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RESUMO 

 

 

Os vitaesteróides são lactonas esteroidais, estruturalmente baseadas no esqueleto do 

ergostano, comumente encontradas em plantas da família Solanaceae. A fim de avaliar o 

potencial antitumoral dessa classe de compostos, a vitaferina A, isolada da planta Withania 

somnifera e a vitafisalina F, isolada da planta Acnistus arborescens foram analisadas em 

diversos modelos experimentais in vitro. Vários análogos da vitafisalina F foram gerados a 

partir de reações químicas de redução, oxidação e hidroxilação. Todos os vitaesteróides 

analisados, com exceção de KW-120-112-2, apresentaram potente efeito citotóxico em 

diversas linhagens tumorais. As linhagens de glioblastoma e neuroblastoma foram as duas 

linhagens mais sensíveis ao tratamento com os vitaesteróides, além disso, a vitafisalina F e 

vitaferina não apresentaram efeito citotóxico sobre linhagens normais de fibroblasto de 

pulmão humano. Essa atividade citotóxica está relacionada a indução de apoptose por esses 

compostos, assim também como parece estar relacionada a indução de proteínas de choque 

térmico (HSPs), já que os vitaesteróides mais citotóxicos aumentaram a modulação desses 

tipos de proteínas. Na análise do ciclo celular de células de glioblastoma (SF-268), tratadas 

com vitaferina A e vitafisalina F, foi observado um acúmulo das células na fase G2/M do ciclo 

celular, o que depois pode ser comprovado que esse acúmulo ocorria em mitose. Tanto a 

vitafisalina F, como a vitaferina A, interferiram na polimerização das subunidades de tubulina 

em filamentos de microtúbulos, o que pode ser visto também em imagens obtidas no confocal 

em que os microtúbulos se encontram todos desorganizados. O efeito sobre o ciclo celular de 

células normais (WI-38), mostrou outra possibilidade de efeito dos vitaesteróides, em que o 

efeito observado foi o acumulo de células na fase G0/G1 do ciclo. Depois, esse efeito também 

pôde ser observado em células tumorais, o que indica que essas drogas podem atuar em 

diversos alvos moleculares dependendo do tipo de células e do meio onde elas se encontram. 

Com isso, pode concluir-se que a vitafisalina e os vitaesteróides em geral podem ser 

consideradas como uma potente classe de novos compostos antitumorais. 

 

Palavras-chave: Acnistus arborescens. Vitafisalina. Vitaesteróides. Solanaceae. Ciclo 

Celular. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Whitasteroids are steroidal lactones, structurally based on the ergostane skeleton, commonly 

found in plants of the family Solanaceae. In order to evaluate the antitumor potential of this 

class of compounds, Withaferin A, isolated from the plant Withania somnifera, and 

Whithaphysalin F, isolated from the plant Acnistus arborescens, were analyzed in several 

experimental models in vitro. Several analogues of Whithaphysalin F were generated from 

chemical reactions of reduction, oxidation and hydroxylation. All whitasteroids analyzed, 

except for KW-120-112-2 showed potent cytotoxic effect in several tumor cell lines. The cell 

lines of glioblastoma and neuroblastoma were the two most sensitive to the treatment with 

these compounds.  Moreover, both withaferin A and withaphysalin F showed no cytotoxic 

effect on normal lung human fibroblast. This cytotoxic activity is related to induction of 

apoptosis by these compounds, and it appears to be related to induction of heat shock proteins 

(HSPs), as the most cytotoxic withasteroids  increased modulation of this type of proteins. In 

the analysis of the cell cycle of glioblastoma cells (SF-268), treated with withaferin A and 

withaphysalin F, we observed an accumulation of cells in G2 / M phase of the cell cycle, 

which later was shown to occur in mitosis . Both withasteroids, showed to interfere with the 

polymerization of tubulin subunits into microtubule filaments, which can also be seen in the 

confocal images where all the microtubules are disorganized. The effect on cell cycle of 

normal cells (WI-38), showed another possible effect of withasteroids, where the effect 

observed was the accumulation of cells in G0/G1 phase of the cell cycle. Then, this effect also 

was observed in tumor cells, indicating that these drugs can act on several molecular targets 

depending on cell type and environment where they meet. Thus, it can be concluded that the 

withaphysalin F and other withasteroidsas well can be considered as a new class of potent 

antitumor compounds. 

 

Keywords: Acnistus arborescens. Vitafisalina. Vitaferina. Solanaceae. Ciclo Celular. 
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1.1 Câncer 

 

Câncer é o nome dado a um conjunto de doenças cuja principal característica é o 

crescimento descontrolado das células. O termo câncer, em latim, deriva da palavra grega 

carcinos que significa caranguejo, isso porque Hipócatres, o criador do termo, comparou a 

morfologia de tumores, todo circundado por vasos, com as pernas que se ligam ao corpo do 

caranguejo. O câncer é uma doença que sempre assolou a humanidade, onde os primeiros 

relatos sobre a doença datam de 3000-1500 a.C. em que vários tumores já foram encontrados 

em esqueletos de múmias fossilizadas da época do Egito antigo (REDDY; ODHAV; 

BHOOLA, 2003) 

Atualmente o câncer é a segunda causa de morte por doença no mundo, atrás apenas 

de mortes causadas por doenças cardiovasculares. Estudos epidemiológicos sobre a incidência 

de câncer demonstram que o risco de desenvolver a doença varia entre os grupos 

populacionais, e este risco poderia até ser reduzido em torno de 40 % se houvessem alterações 

bruscas no estilo de vida e hábitos individuais das pessoas (LEE et al., 2011). No entanto os 

índices da doença só fazem aumentar mais e mais com o passar dos anos. 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), só no ano de 2008 em torno 

de 7,6 milhões de pessoas morreram de câncer, enquanto mais de 12,6 milhões de novos casos 

da doença foram diagnosticados. Ainda de acordo com a OMS, mais de 70% dessas mortes 

ocorrem em países de baixa e média renda e que as chances de alguém ter câncer antes dos 75 

anos de idade são de quase 19 %. Além disso, as estimativas indicam que até o ano de 2030 o 

número de mortes provocadas pelo câncer chegará a 17 milhões em todo o mundo (WHO, 

2011). 

Na Figura 1 é possível observar os tipos de câncer mais incidentes, em homens e 

mulheres, nas diferentes regiões do mundo. O câncer de próstata continua o tipo de câncer 

mais comum entre os homens, sendo diagnosticadas principalmente nas Américas e Europa, 

seguido pelos casos de câncer no pulmão, mais comuns às regiões da Ásia e Oceania. Já nas 

mulheres os casos mais incidentes da doença em todo mundo são os de mama e útero. Alguns 

tipos de câncer são mais comuns em países desenvolvidos, tais como o câncer de próstata, 

mama e cólon, enquanto o câncer de fígado e estômago são mais comuns em países em 

desenvolvimento (Figura 1) (WHO, 2011). 
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Figura 1 – Tipos de câncer mais incidentes no mundo, no ano de 2010. 

 

 

 

Fonte: Organização Mundial da Saúde (2011) 

 

 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, são válidas também para o ano de 2011, 

e apontam para a ocorrência de 489.270 casos novos de câncer, sendo 236.240 para o sexo 

masculino e 253.030 para o sexo feminino. Estima-se que o câncer de pele do tipo não 

melanoma (114 mil casos novos) será o mais incidente na população brasileira, seguido pelos 

tumores de próstata (52 mil), mama feminina (49 mil), cólon e reto (28 mil), pulmão (28 mil), 

estômago (21 mil) e colo do útero (18 mil). Os tipos mais incidentes, à exceção do câncer de 

pele do tipo não melanoma, serão os cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino e os 

cânceres de mama e colo do útero no sexo feminino (Figura 2) (INCA, 2009). 
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Figura 2 – Tipos de câncer mais incidentes estimados para 2010/2011, exceto pele não 

melanoma, no Brasil. 

 

 

Fonte: INCA, 2009. 

 

 

O estudo das bases moleculares no desenvolvimento de tumores (tumorigênese) 

forneceu suporte para o conceito de que o câncer é uma doença causada pelo acúmulo 

progressivo de diversas alterações no genoma (BAYLIN; OHM, 2006). Geralmente a maioria 

dos tumores é formada pela transformação gradativa de células normais em células tumorais 

através de diversas alterações na fisiologia normal da célula, como a autossuficiência na 

sinalização de fatores de crescimento e insensibilidade a sinais para inibição do crescimento 

(HANAHAN; WEINBERG, 2000).  

Os tumores são mais do que uma massa de células transformadas em proliferação, eles 

são definidos por múltiplas características estruturais, moleculares e comportamentais, 

formando um complexo tecido, cujos diversos tipos celulares, que o integram, participam de 

interações heterotípicas umas com as outras. 

Hanahan e Weinberg (2002) descreveram as principais características que essa 

diversidade de células tumorais pode adquirir, definido como “Hallmarks of cancer”, dentre 
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as quais podemos citar: autossuficiência na regulação dos sinais de crescimento celular, 

resistência a sinais anti-proliferativos, evasão da morte celular programada (apoptose), 

potencial replicativo ilimitado, indução da angiogênese, invasão tecidual e metástases (Figura 

3) (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Mais recentemente outras características foram 

atribuídas às células tumorais, como a indução de inflamação e a instabilidade genética que 

essas células apresentam. Além disso, os tumores evoluíram de forma a garantir o seu suporte 

energético para o crescimento tumoral e também adquiriram estratégias para escapar da 

detecção imunológica (HANAHAN; WEINBERG, 2011).  

 

Figura 3 – Características essenciais das células tumorais 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.  

 

Muitas dessas características podem ser consequências das diversas alterações 

genéticas que envolvem amplificação funcional, através de mutações e/ou superexpressão de 

genes chaves, juntamente com mutações que causam perda de função e/ou supressão de 

silenciadores epigenéticos, importantes na supressão tumoral (MERLO et al., 2006; VINEIS; 

SCHATZKIN; POTTER, 2010). O acúmulo dessas alterações, que podem ocorrer mais rápido 

do que os mecanismos celulares de reparo dão origem a um processo denominado de 

“carcinogênese”, dividida conceitualmente em três etapas: iniciação, promoção e progressão 

tumoral (Figura 4).  
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A etapa de iniciação envolve o contato entre o agente carcinógeno e o DNA das 

células, levando a formação de uma célula transformada. A mutação, por si só, não é capaz de 

induzir ao câncer, podendo essa permanecer inativa e levar vários anos para se manifestar. No 

entanto, com o passar do tempo, outras modificações genéticas adicionais podem ocorrer. A 

segunda etapa da carcinogênese envolve a ação de substâncias promotoras de tumores, que 

induzem a expressão de genes envolvidos no crescimento celular. Aparentemente, esses 

promotores só agem em células que já sofreram algum tipo de mutação e exigem um contato 

por um período longo e contínuo para que essas células se tornem malignas. Na terceira etapa, 

o de progressão, já começam a aparecer as primeiras manifestações características da doença, 

caracterizada pelo crescimento descontrolado das células (DONNICI et al., 2005; 

WEINBERG, 2008). 

Os genes envolvidos no controle da proliferação e portanto no processo de 

carcinogênese podem ser divididos em duas classes principais: os oncogenes e os genes 

supressores de tumor.  

Os oncogenes estão envolvidos na regulação positiva da proliferação celular. Nas 

células, esses oncogenes são chamados de proto-oncogenes, que ao sofrerem mutação passam 

a ter sua expressão aumentada. Uma característica dos oncogenes é que eles agem de forma 

dominante na célula, onde uma mutação em um dos alelos já é suficiente para alterar o 

funcionamento normal do gene (CORTNER; WOUDE, 1997). Já os genes supressores 

tumorais, que atuam diminuindo a proliferação celular, necessitam que as duas cópias do gene 

sofram mutação, levando assim perda de sua função (PERKINS; STERN, 1997). 
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Figura 4 - Etapas da carcinogênese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de ALLAN e TRAVIS, 2005. 

  

 

Atualmente, as abordagens terapêuticas mais usadas nos pacientes com câncer, após a 

cirurgia, são a quimioterapia, a radiação ionizante, a imunoterapia e a terapia gênica 

(KUMAR et al., 2004). A quimioterapia consiste em um tratamento a base de fármacos, de 

forma isolada ou combinada (poliquimioterapia), com o objetivo de atingir, apenas, as células 

transformadas, interferindo no processo de crescimento, disseminação e/ou invasão tecidual 

(SOUZA et al., 2007). O objetivo primário da quimioterapia seria destruir as células 

neoplásicas, preservando as células normais (FULDA; DEBATIN, 2004).  

No entanto, apesar do considerável arsenal de drogas já existentes para o tratamento 

do câncer, em muitos casos, o sucesso terapêutico não é alcançado por causa de falhas nos 

esquemas terapêuticos, altos índices de recidivas, redução da sobrevida dos pacientes e dos 

efeitos adversos, o que leva a uma contínua busca por novos fármacos (SALGALLER; 

LODGER, 1998).  
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1.2  Produtos Naturais e a Produção de Drogas Anticâncer 

 

O homem, desde a antiguidade, sempre utilizou a natureza como principal fonte de 

medicamentos. O uso dos produtos naturais como tratamento das mais diversas doenças, tem 

sido uma prática comum a milhares de anos entre vários povos e culturas, e ainda hoje, é de 

extrema importância na atenção à saúde de mais de 80% da população mundial (NAHANISHI 

et al., 1999).  

Apesar dos recentes progressos na área da química medicinal, atualmente os produtos 

naturais continuam a desempenhar papel fundamental como fonte de novas drogas ou 

protótipos para o desenvolvimento de fármacos (REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2003).  

A diversidade química é certamente um ponto de extrema relevância na pesquisa de 

produtos naturais como protótipos de medicamentos, já que a natureza produz uma fonte 

inesgotável de compostos com grande variedade estrutural. Esses compostos podem ser 

encontrados em milhares de espécies de plantas, animais, organismos marinhos e 

microrganismos terrestres (BUTLER, 2008). A pressão evolutiva pode ser a responsável por 

toda essa diversidade estrutural, uma vez que a produção de substâncias bioativas aumenta o 

sucesso evolutivo das espécies (FIRN; JONES, 2003).  

Além da diversidade estrutural, os produtos naturais também apresentam atividades 

biológicas altamente específicas, em que suas moléculas favorecem a interação com 

diferentes alvos moleculares. Geralmente os produtos naturais tendem a ter uma composição 

molecular bem característica, com pouco nitrogênio, halogênio e enxofre em suas estruturas, 

porém são altamente ricos em moléculas de oxigênio (ORTHOLAND et al., 2004). Os grupos 

hidroxila desempenham um papel importante na interação droga-receptor, já que na maioria 

das vezes esse grupamento é o responsável pela formação de pontes de hidrogênio entre os 

compostos e o seu alvo.  Além disso, os compostos de origem natural apresentam estruturas 

ricas em anéis aromáticos com alto grau de instauração e uma grande quantidade de centros 

quirais. Os processos biológicos nos quais reagentes estereoespecíficos são mais comuns, 

frequentemente geram moléculas ativas com grande número de centros quirais e em muitos 

casos, a presença desses centros, contribui para a seletividade desses compostos com os seus 

locais de ligação (FEHER; SCHMIDT, 2003).  

A importância dos produtos naturais como fonte de novos medicamentos, pode ser 

comprovada pelo número de novas entidades químicas aprovadas pelo FDA (US Food and 

Drug Administration), no período de 1981 a 2007, em que 63 % eram produtos naturais, 

derivados de produtos naturais ou eram moléculas sintéticas com estruturas semelhantes as 
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dos produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007) e só nos anos de 2001 e 2002, 

aproximadamente 25 % dos medicamentos mais vendidos no mundo eram produtos naturais 

ou derivados destes (BUTLER, 2004). Além disso, um estudo que foi realizado, analisando as 

prescrições dos médicos, mostrou que o uso desses medicamentos são utilizados no 

tratamento de aproximadamente 87 % de todas as doenças humanas, como agentes 

antimicrobianos, anticâncer, anticoagulantes, antiparasitários, entre outros (NEWMAN; 

CRAGG; SNADER, 2003).               

Na área do câncer, esses compostos tem tido fundamental importância, já que os 

produtos naturais respondem por aproximadamente 60 % de todas as moléculas 

desenvolvidas, sejam elas produtos naturais, ou derivados destes (KINGHORN et al., 2011)  

De acordo com Dewick (1996), através da bioprospecção de produtos naturais de mais 

de 114 mil extratos oriundos de aproximadamente 35 mil espécies de vegetais, o Instituto 

Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI – do inglês National Cancer Institute) tem 

descoberto uma grande variedade de drogas antitumorais. Além desses, mais de 180 mil 

derivados de origem microbiana e outras fontes naturais totalizam em torno de 400.000 

produtos químicos, sintéticos e naturais testados para a atividade anticâncer (CRAGG; 

NEWMAN, 1999).  

