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RESUMO 

 

 

Os fitoquímicos são substâncias naturais de origem das plantas que podem apresentar  efeitos 

benéficos, como antiproliferativos, antioxidantes e anti-inflamatórios. Os fitoquímicos 

piperlongumina (PLN) e cis-nerolidol (C-NER) são um alcalóide e um sesquiterpeno, 

respectivamente, que apresentam atividade antiproliferativa. Este estudo objetivou analisar os 

efeitos citotóxicos e em vias moleculares alvos da PLN e do C-NER que induzem ao efeito 

antiproliferativo na linhagem de carcinoma hepatocelular humano (HepG2/C3A). Os 

resultados mostram que a citotoxicidade, a genotoxicidade, e o estresse de retículo 

endoplasmático induzidos pela PLN estão relacionados ao aumento observado de espécies 

reativas de oxigênio (EROs). Os danos causados nas células induziram a parada de ciclo 

celular em G2 e mitose, e a morte celular por apoptose. Também foi observado redução do 

potencial mitocontrial e a formação de células com fuso mitótico em formato monoastral. No 

estudo molecular, foi observado aumento da expressão de mRNAs de genes de estresse 

oxidativo (GSR e SOD1),  estresse de retículo endoplasmático (ERN1 e HSPA14), danos no 

DNA (MDM2), ciclo celular (CDKN1A), apoptose (BAK1e BBC3) e de metabolismo de 

xenobióticos (CYP1A2 e CYP3A4); a redução da expressão ocorreu em um gene de ciclo 

celular (CCNA2). O C-NER induziu a citotoxicidade devido a indução de estresse de retículo 

endoplasmático. Como consequencia, foi observado parada do ciclo celular em G1 e induçao 

de morte celular por paraptose. No estudo molecular, foi observado aumento da expressão de 

mRNAs de genes de proliferação e apoptose (MYC e BBC3), estresse de retículo 

endoplasmático (EIF2AK3 e ERN1) e metabolismo de xenobióticos (CYP1A2 e CYP2C19); 

foi observado redução da expressão de mRNAs de genes de apoptose (BAK1, BAX, CAPN1, 

CASP8, CASP9, PARP1 e TP53), ciclo celular (CCND1, CCNE1, CDK1, e CDK2), e 

metabolismo de xenobióticos (CYP2D6 e CYP3A4). Conclui-se portanto que o efeito 

antiproliferativo destes dois fitoquímicos ocorre pela parada do ciclo celular e pela indução de 

morte. Os dados também contribuem, para o entendimento de suas vias de ação, envolvidas 

no efeito antiproliferativo da PLN e do C-NER, e consequentemente possibilita uma melhor 

aplicabilidade do uso destas substâncias em estudos futuros. 

 

Palavras-chave: Viabilidade celular. Ensaio do cometa. Quimioterapia. 



 

BIAZI, Bruna Isabela. Cytotoxic and molecular pathways effects of piperlongumin and 

cis-nerolidol in gene expression of HepG2/C3A cell line. 2019. 83 p. Thesis (Master 

Genetics and Molecular Biology) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019. 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Phytochemicals are natural substances of plant origin that may have beneficial effects, such 

as, antiproliferative, antioxidant, anti-inflammatory, and others. The phytochemicals 

piperlongumine (PLN) and cis-nerolidol (C-NER) are an alkaloid and a sesquiterpene, 

respectively, which have antiproliferative activity. This study aimed to analyze the cytotoxic 

and molecular pathways of PLN and C-NER of gene expression that induce the 

antiproliferative effect in the human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2/C3A). The 

results show that cytotoxicity, genotoxicity, and endoplasmic reticulum stress induced by 

PLN are related to the increase of reactive oxygen species (ROS). Damage to cells induced 

cell cycle arrest in G2 and mitosis, and cell death by apoptosis. Reduction of mitochondrial 

potential and formation of mitotic spindle cells in monastral format were also observed. In the 

molecular study, we observe upregulation of mRNAs from oxidative stress genes (GSR and 

SOD1), endoplasmic reticulum stress (ERN1 and HSPA14), DNA damage (MDM2), cell cycle 

(CDKN1A), apoptosis (BAK1 and BBC3) and xenobiotic metabolism (CYP1A2 and CYP3A4); 

downregulation occurred in a cell cycle gene (CCNA2). C-NER induced cytotoxicity due to 

induction of endoplasmic reticulum stress. As a consequence, was observed G1 cell cycle 

arrest and induction of cell death by paraptosis. In the molecular study, we observed 

upregulation of mRNAs from proliferation and apoptosis genes (MYC and BBC3), 

endoplasmic reticulum stress (EIF2AK3 and ERN1) and xenobiotic metabolism (CYP1A2 and 

CYP2C19); downregulation occurred in genes from apoptosis (BAK1, BAX, CAPN1, CASP8, 

CASP9, PARP1 and TP53), cell cycle (CCND1, CCNE1, CDK1, and CDK2) and xenobiotic 

metabolism (CYP2D6, CYP2D6 and CYP3A4). It is concluded, that the antiproliferative effect 

of these two phytochemicals occurs by the cell cycle arrest and the induction of death. The 

data also contribute to the understanding of its pathways involved in the antiproliferative 

effect of PLN and C-NER and, consequently, allows a better applicability of the use of these 

substances in future studies. 

 

Keywords: Cell viability. Comet assay. Chemotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os fitoquímicos são substâncias naturais de origem vegetal que desempenham 

diversas funções, tais como, estruturais, atrativas e proteção. Quando consumidas pelo 

homem, podem desempenhar muitos efeitos benéficos a saúde, como as alterações do estado 

oxidativo devido à elevação de radicais livres e de espécies reativas de oxigênio, atuando, por 

exemplo, contra o envelhecimento precoce, desenvolvimento de doenças crônicas e do câncer 

(FERREIRA E ABREU, 2007; MIN E MIN, 2014; YU, M. et al., 2018). Além disso, estas 

substâncias podem atuar diretamente sobre receptores ou outras moléculas sensoras que atuam 

em sistemas específicos de sinalização celular, por exemplo, através do controle molecular da 

expressão de genes específicos.  

A indução de apoptose por fitoquímicos pode ser categorizada entre os inibidores de 

NF-κB, ativadores de caspases, inibidores de AP-1, indutores de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e inibidores do ciclo celular (KUMAR et al., 2016). A piperlongumina (PLN), por 

exemplo, demonstra atividade anti-inflamatória através da redução da expressão de NF-κB em 

células de câncer prostático. Também foi evidenciado que o tratamento com PLN reduz da 

expressão das interleucinas IL-6, IL-8 e MMP-9 estimuladas por TNF-α (GINZBURG et al., 

2014). 

Muito ainda se desconhece dos fitoquímicos já identificados, e nesse sentido, busca-

se conhecer os mecanismos moleculares de ação destas substâncias a fim de se identificar 

potenciais efeitos terapêuticos destas drogas para o desenvolvimento de novos fármacos. 

O estudo in vitro dos efeitos citotóxicos de drogas, tornaram-se muito importante na 

triagem de novas drogas. As agências reguladoras possuem guias de procedimento pré-

clínicos in vitro que incluem os ensaios de genotoxicidade e mutagênese para eliminar-se 

possíveis efeitos carcinogênicos destas drogas (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2012; 

AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2013). Estudos focados na identificação de 

novas drogas quimioterápicas utilizam estes ensaios in vitro com linhagens celulares para a 

identificação de substâncias com efeitos citotóxicos e antiproliferativos (bloqueio do ciclo 

celular e/ou indução de morte celular) e, descrição dos mecanismos moleculares de ação para 

melhor aplicabilidade em terapia.  

A cultura de células in vitro, além de representar uma forma de triagem que não 

utiliza animais como modelo biológico, também possibilita a criação de um sistema isolado e 

controlado que facilita o entendimento de uma determinada via de ação a ser investigada. 

Portanto, é uma importante ferramenta para o estudo de potenciais drogas quimioterápicas 
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com efeitos no ciclo celular e na indução de morte celular programada (PALOZZA et al., 2010; 

ZHANG et al., 2016; ZHU E BU, 2017).  

