observar uma diminuição no crescimento celular nas combinações 

tem como consequência maior apoptoses em combinação do que o DDP isolado. Nesse 

contexto, foi observado que nas combinações na linhagem na A549DDP20 apresentam 

expressão do BAX nos grupos DDP+VER e DDP+EB-PA quando comparado ao controle 

negativo e quando o DDP foi incubado isolado. Por outro lado, o DDP apresenta maior 

expressão de BAX na linhagem A549 quando comparado ao controle negativo, porém nos 

grupos DDP+VER e DDP+EB-PA observou-se um aumento da expressão do BAX. Os grupos 

isolados VER e EB-PA não apresentaram diferença estatisticamente significativa em ambas as 

linhagens. 

 

A inibição MDR pode ser categorizada em inibição direta e indireta, referindo-se aos 

mecanismos pelos quais os agentes atuam no sentido de restaurar a sensibilidade das células 

tumorais a medicamentos que originalmente eram ineficazes devido à resistência desenvolvida. 

A inibição direta da MDR: Neste caso, os compostos ou agentes são capazes de direta e 

especificamente bloquear as proteínas de resistência para que os medicamentos possam 

permanecer dentro das células cancerosas, aumentando sua eficácia. A inibição indireta da 

MDR, atua de maneira mais abrangente e pode não ser específica para as proteínas de 

resistência. Ela pode envolver diferentes mecanismos, como a modulação do microambiente 

tumoral, a regulação de vias de sinalização celular ou a indução de apoptose nas células 

tumorais resistentes. Isso pode aumentar a sensibilidade das células tumorais aos 

medicamentos, tornando a resistência menos eficaz (Emran et al., 2022b; Mansoori et al., 2017).  

 

O bloqueador dos canais de cálcio verapamil inibe a função de transporte do MDR1. 

Uma hipótese sugere que o verapamil leva a um ciclo ineficaz de hidrólise de ATP; 

consequentemente, o gasto energético não está sendo acoplado à translocação do substrato. 
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Outra hipótese é que o verapamil compete com o transporte de outras drogas. Embora o 

verapamil atue para reverter a MDR nas células cancerígenas, o mecanismo subjacente 

permanece obscuro(Kryczka et al., 2021). Tsubaki e colaboradores (2014) demostraram que o 

verapamil e o dasatinib inibem as expressões de MDR1 em células de mieloma resistentes.  

 

Nos estudos de Mi e colaboradores nos anos 2001 e 2002 observaram que os alcaloides 

tropanos da família Erytrocilxaceae não afetaram a expressão das proteínas MDR1 carcinoma 

epidermoide oral multirresistente, propondo que os ésteres de tropano deste tipo podem reverter 

o fenótipo de resistência a múltiplas drogas, presumivelmente interagindo com a glicoproteína 

P. Além disso, os alcaloides como Tetrametilpirazina (TMP) modulam a glicoproteína P na 

linha celular de câncer de mama humano MCF-7/DOX(ZHANG et al., 2012). Além disso, foi 

observado que o TMP poderia aumentar a sensibilidade das células de câncer retal 

multirresistentes aos quimioterápicos quando combinado com 5-FU(HU et al., 2016).  

 

Neste estudo, foi observado que a EB-PA após o tempo de incubação nas células A549 

e A549DDP20 não teve alteração da expressão das proteínas MDR1, MRP1 e MRP2 quando 

comparada ao controle negativo de forma isolada e em combinação com o DDP. Além disso, o 

controle positivo verapamil apresentou regulação negativa da expressão proteica de MRP2 nas 

células resistentes, no entanto, na linhagem A549 apresentou uma regulação positiva na 

proteína MRP2. Além disso, ao avaliar o comportamento das combinações com o substrato 

teste na linhagem parental, tanto do controle negativo (Ver 20µM) e a EB-PA (10 e 37 µM) 

observou-se uma regulação positiva da proteína MRP2 quando comparada ao controle negativo, 

possivelmente pela presença considerada com xenobioticos ativando a extrusão fora da célula 

ou mostrando uma maior afinidade a proteína MRP2 pelo DDP. Ke e colaboradores (2013) 

demostraram que a cisplatina tem um papel de regulação positiva da proteína MRP2 nas células 

NCIH-446. No entanto, o papel de MRP2 na formação de MDR associado ao câncer do pulmão 

ainda é incerto e isto é importante para lidar com a resistência a múltiplos fármacos associados 

ao câncer do pulmão(Ke et al., 2013a). Korita e colaboradores relataram que a expressão de 

MRP2 determina a eficácia da quimioterapia à base de cisplatina em pacientes com carcinoma 

hepatocelular(Pv et al., 2010). 