 

Vários medicamentos vêm sendo atualmente utilizados no tratamento do câncer, 

incluindo drogas originadas de microrganismos, tais como a doxorrubicina, e a dactomicina. 

Além desses, um grande número de compostos antitumorais, derivados de plantas, também 

foram aprovados para uso clinico, dos quais podemos citar: paclitaxel, camptotecina, 

podofilotoxina e os alcaloides da vinca, vincristina e vimblastina. 

O sucesso terapêutico dessas substâncias tem estimulado a procura por novos agentes 

quimioterápicos derivados de produtos naturais, aumentando assim as chances de se encontrar 

uma droga promissora e ideal no âmbito terapêutico e/ou preventivo do câncer. De fato, nos 

últimos 50 anos, as pesquisas de novas moléculas levaram a descoberta de mais de 100 novos 

fármacos que adentraram o arsenal para o tratamento de neoplasias, sendo esses, na sua 

maioria, derivados ou protótipos de produtos naturais (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 

2009).  

Apesar do crescente interesse em compostos provenientes de microorganismos 

terrestres e marinhos, as plantas continuam sendo a principal fonte de produtos naturais. Em 

termos de descoberta de novos compostos que podem atingir o mercado no futuro, os 

produtos naturais obtidos das plantas continuam representando em torno de 60 % de todas 
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essas moleculas promissoras (Figura 5), o que justifica ainda o enorme esforço em se buscar 

compostos com relevante atividade biológica entre a grande diversidade de plantas exitentes 

no mundo (KINGHORN et al., 2011). 

Figura 5 - Comparação dos tipos de organismos como fontes de novos compostos nos anos 

de 2001 (Total de 1142 novos compostos) e 2010 (Total de 1369 novos compostos). 

 

 
 

 

Fonte: Adaptado de KINGHORN et al., 2011. 



26 

 

 

1.3 Vitaesteróides 

 

Os vitaesteróides constituem uma classe de lactonas esteroidais, pois possuem uma 

função lactona em C26, com estruturas baseadas no esqueleto de ergostano. Esses compostos 

apresentam em sua estrutura vários oxigênios, devido a um procedimento enzimático 

que ocorre nas plantas, capaz de oxidar todos os átomos de carbono do núcleo esteroidal e 

também das cadeias laterais, o que leva a alterações naturais das cadeias carboxílicas e a 

formação de novas ligações, resultando em uma grande variedade de compostos com 

diferenças estruturais bem complexas, características dos vitaesteróides (VERAS et al., 

2004a; VERAS et al., 2010). 

 Devido a grande diversidade estrutural desses compostos, os vitaesteróides foram 

subdivididos em seis grupos principais: vitanolídeos, vitafisalinas, fisalinas, acnistinas, 

ixocarpalactonas e perulactonas (Figura 6). 

Esses compostos têm sido isolados principalmente de plantas da família Solanaceae, 

mas também das famílias Taccaceae (CHEN et al., 1987) e Leguminosae (SRISVASTAVA et 

al., 1992), assim também como de alguns organismos marinhos como a Minabea sp. 

(KSEBATI; SDCHMITZ, 1988). Dentro da família Solanaceae, os vitaesteróides têm sido os 

principais compostos isolados de uma grande variedade de gêneros pertencentes a essa 

família, dos quais podemos citar: Acnistus, Brachistus, Datura, Deprea, Discopodium, 

Dunalia, Jaborosa, Nicandra, Physalis, Solanum, Tubocapsicum, Vassobia e Withania 

(VERAS et al., 2004a; VERAS et al., 2008). 

Várias atividades biológicas têm sido atribuídas aos vitaesteróides, como: 

antiinflamatório (JAYAPRAKASAM; MURALEEDHRAN, 2003; WUBE et al., 2008)  

imunossupressor (SOARES et al., 2003; 2006) , antiparasitário (CARDONA et al., 2006; 

VIEIRA et al., 2008), anticolinesterásico (RIAZ et al., 2004; CHOUDHARY et al., 2004), 

antimicrobiano (JANUÁRIO et al., 2002; SHANAZBANU et al., 2006), citotóxica (ROCHA 

et al., 2006; HSIEH et al., 2007) e antitumoral (DEVI; SHARADA; SOLOMON, 1995; 

MAGALHÃES et al., 2005). 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%2522Sharada%20AC%2522%255BAuthor%255D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Figura 6 - Estruturas químicas dos principais grupos de vitaesteróides 
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 Fonte: TOMASSINI et al., 2000. 
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 No início da década de 1960, o Nacional Cancer Institute (NCI), dava início a um 

programa de busca por novos compostos derivados de plantas, com potencial atividade 

anticâncer, e passou a estudar uma série de extratos etanólicos obtidos dessas plantas. Como 

era rotina na época, todos os extratos eram testados (in vitro) em células de carcinoma de 

epiderme nasofaríngea de humanos (KB) e (in vivo) em sarcoma 180 em camundongos. Um 

dos extratos testados foi o da planta Acnistus arborescens, que mostrou forte atividade em 

ambos os modelos testados. Em 1969, dois compostos foram isolados desse extrato, a 

vitaferina A e a vitacnistina, que foram então testados a 20 mg/mL em células de carcinoma 

de Walker 256 em ratos e apresentaram potente efeito antitumoral, com inibição de  62 % do 

tamanho do tumor. A partir daí a vitaferina A e outros vitaesteróides despertaram o interesse 

de vários cientistas em estudar os efeitos antitumorais dessa classe de compostos (KUPCHAN 

et al., 1969). 

Acnistus arborescens L. Schlecht [sinonímia: Acnistus frutescens Bello, Atropa 

arborescens L., Cestrum cauliflorum (Jacq.), Cestrum macrostemon Sassé & Moç., e Dunalia 

arborescens (L.) Sleumer)] (Figura 7) é uma planta nativa das Américas do Sul e Central, 

sendo também encontrada no México e nas Antilhas. No Brasil é encontrada principalmente 

na flora nordestina, onde também é conhecida pelos nomes de “mariana”, “marianeira” e 

”esporão de galo de falso” (BARATA et al., 1970).  

É uma árvore relativamente rara, ocasionalmente utilizada como planta 

ornamental e cerca viva, já que, em sua idade adulta, se apresenta tanto na forma de arbusto 

como de árvore de pequeno porte. As flores são pequenas, de cor branca e tons esverdeados, e 

possui frutos amarelos semelhantes a pequenos tomates, podendo ser de cor alaranjada. A 

época de floração e frutificação da A. arborescens varia de acordo com o local de origem, mas 

ocorre geralmente entre os meses de maio e setembro.  

A A. arborescens é uma planta de importante valor medicinal, sendo 

popularmente utilizada no tratamento de câncer, hemorróidas e doenças relacionadas ao 

fígado e baço, assim também como diurético (NITTALA et al., 1981; COSTA-LOTUFO et 

al., 2008). A maioria desses efeitos farmacológicos é atribuída à presença dos vitaesteróides.  

  Minguzzi et al. (2002) reportaram o isolamento de três novos vitanolideos, a partir 

das folhas de A. arborescens, e seus respectivos efeitos citotóxicos em várias linhagens 

tumorais (BC1 – mama; Lu1 -  pulmão; Col2 -  cólon; KB - carcinoma nasofaríngeo; LNCaP 

- próstata), com IC50 variando de 0,03 a 2,1 µg/mL. 
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Figura 7 - Aspecto geral da planta Acnistus arborescens mostrando no detalhe, as flores e os 

frutos 

 

 
 
 
 
 
 

 

Fonte: Fotografadas por: Prof. Dr Edilberto Rocha Silveira.  
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Jayaprakasam et al. (2003) isolaram 12 vitaesteróides das folhas da planta Withania 

somnifera, e, em seguida, avaliaram o seu potencial citotóxico em um painel de linhagens 

tumorais (NCI-H460 - pulmão;  HCT-116 - cólon; SF-295 - sistema nervoso central; MCF-7 - 

mama). Neste trabalho, a vitaferina A foi o composto mais ativo, com IC50 variando entre 0,4 

e 0,6 μM. No ano seguinte, Mohan et al. (2004) reportaram o potente efeito anti-angiogênico 

que a vitaferina A apresentava.  

 Pan, Wang e Hu (2007), isolaram quatro vitametelinas das flores da planta Datura 

metel  que também apresentaram potente efeito citotóxico nas linhagens tumorais A549 

(pulmão), BGC-823 (gástrico) e K562 (leucemia). Ainda em 2007, quinze novos vitanolídeos 

foram isolados dos caules, raízes e folhas da planta Tubocapsicum anomalum, e mais uma vez 

todos foram citotóxicos em diversas linhagens tumorais (Hep G2 - fígado; MCF-7 / 

MDAMB-231 - mama; A-549 - pulmão) (HSIEH et al., 2007).  Lee et al. (2008) reportaram o 

efeito citotóxico de mais um vitanolídeo, a vitangulatina A. 

 Apesar de todos esses achados corroborarem com os efeitos citotóxicos dos 

vitaesteróides, vários trabalhos tem sido desenvolvidos no sentido de elucidar o exato 

mecanismo de ação dessas drogas, porém nenhum deles ainda foi conclusivo. Um dos 

mecanismos propostos para os vitaesteróides seria a sua interação com proteínas do 

citoesqueleto (FALSEY et al., 2006; BARGAGNA-MOHAN et al., 2007). O citoesqueleto 

está diretamente envolvido em vários processos celulares como na manutenção da morfologia 

e locomoção das células, fagocitose, transporte intracelular de organelas e formação do fuso 

mitótico durante a divisão celular (GRZANKA et al., 2003).  Falsey et al. (2006) mostraram 

que a vitaferina A ligava-se a proteína  anexina 2, induzindo a condensação dos filamentos de 

actina. Mais tarde, Bagagna-Mohan et al. (2007) mostraram que a vitaferina  A também era 

capaz de se ligar à outra proteína do citoesqueleto, a vimentina. Todas essas alterações no 

citoesqueleto culminavam com a morte das células por apoptose. 

Outro mecanismo proposto para a vitaferina A seria a sua ligação com o proteossoma 

em células tumorais tanto in vitro como in vivo (YANG; SHI; DOU, 2007 ). O proteossoma é 

um complexo de proteases que fazem parte de um sistema de “controle de qualidade da 

célula”, cuja função principal é a degradação de proteínas danificadas ou desnecessárias para 

a célula, além disso, também é responsável pela degradação de várias proteínas como ciclinas, 

fatores de transcrição, supressores de tumor entre outras (GLICKAN; ADIR, 2004).  

 Mais recentemente Yu et al. (2010) reportaram que a vitaferina A se ligava a proteínas 

de choque térmico (HSPs – do inglês Heat Shock Proteins). As HSPs foram primeiramente 

descobertas em 1962, quando foi observado que, um grupo de proteínas da Drosophila 
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melanogaster era rapidamente estimulado após a indução de um estímulo térmico, daí o 

surgimento do termo proteínas de choque térmico (RITOSSA, 1962). Nos mamíferos, as 

HSPs são distribuídas, de acordo com o seu peso molecular, em cinco grupos principais: 

HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e a HSP27 que faz parte do grupo de pequenos HSPs, com 

peso molecular entre 15-30 kDa.  

Dados recentes revelaram o papel fundamental que esse grupo de proteínas exerce 

sobre a formação do tumor, em que o aumento da expressão de certas HSPs, mais 

especificamente da HSP90, HSP70 e HSP27, tem sido observado em diversos tipos de câncer 

incluindo mama, ovário, cólon, pulmão e próstata (CIOCCA et al., 2005; GARRIDO et al., 

2006), em que elas estariam envolvidas em diversos processos biológicos como a proliferação 

e sobrevivência celular (NECKERS, 2002). 

Veras et al. (2004a, 2004b) reportaram o isolamento de outro grupo de vitaesteróides 

das folhas de A. arborescens, as vitafisalinas, compostos até então nunca isolados dessa 

espécie, e que também mostraram-se como potentes drogas citotóxicas em diversas linhagens 

tumorais (SF-268- sistema nervoso central; K-562 / HL-60 / CEM – leucemia; MCF-7 – 

mama; HCT-8 - cólon). Todos os compostos já isolados de A. arborescens encontram-se 

apresentados na figura 8.  

 

Figura 8 - Estruturas dos compostos isolados de Acnistus arborescens 

 

   
1 R = R3 = -OH; R1 = R2 = R4 = R5 = H    6   R = β-OH; R1 = H (18R); Δ2 

2 R = -OH; R5 = OAc; R1 = R2 = R3 = R4 = H    6a R = H; R1 = α-OH (18S); Δ2 

3 R = R4 = OH; R1 = -OAc; R2 = R3 = R5 = H    7   R = O; Δ2 

4 R = R4 = OH; R1 = -OAc; R2 = -OAc; R3 = R5 = H   8   R = O 

5 R1 = -OAc; R2 = -OAc; R4 = -OH; R =  R3 = R5 = H   9   R = OEt; R1 = H; Δ2 

10 R = β-OH; R1 = H (18R) 

10a R = H; R1 = α-OH (18S) 
 
 

Fonte: BARATA et al., 1970; MINGUZZI et al., 2002; VERAS et al., 2004a, 2004b. 
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Em estudos visando a caracterização da atividade das vitafisalinas, Rocha et al. (2006; 

ROCHA, 2008) reportaram os efeitos citotóxicos das vitafisalinas F, M, N e O em duas 

linhagens de células leucêmicas, a HL-60 e a K-562, em que essas atuavam inibindo o 

crescimento celular, através da inibição da síntese de DNA e indução de apoptose pela via 

mitocondrial. Além do efeito sobre células leucêmicas, também foi avaliado se as vitafisalinas 

possuíam efeito citotóxico sobre linfócitos isolados de sangue periférico de humanos, no qual 

não foi observado nenhum efeito citotóxico significativo. A atividade antitumoral da 

vitafisalina F também foi comprovada em modelos in vivo utilizando tumores murinos 

(ROCHA, 2008). Desta forma, o presente trabalho pretende aprofundar os estudos com a 

vitafisalina F, isolada de A. arborescens, explorando os mecanismos de ação envolvidos na 

sua atividade em células tumorais. 
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2 Objetivos 
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2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar a atividade citotóxica e antitumoral da vitafisalina F, e de seus derivados 

semissintéticos, e seus possíveis mecanismos de ação em modelos experimentais in vitro.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 - Obtenção de análogos da vitafisalina F, através de biotransformação e reações 

químicas; 

 

  - Avaliar e comparar as atividades citotóxicas da vitafisalina F e seus análogos, em 

células normais e tumorais; 

 

- Avaliar os efeitos da vitafisalina F e seus análogos sobre a modulação das proteínas 

de choque térmico; 

 

 - Avaliar os efeitos da vitafisalina F e vitaferina A sobre a distribuição do ciclo celular 

de células normais e tumorais; 

 

- Avaliar os efeitos da vitafisalina F e vitaferina A sobre proteínas do citoesqueleto. 
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3 Materiais e Métodos 
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3.1  Cultivo das células 

 

Nesse trabalho foram utilizadas várias linhagens tumorais (SF-268, SF-295, NCI-

H460, MDA-MB231, MCF-7, PC-3M e CHP-100), todas obtidas através de doação do 

Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI - Bethesda, MD). As células eram 

cultivadas em frascos plásticos para cultura (Corning, 75 cm
2
, volume de 250 mL), utilizando 

o meio de cultura RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibióticos (penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade, seguido da observação do crescimento celular 

com ajuda de microscópio de inversão a cada 24 horas.  

 

Tabela 1 – Linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios de citotoxicidade in vitro. 

 

Linhagem Celular Tipo Histológico do Câncer/Origem 

Concentração de 

Plaqueamento 

(céls/mL) 

SF-268 Glioblastoma humano 4,0 x 10
4
 

SF-295 Glioblastoma humano 4,0 x 104 

NCI-H460 Câncer de pulmão humano 1,5 x 10
4
 

MDA-MB 231 Carcinoma de mama humano 2,0 x 10
4
 

MCF-7 Carcinoma de mama humano 2,0 x 10
4
 

PC-3M Carcinoma de próstata metastático humano 2,0 x 10
4
 

CHP-100 Neuroblastoma humano 1,5 x 10
4
 

 

Além das linhagens tumorais, foi utilizada a linhagem WI-38, um fibroblasto derivado 

de tecido de pulmão (HAYFLICK; MOORHEAD, 1961), também foi cedida pelo NCI. Para 

todos os estudos com a linhagem WI-38, as células foram mantidas em meio e suplementos 

específicos em estufa com 5% de CO2 a 37C.  
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3.2  Biotransformação da vitafisalina F 

 

Procedimento experimental 

 

A fermentação em pequena escala do fungo Cunninghamella echinulata (ATCC 

10028B) foi realizada em frasco erlenmayer (125 mL), contendo meio de farelo de soja-

glicose (25 mL), em um sistema operacional de agitador rotativo a 220 r.p.m. na temperatura 

de 28º C, por 24 horas.  