Ao buscar-se um novo quimioterápico, é preciso considerar os diferentes tipos de 

morte celular que podem ser induzidos por estas drogas e os mecanismos moleculares 

específicos envolvidos em cada um deles. Isso porque é sabido que em cada câncer ocorrem 

várias mutações/mudanças de expressão gênica que viabilizam a malignidade de modos 

distintos entre si. Por exemplo, os cânceres de pulmão de células não pequenas apresentam 

mais de 15 subtipos genômicos (HUANG et al., 2014). Assim, busca-se vias alternativas de 

indução de morte para cada determinada neoplasia (BAILEY et al., 2018; CHANOCK, 2018). 

Além disso, em cada câncer, a instabilidade genética e a rápida proliferação geram uma 

heterogeneidade intratumoral que permite o surgimento de subpopulações celulares 

geneticamente diversificadas (HUANG et al., 2014). 

O cis-nerolidol (C-NER) e a piperlongumina (PLN) são um sesquiterpeno e um 

alcaloide, respectivamente, com atividade citotóxica já conhecida pela literatura, entretanto 

muito de suas vias moleculares ainda necessitam de melhor entendimento. Assim, o objetivo 

deste estudo, foi avaliar os fitoquímicos cis-nerolidol e a piperlongumina a fim de se conhecer 

seus efeitos citotóxicos e as suas vias moleculares de ação sobre a linhagem de carcinoma 

hepatocelular humano (HepG2/C3A). 

 

 

  

  



17 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 OS FITOQUÍMICOS NA MEDICINA E NA QUIMIOTERAPIA 

Essencialmente os medicamentos são originados de três tipos de fontes de 

substâncias: as naturais (substâncias inorgânicas, de origem animal, ou de origem vegetal); as 

sintéticas, que podem ser em sua totalidade desenvolvidas em laboratório, ou podem ser 

modificações de substâncias naturais; e as de origem intermediária, normalmente produzidas 

com utilização da engenharia genética, ou produtos de fermentação. 

A maioria dos fármacos utilizados na medicina moderna é originada de compostos 

isolados presentes nos materiais utilizados na medicina tradicional, tais como chás e extratos. 

O grande conhecimento da riqueza químico da natureza, pelos povos primitivos e pelos 

indígenas é considerado fator fundamental para descobrimento de substâncias tóxicas e 

medicamentosas ao longo do tempo. Estes componentes são substâncias de origem natural, 

principalmente os vegetais (fitoquímicos), e devido à grande variabilidade química destes 

compostos, estes são a principal fonte de busca de novos medicamentos.  

A ideia de produzir moléculas totalmente sintéticas para tentar encontrar alguma 

aplicabilidade, foi abandonada depois de perceber-se que pouquíssimas substâncias chegavam 

as etapas finais de testes. Assim, a pesquisa atualmente é focada em estudar as substâncias 

disponíveis na natureza e fazer pequenas modificações que tragam vantagens, como, maior 

biodisponibilidade e menores efeitos adversos (VIEGAS JR et al., 2006). Assim, o sucesso da 

indústria farmacêutica, e do desenvolvimento de melhores terapias, resulta da triagem de 

substancias naturais com as tecnologias disponíveis. 

O estudo de Newman e Cragg (2012) estimou que das 1355 novas drogas aprovadas, 

cerca de 15% são de origem biológica (peptídeos ou proteínas isoladas ou sintetizadas 

biotecnologicamente), 5% são de origem natural (animal ou vegetal), 22% são originados de 

produtos naturais (normalmente semissintéticos), e 4% são totalmente sintéticos, mas  

apresentam sítio ativo idêntico a de um produto natural. Em relação às drogas 

quimioterápicas, 24% são de origem biológica, 12% são de origem natural, 32% são 

originados de produtos naturais, e 12% são totalmente sintéticos, mas apresentam sítio ativo 

idêntico a de um produto natural. A Tabela 1 apresenta alguns dos principais quimioterápicos 

de origem de plantas ou derivados semissintéticos de plantas (DEMAIN E VAISHNAV, 2011). 
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Tabela 1 – Principais quimioterápicos da atualidade de origem natural ou derivados 

semissintéticos de plantas. 

Quimioterápico Classificação química Origem Aplicação 

Vinblastina alcalóide Catharanthus roseus Inibe polimerização do 

fuso mitótico 

Vincristina alcalóide Catharanthus roseus Inibe polimerização do 

fuso mitótico 

Etoposido alcalóide Podophyllum peltatam Inibidor de 

topoisomerase II 

Teniposido alcalóide Podophyllum peltatam Inibidor de 

topoisomerase II 

Taxol Diterpeno alcaloide Taxus brevifolia e 

diversos fungos 

Inibe polimerização do 

fuso mitótico 

Navelbina* alcalóide Catharanthus roseus Inibe polimerização do 

fuso mitótico 

Taxotere* alcalóide Taxus baccata Agregação das 

tubulinas 

Camptotecina alcaloide Diversas plantas e 

fungo 

Inibidor de 

topoisomerase I 

Topotecan* alcaloide Derivado da 

Camptotecina 

Inibidor de 

topoisomerase I 

Irinotecan* alcaloide Derivado da 

Camptotecina 

Inibidor de 

topoisomerase I 

* derivados semissintéticos de plantas.  

Fonte: Demain e Vaishnav (2011). 

 

2.2 FITOQUÍMICOS 

Os fitoquímicos são substâncias naturais presentes em plantas que conferem 

características como, cor, textura, aroma e sabor. Apesar de não serem considerados 

essenciais ao organismo humano, produzem efeitos benéficos a saúde quando utilizados a 

longo prazo. Entre as atividades benéficas destas substâncias, destacam-se as atividades 

antioxidante e anti-inflamatória que atuam na prevenção do desenvolvimento de doenças 

crônico-degenerativas e do câncer (BARBIERI et al., 2017). As principais classes de 

fitoquímicos são os alcaloides, compostos fenólicos (ácidos fenólicos, taninos, estibenos, 

cumarinas e flavonoides), terpenos, e compostos organosulfurados.  

Os alcaloides são compostos de caráter básico produzidos não só por plantas, mas 

também animais, fungos e bactérias. São substâncias relacionadas ao crescimento e a proteção 

das plantas. Muitos animais podem adaptar-se a estas moléculas e usá-las em seu próprio 

metabolismo. Os alcaloides são classificados em alcaloides verdadeiros quando são 

sintetizados a partir de um aminoácido e possuem anel heterocíclico contendo nitrogênio, em 
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protoalcalóides quando também se originam de aminoácidos, porém o nitrogênio não está no 

anel heterocíclico, e em pseudoalcalóides quando não são originados de aminoácidos (SIMÕES 

et al., 1999). Muitos alcaloides são utilizados como fármacos já que apresentam receptores no 

sistema nervoso central e muscular, por exemplo, a cafeína (estimulante) e a codeína 

(analgésico) (BABBAR, 2015). A vimblastina, a camptotecina (não mais utilizada na 

quimioterapia) e o paclitaxel são exemplos de alcaloides antiproliferativos desenvolvidos 

como quimioterápicos; a vimblastina, por exemplo, atua bloqueando a mitose através da 

despolimerização dos microtúbulos do fuso mitótico e, é utilizada em diversos tipos de 

cânceres, principalmente em linfomas (PANDA et al., 1996; FRESENIUS KABI, 2015). 

Os compostos fenólicos são substâncias que apresentam fenol em sua estrutura 

química e, são classificados em fenóis simples (não-flavonoides ou ácidos) ou polifenóis 

(flavonoides) dependendo da quantidade de fenóis presente na molécula. As suas funções 

biológicas nas plantas são estruturais, proteção conta a radiação UVB, atrativas (feromônios), 

antioxidantes e defesa (LIN et al., 2016). Os flavonoides são fortes antioxidantes e estão 

distribuídos em diversos grupos de substâncias, entre elas estão os flavonóis, flavonas, 

flavanonas, catequinas antocianinas isoflavonas e chalconas (VAN ACKER et al., 1996). A 

classe dos não-flavonóides envolve os derivados dos ácidos hidroxicinâmico (por exemplo, 

ésteres dos ácidos caféico e cumárico) e hidroxibenzóico (por exemplo, ácidos salicílico e 

gálico) (LIN et al., 2016). Ainda não se utiliza os compostos fenólicos na quimioterapia, 

entretanto, há muitos estudos pré-clinicos com moléculas, como a quercetina e a curcumina, 

que apresentam atividade citotóxica e antiproliferativa (WANG et al., 2016; ADIWIDJAJA et al., 

2017; JANA et al., 2018). 