 

Muitos estudos sugeriram que a expressão de proteínas de resistência está associada a 

diversas vias de sinalização celular(Mansoori et al., 2017). Proteínas quinases, acompanhantes, 

enzimas relacionadas à ubiquitina e fatores de transcrição regulam a sensibilidade das células 
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aos medicamentos anticâncer, controlando a expressão proteica, assim como vários microRNAs 

também demonstraram modular a transcrição do mRNA do MDR1, MRP1 e MRP2. Em base 

a isso, diversas análises moleculares estão em andamento em muitos laboratórios, em um 

esforço para compreender seu controle e regulação biológica e para estabelecer novas 

estratégias para aumentar a eficácia clínica de agentes anticâncer(Katayama; Noguchi; 

Sugimoto, 2014). 

 

Frente aos resultados obtidos neste estudo, observou-se a possibilidade do alcaloide 

tropano EB-PA apresentar efeitos na reversão de múltiplas drogas na linhagem resistente 

A549DDP20, porém e necessário aprofundar os possíveis mecanismos moleculares que 

induzem a modulação de mecanismos de resistência. Existem alternativas promissoras que 

dependem de técnicas computacionais para fornecer novos insights sobre os principais aspectos 

que são determinantes para entender como o efluxo de MDR pode ser efetivamente revertido. 

Com a contribuição de métodos computacionais baseados em ligantes ou baseados em 

estruturas, o efluxo de drogas P-gp 1 (MDR1) e MRP1 está lentamente se tornando um processo 

dinâmico e reativo, em vez de uma simples resposta à ligação de drogas, com a complexa 

arquitetura dos transportadores ABC desempenhando um papel determinante não apenas em 

reconhecimento de drogas (Ferreira; Ferreira; dos santos, 2015). Os experimentos in Silico são 

métodos promissores para fazer previsões sobre as interações de moléculas com o local de 

ligação ao medicamento de um alvo como P-gp-1, BCRP e MRP1. Estudos de docking 

molecular podem ajudar a encontrar os fitoquímicos com melhor afinidade para o local de 

ligação do medicamento que devem ser usados como moléculas líderes para estudos 

posteriores. Os domínios de ligação a nucleotídeos (NBD) desses transportadores ABC são 

partes proteicas hidrofílicas (Jones e George, 2002). Além das ligações de hidrogênio essenciais 

que desempenham um papel crucial na manutenção da estabilidade e função das biomoléculas, 

os moduladores com porções hidrofóbicas mostram frequentemente afinidades com os NBDs. 

 

Liao e colaboradores confirmaram que o alcaloide benzolisoquinolina tetrandrina tem 

capacidade inibitória e sua afinidade de ligação é próxima ao verapamil e suas posições de 

acoplamento são semelhantes. A maior parte da tetrandrina é fixada em uma bolsa lipofílica 

formada pelos aminoácidos Ala729, Ala987, Ileu306, Ileu340, Leu339, Leu65, Leu975, Met69, 

Met986, Phe303, Phe336, Phe343, Phe728, Phe732, Phe983, Tyr307, Tyr310 (LIAO et al., 

2019). Outro subtipo de alcalóides, como a piperina, foi examinada por Syed e colaboradores 

(2016) revelando que as interações hidrofóbicas com a P-gp ocorreram nas seguintes posições: 
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Leu339, Met69, Met986, Phe72, Phe336, Phe728, Phe983, Tyr953 e Val982. Além disso, foi 

estabelecida uma ligação H com Tyr307. Posteriormente foram desenvolvidos dois análogos 

de piperina que apresentaram melhor interação hidrofóbica com a maioria dos aminoácidos 

mencionados (Basha syed; Selvaraj Coumar, 2016; Syed et al., 2017) 

 

Neste estudo, resíduos conservados na estrutura de uma enzima são importantes para 

dobramento adequado, atividade catalítica e estabilidade (Kragelund et al., 1999; Nezhad et al., 

2023). Através da análise das interações observamos que EB-PB interagiu com Gln-475, um 

resíduo altamente conservado no Q loop do NBD1 (nucleotide-binding domain) da Pgp-1, além 

disso, Gln-475 é um dos resíduos que compõe o sítio de ligação do ATP, logo, EB-PB pode ser 

capaz de inibir a ligação do ATP, e, desse modo, pode atuar frente a Pgp inibindo a expulsão 

de medicamentos para fora da célula cancerígena (Dhasmana et al., 2018). Comparando ao 

controle verapamil, a EB-PA e o EB-PB apresentaram melhores valores de energia de afinidade, 

também apresentaram ligação de hidrogênio com o resíduo Gln 713A do sítio de ligação do 

ATP logo, EB-PA e EB-PB podem ser capazes de inibir a ligação do ATP na proteína MRP1, 

desse modo, podem impedir a expulsão de medicamentos para fora da célula cancerígena, 

hipótese que precisa ser confirmada (Dhasmana et al., 2018). 
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13. CONCLUSÃO 

 

Principalmente observou-se que a cisplatina (DDP) em combinação com o alcaloide 

tropano EB-PA inibe a proliferação celular e se potencializa a apoptose celular em células 

A549DDP20 in vitro. Nesse contexto, o efeito do tratamento da combinação do DDP e a EB-