A fermentação em grande escala foi realizada sob as mesmas condições, sendo que em 

frascos erlenmayer (3 x 250 mL) contendo 50 mL do meio de farelo de soja-glicose, em que 

foi inoculado com 15% da cultutra do dia anterior. Após 24 h de incubação 5 mg de 

vitafisalina F (em 0,5 mL de DMF) foi adicionada a cada frasco de cultura. Após 72 h, os 

meios de fermentação foram combinados, os cepas foram lavadas com H2O (100 mL) e 

filtradas, em seguida foi realizado o processo de extração utilizando AcOEt (3 x 200 mL). 

Todas as camadas orgânicas foram combinadas e novamente lavadas com H2O (2 x 200 mL), 

que depois foi retirado com adição de Na2SO4 anidro, resultando em 42 mg de extrato AcOEt.  

A separação dos compostos foi realizada através de cromatografia em coluna de 

Sephadex LH-20 (3,0 g), seguido por cromatografia de camada delgada em sílica gel e 

analisados em espectrômetro de massa de baixa resolução para identificação dos compostos. 

 

3.3 Síntese de análogos da vitafisalina F 

 

Com o intuito de gerarmos análogos da vitafisalina F algumas reações químicas de 

acetilação, redução e oxidação foram realizadas. 

 

Procedimento experimental 

 

Acetilação da Vitafisalina F 

 

Para uma solução de vitafisalina F (5,0 mg) em piridina (0,5 mL) foi adicionado 

Ac2O (0,3 mL) sob agitação a 25°C. Após 16 h, 15 mL de EtOH foi adicionado à mistura da 

reação e logo após foi evaporado, sob pressão reduzida,  dando origem ao diacetato de 

vitafisalina F KW-140-107-2 (5,3 mg) como um pó branco amorfo.  
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Redução de withaphysalin F, na presença de Et3N. 

 

Para uma solução de vitafisalina F (5,0 mg) em EtOH (0,5 mL) foram adicionados 

Et3N (20 L) e Pd 10% em C (1,0 mg) e agitada sob atmosfera de H2 por 1h. A mistura da 

reação foi filtrada, o filtrado foi evaporado sob pressão reduzida e o resíduo foi purificado por 

TLC (sílica gel), utilizando MeOH 10% em CH2Cl2 como eluente, gerando KW-120-112-2 

(4,5 mg), como um pó branco. 

 

Oxidação de Vitafisalina F 

 

Para uma solução de vitafisalina F (20 mg) em CHCl3/EtOAc (7:5, 2,0 mL) foi 

adicionado óxido de manganês (100 mg) sob agitação a 25°C. Após 18 h, a reação foi filtrada, 

e o filtrado foi evaporado sob pressão reduzida dando origem a 4-dehidrovitafisalina F KW-

120-144-2 (19,5 mg), como um pó branco. 

 

Redução NaBH4 de 4-dehidrovitafisalina F 

 

Para uma solução KW-120-144-2 (5,0 mg) em MeOH (0,35 mL) e THF (0,1 mL) foi 

adicionado CeCl3.7H2O (60 mg) e NaBH4 (pequena quantidade) sob agitação a 25°C por 2 

minutos. Pequenos cubos de gelo foram então adicionados à mistura da reação, MeOH e THF 

foram evaporados sob pressão reduzida e a solução aquosa foi extraída com AcOEt (3 x 5 

mL). A camada AcOEt foi seca com Na2SO4 anidro, evaporado sob pressão reduzida e o 

resíduo separado por TLC utilizando MeOH 10% em CH2Cl2 como eluente dando origem a 

epi-vitafisalina F KW-120-143-1 (2,5 mg) como um sólido branco. 

 

Acetilação da epi-withaphysalin F 

 

Para uma solução de KW-120143-1 (0,75 mg) em piridina (0,1 mL) foi adicionado 

Ac2O (0,1 mL) sob agitação a 25°C. Após 4 h, foi adicionado EtOH (10mL) à mistura de 

reação, evaporado sob pressão reduzida e o resíduo separado por  TLC (sílica gel), utilizando 

MeOH 4% em CH2Cl2 como eluente para dar KW-120-142-1 (0,5 mg) como um sólido 

branco. 
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Acetilação de 4-dehidrovitafisalina F 

 

Para uma solução de KW-120-143-1 (5,0 mg) em piridina (0,1 mL) foi adicionado 

Ac2O (0,2 mL) sob agitação a 25°C por 16 h. A mistura da reação foi evaporada sob pressão 

reduzida e o resíduo foi purificado por TLC (sílica gel), utilizando MeOH 4% em CH2Cl2 

como eluente gerando 17-O-acetil-4-dehidrovitafisalina F KW-120-144-2 (5,0 mg) como um 

sólido branco. 

 

Redução NaBH4 de 17-O-acetil-4-dehidrovitafisalina F 

 

Para uma solução KW-120-144-2 (2,0 mg) em MeOH (0,35 mL) e THF (0,1 mL), 

foram adicionados CeCl37H2O (25 mg) e NaBH4 (pequena quantidade) sob agitação a 0°C, 

por 2 minutos. Pequenos cubos de gelo foram então adicionados à mistura da reação, MeOH e 

THF foram evaporados sob pressão reduzida e a solução aquosa foi extraída com AcOEt (3 x 

5 mL). A camada AcOEt foi seca com Na2SO4 anidro, evaporado sob pressão reduzida e o 

resíduo foi separado TLC utilizando MeOH 8% em CH2Cl2 como eluente para dar 17-O-

acetil-epi-vitafisalina F KW-120-145-2 (1,2 mg), como um branco sólido. 

 

Reação de vitafisalina F com carbonildiimidazol 

 

 Para uma solução de vitafisalina F (20 mg) em CH2Cl2 (1.5 mL) foram adicionados 

carbonildiimidazol (10.0 mg) e imidazol (0.2 mg) sob agitação a 0 
o
C. Em seguida o banho de 

gelo foi removido e a mistura de reação agitada a 25º C. Após 2 h, a mistura de reação foi 

separada em TLC utilizando Et2O como eluente. As frações seguintes foram eluídas com Et2O 

e em seguida separadas em TLC (sílica gel), utilizando MeOH 10% em CH2Cl2 como eluente, 

gerando KW-140-127-2 (10,5 mg) como um pó branco amorfo. 

 

3.4  Análise da atividade citotóxica em células tumorais in vitro – MTT 

 

A citotoxicidade da vitaferina A, vitafisalina F e seus análogos foram avaliados através 

do método do MTT (MOSMANN, 1983) utilizando as seguintes linhagens: SF-268, CHP-

100, MDA-MB231, MCF-7, PC-3M e NCI-H460.  

O método consiste em uma análise colorimétrica baseada na conversão do sal 3-(4,5-

dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para o formazan, 
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composto de cor azul. Essa conversão do MTT em formazan só ocorre em células viáveis e 

metabolicamente ativas, através da ação da enzima succinil-desidrogenase presente nas 

mitocôndrias, o que permite desta forma a quantificação indireta da porcentagem de células 

vivas.  

 

Procedimento experimental 

 

As células foram plaqueadas numa densidade variando de 1,5 x 10
4
 a 4,0 x 10

4
 

células/mL em placas de 96 poços. A vitaferina A, vitafisalina F e seus análogos foram 

incubadas juntamente com as células durante 72 horas, em concentrações variando de 0,05 a 

25 μM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade.  

Após 69 h de incubação o sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 

200 L da solução de MTT (2 mg/ml, em meio RPMI 1640) em cada poço e novamente 

incubada por mais 3 horas até completar o período de 72 h de incubação. Após esse período o 

sobrenadante foi novamente descartado, permanecendo somente o precipitado azul de 

formazan e este foi então ressuspendido em 200 μL de DMSO e agitado por cerca de 10 

minutos até sua completa dissolução. Para a quantificação do sal de MTT reduzido, as 

absorbâncias foram medidas no espectrofotômetro de placa, no comprimento de onda de 

570nm.  

 

Análise dos dados 

Os compostos foram testados em diluição seriada, em duplicata ou triplicata, e suas 

CI50 (concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e respectivos 

intervalos de confiança de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de regressão não linear 

utilizando o programa Prism versão 5.0 (GraphPad Software). 

 

3.5 Análise da indução de apoptose – Anexina V 

 

Um dos principais processos que ocorrem na apoptose é a translocação da 

fosfatidilserina da membrana interna da bicamada lipídica para a superfície celular. A 

externalização da fosfatidilserina ainda continua como um processo não totalmente 

conhecido, mas sabe-se que esse processo funciona como um sinal da célula para que os 

macrófagos e outros fagócitos eliminem as células em processo de morte (VERMES et al., 

1995). 
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Procedimento experimental 

 

Células da linhagem SF-268 foram plaqueadas numa densidade de 4,0 x 10
4
 

células/mL em placas de 24 poços. A vitaferina A, vitafisalina F e seus análogos foram 

incubadas juntamente com as células durante 24 horas, na concentração de variando 2 μM, em 

estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. A doxorrubicina (2 μM) foi 

utilizada como controle positivo.  

Após o período de incubação o sobrenadante foi retirado e mantido em eppendorf, 

enquanto as células que permaneceram aderidas na placa foram lavadas com PBS e 

tripsinizadas até que todas as células estivessem em suspensão. As células do sobrenadante 

foram centrifugadas a 2000 r.p.m. e após remoção do meio foram lavadas com PBS e 

recolocadas junto com as demais células na placa. Uma alíquota de 100 µL da suspensão de 

células foi transferida para outra placa de 96 poços e 50 µL de uma solução de anexina V 

(Annexin V - Guava Kit) foi adicionada e incubada por mais 30 minutos. Em seguida as 

amostras foram analisadas em citômetro de fluxo (EasyCyte / Guava Tecnologies) utilizando 

o software Guava Nexin. 

 

Análise dos Dados 

 

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como 

a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de três experimentos independentes. Para 

verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados 

foram comparados com o controle negativo por análise de variância (ANOVA) seguida por 

Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05).  

 

3.6 Análise da indução de proteínas de choque térmico (HSPs) 

 

Para esse estudo foi utilizado uma linhagem de fibroblasto de camundongo (3T3-Y9-

B12) transfectada com um gene reporter (EGFP – Enhanced Green Fluorescent Protein) 

ligada à região promotora do gene Hsp70B, o que leva a produção de uma proteina 

fluorescente cada vez que esse gene for ativado. 
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Procedimento experimental 

 

Células 3T3-Y9-B12 foram plaqueadas numa densidade de 2 x 10
4
 células / poço em 

uma placa de 96 poços opaca. A vitaferina A, vitafisalina F e seus análogos foram incubadas 

juntamente com as células durante 24 horas, nas concentrações de 1 e 2 μM, em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. Como controle negativo as células foram 

tratadas com um volume igual ao do veículo (DMSO) e a monocilina (2 μM) foi utilizada 

como controle positivo.  

Após o período de incubação as células foram lavadas duas vezes com PBS e a 

fluorescência quantificada através de um leitor de placas AD Analyst (LJL Biosystems) 

utilizando os filtros de comprimento de onda 485 nm (excitação) e 530 nm (emissão).  

   

Análise dos dados 

 

Os dados são expressos em porcentagem e correspondem a taxa de indução de HSPs 

em relação ao controle negativo. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas 

entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA) 

seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05). 

 

3.7 Análise da atividade citotóxica em células normais in vitro – Alamar Blue 

 

A citotoxicidade da vitaferina A e vitafisalina F foi avaliada em células humanas 

normais através do método de Alamar Blue utilizando a linhagem WI-38. 

O alamar blue, recentemente identificado como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), é 

um indicador fluorescente/colorimétrico, onde em sua forma oxidada apresenta uma coloração 

azul (não fluorescente/célula não viável) e em sua forma reduzida uma coloração rósea 

(fluorescente/célula viável). Assim como o MTT, o alamar blue reduz-se em células vivas, e 

assim pode ser quantificado e utilizado para avaliar a viabilidade celular. 

 

Procedimento experimental 

 

As células foram plaqueadas numa densidade variando de 2,0 x 10
4
 a 4,0 x 10

4
 

células/mL em placas de 96 poços. A vitaferina A e vitafisalina F foram incubadas juntamente 
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com as células durante 72 horas, em concentrações variando de 0,05 a 25 μM, em estufa a 

37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade.  

Após 69 h de incubação 20 L da solução alamar blue (AbD Serotec) foi adicionado 

em cada poço e novamente incubada por mais 3 horas até completar o período total de 72 h de 

incubação. Logo após as fluorescências foram analisadas no leitor de placas Analyst AD (LJL 

Biosystems) utilizando os filtros de comprimentos de onda 530 nm (excitação) e 590 nm 

(emissão). 

 

Análise dos dados 

 

Os compostos foram testados em diluição seriada, em duplicata ou triplicata, e suas 

CI50 (concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e respectivos 

intervalos de confiança de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de regressão não linear 

utilizando o programa Prism versão 5.0 (GraphPad Software). 

 

3.8  Análise do ciclo celular em células de glioblastoma (SF-268) 

 

Este ensaio foi realizado com o intuito de determinar o conteúdo de DNA nuclear das 

células. O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo (IP) em se ligar ao DNA e 

emitir fluorescência vermelha em intensidade proporcional ao seu conteúdo. Assim, as 

diferentes fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) podem ser determinadas a partir da 

quantidade de DNA. Quando a célula apresenta cromatina condensada e/ou DNA 

fragmentado (sub-G1), a quantidade de IP incorporada é menor, e, portanto emitirá baixa 

fluorescência. 

 

Procedimento Experimental 

 

Células da linhagem SF-268 foram plaqueadas numa densidade de 4,0 x 10
4
 

células/mL em placas de 24 poços. A vitaferina A e vitafisalina F foram incubadas juntamente 

com as células durante 24 horas, nas concentrações de 1, 2 e 4 μM, em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. O paclitaxel (50 nM) foi utilizada como controle 

positivo.  

Após o período de incubação o sobrenadante foi retirado e mantido em eppendorf, 

enquanto as células que permaneceram aderidas na placa foram lavadas com PBS e 
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tripsinizadas até que todas as células estivessem em suspensão. As células do sobrenadante 

foram centrifugadas a 2000 r.p.m. e após remoção do meio foram lavadas com PBS e 

recolocadas junto com as demais células na placa. Uma alíquota de 100 µL da suspensão de 

células foi transferida para outro tubo eppendorf  e 100 µL de etanol gelado (70 %) foi 

adicionado lentamente e incubados no mínimo por mais 2 h em geladeira. A partir daí uma 

alíquota de 100 µL da suspensão de células foi transferida para outra placa de 96 poços  e 50 

µL de uma solução de PI (40 µg/mL) e 10 µL de RNase (10 mg/mL) foram adicionados e 

incubados por mais 30 minutos. Em seguida as amostras foram analisadas em citômetro de 

fluxo (EasyCyte / Guava Tecnologies) utilizando o software Guava Cell cycle. 

 

Análise de dados 

 

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como 

a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de três experimentos independentes. Para 

verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados 

foram comparados com o controle negativo por análise de variância (ANOVA) seguida por 

Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05).  

 

3.9  Análise da polimerização de microtúbulos 

 

Esse experimento foi baseado no método criado por Shelanski et al. (1973), que 

mostra a relação entre a absorbância óptica e a concentração de polímeros de microtúbulos 

formados in vitro.  

 

Procedimento Experimental 

 

A tubulina extraída de cérebro bovino (TL238 - Cytoskeleton®) foi ressuspendida no 

tampão de incubação. Todos os reagentes foram mantidos em gelo até o início do ensaio. 

Enquanto isso uma placa de 96 poços foi colocada em estufa a 37ºC, temperatura em que deve 

ocorrer o experimento. Em cada poço foi preparado uma solução de tubulina a 5mg/mL em 

Tampão Geral de Tubulina (BST01 – Cytoskeleton®), adicionado de 5% de glicerol (BST05) 

e 1mM de GTP (BST06). Logo em seguida a Vit F, Vit A, paclitaxel e nocodazol foram 

adicionados. Os poços foram analisadospara ser lida numa absorbância de 340 nm, numa 

leitura entre 0,75 – 1,1 dentro de 40 minutos, na temperatura de 37ºC.  O volume dentro do 
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poço deve ser de 180 µL e assume um comprimento de onda de 0,8 cm. Cada reação contém 

180 µL de 5 mg /mL de TL238 (tubulina) em 80 mM PIPES pH 6,9, 0,5 mM de EGTA, 2 

mM MgCl2, 5% de glicerole 1 mM de GTP. 

 

Análise de dados 

 

Os dados são mostrados em curvas, relacionados a formação de polímeros de 

microtúbulos; densidade óptica (eixo y), em relação ao tempo (eixo x).  As três fases da 

polimerização, para o controle negativo, são demonstradas: I (nucleação); II (crescimento); III 

(equilíbrio). Os valores de Vmax foram obtidos através da divisão da densidade óptica (DO) 

pelo tempo total das fases I e II da polimerização dos microtúbulos. 