Os terpenos são substâncias que integram uma classe estruturalmente muito 

diversificada de substâncias que podem ser encontradas em plantas e animais. Possui fórmula 

estrutural geral (C5H8)n e sua classificação ocorre de acordo com o número de carbonos 

presentes. São classificados em hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpeno 

(15C), diterpenos (20C), triterpenos (30C), tetraterpenos ou carotenoides (40C), e 

politerpenos (moléculas com mais de 40C) (REDONDO-BLANCO et al., 2017). Os carotenoides, 

por exemplo, o licopeno e a luteína, compreendem um grupo de pigmentos presentes em 

plantas e animais que possuem atividade antioxidante e traz muitos benefícios ao organismo 

humano, atuando principalmente na prevenção de doenças decorridas de alterações da 

atividade oxidativa (MIN E MIN, 2014; BARROS et al., 2018).  

Os compostos organosulfurados são moléculas orgânicas que apresentam o enxofre 

em sua estrutura química. São aqueles presentes, por exemplo, no alho, cebola, cebolinha e 
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alho poró, e atribuem odor e sabor característico a estes alimentos. São substâncias solúveis 

em água (por ex. aliina) ou em óleo (por ex. ajoene, dissulfeto dialílico) com alta atividade 

antioxidante, sendo muito estudados quanto a sua capacidade de reduzir a incidência de 

câncer e doenças cardiovasculares (DHAWAN E JAIN, 2005; SEKI E HOSONO, 2015; SUMAN E 

SHUKLA, 2016). A atividade citotóxica, antiproliferativa e anticâncer destas substâncias 

também são alvos de estudos, e entre seus mecanismos de ação, está à regulação do ciclo 

celular, a indução de morte celular programada, inibição da angiogênese e invasão (SEKI et 

al., 2008; YI E SU, 2013; CAO et al., 2014).  

 

2.3 NEROLIDOL 

O nerolidol (C15H26O, 222.372 g/mol) é um álcool sesquiterpeno presente no óleo 

essencial de diversas plantas de odor floral (AGNIHOTRI et al., 2004; NATIONAL CENTER FOR 

BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2005; CABRAL et al., 2018). O nerolidol pode se apresentar 

sob 4 formas químicas tridimensionais diferentes que consistem em dois enantiômeros 

(carbono 3 assimétrico) e dois isômeros geométricos (dupla ligação no carbono 6); A Figura 1 

apresenta as formas químicas do nerolidol. Os sesquiterpenos possuem diversas funções nas 

plantas, atuando na fotossíntese, respiração, crescimento e desenvolvimento, e defesa contra 

herbívoros e patógenos (CHAN et al., 2016). 

Diversas atividades biológicas do nerolidol já são conhecidas e exploradas para o 

desenvolvimento de novos medicamentos; entre elas estão a propriedade antiparasitária 

(SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2017), antileishmania (ARRUDA et al., 2005; CEOLE et al., 

2017) e antimalaria (SAITO et al., 2016).   

O nerolidol (estrutura química não descrita) apresentou atividade genotóxica através 

do ensaio do cometa de linfócitos de camundongos cultivados in vitro e tratados com 

nerolidol em baixa concentração (13 µM) (SAITO et al., 2016). Já no estudo realizado com 

camundongos utilizando o trans-nerolidol em concentrações de 250-2000 mg/kg de peso 

corpóreo, identificou atividade genotóxica e mutagênica através do ensaio do cometa e do 

micronúcleo de células de sangue periférico (PICULO et al., 2011). Quanto ao cis-nerolidol, a 

genotoxicidade é apresentada no Artigo 2 desta Tese.  
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Figura 1 – Estrutura química dos enantiômeros (R-S) e isômeros geométricos (cis-trans) do 

nerolidol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Modificado de Chan et al. (2016). 

 

A atividade citotóxica do nerolidol já é conhecida em diversas linhagens tumorais 

humanas, entretanto, ainda existe um problema na hora de sintetizar os dados da literatura 

porque alguns estudos não identificam a forma química utilizada. E isso é um dado relevante, 

uma vez que é observado diferentes efeitos dos isômeros sobre os modelos biológicos já 

testados. O trans-nerolidol após 48 horas de tratamento nas linhagem A549 (adenocarcinoma 

alveolar humano) e DLD-1 (adenocarcinoma colorretal humano) possui IC50 de 28,8 e 26,1 

µM, respectivamente, pelo ensaio da resazurina (SYLVESTRE et al., 2007). Já após 72 horas de 

tratamento em células tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF7, utilizando o ensaio do 

vermelho neutro, obtiveram-se IC50 de 185 e 158 µM. Neste mesmo estudo, quando realizado 

associação com o quimioterápico doxorrubicina em camundongos inoculados com tumor de 

Ehrlich, não foi observado redução de massa tumoral, ou alterações de caspases 2 e 3/7 

(HANUSOVA et al., 2017). A citotoxicidade da associação do trans-nerolidol com a 

doxorrubicina também foi realizada em outras linhagens celulares, e foi observado diferentes 

respostas dependendo da linhagem em teste (AMBROZ et al., 2015; AMBROZ et al., 2017).  

O estudo de Ryabchenko et al. (2008) utilizou um mix contendo as formas cis e 

trans-nerolidol e encontrou elevada citotoxicidade na linhagem de câncer cervical (HeLa), 

obtendo IC50 de 1,5 µM. Os dados sobre os efeitos do cis-nerolidol ainda são muito escassos. 

3S, 6 cis-Nerolidol 3R, 6 cis-Nerolidol 

3R, 6 trans-Nerolidol 3S, 6 trans-Nerolidol 
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A atividade citotóxica cis-nerolidol após 24 horas de tratamento pelo ensaio do LDH foi 

identificada na concentração de 15 µM na linhagem HeLa (BORIS et al., 2011).  

2.4 PIPERLONGUMINA 

A piperlongumina (C17H19NO5, 317,34 g/mol) é um alcaloide verdadeiro presente em 

diversas espécies de pimentas (CHATTERJEE E DUTTA, 1967). A Figura 2 mostra a estrutura 

química da piperlongumina.  

 

Figura 2 – Estrutura química da piperlongumina. 

 

 

 

 

 

 

 

Já foram identificadas algumas propriedades biológicas da PLN, entre elas a função 

antibacteriana, anti-inflamatória, inseticida (BERNARD et al., 1995) e anticâncer. A 

piperlongumina demonstrou atividade antibacteriana contra B. subtilis, E. aerogenes, S. 

aureus, E. coli, S. enterica, P. mirabilis e B. cereus (REDDY et al., 2008; MGBEAHURUIKE et 

al., 2018).  

A função anti-inflamatória da piperlongumina foi identificada pela redução de NF-

κB, IL-6, IL-8, IL-17 e IL-23 em culturas de células de câncer prostático estimuladas com 

TNF-α (GINZBURG et al., 2014). Em ensaios in vitro e in vivo, a PLN demonstrou redução da 

atividade inflamatória induzida por LPS através de parâmetros de permeabilidade vascular, 

adesão e migração de células de defesa, e ativação de proteínas pro-inflamatórias (LEE et al., 

2013). 

A atividade anticâncer da piperlongumina vem sendo elucidada através de estudos 

utilizando linhagens celulares e modelos animais. A citotoxicidade in vitro da PLN utilizando 

linhagens celulares já foi atestada por diversos estudos presentes na literatura, que utilizaram, 

por exemplo, ensaios colorimétricos (JIN et al., 2014; XIONG et al., 2015; GAGAT et al., 2018). 