PA nas células A549DDP20 foi melhor do que o do quimioterápico isolado, mostrando a EB-

PA não ter efeito citotóxico no tempo de 24 nas concentrações testadas, mostrando ser o 

responsável pelo efeito citotóxico o DDP. No entanto, também foi observado que o EB-PB 

apresenta efeitos citotóxicos com alto potencial para posteriores estudos de mecanismo de ação, 

no entanto neste estudo não apresentou efeitos de modulação MDR. Através dos resultados 

obtidos de docking molecular inferimos que a EB-PA apresentou melhores valores de energia 

de afinidade frente as proteínas MRP1 e MDR1 comparando ao controle verapamil, interagindo 

com o resíduo do sítio de ligação do ATP, ou que possibilita a hipótese que a EB-PA inibe a 

função de transporte das proteínas MDR1 e MRP1.Tomadas em conjunto, a terapia combinada 

poderia servir como base teórica para compreender a MDR e melhorar o tratamento do câncer 

de pulmão. 
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ANEXO A 
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ANEXO B 

 

1. MATERIAIS E REAGENTES PARA WESTERN BLOT 

 

A) TAMPÃO DE LAVAGEM WESTERN BLOT (TBS) 

1000mL de TBS 10X 

Reagentes Quantidade  
Tris base 24,2 g 
NaCl  88 g 
dH2O 1000 
Ajuste o pH para 7,6 com HCL 1N  

  *Armazenar na geladeira 

1000mL de TBS-T 
Reagentes Quantidade  [ ] Final 
TBS 10 x 100 mL 10 mM 
dH2O 900mL 0.9% (w/v) 
Tween 20 (10% v/v) 2mL 0.02% (v/v) 

 

B) ANTICORPO PRIMARIO EM LEITE 2% 

Reagentes Quantidade 
Anticorpo primario (1:1000)** 10 µL 

Leite em pó  0.2 g 
H20dd Para um volume final de 10mL* 

*Dissolver bem para não deixar grumos de leite 

**depende do anticorpo a concentração  

C) SOLUCAO DE BLOQUEIO DE LEITE PRIMÁRIO DE 2%* 
Reagentes Quantidade 
Leite em pó  1,0 g 
TBST 1X Para um volume final de 50mL* 

*Dissolver bem para não deixar grumos de leite 

D) PONCEAU S STAIN 
Reagentes Quantidade 

Ponceau S 0,10 g 

Ácido acético  5 mL 

H20dd Para diluir em 100 mL 

Obs : utilizado após a transferência das proteínas na membrana por 1 hora, para retirar 

a coloração lavar com água destilada sub-agitação  

E) BUFFER DE TRANSFERENCIA 10X EM SEMI SECO ou SEMY DRY 
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1000mL buffer de transferência 10X em semi seco 
Reagentes Quantidade 10x Conc. 
Tris base 121.1g 1M 
Glycine 14.4g 1.92M 
SDS 1g 0.10% 
dH2O diluir para 1L volume final *  

OBS >PH: 8.3 SDS: dodecilsulfato de sódio*Armazenar na geladeira 

1000mL buffer de transferencia 1X em semi seco 
Reagentes Quantidade 

10X buffer de transferência  100mL 
Metanol 200mL 
dH2O Diluir para 1L Volume final  

 

F) BUFFER DE ELECTROFORESE TGS 10X 

1000mL de tampão de eletroforese TGS 10X 

Reagentes Quantidade  
Tris base  30,285 g (250mM) 
Glicina  144,13 (1920mM) 
SDS 10 g (1%) 
dH2O Diluir para 1L Volume final * 

*Armazenar na geladeira, pH: 8.3 

G) BUFFER DE ELECTROFORESE TGS 1X 

1000mL de tampão de eletroforese TGS 1X 

Reagentes Quantidade  [ ] Final 
TGS 10X 100 ml 1X  
dH2O Diluir para 1L Volume final   

*TGS(Tris-glycine-SDS) 

 

H) TAMPAO DE AMOSTRA Laemmli 4X   

Reagentes Quantidade 10X 
Concentração 

TRIS-HCL pH 6.5  1.5 mL 1 M 

DTT 3 mL 1 M 

SDS 0.6 g  

Azul de bromofenol 30 mg  

Glicerol  2.4 mL  

H2Omq Diluir para 7.5 mL final 
volume 

 

OBS> dependendo do tamanho molecular das proteínas (>200kDa) e recomendável 

Utilizar B-mercapto 0.8ml para cada 100 ml na amostra final.   

 
I) ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA 30% 
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Reagentes Quantidade  Concentração 
Acrilamida   29g 29w/v 

Bis-acrilamida 1 g  1w/v 
H2Odd Diluir para 100µL Volume 

final  
 

*Filtrar solução com filtro de seringa 0.45µm .*pH=7 ou < 7, armazenar geladeira 4-8 

°C 

 

 

 

 

 

 