 

3.10 Análise morfológica – Microscopia confocal 

 

O microscópio confocal de fluorescência por varredura a laser utiliza fluorescência 

para a aquisição das imagens. A fluorescência é um tipo de luminescência (emissão de luz) 

em que um corpo absorve luz e após um curto intervalo de tempo reemite essa luz. Esse é o 

princípio da microscopia de fluorescência, na qual compostos químicos chamados fluoróforos 

ou fluorocromos são usados para produzir a fluorescência do material em estudo.  

A grande vantagem da microscopia confocal é a possibilidade de se obter luz 

exclusivamente a partir de um único plano, onde um orifício, chamado de “pinhole”, 

consegue separar apenas a luz proveniente do ponto focado, impedindo assim que a luz 

refletida/emitida por outros pontos fora de foco chegue até o detector.  

O microscópio de varredura a laser varre a amostra sequencialmente ponto a ponto e 

linha a linha em diferentes planos focais da amostra, geradando imagens com alto contraste e 

alta resolução nos eixos X, Y e Z. Todas essas informações são então processadas por um 

computador e assim imagens tridimensionias podem ser geradas e manipuladas digitalmente. 

 

Procedimento experimental 

 

Células da linhagem SF-295 (glioblastoma) e PC-3M (carcinoma de próstata 

metastático humano) foram plaqueadas sobre lamínulas, em placas de 6 poços na densidade 

de 7,0 x 10
5
 células/mL. A vitafisalina F e vitaferina A foram incubadas junto com as células 
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durante 24 h, na concentração de 2 µM , em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 

% de umidade. O paclitaxel (50 nM) foi utilizada como controle positivo. 

Após o período de incubação o meio foi retirado e as células lavadas com PBS, fixadas 

em paraformaldeído (4,7 % em PBS) e em seguida permeabilizadas com Triton X-100 (0,25 

% em PBS). Uma solução de RNAse foi utilizada, a fim de eliminar possíveis interferências 

de fragmentos de RNA e ribossomos. Em seguida as células foram incubadas com anticorpos 

específicos para actina (phalloidin / Alexa Fluor® 488) e tubulina (Anti α-Tubulin / Alexa 

Fluor® 643) conjugados a corantes da Alexa-Fluor (Molecular Probes). O núcleo foi corado 

com DAPI ou IP (Iodeto de Propideo) e após extensas lavagens com PBS foram montadas 

sobre laminas utilizando VectaShield e analisadas e analisadas em microscópio confocal LSM 

710 (Carl Zeiss). 

 

3.11 Análise do ciclo celular em células de fibroblasto (WI-38) 

 

Este ensaio foi realizado com o intuito de determinar o conteúdo de DNA nuclear das 

células. O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo (IP) em se ligar ao DNA e 

emitir fluorescência vermelha em intensidade proporcional ao seu conteúdo. Assim, as 

diferentes fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) podem ser determinadas a partir da 

quantidade de DNA. Quando a célula apresenta cromatina condensada e/ou DNA  

fragmentado (sub-G1), a quantidade de IP incorporada é menor, e, portanto emitirá baixa 

fluorescência. 

 

Procedimento Experimental 

 

Células da linhagem WI-38 foram plaqueadas numa densidade de 5,0 x 10
4
 células/mL 

em placas de 24 poços. A vitaferina A foi incubada juntamente com as células durante 24 

horas, nas concentrações de 2 e 4 μM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % 

de umidade. O paclitaxel  (50 nM) foi utilizada como controle positivo.  

Após o período de incubação o sobrenadante foi retirado e mantido em eppendorf, 

enquanto as células que permaneceram aderidas na placa foram lavadas com PBS e 

tripsinizadas até que todas as células estivessem em suspensão. As células do sobrenadante 

foram centrifugadas a 2000 r.p.m. e após remoção do meio foram lavadas com PBS e 

recolocadas junto com as demais células na placa. Uma alíquota de 100 µL da suspensão de 

células foi transferida para outro tubo eppendorf e 100 µL de etanol gelado (70 %) foi 
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adicionado lentamente e incubados no mínimo por mais 2 h em geladeira. A partir daí uma 

alíquota de 100 µL da suspensão de células foi transferida para outra placa de 96 poços e 50 

µL de uma solução de PI (40 µg/mL) e 10 µL de RNase (10 mg/mL) foram adicionados e 

incubados por mais 30 minutos. Em seguida as amostras foram analisadas em citômetro de 

fluxo (EasyCyte / Guava Tecnologies) utilizando o software Guava Cell cycle. 

 

Procedimento Experimental de Sincronização Celular 

 

Células da linhagem WI-38 foram previamente plaqueadas, na ausência de soro fetal 

bovino, numa densidade de 5,0 x 10
4
 células/mL em placas de 24 poços. Após 24 h de 

incubação o sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com PBS e o meio de 

cultura (RPMI), contendo soro fetal bovino foi adicionado. A vitaferina A foi incubada 

juntamente com as células durante 24 horas, nas concentrações de 2 e 4 μM, em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade.  

 

* O restante do processo é semelhante ao procedimento descrito acima. 

 

Análise de dados 

 

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como 

a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de três experimentos independentes. Para 

verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados 

foram comparados com o controle negativo por análise de variância (ANOVA) seguida por 

Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05).  

 

3.12 Análise do ciclo celular em células de glioblastoma sincronizadas (SF-268) 

 

Procedimento Experimental de Sincronização Celular 

 

Células da linhagem SF-268 foram previamente plaqueadas, na ausência de soro fetal 

bovino, numa densidade de 4,0 x 10
4
 células/mL em placas de 24 poços. Após 24 h de 

incubação o sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com PBS e o meio de 

cultura (RPMI), contendo soro fetal bovino foi adicionado. A vitafisalina F e a vitaferina A 

foram incubadas juntamente com as células durante 24 horas, nas concentrações de 1, 2 e 4 
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μM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. O paclitaxel  (50 

nM) foi utilizada como controle positivo. 

 

* O restante do processo é semelhante ao procedimento descrito no item 3.8 

 

 

3.13  Análise do ciclo celular em células de glioblastoma sincronizadas (SF-268), seguida 

de incubação com paclitaxel. 

 

Procedimento Experimental de Sincronização Celular 

 

 Células da linhagem SF-268 foram previamente plaqueadas, na ausência de 

soro fetal bovino, numa densidade de 4,0 x 10
4
 células/mL em placas de 24 poços. Após 24 h 

de incubação o sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com PBS e o meio de 

cultura (RPMI), contendo soro fetal bovino foi adicionado. A vitafisalina F e a vitaferina A 

foram incubadas juntamente com as células durante 24 horas, nas concentrações de 1, 2 e 4 

μM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade.  

Após o período de incubação, paclitaxel (50 nM) foi adicionado a todos os poços 

(somente um dos dois grupos de controle negativo foi tratado com paclitaxel) e a placa foi 

novamente incubados por mais 24 h. 

 

* O restante do processo é semelhante ao procedimento descrito no item 3.8  

 

3.14 Análise do ciclo celular em células de glioblastoma sincronizadas (SF-268), 

utilizando Tarceva 

 

Procedimento Experimental de Sincronização Celular 

 

Células da linhagem SF-268 foram previamente plaqueadas, na ausência de soro fetal 

bovino, numa densidade de 4,0 x 10
4
 células/mL em placas de 24 poços. Após 24 h de 

incubação o sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com PBS e o meio de 

cultura (RPMI), contendo soro fetal bovino foi adicionado. A vitafisalina F foi incubada 

juntamente com as células durante 24 horas, nas concentrações de 2 e 4 μM, em estufa a 37°C 
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com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. Paclitaxel (50 nM) e Tarceva (10 μM) 

foram utilizados como controle positivo. 

 Também foram utilizadas as combinações entre paclitaxel (50 nM) e Tarceva (10 

μM); Vit F (2 μM) e Tarceva (10 μM); Vit F (2 μM) e Tarceva (10 μM)    

 

* O restante do processo é semelhante ao procedimento descrito no item 3.8  

 

Análise de dados 

 

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como 

a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de três experimentos independentes. Para 

verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados 

foram comparados com o controle negativo por análise de variância (ANOVA) seguida por 

Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05).  
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4.1 Biotransformação da vitafisalina F 

 

O ensaio de biotransformação da vitafisalina F foi realizado com duas linhagens de 

fungo, a Cunninghamela echinulata e a Beauveria beassiana seguindo o protocolo 

previamente utilizado com a vitaferina A (FUSKA et al., 1982; 1984). Interessantemente 

nenhum dos fungos utilizados foi capaz de modificar a molécula da vitafisalina F, ao contrário 

do que anteriormente observado para a vitaferina A (Figura 9).  

 

Figura 9 – Esquema representativo da biotransformação da Vitafisalina F. A titulo de 

ilustração e comparação são mostrados dois análogos da vitaferina A, obtidas por 

biotransformação, utilizando o fungo Cunninghamella echinulata. 
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4.2  Síntese de análogos da vitafisalina F 

 

 Pelo fato da biotransformação da vitafisalina F não ter gerado nenhum composto, 

algumas reações químicas foram realizadas a fim de que novos compostos, análogos da 

vitafisalina F, pudessem ser gerados e testados nos ensaios seguintes (Figura 10). 

 

Figura 10 - Estrutura molecular da Vitafisalina F (Vit F) e os seus análogos KW-120-112-2 

(112-2), KW-140-107-2 (107-2), KW-140-127-2 (127-2), KW-120-136-1 (136-1), KW-120-

142-1 (142-1), KW-120-143-1 (143-1), KW-120-144-2 (144-2), KW-120-145-2 (145-2). 

 

Reagentes e condições de reação: (a) MnO2, CHCl3, EtOAc, 25
o 

C; (b) NaBH4, CeCl3.7H2O, 

MeOH,THF, 0
o 

C; (c) Ac2O, pyridine, 25
o 

C; (d) EtOH, Et3N, 25
o 

C; (e) (C3H3N2)2CO, 

C3H4N2, 0
 o 

C. 
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4.3 Análise da atividade citotóxica em células tumorais in vitro – MTT 

 

A avaliação da atividade citotóxica das vitafisalinas foi realizada pelo método do MTT 

em sete linhagens de células tumorais (PC-3M - próstata, NCI-H460 - pulmão, SF-268 - 

glioblastoma, CHP-100 - neuroblastoma, MDA-MB 231 - mama, MCF-7 - mama, MiaPaCa - 

pâncreas) após 72 horas de incubação. A tabela 2 apresenta os valores de CI50 obtidos no 

ensaio. 

Todas as vitafisalinas e a vitaferina A, com exceção da 112-2, apresentaram efeitos 

citotóxicos nas sete linhagens testadas, com CI50 variando de 0,1 a 4,9 µM. A vitafisalina 127-

2 foi a que apresentou maior efeito citotóxico, com valores de CI50 menores que 0,3 µM em 

quatro das cinco linhagens testadas, sendo mais ativa nas linhagens SF-268 e CHP-100, com 

CI50 de 0,1 µM em ambas as linhagens, e menos ativa na linhagem MCF-7 (CI50 = 1,1 µM.) 

Já o composto menos ativo, entre todos os testados, foi a vitafisalina 112-2, com valores de 

CI50 variando entre 9,7 e 16,9 µM.  

No geral, quando comparadas as CI50 da Vit F e Vit A, é possível notar que todas as 

linhagens parecem ser mais sensíveis a vitaferina A, já que em cinco das sete linhagens a CI50 

desta última foi pelo menos duas vezes menor que a da vitafisalina F (tabela 2).  

As linhagens mais sensíveis a Vit F foram as de neuroblastoma (CHP-100), 

glioblastoma (SF-268) e pâncreas (MiaPaCa), com valores de CI50 de 0,3, 0,4 e 0,5 µM, 

respectivamente. Interessantemente, as linhagens PC-3M e MCF-7apresentaram valores de 

CI50 em torno de 4 vezes menor para Vit F (0,9 e 2,0 µM, respectivamente) quando 

comparadas com a Vit A (0,2 e 0,5 µM, respectivamente), o que mostra que a vitafisalina F 

parece ser mais seletiva a certos tipos de tumores, ao passo que a vitaferina A seria citotóxica  

a todos ou à grande maioria deles.  

Para este ensaio, foram consideradas ativas as substâncias que apresentaram valores de 

CI50 < 8 µM (BOIK, 2001). 
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Tabela 2 - Atividade citotóxica in vitro da vitaferina A (Vit A), vitafisalina F (Vit F) e seus 

análogos em linhagens de células tumorais.  

 

 

 

Vitaesteróides 

CI50 µM 
  

 VitF VitA 112-2 107-2 127-2 136-1 142-1 143-1 144-2 145-2 

L
in

h
a

g
en

s 
tu

m
o

ra
is

 

PC-3M 0.9 b 0.2a 17.8a,b 0.5 a,b 0.3 a 2.4 a,b 1.5 a,b 1.3 a,b 1.6 a,b 1.1 b 

NCI-H460 0.7 b 0.4 a - 0.3 a - 4.9 a,b 1.2 a,b 0.6 4.3 a,b 1.0 a,b 

SF-268 0.4 b 0.2 a 9.7 a,b 0.2 a 0.1 a,b 2.0 a,b 0.7 a,b 0.6 a,b 2.1 a,b 0.8 a,b 

CHP-100 0.3 0.3 15.5a,b 0.3 0.1 a,b 1.4 a,b 0.6 a,b 0.5 a,b 0.9 a,b 0.5 a,b 

MDA-

MB231 
0.9 b 0.3 a 12.7a,b 0.4 a 0.3 a 2.4 a,b 0.9 b 1.1 b 1.5 a,b 1.1b 

MCF-7 2.0 b 0.5 a 16.9a,b 0.8 a,b 1.1 a,b 4.2 a,b 2.2 b 1.6 a,b 3.8 a,b 2.2 b 

MiaPaCa 0.5 0.6 - 0.3 a,b - 2.9 a,b 1.3 a,b 0.7 3.0 a,b 0.7 

 

Os dados são apresentados em valores de CI50 µM, média de dois experimentos independentes 

realizado em triplicata pelo método do MTT após 72 horas de incubação para as linhagens 

MDA-MB231 (mama), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmão), SF-268 (glioblastoma), CHP-

100 (neuroblastoma), MiaPaCa (pancreas) e PC-3M (próstata). 
a
 p < 0,05 comparado com a 

Vit F por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
b
 p < 0,05 comparado com o Vit A por 

ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
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4.4  Análise da indução de apoptose (Anexina V) 

 

A externalização da fosfatidilserina (PS) é considerada um marco importante nas fases 

iniciais da ativação do processo apoptótico (MARTIN et al., 1995), dessa forma, células da 

linhagem SF-268 foram tratadas com 2 µM de Vit A, Vit F e análogos, por 24 horas e em 

seguida incubadas com anexina V (proteína com alta afinidade por PS) para avaliar a 

porcentagem de células com PS externalizada sobre a superfície da membrana celular. 

A análise da figura 11 mostra que a média da porcentagem de células viáveis no 

controle negativo foi de 97,55 %. Já quando tratadas com a doxorrubicina, 99,35 % das 

células encontravam-se em apoptose. 

Assim como no ensaio do MTT, os vitaesteóides 107-2 e 127-2 foram os mais ativos, 

induzindo a morte de 60,6 e 42,6 % das células SF-268, respectivamente. Já o composto 112-

2 induziu somente 4,6 % de apoptose nas células de glioblastoma, corroborando com os dados 

do MTT em que ele foi o vitaesteróide menos ativo.  

Nas células tratadas com a Vit F, 81,2 % das células eram viáveis, 16,6 % se 

encontravam em apoptose e 2,2 % em necrose. Já no tratamento com a Vit A, a porcentagem 

de células viáveis foi de 75,5 %, enquanto que 18,6 e 5,8 % estavam em apoptose e necrose, 

respectivamente.  

Os demais análogos da vitafisalina F testados, induziram entre 4,9 e 15 % de apoptose 

nas células tratadas. 
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Figura 11 - Efeito da Vitaferina A (Vit A), Vitafisalina  F (Vit F) e análogos (2 µM) na 

externalização da fosfatidilserina em células de glioblastoma (SF-268) determinado por 

citometria de fluxo utilizando Anexina V-PE e 7-AAD, após 24 horas de incubação. 
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 DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; Doxorrubicina (0,5 µM) foi utilizada 

como controle positivo (Dox). Os dados correspondem à média ± E.P.M. de três experimentes 

independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. * p < 0,05 

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 

 

 

 



57 

 

 

4.5  Análise da indução de proteínas de choque térmico (HSPs) 

 

A fim de avaliar se o efeito citotóxico desses vitaesteróides envolvia também a 

indução de proteínas de choque térmico (HSPs), células repórter de fibroblasto de 

camundongo (3T3-Y9-B12) foram tratadas com 1 e 2 µM de Vit A, Vit F e análogos, por 24 

horas.  