Sabe-se também que o efeito danoso da PLN ocorre devido ao aumento de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) induzidas por esta droga (GOLOVINE et al., 2013; LIU et al., 2013; 

DHILLON et al., 2014; ROH et al., 2014; XIONG et al., 2015). Além disso, associa-se o estresse 
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oxidativo induzido pela PLN como o responsável pelo surgimento de danos no material 

genético (DHILLON et al., 2014; BHARADWAJ et al., 2015). Sabe-se também que a droga induz 

a parada de ciclo celular em G2/M (DUAN et al., 2016; LIU et al., 2017; THONGSOM et al., 

2017; SONG et al., 2018) e que estes eventos estão ligados a indução morte celular por 

apoptose e/ou autofagia, por exemplo, em linhagens de câncer de mama (JIN et al., 2014; 

MAKHOV et al., 2014; SHRIVASTAVA et al., 2014), pulmão (LEWIS et al., 2015; WANG et al., 

2015; KARKI et al., 2017; ZOU et al., 2018), e rim (MAKHOV et al., 2014; KARKI et al., 2017). 

O estudo de Mohammad et al. (2018) realizou tratamento com PLN (1 µM) em culturas 3D 

(ensaio em Matrigel) e observou aumento de áreas necróticas da cultura. 

Os estudos utilizando animais também apresentam resultados promissores. O 

tratamento com PLN (1,5-3,5 mg/Kg) reduziu o peso e o volume do tumores em 

camundongos com inoculação de células de câncer de bexiga via subcutânea, (LIU et al., 

2017). No estudo de Duan et al. (2016), foi realizado inoculação intraperitoneal de células de 

câncer gástrico, e foi observado que o tratamento com PLN (3,6 mg/Kg) também reduziu o 

volume e o peso dos tumores. 

Devido a elevada atividade citotóxica da PLN e do grande interesse em melhor 

investigar a aplicabilidade biológica destas substâncias, alguns estudos realizaram associação 

da droga com quimioterápicos. No estudo de Gong et al. (2014) foi observado efeito sinérgico 

na apoptose induzia em linhagem de câncer ovariano humano pela associação da PLN com o 

paclitaxel ou a cisplatina. Em células de leucemia resistentes a doxorrubicina tratadas com 

PLN e doxorrubicina, foi observado reversão da resistência a apoptose (KANG E YAN, 2015). 

Além disso, vários análogos ou derivados da PLN também têm desempenhado atividade 

citotóxica in vitro (ZHANG et al., 2017; ZOU et al., 2017; ZOU et al., 2018) e in vivo (ZOU et 

al., 2018). 

 

2.5 TIPOS DE MORTE CELULAR 

 

2.5.1 Necrose e necroptose 

A necrose é o processo de morte celular que normalmente ocorre devido a intensos 

estresses aos componentes celulares, por exemplo, rápidas alterações osmóticas, choque 

térmico e altas concentrações de espécies reativas de oxigênio. Estes fatores levam a ruptura 
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da membrana plasmática e dos compartimentos intracelulares, e assim, o extravasamento de 

conteúdo intracelular leva a indução do processo inflamatório com o objetivo de eliminar as 

células lesionadas e o agente injuriante. Estes eventos são comumente descritos como rápidos, 

acidentais e sem controle molecular, entretanto, já se conhecem alguns tipos específicos de 

agentes nocivos que seguem etapas e processos moleculares definidos, classificando-os como 

processos programados de morte celular necrótica (necroptose) (SUN E WANG, 2014).  Ainda 

se desconhece um marcador molecular único para a necroptose (KACZMAREK et al., 2013), 

porém, já se sabe que a ativação do receptor de quinase RIP3 e inibição de caspase 8 estão 

envolvidos na indução deste tipo de morte (SUN E WANG, 2014).  

Os estudos que identificam morte celular por necroptose, normalmente o fazem pela 

demonstração de obtenção de igual resultado de toxicidade de determinada droga associada ao 

uso de inibidores de apoptose e autofagia (excluindo a possibilidade de ocorrência desses dois 

tipos de morte) e presença de marcadores de lesões de membrana plasmática, por exemplo, a 

dosagem de LDH ou a marcação do DNA com moléculas impermeáveis às células íntegras. 

Utilizando este princípio, um estudo utilizando linhagens de câncer de cólon e de estômago 

(CT26, HT29, HCT116 e SGC-7901) identificou indução de necroptose pelo fumarato de 

dimetilo através da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), redução de GSH e 

ativação de MAPKs (XIE et al., 2015). Também tem sido possível identificar a morte por 

necroptose utilizando o Nec-1, uma proteína que bloqueia a função de RIP1, e esta última 

conhecida por induzir a morte celular com padrão morfológico de necrose de modo 

independente de caspases. Por este princípio, o estudo de Yan et al. (2013) demonstrou a 

indução concomitante de necroptose e apoptose em culturas de células de hepatocarcinoma 

(Hep3B) tratadas com trifenilfosfônio. A Figura 3 possui esquema de como a necroptose é 

demonstrada utilizando Nec-1. 

Sabe-se que a cisplatina, um quimioterápico utilizado em diversos tipos de cânceres 

sólidos, induz a morte celular por apoptose e necrose e, tem sido demonstrado que esta última 

ocorre de modo programado e parece estar relacionado a nefrotoxicidade causada por esta 

droga em pacientes em quimioterapia (XU et al., 2015; TRISTAO et al., 2016). Inclusive, 

quando utilizado Nec-1, foi observado restabelecimento da viabilidade celular de células 

tubulares tratadas com cisplatina (TRISTAO et al., 2012). 
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Figura 3 – Demonstração in vitro de indução de necroptose por droga de interesse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: Numa primeira etapa, é evidenciado que uma determinada substância de interesse provoca a morte 

celular. B: numa segunda etapa, utiliza-se Nec-1, um inibidor de RIP1 (indutor de necroptose) e 

observa-se se o efeito da droga na viabilidade celular é alterado. Caso o inibidor de necroptose 

restabeleça a viabilidade celular, deduz-se que a morte celular ocorreu por necroptose, e caso o 

inibidor não impeça a indução de morte, deduz-se que a morte celular não ocorreu por necroptose. 

Fonte: o próprio autor. 

 

2.5.2 Apoptose 

A apoptose, também conhecida como morte celular programada do tipo I, é um 

importante tipo de morte relacionada a eliminação de células indesejadas, com mutações, 

lesões ou senescentes. Possui mecanismos muito conservados entre plantas e animais, e estes 

são muito bem descritos quanto às suas vias moleculares de execução (SUN E PENG, 2009). As 

neoplasias malignas apresentam como uma de suas principais características, a resistência aos 

sinais de indução de apoptose, e por isso é o tipo de morte celular programada mais bem 
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conhecido quanto as suas características morfológicas e moleculares. Assim, os genes e 

proteínas que controlam as vias apoptóticas são os principais estudados quando se busca 

novas drogas com aplicabilidade na quimioterapia (GERL E VAUX, 2005; OUYANG et al., 

2012). 

A apoptose é caracterizada pela fragmentação dos componentes celulares em 

pequenas vesículas para posterior eliminação destas por células fagocíticas. A degradação 

destes componentes é realizada pela ativação de proteases (pró-caspases). As vias de ativação 

de caspases ocorrem por dois mecanismos principais que podem ocorrer isoladamente, 

concomitantemente e independentemente, ou até mesmo podem convergir por vias em 

comum. São elas as vias extrínseca e intrínseca (ou mitocondrial). A via extrínseca ocorre 

pela indução de morte celular através da ligação de uma molécula indutora de morte a um 

receptor de morte presente na face exterior da membrana plasmática das células. Estas 

moléculas, por exemplo, citocinas, os ligantes de FAS e o TNF-α, podem ser sintetizadas por 

outras células teciduais ou células do sistema imune que detectam a presença de sinais de 

danos ou de indução de morte que a célula a ser induzida a morte apresenta. Após a ligação 

das moléculas indutoras de morte aos receptores, na face intracelular ocorre a formação do 

complexo DISC pela trimerização dos receptores de moléculas indutoras de morte e 

associação de duas moléculas adaptadoras (FADD, TRADD) e duas pró-caspases iniciadoras 

8, 10 ou 2. As caspases iniciadoras são então ativadas e estas fazem a ativação de caspases 

efetoras (3, 6 e 7) e de endonucleases (RASTOGI et al., 2009; SAVITSKAYA E ONISHCHENKO, 

2015).  

A via intrínseca ocorre por modificações de moléculas relacionadas a permeabilidade 

mitocondrial.  Quando a permeabilidade mitocondrial se encontra aumentada, ocorre a 

liberação do citocromo C para o citoplasma e este liga-se à Apaf-1 para formar o 

apoptossomo; este último promove a ativação de caspases 9 (iniciadoras) que ativam as 

caspases efetoras (3, 6 e 7). O controle da permeabilidade mitocondrial é realizado pelas 

proteínas da família do BCL-2, moléculas estas presentes no citoplasma e no interior de 

membranas, principalmente mitocondriais e do retículo endoplasmático. O aumento da 

permeabilidade mitocondrial pode ocorrer pela redução/inativação das proteínas anti-

apoptóticas (por ex. BCL2, BCL-XL) e/ou pelo aumento/ativação de proteínas pró-

apoptóticas (por ex. BAX, BAK1, BBC3, BID). Este controle pode ocorrer, por exemplo, pela 

proteína P53 na presença de danos no DNA. O P53 é um fator de transcrição que controla a 

expressão de diversos genes relacionados ao ciclo celular e a indução de morte por apoptose 

(BENNETT, 1999; RASTOGI et al., 2009). A via mitocondrial também pode ser ativada através 
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da caspase 8 – da via extrínseca – uma vez que também pode atuar na ativação da proteína 

pró-apoptótica BID, membro da família do BCL-2  (SUN E PENG, 2009; SAVITSKAYA E 

ONISHCHENKO, 2015). A Figura 4 apresenta as vias extrínseca e intrínseca de iniciação da 

apoptose. 

Os derivados de mostarda nitrogenada, as primeiras drogas desenvolvidas para o 

tratamento de leucemias e ainda hoje utilizadas no tratamento de doenças autoimunes, atuam 

na modulação das proteínas da família do BCL-2 quando utilizados isoladamente ou podem 

aumentar o desempenho de outros quimioterápicos quando associados a estes (GIBSON et al., 

1999; KONTOS et al., 2014). 

 

Figura 4 – Vias extrínseca e intrínseca de indução de apoptose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A via extrínseca se inicia pela ligação de moléculas indutoras de morte celular a seus receptores de 

membrana. Estas moléculas estão presentes no meio extracelular e podem ter sido produzidas pela 

própria célula, ou por outras células, como as do sistema imune. A via intrínseca é iniciada pelas 

proteínas da família do Bcl-2 que quando entram em desbalanço entre pró e anti-apoptóticas, 

aumentam a permeabilidade mitocondrial e permitem a liberação do citocromo c para o citosol. O 

controle destas proteínas pode ocorrer por diversas vias de sinalização, por exemplo, pela proteína p53 
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na presença de danos no DNA.  A via intrínseca (mitocondrial) também pode ser ativada através da 

ativação de BID pela caspase 8 (via extrínseca). 

Fonte: o próprio autor. 

 

O estudo de Kontos et al. (2014), fez um levantamento de 68 drogas quimioterápicas 

que atuam na modulação de proteínas da família do BCL-2 pró-apoptóticas e anti-apoptóticas. 

Entre elas estão os quimioterápicos clássicos (inibidores de mitose, agentes alquilantes, 

antimetabólitos, inibidores de topoisomerases, antraciclinas e intercalantes de DNA) e os que 

possuem alvos específicos (inibidores de tirosina-quinase e anticorpos monoclonais). Isso nos 

mostra a importância da apoptose para a quimioterapia, e mesmo que as diferentes drogas 

possuam complexas vias de controle de sinalização, os danos celulares podem convergir para 

o mesmo processo de morte celular programada. 

2.5.3 Paraptose 

Alguns estudos utilizando fitoquímicos identificaram processos de indução de morte 

celular com características morfológicas e bioquímicas distintas dos processos de morte 

celular já conhecidos, porém de ocorrência programada (SAMADDER et al., 2009; TORRES-

RAMIREZ et al., 2016; NEDUNGADI et al., 2018). Assim, surgiu a designação “paraptose" que 

alguns autores consideram até que estas vias de morte programada possam englobar mais de 

um tipo de morte celular ainda não bem caracterizados (WANG et al., 2004). Os estudos de 

vias de ação de morte ainda desconhecidos são de grande interesse clínico uma vez que as 

células neoplásicas malignas podem apresentar diferentes tipos de resistência aos sinais de 

indução de apoptose (LEE et al., 2016). O estudo de Zhou et al. (2018) observou a indução de 

paraptose em células de linhagem de câncer de mama resistentes à doxorrubicina 

(MCF7/ADR) e à apoptose através do tratamento com nanopartículas de cobre através de 

ensaios in vitro e in vivo. 

A principal característica atribuída a paraptose é a presença de vacuolização 

citoplasmática, sem a formação de corpos apoptóticos (cromatina no interior das vesículas, 

como na apoptose) e tipicamente engloba processos independentes da atuação de caspases 

(BROKER et al., 2005; NEDUNGADI et al., 2018). A Tabela 2 apresenta as principais 

características/diferenças entre os processos de necrose, apoptose, paraptose e morte 

autofágica. 

Tabela 2 – Principais características/diferenças das mortes celulares por necrose, apoptose, 

paraptose e morte autofágica. 
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(DANAILA et al., 2013; BIALIK et al., 2018) 

 

A paraptose ocorre durante o desenvolvimento e em processos de degeneração 

nervosa e, é caracterizada pela tumefação do retículo endoplasmático e/ou de mitocôndrias 

(SPERANDIO et al., 2000). Ainda não se conhece muito bem as vias moleculares envolvidas 

nos processos paraptóticos, mas atribui-se principalmente a indução de alterações 

mitocondriais (YUMNAM et al., 2016) e ao estresse de retículo endoplasmático.  O estudo de 

Xue et al. (2018) utilizando as linhagens de carcinoma ovariano humano determinou que o 

fitoquímico morusina é capaz de induzir paraptose através do aumento do influxo de cálcio 

nas mitocôndrias advindo da liberação deste cátion pelo retículo endoplasmático em processo 

de estresse. A hesperidina, um glicosídeo encontrado em frutas cítricas, também atua 

induzindo a paraptose em células HepG2 através do aumento do influxo de cálcio 

mitocondrial (YUMNAM et al., 2016). 

 

2.5.4 Morte celular autofágica 

A autofagia é um processo de degradação celular que pode levar a morte coordenada 

pela própria célula (morte celular programada do tipo II) e, pode ser induzida por diversos 

fatores, entre eles, a falta de nutrientes, o estresse de retículo endoplasmático, infecções ou até 

mesmo a hipóxia.  Ocorre pelo engolfamento do conteúdo citoplasmático por 

autofagomossomos, e posterior fusão à lisossomos formando o autofagolisossomo. Assim, as 

enzimas lisossomais atuam degradando os componentes do interior desta vesícula. A 

autofagia compreende um importante mecanismo de homeostasia celular, uma vez que ocorre 

em níveis basais para a eliminação de componentes celulares anômalos e, em alguns casos, 

pode atuar na indução de morte celular autofágica ou outros tipos de morte celular. Neste 

último caso, isso pode ocorrer, por exemplo, quando a maquinaria apresenta fusão defeituosa 

Morte

Necrose Apoptose Paraptose  autofágica

Membrana Degradação 
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entre lisossomos e autofagossomos, ou quando é realizada a degradação de componentes 

essenciais a viabilidade celular e que na sua ausência induz a algum processo diferente de 

morte (BIALIK et al., 2018). O estudo de Goodall et al. (2016) identificou que a deleção no 

gene MAP3K7 em células de próstata de ratos, induz a formação da maquinaria autofágica, 

porém ocorre morte por necroptose através da sinalização p62/SQSTM1 e recrutamento de 

RIPK1. 