Novamente, o vitaesteróide 127-2 foi o mais ativo quanto à indução de HSPs, com um 

efeito 67 vezes maior do que o controle negativo, na concentração de 1 µM (Figura 12). Já na 

concentração de 2 µM do 127-2, nenhum efeito foi observado. Esta ausência de efeito na 

maior concentração testada pode estar relacionada a alta citotoxicidade do composto, o que 

levaria a morte celular, diminuindo a densidade celular e consequentemente a indução de 

proteínas de choque térmico. O análogo 107-2 também mostrou alta atividade, quanto a 

indução de HSPs, com taxas de indução 48 (1 µM) e 45 (2 µM) vezes maiores em relação ao 

controle. 

Comparando-se os resultados da Vit F e Vit A, é possível notar que ambos 

vitaesteróides agiram sobre a indução de HSPs, nas duas concentrações testadas. A Vit F, na 

concentração de 1 µM, exerceu efeito muito semelhante ao do controle positivo (Monocilin), 

com uma indução aproximadamente 8 vezes maior que o controle negativo, enquanto que a 

Vit A mostrou efeito 22 vezes maior, nessa mesma concentração. Já na concentração de 2 

µM, os efeito da Vit F e Vit A foram bem maiores, causando uma indução de 56 e 50 vezes 

mais HSPs, respectivamente, do que em células tratadas apenas com DMSO. 

Com isso, o efeito sobre a modulação de proteínas de choque térmico, parece sim estar 

relacionado ao efeito citotóxico desses compostos, onde os vitaesteróides mais ativos (MTT – 

Tabela 2) foram também os que mais induziram a expressão de HSPs. Vale ressaltar que, os 

compostos 136-1 e 144-2, que foram relativamente menos citotóxicos do que os demais 

vitaesteróides testados, não causaram nenhum efeito significativo sobre a indução desses tipos 

de proteína. 
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Figura 12 - Efeito da vitaferina A (Vit A), vitafisalina F (Vit F) e análogos (1 e 2 µM) sobre a 

indução de proteínas de choque térmico (HSPs), em células repórter de fibroblasto de 

camundongo (3T3-Y9-B12), após 24 horas de incubação. (C) DMSO (4 µL) foi utilizado 

como controle negativo; (M) Monocilin (2 µM) foi utilizado como controle positivo. 
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Os dados correspondem a taxa de indução de HSPs em relação ao controle negativo. * p < 

0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
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4.6  Análise da atividade citotóxica em células normais in vitro – Alamar Blue 

 

Para avaliar se o efeito desses vitaesteróides seria de algum modo seletivo para células 

tumorais, a atividade citotóxica da vitaferina A e vitafisalina F foi avaliada em células de 

fibroblasto de camundongo (WI-38), através do método do alamar blue após 72 horas de 

incubação. A tabela 3 apresenta os valores de CI50 obtidos no ensaio. 

A vitaferina A (Vit A)foi a mais citotóxica, entre os dois vitaesteróides testados, com 

CI50 de 7,0 µM. Já a concentração de vitafisalina F (Vit F), necessária para matar 50 % das 

células normais de fibroblasto, foi mais que o dobro da concentração de Vit A, com valor de 

CI50 de 16,0 µM.   

 

Tabela 3 - Atividade citotóxica in vitro da vitaferina A (Vit A) e vitafisalina F (Vit F) na 

linhagem WI-38 (fibroblasto de camundongo). 

 

 
Vitaesteróides 

CI50 µM 

 Vit F Vit A 

WI-38 16,0 7,0 

 

Os dados são apresentados em valores de CI50 µM e o intervalo de confiança de 95% de dois 

experimentos independentes realizado em triplicata pelo método do Alamar Blue após 72 

horas de incubação. 

 

4.7  Análise do ciclo celular em células de glioblastoma (SF-268) 

 

A análise do ciclo celular das células de SF-268, tratadas com Vit F e Vit A, 

mostraram que ambos vitaesteróides atuam acumulando células na fase G2/M do ciclo celular, 

quando comparadas com o controle negativo (Tabela 4). Na figura 12 é possível notar o efeito 

da vitafisalina F a partir da menor concentração testada (1 μM), em que 42,7 % das células se 

encontram acumuladas na fase G2/M do ciclo, enquanto no controle negativo 27,6 % das 

células se encontram nesta mesma fase. Já na maior concentração testada (2 μM), o efeito da 

Vit F assemelha-se ao da Vit A na concentração de 1 μM, com 53,3 e 52,7 % das células 

acumuladas na fase G2/M, respectivamente. Nas concentrações de 2 e 4 μM da Vit A, assim 

como na concentração de 4 μM da Vit F, é possível notar uma diminuição nesse acúmulo de 

células da fase G2/M, o que provavelmente deve-se ao fato das células, que se encontravam 
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acumuladas nessa fase, estarem morrendo por apoptose, o que levaria a uma diminuição no 

total de células viáveis. Consequentemente a esse acúmulo em G2/M, houve uma diminuição 

de células na fase G0/G1, assim como, também é possível observar um leve aumento de 

células na fase S, quando tratadas com ambos vitaesteróides.  

Em células tratadas com o paclitaxel, que foi utilizado como controle positivo, é 

possível notar uma diminuição de aproximadamente 40% de células na fase G1, em relação ao 

controle negativo, e consequente aumento das fases G2/M (56,4%) e Sub-G1 (14,1%). 

Na figura 13, cada fase do ciclo celular está representada sob a forma de barras, onde é 

possível se observar o acúmulo em G2/M de células tratadas com o paclitaxel e os 

vitaesteróides Vit F e Vit A.  

 

Tabela 4 - Efeito da vitafisalina F (Vit F) e vitaferina A (Vit A) sobre a distribuição do ciclo 

celular da linhagem tumoral SF-268 (glioblastoma), determinado por citometria de fluxo 

utilizando iodeto de propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos.  

 

DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) foi utilizado como 

controle positivo. Os dados correspondem à média ± E.P.M. de três experimentes 

independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. 

 

 

Substâncias Concentração 

Fase do ciclo celular (%) 

Média ± E.P.M. 

G0/G1 S G2/M Frag 

Controle - 
54.3 

2.1 

15.4 

0.7 

27.6 

1.6 

0.6 

0.1 

Paclitaxel 50 nM 
14.7* 

1.5 

12.0* 

1.3 

56.4* 

3.0 

14.1* 

0.8 

Vit F 

1 µM 
38.3* 

3.7 

18.1 

0.4 

42.7* 

4.3 

1.8* 

0.5 

2  µM 
24.6 

1.7 

18.2* 

1.8 

53.3* 

2.2 

1.8* 

0.5 

4  µM 
37.6* 

3.0 

20.8* 

2.3 

33.8* 

1.1 

5.1* 

1.7 

Vit A 

1  µM 
27.7* 

2.6 

16.0* 

0.8 

52.7* 

1.9 

1.7* 

0.5 

2  µM 
36.5* 

2.8 

18.9* 

1.4 

42.0* 

1.6 

2.7* 

0.9 

4  µM 
42.5* 

3.6 

17.6* 

1.3 

36.9* 

1.6 

2.5* 

0.9 
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Figura 13 – Efeito da vitafisalina F e vitaferina A sobre a distribuição do ciclo celular da 

linhagem tumoral SF-268 (glioblastoma), determinado por citometria de fluxo utilizando 

iodeto de propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos. 
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DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) foi utilizado como 

controle positivo. Os dados correspondem à média ± E.P.M. de três experimentes 

independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. * p < 0,05 

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
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4.8  Análise da polimerização da microtúbulos 

 

Pra avaliar se o acúmulo de células SF-268 na fase G2/M do ciclo celular, pela Vit F e 

Vit A, envolvia alguma alteração sobre a formação dos microtúbulos, foi realizado um ensaio 

para avaliar a polimerização de tubulina in vitro.  

De acordo com a figura 14, no controle negativo (curva verde), é possível notar as três 

fases que envolvem a polimerização dos microtúbulos, a fase de nucleação (0-6 minutos), a 

fase de crescimento (6-20 minutos) e a fase de estabilização (20-40 minutos).  

Quando as subunidades de tubulina são incubadas com 1 µM de paclitaxel, este 

composto atua induzindo e estabilizando a formação dos microtúbulos, em que ele não 

apresenta a fase de nucleação e atinge seu efeito máximo sobre a polimerização em 6 minutos 

(Vmax= 130 mDO/min) (Figura 15). Já no controle negativo são precisos em torno de 20 

minutos para que os microtúbulos cheguem ao estado de estabilização. No tratamento com 

nocodazol (curva laranja) a fase de nucleação existe, porém de maneira mais curta (0-4 min), 

assim também como a fase de crescimento, que termina por volta dos 14 minutos, além de 

que a densidade óptica máxima atingida foi de 0,56 (Vmax= 27 mDO/min), o que indica uma 

menor formação de microtúbulos em relação o controle negativo (Vmax= 30 mDO/min). 

No tratamento com os vitaesteróides, tanto a vitaferina A quanto a vitafisalina F, na 

concentração de 10 µM, atuam de forma semelhante ao paclitaxel, induzindo e estabilizando a 

formação de microtúbulos (curvas azuis). A fase de nucleação também é abolida, porém a 

fase de crescimento só termina após 12 minutos de incubação, mas ainda 8 min antes do 

tempo necessário para a completa polimerização dos microtúbulos no controle negativo (20 

min). É possível perceber também que a quantidade de microtúbulos formada, no tratamento 

com Vit F e Vit A é maior do que no controle com o valor de Vmax de 60 mDO/min, o dobro 

do Vmax do controle negativo. 

Interessantemente, quando a Vit A (10 µM) é incubada em conjunto com o paclitaxel 

(1 µM), o efeito sobre a polimerização de microtúbulos é ainda maior em relação ao 

tratamento somente com o paclitaxel, em que apenas 4 minutos de incubação são necessários 

para a fase de crescimento ser completada (paclitaxel: 6 min). A quantidade de microtúbulos 

formada com Vit A/ paclitaxel (Vmax= 222 mDO/min) também é maior do que o paclitaxel 

somente, assim como é quase quatro vezes mais rápida do que a Vit A e mais que sete vezes 

maior que no controle negativo (Vmax= 30 mDO/min). 
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Figura 14 - Efeito da vitafisalina F e vitaferina A sobre a polimerização de microtúbulos. A 

figura mostra a polimerização dos microtúbulos através do aumento na densidade óptica (eixo 

y), em relação ao tempo (eixo x).   
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DMSO (6 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (1 µM) e nocodazol (10 µM) 

foram utilizados como controles positivos. As três fases da polimerização, para o controle 

negativo, são demonstradas: I (nucleação); II (crescimento); III (equilíbrio). 
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Figura 15 - Efeito da vitafisalina F e vitaferina A sobre a polimerização de microtúbulos. O 

gráfico representa os valores de Vmax, obtidos através da divisão da densidade óptica (DO) 

pelo tempo total das fases I e II da polimerização dos microtúbulos. 
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DMSO (6 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (1 µM) e nocodazol (10 µM) 

foram utilizados como controles positivos. 
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4.9  Análise morfológica - microscopia confocal 

 

Pra comprovar que o acúmulo induzido pela Vit F e Vit A nas células SF-268 na fase 

G2/M do ciclo celular, envolvia alguma alteração sobre a formação dos microtúbulos, 

imagens da morfologia de células SF-295 (glioblastoma) e PC-3M (próstata) foram adquiridas 

utilizando microscópio confocal (Figuras 16 e 17). 

De acordo com a figura 15 é possivel observer a alteração na distribuição dos 

microtúbulos em células tratadas com o paclitaxel e a Vit F. No controle negativo os 

filamentos de microtúbulos se encontram uniformemente distribuídos por toda a célula, 

enquanto que nas células tratadas os microtúbulos parecem estar condensados e distribuídos 

principalmente ao redor do núcleo. Nas células tratadas com Vit F, também é possível 

observar pontos de actina agregados, assim como havia sido observado anteriormente em 

Falsey et al. (2006). 

Já na figura 16, é possível observar o formato que os cromossomos adquirem, quando 

as células são tratadas com paclitaxel e Vit A, característicos de uma mitose atípica (Figura 17 

c e d). Células em interfase podem ser observadas na Figura 17 a e f, e em g a quantidade 

aumentada de mitoses atípicas em relação ao controle negativo. Em e pode ser observado uma 

célula em metáfase com todos os cromossomos ligados ao microtúbulos e alinhados na placa 

equatorial. 
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Figura 16 – Efeito da vitafisalina F (2µM) sobre a morfologia da linhagem SF-295 (glioblastoma) após 24 h de incubação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As imagens representam o núcleo (vermelho), microtúbulos (azul) e actina (verde). DMSO (10 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) foi utilizado 

como controle positivo. 
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Figura 17 - Efeito da vitafisalina A (2 µM) sobre a morfologia da linhagem PC-3M (próstata) após 24 h de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (a; e; f) controle negativo; (b; c) paclitaxel; (d; g) Vit A. As imagens representam o núcleo (azul), actina (verde) e microtúbulos (magenta). As setas representam: Seta 

branca- mitose; Seta branca pontilhada- mitose atípica; Seta amarela- Interfase ; Seta vermelha- DNA fragmentado. DMSO (10 µL) foi utilizado como controle negativo; 

paclitaxel (50 nM) foi utilizado como controle positivo. 

a b 

c 

d 

f 

g 

e 



68 

 

 

4.10  Análise do ciclo celular em células de fibroblasto (WI-38) 

 

Assim como para a linhagem SF-268, a análise do ciclo celular de células de 

fibroblasto (WI-38) tratadas com vitaferina A foi avaliada (Figura 18). No entanto, nenhuma 

alteração na distribuição das fases do ciclo celular de células tratadas com a Vit A foi 

percebida. Como esperado, as células tratadas com 50 nM de paclitaxel causam um aumento 

de 7,2 % de células na fase G2/M em relação ao controle negativo (paclitaxel: 22,1 %; 

DMSO: 14,9 %). 

Interessantemente, quando as células de WI-38 foram sincronizadas, ou seja, 

incubadas na ausência de soro fetal bovino (SFB) por 24 h para sincronização das células, a 

vitaferina A age acumulando as células na fase G0/G1 do ciclo celular, nas duas concentrações 

testadas. Na concentração de 2 µM o número de células na fase G0/G1 é de 88,4 %, enquanto 

que no controle negativo 50,3 % das células se encontram nessa mesma fase. As fases S e 

G2/M, também sofreram alteração, onde a quantidade de células nessas duas fases foram 

reduzidas para 3,1 e 4,4 %, respectivamente, em relação as células incubadas com SFB (14,4 

e 15,7 %, respectivamente).  
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Figura 18 – Efeito da vitaferina A sobre a distribuição do ciclo celular da linhagem WI-38 

(fibroblasto), determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propídeo, após 24 

horas de incubação com os compostos (A). 
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As células também foram sincronizadas, seguido do tratamento com os compostos por mais 

24 h (B). DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) foi utilizado 

como controle positivo. Os dados correspondem à média ± E.P.M. Cinco mil eventos foram 

contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA 

seguido pelo teste de Dunnett. 
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4.11 Análise do ciclo celular em células de glioblastoma sincronizadas (SF-268) 

 

 Assim como a linhagem WI-38, as células de SF-268 também foram incubadas na 

ausência de soro fetal bovino, para sincronização, e em seguida tratadas com Vit A e Vit F por 

24 h. A distribuição das fases do ciclo celular é mostrada na figura 19. 

 O efeito do paclitaxel foi semelhante ao das células incubadas na presença de SFB, 

com aproximadamente o dobro de células (68,4 %) acumuladas na fase G2/M do ciclo celular, 

em relação o controle negativo (35,4 %) (Tabela 5). Já nas células tratadas com ambos 

vitaesteróides o efeito observado foi exatamente o oposto, em que as células incubadas na 

ausência de SFB e tratadas com a Vit F e Vit A apresentaram um acúmulo na fase G0/G1, ao 

passo que, quando incubadas com SFB esse acúmulo de células foi observado na fase G2/M.  

 A vitafisalina F, na concentração de 4 µM, induziu o maior acúmulo de células em 

G0/G1, com 62,8 % das células nessa mesma fase. Já a vitaferina A induziu um acúmulo de 

59,2 % das células na fase G0/G1 na concentração de 2 µM. A fase S quase não sofreu 

nenhuma alteração, enquanto que na fase G2/M foi observado uma diminuição de até 13,7 %, 

no tratamento com Vit A (21,7 %), na concentração de 4 µM, quando comparado com o 

controle negativo (35,4 %). 

 Na figura 20, os histogramas representativos as fases do ciclo celular das células 

incubadas na presença e ausência de SFB tratadas com a vitafisalina F e vitaferina A são 

comparados ao do controle negativo (FBS+). É possível observar a semelhança dos 

histogramas, nas células do controle negativo e nas células tratadas com 50 nM de paclitaxel, 

nas duas situações. Já nos histogramas das células tratadas com os vitaesteróides Vit F e Vit 

A, é possível notar que a fase S e G2/M está diminuída, e o número de células em G0/G1 está 

aumentado, nas células incubadas na ausência de SFB em comparação com SFB +. 
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Tabela 5 - Efeito da vitafisalina F e vitaferina A sobre a distribuição do ciclo celular da 

linhagem tumoral SF-268 (glioblastoma), determinado por citometria de fluxo utilizando 

iodeto de propídeo, após 24 horas de incubação na ausência de SFB, e em seguida tratada por 

mais 24 h com os compostos.  