Os autofagossomos são formados por duas camadas de membranas e sabe-se que sua 

formação se inicia pela membrana do retículo endoplasmático. Porém, o crescimento deste 

pode ocorrer pela adesão de quaisquer outros compartimentos intracelulares, uma vez que 

existem zonas de contato entre as organelas que permite a fusão de suas membranas. Após a 

maturação do autofagossomo, ocorre a aproximação com o lisossomo e posterior fusão 

mediada por proteínas do citoesqueleto, SNAREs, proteínas motoras e outros componentes. 

Os lisossomos apresentam somente uma camada de membrana, e inicialmente, o 

autofagolisossomo permanece com regiões de dupla e de única camadas. Em seguida, as 

hidrolases lisossomais fazem a degradação da membrana mais interna do autofagolisossomo 

(BIALIK et al., 2018; YU, L. et al., 2018). 

Segundo Klionsky et al. (2003), os genes ATG (autophagy-related - cerca de 27 

genes) estão especificamente envolvidos nas vias autofágicas, entretanto, aproximadamente 

outros 40 genes associados a outras funções também atuam na autofagia. Existem muitas vias 

de indução e controle dos processos autofágicos, e o tipo de processo vai depender da origem 

do agente nocivo. O gene MTOR, por exemplo, codifica uma proteína que inibe a atividade 

autofágica e tem sua função reprimida quando ocorre falta de nutrientes. O MTOR modula 

fosfatases e quinases que controlam o estado de fosforilação da proteína ATG13, e quando 

este último se encontra hipofosforilado ocorre então a indução da autofagia (MARINO E 

LOPEZ-OTIN, 2004; YU, L. et al., 2018). 

Várias drogas antiproliferativas que induzem a autofagia, como a crocetina (ZHANG E 

LI, 2017), o resveratrol (PARK et al., 2016), a curcumina (GUO et al., 2016; ZHU E BU, 2017) e 

o fingolimod (LI et al., 2016),  são estudadas com o objetivo de obtenção de novos 

quimioterápicos isolados e/ou coadjuvantes. 

Algumas drogas já utilizadas na quimioterapia também induzem aos processos 

autofágicos (ROPOLO et al., 2012). A gemcitabina, por exemplo, é um nucleosídeo (análogo 

de citosina) utilizado no tratamento de câncer pancreático. Esta droga possui toxicidade 

conhecida por induzir apoptose, e tem sido demonstrado que este efeito parece estar 

relacionado a sua indução de autofagia através da indução da proteína VMP-1 (PARDO et al., 
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2010). O estudo de (CHEN et al., 2014) demonstrou que a gemcitabina induz a autofagia 

através da conversão da proteína LC3-I e de modo independente de MTOR, e que isso é 

responsável pela toxicidade e indução de apoptose de células de câncer de mama triplo 

negativo (MDA-MB-231) através da modulação de TP53 e de genes da família do BCL2.  
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3 OBJETIVO 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos antiproliferativos da piperlongumina e do cis-nerolidol na 

linhagem de carcinoma hepatocelular humana (HepG2/C3A). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar os efeitos citotóxicos da PLN e do nerolidol através do ensaio do MTT; 

 

• Avaliar a atividade genotóxica da PLN e do C-NER pelo ensaio do cometa; 

 

• Analisar o efeito da PLN e do C-NER na progressão do ciclo celular através da 

citometria de fluxo; 

 

• Analisar o efeito da PLN e do C-NER em induzir apoptose através da citometria de 

fluxo; 

 

• Estudar as características celulares induzidas pela PLN e do C-NER da cultura através 

de micrografias; 

 

• Avaliar os efeitos da PLN e do C-NER na expressão de genes de controle de ciclo 

celular, apoptose, danos no DNA, estresse de retículo endoplasmático e estresse 

oxidativo. 
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RESUMO 

 

 

Entender os mecanismos moleculares de ação de drogas candidatas a quimioterapia, é 

essencial para o desenvolvimento de novos fármacos com maior efetividade e redução dos 

efeitos adversos. A piperlongumina (PLN) é um alcalóide com propriedade antiproliferativa, 

mas com mecanismos de ação pouco elucidados. Este estudo correlacionou os efeitos 

antiproliferativos da PLN por meio de análises morfológicas e moleculares na linhagem de 

carcinoma hepatocelular humano (HepG2/C3A). A citotoxicidade desta droga ficou em 

concentrações ≥ 20 µM. A PLN reduziu a proliferação celular detectado pela parada de ciclo 

celular em G2/M e com o surgimento de fuso com padrão monoastral. Além disso, também 

foi observado indução de morte celular por apoptose. A apoptose parece ter sido induzida pelo 

aumento da expressão dos mRNAs pró-apoptóticos BAK1 (3,1x) e BBC3 (2,4x), e também foi 

detectado aumento de caspases 9 e 3/7 ativas. A PLN produz injúria celular através da 

indução de espécies reativas de oxigênio (EROs) e danos no DNA. Também foi observado 

alterações na expressão de mRNA dos genes de controle de ciclo celular CDKN1A (4,9x) e 

CCNA2 (0,5x). Os danos no DNA também ativaram a sinalização via MDM2, visto o seu 

aumento de mRNA para 3,0x; este gene também pode estar associado ao surgimento do fuso 

monoastral na mitose. Genes associados a degradação de EROs também estiveram com a 

expressão de mRNA aumentados (GSR 2,0x e SOD1 2,1x). A PLN também pode induzir ao 

estresse de retículo endoplasmático uma vez foi observado o aumento na expressão de 

mRNAs de ERN1 (4,5x) e HSPA14 (2,2x). Os genes de metabolismo de xenobióticos 

apresentaram um aumento na expressão de mRNA para CYP1A2 (2,2x) e CYP3A4 (3,4x) 

induzidos pela PLN. Assim observamos que muitas vias de danos induzidos pelo tratamento 

com PLN contribuem para os efeitos antiproliferativos, identificando biomarcadores de 

expressão gênica (mRNAs) e a formação do fuso monoastral. 

 

Palavras-chave: estresse oxidativo, genotoxicidade, sinalização celular. 
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1 Introdução 

Entender os mecanismos moleculares na indução de morte celular de compostos 

candidatos a quimioterápicos, é essencial para o desenvolvimento de terapias anticâncer 

específicas e mais eficazes. Isso porque é sabido que o câncer pode resultar de diversos 

mecanismos distintos de alterações na expressão de genes de controle de proliferação e morte 

celular [1]. Porém, só a partir de quando se começou a conhecer melhor sobre os mecanismos 

moleculares de morte de celular e proliferação, assim como as diferenças existentes em cada 

tipo de câncer, é que as pesquisas se voltaram a desenvolver medicamentos alvo-específicos 

[2, 3]. Isso permitiu, para o tratamento de alguns tipos de cânceres, a produção de 

medicamentos com menores efeitos adversos e redução da recidiva [4-6]. Ainda assim, 

diversos canceres, por exemplo, o câncer de mama triplo negativo, ainda são tratados com 

terapias inespecíficas, e por isso tem-se a necessidade de estudar-se novas drogas e seus 

mecanismos específicos de modo de ação. 

A morte celular induzida por drogas pode ocorrer por vários mecanismos. A 

regulação da apoptose e a autofagia compreendem os processos moleculares mais conhecidos, 

sendo a modulação da atividade das proteínas da família do BCL-2, um dos principais 

mecanismos de indução de morte [7-9]. Esta família compreende um grupo de genes que 

codificam proteínas pró ou anti-apoptóticas, e o desbalanço entre as quantidades destas 

proteínas dentro da célula é que dissipará a sinalização da morte por uma das vias da apoptose 

(via intrínseca).  A via extrínseca da apoptose envolve a ação de moléculas de indução de 

morte (por ex. TNF-α, ligante de Fas) ligando-se a receptores externos da membrana 

plasmática; a sinalização intracelular é então dissipada após a ligação de moléculas 

adaptadoras FADD e TRADD na região interna dos receptores [10, 11]. Na autofagia, cerca 

de 27 genes (genes ATG) estão envolvidos na execução das vias autofágicas, e outros 40 

genes relacionados a outras vias também podem atuar na autofagia [12, 13]. 

A piperlongumina (PLN) é um alcaloide encontrado em diversas espécies de 

pimentas. Dentro das propriedades biológicas deste composto, destaca-se sua atividade 

antiproliferativa. Estudos in vitro e in vivo já identificaram a propriedade inibitória da PL em 

células de linfoma de Burkitt [14, 15], glioblastoma [16, 17], câncer de cólon [18, 19], 

pâncreas [20], próstata [21], mama [22-25], rim [23, 26], cabeça e pescoço [27], pulmão [28], 

entre outras.  

A PLN causa aumento dos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) [16, 17, 

29], e a esse efeito é atribuído suas propriedades danosas às células, por exemplo, interferindo 
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na migração celular através da indução de estresse de retículo endoplasmático (ER) via EROs-

ERE-MAPKs-CHOP [30], ou induzindo autofagia e apoptose em células primárias de 

leucemia mieloide através da via EROs-p38/JNK [31]. 

Este estudo avaliou os efeitos da piperlongumina em células HepG2/C3A quanto aos 

parâmetros de citotoxicidade, genotoxicidade, proliferação, morte celular, estresse oxidativo e 

potencial mitocondrial. Além disso, correlacionou-se estes efeitos aos achados na expressão 

relativa de genes envolvidos nestes processos. Isto nos possibilite compreender os 

mecanismos morfológicos e moleculares deste composto, contribuindo para um melhor 

entendimento de sua aplicabilidade como um futuro quimioterápico. Além disso, a 

HepG2/C3A é uma linhagem celular amplamente utilizada para estudar-se mecanismos de 

ação de drogas uma vez possui ativo o seu sistema de metabolização de xenobióticos.  

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Agentes químicos 

 

 A Piperlongumina (C17H19NO5) foi obtida da Sigma-Aldrich (≥97% - cat. n. 

SML0221), dissolvida em DMSO (30 mM) e estocada a -20°C. A solução foi diluída em meio 

de cultura para ser utilizada nos tratamentos, e a maior concentração utilizada (50 µM) 

apresentou 0,17% de DMSO; foi realizado o tratamento controle de veículo com esta mesma 

concentração de DMSO (0 µM de PLN). A Doxorrubicina (DXR – Pharmacia - CAS 23214-

92-8) e o tert-butil (Sigma-Aldrich, cat. n. 458139) foram utilizados nos ensaios do Cometa e 

de geração de EROs, respectivamente, como controles positivos, e para os demais ensaios foi 

utilizado a Camptotecina (CPT – Merck Millipore - CAS 7689-03-4). 

 

2.2 Cultura Celular 

 

A linhagem de carcinoma hepatocelular humano (HepG2/C3A) foi obtida do Banco de 

Células do Rio de Janeiro, livre de micoplasma. As células foram mantidas em meio DMEM 

(Gibco, CAT- 12800-017) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco, CAT - 

12657-029) e 0,1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen CAT- 15240-096) mantidas em 

estufa úmida com 5% de CO2 à 37° C. Em todos os testes as células foram semeadas e 

mantidas durante 24 horas para estabilização antes de receberem os tratamentos.  
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A densidade celular utilizada nos ensaios foi determinada por titulação utilizando o 

equipamento xCELLigence Real-Time Cell Analyzer. Foram utilizadas 2,5×104 células/poço 

em placas de 96 poços para os ensaios MTT e análise de caspases, 1,25×105 células/poço em 

placas de 24 poços para a contagem de rosetas, 61,7×105 células/poço em placas de 6 poços 

para os ensaios de citometria, cometa, extração de RNA total e para a obtenção de 

micrografias, e 650 células/poço em placas de 96 poços para o ensaio em 3D.  

 

2.3 Citotoxicidade por MTT 

 

 A viabilidade celular foi estimada pelo ensaio do MTT segundo Mosmann [32] com 

modificações. Após 24 horas de tratamento (0-50 μM de PLN e 1 μM de CPT), as células 

foram encubadas por 4 horas em meio sem soro contendo MTT (500 µg/mL). O meio de 

cultura foi removido e os cristais de formazan aderidos ao fundo da placa foram diluídos em 

DMSO para a leitura em espectrofotômetro (TP Reader – Thermo Plate, China) em 

comprimento de onda de 540 nm. A viabilidade celular foi estimada pela fórmula: 

[(absorbância média do tratado/ absorbância média do controle) x 100]. O IC50 foi 

determinado utilizando o programa GraphPad Prism. O experimento foi realizado em três 

placas (repetições) contendo 6 réplicas/tratamento/placa. 

 

2.4. Avaliação Celular por Citometria de Fluxo 

 

A morte celular por apoptose e o ciclo celular foram avaliados em citômetro de fluxo 

Guava EasyCyte (Merck Millipore). Após 24 de tratamento (0-40 μM de PLN), as células 

foram colhidas por tripsinização, centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos e 

ressuspendidas em 500 μL de PBS. Para avaliar a morte celular por apoptose, foi utilizado o 

kit BD Pharmingen TM – PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (CAT- 559763) segundo o 

protocolo do fabricante; as porcentagens de células viáveis (ausência de marcação por anexina 

e 7-AAD), em apoptose inicial (marcadas com anexina) e apoptose tardia (marcadas com 

anexina e 7-AAD), e necrose (marcadas com 7-AAD) foram determinadas. Para avaliar o 

ciclo celular, 5 µL de RNase (2 µg/mL, Invitrogen - CAT: 12091-021) foi adicionado em 100 

μL suspensão celular e mantidas à 37º C durante 30 minutos. Para a lise celular e marcação do 

DNA, foi utilizado o kit Guava Cell Cycle Reagent (CAT: 4500-0220) segundo o protocolo 

do fabricante. As percentagens de células nas diferentes fases do ciclo (G1, S e G2/M) foram 

determinadas de acordo com a intensidade de fluorescência emitida por cada célula. Para cada 
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ensaio foram analisadas 5000 células por tratamento/experimento. Os ensaios foram 

realizados em três repetições (experimentos) simultâneas. 

 

2.5 Obtenção de micrografias  

 

O sistema em contraste de fase foi utilizado para observação das alterações 

morfológicas e densidade celular presente; já o sistema de fluorescência foi utilizado para 

captação de fluorescência do filtro vermelho (laser azul) para a detecção de rodamina 123, e 

fluorescência azul (UV) para a marcação de DNA utilizando Hoechst 33342. Após 24 horas 

de tratamento (0-40 μM de PLN), adicionou-se diretamente ao meio de cultura 2 μL de 

rodamina 123 (1 mg/mL; cat. n. R8004, Sigma-Aldrich) e 1 μL de Hoechst 33342 (2 mg/mL; 

cat. n. B2261); o meio de cultura foi homogeneizado e as culturas foram incubadas a 37ºC por 

20 minutos. Após isso, o meio de cultura foi retirado, lavou-se a cultura uma vez utilizando 

PBS a 37°C, e adicionou-se 1 mL de PBS para então as capturas no microscópio EVOS® 

Microscope FL Auto Cell Imaging System 4 (Thermo Fisher) serem realizadas. 

 

2.6 Contagem de células com fuso em formato monoastral 

 

Após 4 horas de tratamento (0-40 μM de PLN) adicionou-se 1 μL de Hoechst 33342 

(2 mg/mL; cat. n. B2261) diretamente ao meio de cultura que foi homogeneizado e 

permaneceu incubado a 37ºC por 20 minutos. O meio de cultura foi retirado, lavou-se a 

cultura uma vez utilizando PBS a 37°C, e adicionou-se 1 mL de PBS e levou as culturas para 

microscópio de fluorescência para a contagem das células em formato de roseta. Foram 

analisadas 500 células por tratamento/repetição em três repetições simultâneas. 