 

DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; Paclitaxel (50 nM) foi utilizado como 

controle positivo.Os dados correspondem à média ± E.P.M. de três experimentes 

independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Substâncias Concentração 

Fase do ciclo celular (%) 

± E.P.M. 

G0/G1 S G2/M Frag 

Controle - 
45,6 

6,2 

15,1 

1,7 

35,4 

3,7 

1,3 

0,7 

Paclitaxel 50 nM 
11,6 

0,7 

9,7 

1,6 

68,4 

3,1 

7,9 

2,8 

Vit F 

1 µM 
41,4 

7,3 

20,7 

4,1 

33,3 

6,7 

2,7 

1,0 

2 µM 
56,6 

4,8 

12,1 

1,9 

27,1 

4,6 

2,8 

0,8 

4 µM 
62,8 

4,1 

12,5 

4,3 

27,4 

6,0 

4,0 

1,6 

Vit A 

1 µM 
56,9 

4,5 

11,3 

2,6 

27,4 

6,0 

2,9 

2,1 

2 µM 
59,2 

5,6 

11,7 

4,3 

22,6 

7,2 

4,6 

2,8 

4 µM 
56,6 

5,8 

10,4 

3,3 

21,7 

4,6 

7,0 

3,9 
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Figura 19 – Efeito da vitafisalina F e vitaferina A sobre a distribuição do ciclo celular da linhagem 

tumoral SF-268 (glioblastoma) sincronizada, determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto 

de propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos. 
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DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) foi utilizado como controle 

positivo. Os dados correspondem à média ± E.P.M. de três experimentos independentes. Cinco mil 

eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por 

ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
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Figura 20 – Efeito da vitafisalina F e vitaferina A sobre a distribuição do ciclo celular (eixo x: intensidade de fluorescência; eixo y: número de 

células) da linhagem tumoral SF-268 (glioblastoma) incubadas na presença e ausência de soro fetal bovino (SBF), determinado por citometria de 

fluxo utilizando iodeto de propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) foi utilizado como controle positivo. Um contorno foi realizado sobre o 

histograma do controle (SBF+) e plotado sobre os demais histogramas para comparação. Os histogramas foram obtidos do programa Cytosoft Guava 

Cell Cycle e representam a média de três experimentos independetes.  
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4.12  Análise do ciclo celular em células de glioblastoma sincronizadas (SF-268), seguida 

de incubação com paclitaxel 

 

 Com o intuito de avaliar se as células de SF-268 sincronizadas estavam mesmo 

acumuladas na fase G0/G1 do ciclo celular, células foram incubadas na ausência de SFB e em 

seguida incubadas por 24 h com diferentes concentrações de Vit A. Logo após, as células 

foram então lavadas com PBS e novamente incubadas por mais 24 h, agora na presença de 50 

nM de paclitaxel. Nesse experimento foram utilizados dois grupos como controle negativo, 

em que em um dos grupos controle foi adicionado 50 nM de paclitaxel na segunda parte do 

experimento. Como controle positivo, nesse experimento, foi utilizado 10 µM de Tarceva® 

(erlotinibe).  

 Como esperado para células sincronizadas, nas concentrações de 2 e 4 µM, a vitaferina 

A induziu um acúmulo de células na fase G0/G1 do ciclo celular, quando comparado com o 

controle negativo (Figura 21A). Quando tratadas com 4 µM de Vit A, 70,3 % das células se 

apresentavam na fase inicial do ciclo celular, 16,4 % a mais do que no controle negativo (53,9 

%). Interessantemente a Vit A, na concentração de 0,5 µM, induziu de modo significativo um 

acúmulo de células na fase G2/M, quando nos ensaios anteriores esse efeito só era observado 

em células incubadas na presença de soro fetal bovino e em concentrações mais elevadas de 1, 

2 e 4 µM. Consequentemente, é possível observar também uma leve redução e aumento 

significativo, respectivamente nas fases G0/G1e S, das células incubadas com 0,2 e 0,5 µM de 

vitaferina A. 

 Em seguida, após a incubação extra com 50 nM de paclitaxel, o que se observa é que 

no tratamento com 0,2 e 0,5 µM de Vit A, o acúmulo de células em G2/M aumenta 

drasticamente em relação ao controle negativo (Figura 21B). Nessas duas concentrações (0,2 

e 0,5 µM) o efeito da vitaferina A se assemelha muito ao do paclitaxel, em que 

aproximadamente 80 % das células se encontram na fase G2/M do ciclo celular, valor 2,5 

vezes maior que no controle negativo (30,1 %). Em células pré-tratadas com 10 µM de 

Tarceva, o efeito consequente a incubação do paclitaxel também pode ser observado, onde há 

um acúmulo de células na fase G2/M (16 %) e uma diminuição da fase G0/G1(65,1 %) do ciclo 

celular. 

 Já nas células pré-incubadas com 1, 2 e 4 µM de Vit A, a adição do paclitaxel parece 

não interferir no acúmulo das células em G0/G1,causado pela vitaferina A. Na figura 20B, é 

possível observar que, nas concentrações de 2 e 4 µM de Vit A, mesmo após a adição de 50 

nM de paclitaxel, a porcentagem de células na fase G0/G1 (62,9 e 54,1 %, respectivamente) é 
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semelhante ao do controle negativo que não foi incubada com paclitaxel, o que realmente 

comprova o acúmulo das células na fase G0/G1 do ciclo celular. 

 

Figura 21 – Efeito da vitafisalina F sobre a distribuição do ciclo celular da linhagem tumoral 

SF-268 (glioblastoma) sincronizada, determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de 

propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos (A). 
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Após tratamento com Tarceva e Vit F as células foram então reincubadas por mais 24 horas na presença de 
paclitaxel (50 nM) (B). DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; (TCV) Tarceva (10 nM) foi 

utilizado como controle positivo. Os dados correspondem à média ± E.P.M. de dois experimentes independentes. 

Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por 

ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
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4.13 Análise do ciclo celular em células de glioblastoma sincronizadas (SF-268), 

utilizando Tarceva 

 

 Mais uma vez, pra tentar entender melhor a maneira como os vitaesteróides agem 

sobre células tumorais, o ciclo celular de células de glioblastoma (SF-268) foi avaliado após 

24 de incubação na ausência de soro fetal bovino. Após esse período, foi adicionado novo 

meio contendo SFB e em seguida as células foram tratadas com paclitaxel (50 nM), Tarceva 

(10 µM), Vit F (2 e 4 µM) e Tarceva em conjunto com paclitaxel e Vit F. 

 Na figura 22 pode se observar que o paclitaxel age sempre de maneira semelhante, 

independente da pré-incubação sem SFB, acumulando células na fase G2/M do ciclo celular. 

Assim também, como a distribuição das células no ciclo não é alterada pela adição de 10 µM 

de Tarceva a cultura.  

 Assim como foi observado nos ensaios anteriores, a vitafisalina F induziu um acúmulo 

de aproximadamente 80 % das células na fase G0/G1 do ciclo celular e consequente redução 

das fases S e G2/M (Figura 23). No entanto quando a Vit F é incubada junto com Tarceva (10 

µM), esse acúmulo da fase G0/G1 é suprimido. Vale ressaltar que, quando as células são 

tratadas com 2 µM de Vit F em conjunto com 10 µM de Tarceva, a distribuição das células no 

ciclo celular (G0/G1: 43,2 %; S: 28,3 %; G2/M: 28,3 %) é muito semelhante ao efeito do 

tratamento com Tarceva somente (G0/G1: 41,4 %; S: 29,3 %; G2/M: 29,1 %), o que indica que 

o Tarceva interfere na ação da vitafisalina F em acumular células em G0/G1 e que 

provavelmente a Vit F esteja agindo através da mesma via de sinalização do Tarceva, a via do 

EGFR (Receptor do Fator de Crescimento  Endotelial). 
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Figura 22 – Efeito da vitafisalina F sobre a distribuição do ciclo celular da linhagem tumoral 

SF-268 (glioblastoma) sincronizada, determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de 

propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos. 
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Após tratamento com Tarceva e Vit F as células foram então reincubadas por mais 24 horas na 

presença de paclitaxel (50 nM). DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; Tarceva (10 nM) 

foi utilizado como controle positivo. Os dados correspondem à média ± E.P.M. de um experimento 

realizado em duplicata. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
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Figura 23 – Efeito da vitafisalina F sobre a distribuição do ciclo celular (eixo x: intensidade de 

fluorescência; eixo y: número de células) da linhagem tumoral SF-268 (glioblastoma), pré-incubadas 

na ausência de soro fetal bovino (SBF), determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de 

propídeo, após 24 horas de incubação com os compostos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DMSO (4 µL) foi utilizado como controle negativo; paclitaxel (50 nM) e Tarceva (10 µM) foram utilizados como 

controles positivos. As três fases do ciclo celular (G0/G1, S E G2/M) são identificadas na figura. Os histogramas foram 

obtidos do programa Cytosoft Guava Cell Cycle e representam a média de um experimento realizado em duplicata.  
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5 Discussão 
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Historicamente, as plantas medicinais tem sido utilizadas a milênios como a principal 

fonte de produtos naturais para o tratamento de doenças. Atualmente existem cerca de 270 mil 

espécies de plantas classificadas taxonomicamente e dentre essas em torno de 10 mil plantas 

são, ou já foram, utilizadas na medicina popular (TAN; GYLLENHAAL; SOEJARTO, 2006; 

MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007). Não só as plantas, mas diversos 

organismos marinhos e microrganismos terrestres também tem sido importantes em relação a 

obtenção de novos produtos naturais.  

 Na área do câncer, os produtos naturais tem sido de fundamental importância, já que 

grande parte dos medicamentos atualmente utilizados na clinica são de origem natural ou 

derivados destes (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Na verdade, o sucesso dos 

produtos naturais como potenciais drogas anticâncer tem sido bastante influenciado pela 

descoberta de principalmente dois compostos, o paclitaxel e a camptotecina. No entanto, nas 

duas últimas décadas, poucos compostos, de fonte natural, tem adentrado o arsenal de 

medicamentos utilizados para o tratamento do câncer, o que tem levado a formação de vários 

grupos de pesquisa ao redor do mundo, todos visando a descoberta de novas drogas com 

potencial anticâncer (NEWMAN; CRAGG, 2005; KINGHORN et al., 2011).  

Nesse contexto, os vitaesteróides são compostos que nos últimos anos têm despertado 

grande interesse dos cientistas em razão de sua grande diversidade estrutural e seu amplo 

espectro de atividades farmacológicas, como: anti-inflamatório (JAYAPRAKASAM; NAIR, 

2003; WUBE et al., 2008), imunossupressor (SOARES et al., 2006), antiparasitário 

(CARDONA et al., 2006; VIEIRA et al., 2008), anticolinesterásico (RIAZ et al., 2004), 

antimicrobiano (JANUÁRIO et al., 2002; SHANAZBANU et al., 2006), citotóxico (ROCHA 

et al., 2006; HSIEH et al., 2007) e antitumoral (DEVI; SHARADA; SOLOMON, 1995; 

MAGALHÃES et al., 2006). Dentre estes, o efeito antitumoral dos vitaesteróide é o que tem 

tido maior relevância, com diversos trabalhos reportando a atividade dessa classe de 

compostos em diversas linhagens tumorais (YANG; SHI; DOU, 2007; FALSEY et al., 2006; 

BARGAGNA-MOHAN et al., 2007), no entanto, persiste ainda o desafio de se aprofundar e 

conhecer o exato mecanismo envolvido neste efeito. Com isso, o presente trabalho visa 

estudar melhor a atividade e os possíveis mecanismos de ação em células tumorais da 

vitafisalina F (Vit F), isolada da planta Acnistus arborescens, e comparar seus efeitos aos de 

outro vitaesteróide muito estudado, a vitaferina A (Vit A) isolada de Withania somnifera. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%2522Sharada%20AC%2522%255BAuthor%255D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


81 

 

 

Inicialmente, foi realizado um processo de biotransformação da vitafisalina F, 

utilizando o fungo Cunninghamella echunilata, com o intuito de obter análogos mais ativos 

desse composto. Veras et al. (2004), reportaram o alto efeito citotóxico que a vitafisalina F 

apresentava em diversas linhagens tumorais. Mais recentemente, Rocha et al. (2011), 

descreveram o efeito que a Vitafisalina F causava sobre o ciclo celular de linhagens 

leucêmicas, acumulando células na fase G2/M do ciclo e em seguida induzindo a apoptose. 

Apesar da vitafisalina F já ter se apresentado como potente agente antiproliferativo em células 

tumorais, os processos de biotransformação poderiam gerar alguns derivados mais potentes e 

seletivos para certos tipos de tumor, como já havia sido feito com a vitaferina A, em que 

análogos mais citotóxicos foram gerados após 5 dias da incubação da droga com o fungo 

Cunninghamella elegans (FUSKA et al., 1982).  

Nesse trabalho, dois fungos foram utilizados nas reações de biotransformação o fungo 

Cunninghamella echunilata e o fungo Bauveria bassiana. No entanto em nenhum dos casos 

os fungos foram capazes de metabolizar a vitafisalina F, onde praticamente toda quantidade 

do composto adicionada a cultura foi recuperada após 5 dias de incubação. Outras abordagens 

também foram testadas, como o aumento da quantidade de vitafisalina F adicionada à cultura 

e o aumento do período de incubação, assim como a utilização de diferentes solventes na 

extração dos metabólitos secundários, porém o resultado final desses experimentos sempre 

levavam ao isolamento da vitafisalina F e nenhum outro composto novo.  

Esses processos de biotransformação com microorganismos tem se mostrado útil na 

realização de transformações químicas, de compostos bioativos naturais e sintéticos, que são 

difíceis ou impossíveis de alcançar por reações químicas convencionais, com a vantagem de 

serem estéreo e regioseletivas (EL SAYED et al., 1998; RIVA, 2001). Assim, vale ressaltar 

que a vitafisalina F na verdade é composta por uma mistura epimérica (VERAS et al., 2004), 

em que a hidroxila (OH) do carbono 18 (C18) pode aparecer tanto na posição α como na 

posição β. Essa seria outro objetivo da realização da biotransformaçao, a tentativa de que os 

fungos conseguissem reagir com a OH do C18 e assim gerassem de fato apenas um composto, 

ao invés de dois epímeros. Por outro lado, o fato da vitafisalina F apresentar-se como uma 

mistura de epímeros é que pode ter contribuído para a falta de atividade dos fungos sobre esse 

composto. Com isso, partiu-se então para os meios clássicos de modificações de moléculas, 

utilizando dessa vez diversas reações químicas.  
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Figura 24 – Estrutura química dos vitaesteróides estudados ressaltando as diferenças 

estruturais. 
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A partir da vitafisalina F, oito novos análogos foram gerados: KW-120-112-2 (112-2), 

KW-140-107-2 (107-2), KW-140-127-2 (127-2), KW-120-136-1 (136-1), KW-120-142-1 

(142-1), KW-120-143-1 (143-1), KW-120-144-2 (144-2), KW-120-145-2 (145-2); e testados, 

juntamente com a vitafisalina F e vitaferina A (Figura 24), num painel de sete linhagens 

tumorais (PC-3M - próstata, NCI-H460 - pulmão, SF-268 - glioblastoma, CHP-100 - 

neuroblastoma, MDA-MB 231 - mama, MCF-7 - mama, MiaPaCa - pâncreas) pra avaliação 

de seus efeitos citotóxicos. 

No geral, o vitaesteróide acetilado 107-2, juntamente com o derivado imidazólico 

(127-2), foram os compostos mais ativos, quando comparados com a Vit F; nenhuma relação 

específica foi encontrada pra justificar o aumento de atividade, mas muito provavelmente ele 

se deve ao fato dos grupamentos que foram adicionados aumentarem a lipofilicidade desses 

compostos e consequentemente sua penetração nas células. A Vit A se mostrou citotóxica a 

todas as linhagens tumorais de maneira semelhante (IC50 variando de 0,2 a 0,6 µM), sem 

qualquer seletividade aparente pra nenhuma das linhagens testadas. Já os demais 

vitaesteróides, incluindo a Vit F, parecem exercer seus efeitos principalmente nas linhagens 

SF-268 e CHP-100, enquanto a linhagem MCF-7 se apresentou como a linhagem mais 

resistente. O efeito dos compostos Vit F e 107-2 sobre a linhagem SF-268 chegou a ser até 4 

vezes maior do que na linhagem MCF-7 e no caso do análogo 127-2 esse efeito foi ainda mais 

perceptível, já que o efeito deste ultimo foi aproximadamente 11 vezes maior na linhagem SF-

268 do que em MCF-7. Um resultado interessante observado foi que, até para o composto 

112-2, apesar de não ter apresentado nenhum efeito citotóxico nas linhagens testadas (IC50 

variando de 9,7 a 17,8 µM), foi possível perceber um certo efeito preferencial para a linhagem 

SF-268 em relação as demais. Através disso já é possível perceber que a diferença nas 

estruturas entre Vit A e Vit F interferem na maneira como cada vitaesteróide vai agir nas 

diferentes células. 

Estes resultados corroboram com outros que afirmam que pequenas mudanças na 

estrutura da molécula podem acarretar alteração do efeito biológico de um composto, sendo 

válido, portanto, a produção de análogos por técnicas químicas de semi-síntese na pesquisa de 

novas drogas, inclusive para drogas anticâncer (LEE, 2010). Cragg, Grothaus e Newman 

(2009) têm relatado diversos compostos de origem natural com alto potencial anticâncer, mas 

que porém seria necessário otimizar as estruturas por remoção, modificação, introdução de 

grupos funcionais e estereocentros, melhorando assim as propriedades desses compostos.  

Embora o gasto global com a descoberta e desenvolvimento de novos fármacos tenha 

aumentado nos últimos anos, a taxa de aprovação destes fármacos para uso clínico está em 
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declínio, principalmente devido ao grande número de efeitos colaterais e toxicidade destes 

compostos (MORROW; TIAN; ZHANG, 2010). Com isso um dos maiores desafios na 

descoberta de drogas no combate ao câncer é o desenvolvimento de moléculas potencialmente 

tóxicas somente às células tumorais, evitando que as células normais sejam afetadas. Desta 

maneira, em um estudo do potencial citotóxico de uma substância, é de fundamental 

importância a utilização também de células normais, para avaliar se existe alguma 

seletividade desses compostos para células normais ou tumorais (ZUCO et al., 2002; 

ANAZETTI et al., 2003). 

O efeito citotóxico da Vit F e Vit A também foi avaliado em células normais de 

fibroblasto de pulmão humano (linhagem WI-38), utilizando o método do Alamar Blue, e os 

resultados se mostraram bem diferentes dos encontrados para as linhagens tumorais. As CI50 

obtidas pra vitafisalina F e vitaferina A foram de 16 e 7 µM, respectivamente, até 17 vezes 

maior do que os valores de CI50 em células tumorais, corroborando com outros resultados que 

mostraram a baixa citotoxicidade de outras vitafisalinas em células mononucleadas de sangue 

periférico, demonstrando assim certa seletividade dos vitaesteróides para células tumorais 

(ROCHA et al., 2006). 

Estudos anteriores sobre a relação estrutura-atividade de outros vitaesteróides (DAMU 

et al., 2007; JAYAPRAKASAM  et al., 2003) têm mostrado que a unidade 4β-hidroxi-2-en-1-

ona, composta por uma carbonila ligada ao carbono 1 (C1), uma ligação dupla entre C2 e C3 e 

uma hidroxila no C4, seriam requisitos estruturais primordiais, mas não os únicos, para os 

efeitos farmacológicos dessa classe de compostos (SU et al., 2002). De fato a ligação dupla 

entre C2 e C3 parece ser essencial para a atividade citotóxica dos vitaesteróides, já que a 

ausência dessa ligação, como em 112-2, acarreta na perda de atividade desse composto 

(ROCHA et al., 2006).  

Outra unidade que parece ser essencial para o efeito citotóxico dos vitaesteróides é o 

anel epóxido entre os carbonos 5 e 6, onde a quebra desse anel ou quando o C5 e C6 se 

encontram ligados a outros grupamentos, a atividade desses compostos é bastante diminuída 

(SU et al., 2002; MAGALHÃES et al., 2006). De acordo com Damu et al. (2007) a quebra 

simultânea dessas duas unidades (cetona-α,β insaturada e 5β,6β-epóxido) acarreta na perda 

total da citotoxicidade dos vitaesteróides. Além do efeito citotóxico, em Cardona et al. (2006) 

essas duas unidades foram também relacionadas como sendo as responsáveis pela atividade 

antiparasitária de outros vitaesteróides. 

Levando-se em consideração a hidroxila (OH) presente no C4, essa parece exercer 

papel fundamental na citotoxicidade desses compostos, já que em 136-1, quando a hidroxila é 
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substituída por uma carbonila, o efeito desse composto se mostra 4 vezes menor do que a Vit 

F. O mesmo acontece com 144-2, que apesar de ter uma acetila no carbono 18, essa não 

parece favorecer a atividade do composto, que também possui uma substituição de OH por 

uma carbonila em C4.  

Interessantemente, não só a presença da hidroxila em C4 parece ser essencial para a 

citotoxicidade dos vitaesteróides, mas também a sua posição estereoquímica, já que a simples 

conversão de β-OH para α-OH acarreta na diminuição da atividade do composto 143-1, assim 

como de 142-1, que mesmo apresentando duas acetilas em sua estrutura, tiveram uma redução 

em suas atividades quando comparadas com 107-2 e a Vit F, respectivamente. 

A busca por novos compostos citotóxicos se resume a descoberta de drogas que sejam 

tóxicas às células, ou seja, matem-nas. Mas nem sempre esse efeito é tão drástico assim. 

Geralmente o que acontece é uma morte de maneira programada, em que vários processos 

intracelulares são necessários para resultar na morte da célula. Esse tipo de morte celular 

programada, também conhecido como apoptose, tem fundamental importância na manutenção 

da homeostase de diversos sistemas biológicos, regulando o número de células através da 

eliminação de células velhas e danificadas (THOMPSON, 1995). 

Uma das características que envolvem as células em apoptose é a externalização da 

fosfatidilserina, que funciona como molécula de reconhecimento para macrófagos e outros 

fagócitos responsáveis pela eliminação dessas células mortas ou em processo de morte (LI et 

al., 2003). Um dos métodos experimentais mais utilizados pra detecção de células em 

apoptose se aproveita justamente dessa externalização da fosfatidilserina, em que uma 

proteína recombinante, a anexina V, interage especificamente com os resíduos de 

fosfatidilserina e pode então ser detectada por vários métodos (ARUR et al., 2003).  

Aqui, células de SF-268 foram tratadas com 2 µM de Vit A, Vit F e seus análogos por 

24 horas, em seguida incubadas com uma solução de anexina V e analisadas em citometro de 

fluxo. Todos os vitaesteróides testados, com exceção do 112-2, induziram apoptose em 

células de SF-268 e assim como havia sido observado no ensaio do MTT os compostos 107-2 

e 127-2 foram os mais potentes. Esse resultado está de acordo com outros trabalhos que 

confirmam a indução de apoptose por essa classe de compostos (ROCHA et al., 2006; OH et 

al., 2008; SHAH et al., 2009). 

Nos últimos 20 anos, estudos sobre a biologia molecular do câncer tem levado a 

descoberta de vários alvos moleculares que possibilitaram o melhor entendimento da 

tumorigênese, assim como o desenvolvimento de novas alternativas de tratamento do câncer 

(KHALIL et al., 2011). Nesse contexto, as proteínas de choque térmico ou HSPs (do inglês 
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Heat Shock Proteins) tem se mostrado como potenciais alvos de drogas anticâncer pelo fato 

de estas estarem envolvidas em diversos processos biológicos como a proliferação e 

sobrevivência celular (NECKERS, 2002). 

Vários estudos tem revelado o papel fundamental que esse grupo de proteínas exerce 

sobre a formação do tumor, em que o aumento da expressão de certas HSPs, mais 

especificamente da HSP90, HSP70 e HSP27, tem sido observado em diversos tipos de câncer 

incluindo mama, ovário, cólon, pulmão e próstata (CIOCCA et al., 2005; GARRIDO et al., 

2006). As HSPs atuam como moléculas chaperonas, algumas dependentes e outras não de 

ATP, evitando principalmente a má formação de novas proteínas assim também como na 

estabilização, maturação, ativação e degradação de outras proteínas (NETZER; HARTL, 

1998; FREEMAN et al., 2002). 

Recentemente, Yu et al. (2010) demonstrou o efeito antiproliferativo da viteferina A 

em células tumorais de pâncreas e que ela se ligava a porção C-terminal da HSP90, inibindo 

assim sua ação como molécula chaperona e consequente degradação de diversas proteínas. 

Com isso, foi pensado também se a vitafisalina F, assim como seus análogos, poderia estar 

agindo através da inibição dessa família de proteínas de choque térmico.  

O resultado do ensaio de modulação de HSPs mostra que estas proteínas respondem ao 

estímulo com vitaesteróides. Nas células tratadas, é induzida uma expressão de até 67 vezes 

mais HSP em relação ao controle negativo, o que comprova que o efeito sobre a modulação 

de proteínas de choque térmico está relacionado ao efeito citotóxico desses compostos, em 

que os vitaesteróides mais ativos foram também os que mais induziram a expressão de HSPs. 

Esses resultados também ressaltam a importância da unidade, no anel A dos vitaesteróides, já 

que os dois análogos (136-1 e 144-2) que tiveram a hidroxila do C4 substituída por uma 

carbonila não apresentaram atividade alguma sobre a modulação de HSPs. De fato a 4β-

hidroxi-2-en-1-ona tem sido sempre relacionada como uma das mais importantes, mas não a 

única, unidades farmacofóricas dos vitaesteróides, em que ela geralmente age formando 

ligações de hidrogênio com os resíduos de cisteína das proteínas, assim como acontece com a 

HSP90 (FUSKA et al., 1984; OH et al., 2008; YU, et al., 2010).  

 A proliferação celular ocorre através de uma sequência ordenada de eventos, em que 

todo material genético da célula é primeiramente duplicado para em seguida se dividir e gerar 

duas novas células. Esses dois processos, de duplicação do DNA e divisão celular, resumem 

as duas principais fases do ciclo celular, onde a duplicação ocorre na fase de síntese (fase S) e 

a divisão celular na fase de mitose (fase M) (FISHER et al., 2004). Ao todo o ciclo celular é 

composto por quatro fases sequenciais, são elas: G1, S, G2 e M. A fase G1 é a fase mais longa 
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do ciclo celular e é onde vão ocorrer o crescimento da célula e toda a síntese de proteínas e 

enzimas necessárias para a próxima fase, de duplicação do DNA. O mesmo ocorre na fase G2, 

em que a célula começa a se preparar para a fase de mitose e passa a produzir diversas 

proteínas necessárias para a correta divisão da célula (GUO; HAY, 1999).  

 Todo esse processo do ciclo celular é regulado por duas famílias de proteínas, as 

ciclinas e as quinases dependentes de ciclina (cdks, do inglês cyclin dependente kinases). As 

cdks estão constitutivamente expressas nas células, mas estas precisam se ligar às ciclinas 

para se tornarem ativas. Entretanto, as ciclinas são sintetizadas e degradadas de acordo com 

cada fase do ciclo celular, de modo que esse complexo ciclina-cdk se torne específico para 

cada uma dessas fases (COLLINS et al., 2005). 

No câncer, várias mutações têm sido observadas em genes que codificam cdks, 

ciclinas e outras proteínas relacionadas ao ciclo celular, o que resulta na proliferação 

descontrolada das células (MCDONALD; DEIRY, 2000).  

Estudos anteriores realizados em nosso laboratório mostraram que a vitafisalina F, 

assim como outras vitafisalinas, atuam sobre células leucêmicas de HL-60 induzindo acúmulo 

de células na fase G2/M do ciclo celular e consequente morte celular por apoptose (ROCHA et 

al., 2011). Não só as vitafisalinas, mas a vitaferina A também exerce efeito semelhante em 

células tumorais de mama (ZHANG et al., 2011).  

Dessa forma, o efeito da Vit F e Vit A sobre a distribuição do ciclo celular de células 

de gliblastoma, também foi avaliado, e assim como nos trabalhos anteriores (ROCHA et al., 

2011; ZHANG et al., 2008) ambos vitaesteróides testados agiram acumulando células em 

G2/M. 

Stan, Zeng e Singh (2008) reportaram que o efeito da vitaferina A, sobre o ciclo 

celular, se dava através da inibição do complexo ciclina B1/cdk1, onde a expressão da ciclina 

B1 se inicia no final da fase S, em que ela vai se ligar a cdk1 e conduzir a passagem das 

células da fase G2 para M. A inibição desse complexo ciclina B1/cdk1 seria consequência do 

aumento na expressão de p21
cip1/waf1

, que é um inibidor de cdks, e que também foi observado 

em células tratadas com Vit A (MUNAGALA et al., 2011). Além disso, foi observada uma 

redução na expressão da cdc25c, que também atua regulando a ativação do complexo ciclina 

B1/cdk1 e que justificaria o acúmulo de células na fase G2/M pela vitaferina A (STAN; 

ZENG; SINGH, 2008). Este efeito poderia explicar o acúmulo das células SF-268 em G2M 

observado no presente trabalho após tratamento com ambos vitaesteróides, a vitaferina A e 

vitafisalina F  
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Além dos efeitos nas proteínas reguladoras do ciclo celular, a tubulina aparece como 

alvo de vários compostos que também levam ao atraso da progressão do ciclo principalmente 

na fase da mitose propriamente dita. Os efeitos sobre a tubulina podem levar a uma inibição 

da polimerização dessas proteínas em microtúbulos, bem como na estabilização dos 

microtúbulos, impedindo sua despolimerização. O paclitaxel (Taxol) e o docetaxel (Toxetere) 

são compostos que se ligam às subunidades de tubulina acelerando e estabilizando a formação 

dos microtúbulos. Já o nocodazole, e os alcalóides da vinca, vincristina e vimblastina, agem 

de maneira oposta, se ligando também as subunidades de tubulina, mas dessa vez inibindo a 

sua polimerização em microtúbulos (DUMONTET; SIKIC, 1999).  

Os microtúbulos são estruturas dinâmicas responsáveis por vários processos 

intracelulares como a manutenção da estrutura celular, o transporte de organelas e 

principalmente pela formação do fuso mitótico. Ao inibir a formação dos microtúbulos, esses 

compostos impedem que os cromossomos se liguem ao fuso mitótico, o que acarreta na 

ativação do ponto de checagem da mitose, parada do ciclo e consequente morte celular por 

apoptose (DUMONTET; SIKIC, 1999). A ativação do ponto de checagem da mitose seria 

importante para as células evitarem que uma falha na segregação do material genético 

ocorresse e como resposta, as células permanecem paradas nessa fase até que todos os 

cromossomos se liguem corretamente ao fuso mitótico, o que não acontece quando as células 

são tratadas com compostos que inibem a polimerização dos microtúbulos.  

Pensando nisso, foi realizado um teste com a vitafisalina F e a vitaferina A, pra 

verificar se elas interferiam ou não na polimerização de subunidades de tubulina em 

microtúbulos. Interessantemente, o que foi observado é que tanto a Vit F, quanto a Vit A, 

interferem na formação de microtúbulos e de maneira muito semelhante ao paclitaxel, 

aumentando a velocidade de polimerização e estabilizando os microtúbulos. Além disso, foi 

observado também que, quando incubados em conjunto, a Vit A potencializa o efeito do 

paclitaxel, o que vem a corroborar com o efeito dos vitaesteróides em agir nos microtúbulos.  

Na verdade, esse resultado da ação da Vit F e Vit A sobre a polimerização de 

microtúbulos nos leva a confirmar que o acúmulo observado em G2/M na verdade se trata de 

células acumuladas predominantemente na fase de mitose, o que pôde depois ser comprovado 

também através das imagens obtidas no microscópio confocal. 

Outras proteínas do citoesqueleto, como a actina e vimentina, já foram citadas como 

alvos moleculares da vitaferina A, seja por uma interação direta ou indireta sobre essas 

proteínas (FALSEY et al., 2006; BARGAGNA-MOHAN et al., 2007). Nesse sentido as 

proteínas de tubulina parecem servir também como um novo alvo em potencial para a ação 
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dos vitaesteróides, embora mais alguns estudos precisem ser realizados para comprovar esses 

achados. 

Após isso, mais uma vez foi questionado se esse efeito em acumular células em mitose 

seria seletivo para células tumorais ou ocorreria também em células normais, já que o efeito 

citotóxico da Vit F e Vit A sobre a linhagem WI-38 teria sido considerado baixa. 

Interessantemente, o que foi observado é que, nenhuma alteração no ciclo celular ocorria 

quando essas células eram incubadas com a Vit A, inclusive nas células tratadas com 

paclitaxel onde se esperava encontrar um acúmulo em G2/M típico do tratamento com esse 

composto, nenhuma alteração sobre o ciclo ocorreu, embora um leve acúmulo em G2/M tenha 

sido observado. Na verdade, isso já havia sido observado com células normais de mama, em 

que a Vit A havia causado um acumulado de células na fase G2/M de linhagens tumorais de 

mama (MDA-MB-231 e MCF-7), mas nenhuma alteração sobre a distribuição do ciclo de 

células normais foi observado (STAN; ZENG; SINGH, 2008). No entanto quando essas 

células foram previamente sincronizadas, o efeito foi ainda mais interessante, pois o 

tratamento com a Vit A acabou induzindo um acúmulo de quase 88 % das células na fase 

G0/G1 do ciclo celular. Efeito semelhante foi observado em astrócitos isolados de 

camundongo, em que a vitaferina A induziu um acúmulo dessas células na fase G0/G1após 48 

horas incubadas na ausência de soro (BARGAGNA-MOHAN et al., 2010). 

 A sincronização celular é simplesmente o processo de acumular as células de uma 

cultura, que se encontram em diferentes fases, numa mesma fase do ciclo celular.  Apesar de 

não ser uma prática comum, esta é considerada a melhor maneira de se analisar a progressão 

das células ao longo do ciclo celular. Nesse caso, a sincronização foi realizada através da 

incubação das células na ausência de soro fetal bovino e como o soro é composto quase que 

exclusivamente de fatores de crescimento, as células deixam de receber o estímulo para 

proliferarem e acabam permanecendo acumuladas na fase G1. No entanto, as células que já 

deram início as fases S ou G2/M continuam até completarem o ciclo celular e somente a partir 

daí permaneceriam na fase G1. Após certo período e com a adição de soro ao meio de cultura 

novamente, as células iniciariam a fase S, de certo modo, sincronizadas (RAFFAGHELLO et 

al., 2008) . 

 Dessa forma, o mesmo procedimento, de incubar as células na ausência de soro fetal 

bovino, foi realizado com a cultura de células de SF-268. E mais uma vez o efeito da Vit A, 

assim como o da Vit F, foi o de acumular parte das células na fase G0/G1 do ciclo celular ao 

invés do acúmulo em mitose como havia sido observado anteriormente. Em seguida, pra 

verificar se esse acúmulo de células em G0/G1 era de fato permanente, após o tratamento com 
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diferentes concentrações de Vit A e Vit F as células foram então novamente incubadas, agora 

na presença de paclitaxel. Os resultados desse experimento mostraram que nas menores 

concentrações utilizadas (0,2 e 0,5 µM) o acúmulo em G0/G1 era revertido após tratamento 

subsequente com paclitaxel, mas surpreendentemente, nas concentrações de 1, 2 e 4 µM o 

acúmulo de células na fase G0/G1 foi predominante ao efeito do paclitaxel em induzir a parada 

do ciclo em mitose.  

Vários estudos tem demonstrado que a origem dos gliomas está diretamente 

correlacionada com a desregulação do ciclo celular, decorrentes principalmente pelas 

mutações nos genes RB e TP53, responsáveis pelo controle da proliferação celular 

(FURNARI et al., 2007). Além disso, células de glioma comumente possuem uma 

amplificação dos genes CDK4 e 6 e apresentam um defeito na via de sinalização induzida 

pelos fatores de crescimento. (COSTELLO et al., 1997). Mais especificamente, alterações nos 

receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) têm sido relacionadas como uma das 

principais características dos glioblastoma humanos (FURNARI et al., 2007).  

A ativação de EGFR induz a entrada das células no ciclo celular através da ativação 

das via de sinalização MAPKs (do inglês Mitogen-activated protein kinases) e PI3K (do 

inglês Phosphatidylinositol 3-kinases), responsáveis pela expressão de várias proteínas do 

ciclo celular, como as ciclinas e cdks (GREGORY et al., 2003). Nesse caso, a ciclina D vai 

interagir com as cdks 4 e 6, causando a fosforilação da proteína Rb e consequentemente a 

progressão do ciclo celular da fase G1 para a fase S. Ao mesmo tempo que o complexo 

ciclinaD/cdk4,6 aumenta a fosforilação de Rb, os níveis dos inibidores de cdks, p21 e p27 são 

diminuídos, garantindo assim que o ciclo celular continue normalmente.  

Nas células tumorais, principalmente em células de glioblastoma, dois tipos de 

mutações envolvem os genes de EGFR, uma é o aumento na expressão desse receptor na 

membrana das células e a outra leva a ativação constitutiva desse receptor, em que ele 

independe de fatores de crescimento para se tornarem ativos. No caso da linhagem SF-268, a 

mutação no gene EGFR induz um aumento da expressão desses receptores na membrana 

celular, de duas a cinco vezes maior do que em células de tecido normal (WELLS; BISHOP; 

HELMESTE, 1988).  Como nos experimentos realizados nesse trabalho, as células foram 

previamente incubadas na ausência de SBF e após esse período o meio de cultura foi 

substituído por um novo meio contendo soro e os compostos testados, foi pensado na 

possibilidade de que talvez a Vit F e a Vit A pudessem estar interferindo de alguma forma na 

via de sinalização desses receptores. 
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Com isso, o ciclo celular de células SF-268 foi novamente analisado, desta vez 

utilizando Tarceva (erlotinib), um inibidor específico dos receptores de EGFR (KRAKSTAD;  

CHEKENYA, 2010). Os resultados mostraram que, quando tratadas com Tarceva, a 

distribuição do ciclo celular se mostra um pouco alterada em relação ao controle negativo, 

embora nenhuma diferença significativa tenha sido observada entre as fases do ciclo celular 

dos dois grupos. Já no tratamento utilizando paclitaxel (50 nM) e Tarceva (10 µM), a 

progressão celular parece continuar normalmente até as células pararem na fase de mitose, 

como era esperado. Da mesma forma, assim como foi observado anteriormente, o tratamento 

das células com a vitafisalina F induziu um acúmulo de aproximadamente 80 % das células na 

fase G0/G1 do ciclo celular. No entanto, quando as células foram tratadas com a combinação 

de Vit F e Tarceva, o acúmulo de células na fase G0/G1 foi completamente abolido. 

Interessantemente, quando as células foram tratadas com Tarceva (10 µM), em conjunto com 

a Vit F (2 µM), a distribuição do ciclo celular é bem semelhante a do ciclo de células tratadas 

com Tarceva somente, o que nos leva a crer que o Tarceva esteja de algum modo inibindo o 

efeito da Vit F em acumular as células em G0/G1.  

Até hoje, poucos trabalhos envolvendo vitaesteróides, descreveram o acúmulo na fase 

G0/G1 de células tratadas com esses compostos e de fato nenhum dos trabalhos realmente 

consegue explicar o porquê desse acúmulo (STAN; ZENG; SINGH, 2008; BARGAGNA-

MOHAN et al., 2010). No entanto, outros trabalhos relatam a presença de várias proteínas 

que podem estar ligadas a esse acúmulo em G0/G1, como é o caso do aumento na expressão 

das proteínas p21 e p27 e consequente redução dos níveis de ciclina D1 e cdk 4 

(MUNAGALA et al., 2011; CHEN et al., 2008). Além disso, a p21 parece estar envolvida 

tanto no acumulo de células na fase G1 como na fase G2/M (CAYROL; KNIBIEHLER; 

DUCOMMUN, 1998), o que poderia talvez em parte explicar esse efeito duplo dos 

vitaesteróides. 

 Várias proteínas foram reportadas como sendo alvos moleculares de vitaesteróides 

como anexina 2, vimentina, proteossoma e Hsp90, e interessantemente, em todos os casos 

descritos os vitaesteróides sempre interagem com as proteínas através da unidade 4β-hidroxi-

2-en-1-ona (FALSEY et al., 2006; BARGAGNA-MOHAN et al., 2007; YANG; SHI; DOU, 

2006; YU et al., 2010).  Aqui nesse trabalho, alguns resultados indicam que a tubulina 

também pode ser um potencial alvo para os vitaesteróides e não seria de surpreender se em 

breve o EGFR adentrasse essa lista. O fato é que aparentemente várias proteínas podem vir a 

ser alvos dos vitaesteróides, o que pode variar dependendo do tipo de célula e também das 

condições em que essa célula se encontra.  
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Com tudo isso, esse trabalho vem só ressaltar a importância de se continuar estudando 

e pesquisando melhor essa extensa classe de compostos, que apesar de já apresentar alguns 

mecanismos propostos, ainda possui um vasto caminho de possibilidades pra justificar o seu 

uso como potencial droga anticâncer. 

   

 

 

 

 

 

6 Conclusão 
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- A vitafisalina F, isolada da planta Acnistus arborescens, apresentou potente 

atividade citotóxica em células tumorais e mostraram também atuar através da modulação de 

HSPs.  

- Os análogos, obtidos através de reações químicas, também apresentaram potente 

efeito citotóxico e após a comparação da estrutura-atividade com a vitafisalina F, pode-se 

concluir que a presença da unidade 4β-hidroxi-2-en-1-ona, parece ser a responsável pela 

grande maioria dos efeitos das vitafisalinas.  

 

- A vitafisalina F também induziu um acúmulo de células nas fases G0/G1 e em 

mitose, o que pode ser comprovado pela inibição da polimerização dos microtúbulos. O 

acúmulo em G0/G1 provavelmente se da pelo efeito nos receptores EGF, no entanto outros 

estudos precisam ser realizados pra comprovar esse efeito. Com isso, os resultados ressaltam 

o potencial antitumoral das vitafisalina e a importância em se estudar essa classe de 

compostos.  
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ANEXO A – LISTA DOS EQUIPAMENTOS UTILIZADOS 

 

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2 

Agitador de tubo, Donner AD 8850 

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di 

Centrífuga Centimicro, FANEN Modelo 212 

Centrífuga Excelsa Baby, I FANEN Modelo 206 

Centrífuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403 

Centrífuga de lâminas, Shandon Southern Cytospin 

Citômetro de fluxo, Guava EasyCyte mini 

Deonizador de água Milli-Q, Milipore 

Espectrofotômetro de placa DTX-880, Beckman Coulter 

Fluxo laminar, VECO 

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow 

High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000, 

Beckman Coulter 

Máquina fotográfica digital, Olympus C-7070 

Microondas, Panasonic 

Microscópio óptico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab 

Microscópio óptico de inversão, Nikon Diaphot 

Microscópio de fluorescência, Olympus 

Micrótomo, Slee Mainz 

pHmetro, Micronal B474 

Pipetas automáticas, Gilson 

Sistema de Eletroforese Horizontal mini Submarine, Amersham Biosciences 

Sistema de Fotodocumentação, Kodak 
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ANEXO B – LISTA DAS SOLUÇÕES, REAGENTES E FÁRMACOS UTILIZADOS 

 

Ácido Acético - Vetec 

   

Ácido Clorídrico - Vetec 

   

Álcool Etílico 70 % Vetec 

   

Agarose 1 % 
0,5 g de agarose 

Água deionizada q. s. p. 50 mL 

FMC - 

Bioproducts 

   

 

Agarose LMP 1,5 % 

 

1,5 g de agarose 

PBS q. s. p. 100 mL 
Gibco® 

   

 

Agarose NMP 0,5 % 

 

0,5 g de agarose 

PBS q. s. p. 100 mL 
Gibco® 

Alamar Blue 0,3 mg/mL Sigma® 

Anticorpo anti-BrdU 
1 µL de anticorpo anti-BrdU Sigma® 

BSA 5 % q.s.p. 500 µL de solução Dako 

   

Anticorpo biotinilidado anti-

imunoglobulina de camundongo 

1 µL de anticorpo anti-imunoglobulina 

BSA 5 % q.s.p. 100 µL de solução 

Sigma® 

 

   

Azul de tripan 10% 
10 mg de azul de tripan Sigma® 

PBS q.s.p. 100 mL de solução - 

   

BrdU 10mM - Sigma® 

   

Brometo de Etídio 100 μg/mL 
1mg de brometo de etídeo Sigma® 

PBS q.s.p 10 mL de solução - 
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Citrato de Sódio - Grupo Química 

   

Cloreto de Sódio (NaCl) - Labsynth® 

   

Diaminobenzidina (DAB) 

5 µL de DAB Immunotech 

1 mL de Tris-HCl (Tris 0,05M) pH= 7,6 Proquímios 

2 µL de H2O2 Proquímios 

   

Dimetilsulfóxido (DMSO) - Vetec® 

   

Doxorrubicina – 

fornecida pelo Instituto do 

Câncer do Ceará – ICC 

 

2,5 mg/mL 

 

Zodiac® 

   

EDTA - Qeel 

   

Eosina 0,5% 

0,5 g de Eosina Doles 

80 mL de Álcool etílico Vetec 

0,5 mL de Ácido acético Vetec 

20 mL de H2O - 

Eosina-Azul de Metileno 

(May-Grunwald) 

0,2 g 
Reagen 

Metanol q.s.p. 100 mL de solução 

Estreptavidina – peroxidase 1 µL de Estreptavidina – peroxidase Sigma® 

 BSA 5 % q.s.p. 100 µL de solução Dako® 

   

Ficoll - Sigma® 

   

Fitohemaglutinina - Sigma® 

   

Formaldeído 10 % 
100 mL de formaldeído 

H2O q. s. p. 1 L 
Dinâmica® 

Giemsa - Bioclin 
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Hematoxilina 0,1% 

0,5 g de Hematoxilina Doles® 

10 mL de Glicerina Labsynth® 

25 g de Sulfato de alumínio Labsynth® 

0,1 g de Iodeto de potássio Labsynth® 

H2O q.s.p. 500 mL de solução - 

   

Hidróxido de Sódio (NaOH) - Vetec® 

   

Iodeto de propídeo 50 µg/mL 

1 mg de iodeto de propídeo Boehringer© 

PBS q.s.p. 50 mL  

  

Laranja de Acridina 
1 g de laranja de acridina (100 µg/mL) Fluka® 

H2O q.s.p. 10 mL de solução - 

   

Meio de cultura de células 

RPMI 1640 

Diluído em água deionizada e 

esterelizada, filtrado em filtro millipore 

(0,22 µm) e complementado com SBF 

10 %, 1 % de glutamina, 1 % de 

antibióticos, 1 % de bicarbonato de 

sódio (0,75 %) e 25 mM de HEPES 

 

 

 

Cultilab® 

   

MTT 
20 mg de MTT Sigma® 

PBS q.s.p. 100 mL de solução - 

   

N-Lauroylsarcosine - Sigma® 

   

Penicilina – estreptomicina 
Penicilina 10.000 U.I./mL Cultilab® 

Estreptomicina 10 mg/mL Cultilab® 

   

Ringer-lactato 

Cloreto de Sódio = 0,600g 

Cloreto de Potássio = 0,030g 

Cloreto de Cálcio 2H2O = 0,020g 

Lactato de Sódio = 0,30g 

Laboratórios 

Biosintética® 
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Água q. s. p. 100 mL 

   

Sulfato de Gentamicina  - 
Gentamicin  

Novafarma® 

   

Solução de Eletroforese 

 

EDTA 1mM, NaOH 300 mM, 

 pH > 13 
- 

   

Solução de Lise 

 

NaCl 2,5M,  EDTA 100mM 

 Tris 10mM, N-Lauroyl sarcosine 1%  

pH = 10,  Triton X-100 1 %, DMSO 10 

%  

 

- 

   

Solução de Neutralização Tris  0,4 M, pH = 7,5  

   

Solução desnaturante 

(para análise de incorporação de 

BrdU) 

Formamida 70 % 

2x SSC (pH entre 6,5 e 7,5 a 70 °C) 

 

Vetec® 

   

Soro fetal bovino - Cultilab® 

   

Solução salina (para hemólise) 

8,5 g de Cloreto de sódio (0,85 %) Labsynth® 

1,11 g de Cloreto de cálcio (10 mM) Reagen® 

H2O q.s.p 1 L de solução - 

   

SSC 10X 

Cloreto de sódio 1,5 M 

Citrato de sódio 0,15 M 

H2O 

- 

   

Tampão de corrida 50 X (TAE) 

242 g de TRIS 

57,1 mL de ácido acético glacial 

100 mL de EDTA 0,5 M 

- 
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Tampão fosfato (PBS) 8,766 g de Cloreto de sódio Labsynth® 

 

 

2,14 g de NaHPO4.7H2O Labsynth® 

0,276 g de NaHPO4.H20 Labsynth® 

H20 q.s.p. 1 L de solução (pH = 7,2) - 

  

Tampão Tris (TBS) 10X Cloreto de sódio 1,5 M Labsynth® 

 

 

Tris 0,5 M (pH= 7,6) Proquímios® 

H2O - 

   

Tripsina 0,25% 

50 mL de Tripsina 2,5 % Cultilab® 

0,125 g de EDTA Proquímios® 

450 mL de PBS - 

   

Triton X -100 - Isofar 

   

Xilol 10 % 
100 mL de formaldeído 

H2O q. s. p. 1 L 
Dinâmica® 

 - - 

Vitafisalina O - - 

Vitafisalina F - - 

Vitafisalina M - - 

Vitafisalina N - - 

Vitafisalina (17S,20R,22R)-

5β,6β:18,20-2.diepóxi-4β,18-

diidróxi-1-oxovita-3.24-enolido 

- - 

   

5- Fluorouracil 2,5 mg/1 mL 
ICN 

Farmacêutica® 

 

 