 

2.7 Formação de esferoides (cultura tridimensional) 

 

Para a obtenção de culturas 3D em formato de esferoides, 50 µL de agarose diluída 

em meio de cultura (1,5%) foi utilizada para cobrir os poços da placa de 96 poços. Foram 

semeadas 650 células por poço diluídas em 50 µL de meio de cultura. A placa foi submetida à 

centrifugação a 2500 rpm por 5 min para que as células permanecessem centralizadas ao 

fundo de cada poço. Após 48 horas, foi adicionado mais 100 µL de meio de cultura e 

aguardou-se mais 72 horas para a formação das estruturas esféricas. Após isso, removeu-se 

100 µL de meio e adicionou-se 150 µL de meio de cultura fresco contendo os tratamentos de 

PLN para as concentrações finais de 0, 10, 20 e 40 µM. O volume dos esferoides foi 

determinado utilizando a fórmula: V=(4π r³)/3, onde r (raio) foi determinado utilizando-se o 
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software ImageJ no processamento das micrografias; as imagens dos esferoides foram obtidas 

pelo microscópio EVOS FL em contraste de fase (magnitude: 100 X) e capturadas em 24, 48 

e 72 horas após receberem os tratamentos. Os experimentos foram realizados em três placas 

(repetições) contendo 6 réplicas/tratamento/placa. 

 

2.8 Avaliação de genotoxicidade 

 

Utilizou-se o ensaio do cometa [33] para análise do potencial da PLN em causar 

danos ao material genético. Após 3 horas de tratamento (0 e 40 µM de PLN), as células foram 

tripsinizadas, centrifugadas (1000 rpm por 5 minutos) e ressuspendidas em 200 µL de meio de 

cultura. As células foram então diluídas em agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) e 

distribuídas em laminas pré-gelatinizadas com agarose comum. As células foram lisadas 

(NaCl 2,25 M, EDTA 90 mM, Tris-HCl 9 mM, DMSO 10% e TritonX-100 1%) por 60 min à 

4ºC e submetidas a condições alcalinas (tampão de eletroforese (EDTA-titriplex 1 mM e 

NaOH 0,3 N) por 20 minutos. A eletroforese foi realizada em pH 13, 25V, 300mA por 20min. 

Após isso, as lâminas foram neutralizadas (Tris 0,4 N e pH 7,5 corrigido com HCl), fixadas 

com etanol absoluto (PA) e armazenadas a 4ºC. Para análise utilizou-se 100 µL de solução 

contendo brometo de etídeo (2 μg/mL). As micrografias foram obtidas utilizando-se o 

microscópio EVOS® Microscope FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) em 

aumento de 200 vezes, e os cometas foram analisados pelo programa CometScore ©. O 

parâmetro Tail moment foi utilizado para as análises. Foram analisadas 100 células para cada 

tratamento/repetição em três repetições experimentais. Para cada tratamento, analisou-se 100 

células para cada uma das três repetições. 

 

2.9 Análise de expressão gênica relativa utilizando RT-qPCR 

 

O ensaio foi utilizado para determinar mudanças no padrão de expressão de 

transcritos de genes relacionados as vias moleculares dos ensaios anteriormente avaliados. No 

material suplementar (Tabela S1) encontram-se os iniciadores dos genes analisados de 

apoptose (BAK1, BAX, BBC3, BCLXL, CASP3, CASP7, CASP8 e CASP9), ciclo celular 

(CCNA2, CCNB1, CCNB2, CDK1, CDKN1A e TP53), sinalização de danos no DNA (CHK1, 

CHK2, GADD45A, H2AFX e MDM2), controle de proliferação (HNF4A, MTOR, MYC, TNF e 

TRAF2), estresse oxidativo (CAT, GPX1, GSR e SOD1), estresse de retículo endoplasmático 

(ABL1, ATF6, EIF2AK3, ERN1, HSPA14 e HSPA5), e metabolismo de xenobióticos 

(CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4). Após 12 horas de tratamento (0 e 20 µM de PLN) 
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o RNA total foi extraído utilizando-se o Kit RNeasy (cat. Nº 74106, Qiagen) segundo as 

especificações dos fabricantes. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro, e a 

pureza do RNA estimada pela razão das absorbâncias 260nm/280nm, sendo que somente as 

amostras com a razão entre 1,8 e 2,1 foram validadas. A integridade do RNA foi verificada 

em gel de agarose denaturante (1%).  

A síntese do cDNA foi realizada de acordo com o protocolo de Biazi et al. [34]. A 

reação em tempo real foi realizada no equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad). Para tal, foi utilizado o kit SsoAdvancedTM SYBR® Green 

Supermix (cat. Nº 172-5260 Bio-Rad), para um volume final de 11 μL, utilizando 5 pmol de 

cada oligonucleotídeo iniciador e 250 ng de cDNA. A PCR em tempo real foi realizada nas 

seguintes condições: 95ºC por 5 minutos e 45 ciclos de 95ºC/15 segundos, 60ºC/20 segundos, 

72ºC/20 segundos. Como genes de referência, foram utilizados os genes GAPDH e RPL13A. 

Os experimentos foram realizados em 3 repetições simultâneas. 

 

2.10 Avaliação de caspases ativas 

 

Este ensaio foi utilizado para a detecção das caspases ativas após tratamento 

contendo PLN. As caspases atuam durante o processo de morte celular por apoptose ativando 

DNases e clivando proteínas estruturais para a fragmentação dos compartimentos celulares. 

Após 24 horas de tratamento (0, 10 e 20 µM de PLN), realizou-se a análise das caspases 3/7 e 

9 utilizando-se os reagentes Caspase-Glo® 9 e 3/7 Assay (Promega, cat. n. G8211 e G8091) 

segundo as especificações do fabricante. Os ensaios utilizam substratos paras as caspases e a 

clivagem do material gera um produto luminescente através da atividade de luciferase. A 

leitura foi realizada no aparelho GLOMAX. Os experimentos foram realizados em 3 

repetições simultâneas. 

 

2.11 Detecção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de atividade mitocondrial 

 

Estes ensaios utilizam a detecção de fluorescência emitida pelo DCFDA após 

oxidação pelas EROs e pela captação de rodamina 123 pelas mitocôndrias com potencial 

mitocondrial ativo. Após 24 horas de tratamento (0-40 µM de PLN), adicionou-se DCFDA 

(concentração final de 25 µM) ou rodamina 123 (1 mg/mL) e incubou-se as placas por 20 

minutos a 37°C; após isso, as células foram colhidas, centrifugadas a 1000 rpm durante 5 

minutos e ressuspendidas em PBS. A detecção de fluorescência (5000 células) foi realizada 

pelo citômetro Guava EasyCyte (Merck Millipore) em filtro verde (laser azul) para o DCFDA 
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e filtro vermelho (laser azul) para a rodamina 123. Os experimentos foram realizados em 3 

repetições simultâneas.  

 

3 Análise estatística 

Os ensaios, com exceção da RT-qPCR, foram avaliados por análise de variância 

(ANOVA) com os pós teste de Tukey, e Kruskal–Wallis para o ensaio do cometa e a cultura 

3D. Para a análise de expressão gênica relativa, utilizou-se o programa REST 2009 e fold-

change ≥ 2. Para todos os ensaios, as diferenças foram consideradas significativas quando p ≤ 

0,05.  

 

4 Resultados 

 Após 24 horas de tratamento, a PLN reduziu a viabilidade celular significativamente 

para 72, 46 e 49% nas concentrações de 20, 40 e 50 µM respectivamente (Figura 1); o IC50 

foi de 40 µM.  

 

Figura 1. Viabilidade Celular obtida pelo ensaio do MTT após 24 h de tratamento com PLN 

em concentrações de 0-50 µM.  

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 em relação ao controle (0 µM). CPT: Controle positivo utilizando 

camptotecina 1 µM. 

 

Corroborando com os resultados do MTT, a análise da distribuição das células nas 

diferentes fases do ciclo celular (Figura 2), demonstra parada em G2/M, uma vez que foi 
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observado redução significativa da porcentagem de células em G1 e aumento em G2/M para 

todas as concentrações testadas de PLN, e redução de S em 10 µM. A contagem das células 

com fuso mitótico em padrão monoastral demonstra aumento significado das rosetas de modo 

dose-dependente (Figura 3). 

 

Figura 2. Distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular após 24 horas de 

tratamento com PLN.  

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 em relação ao controle (0 µM). Letras diferentes indicam diferença 

significativa. 

 

 

Figura 3. Porcentagem de células em fuso monoastral (rosetas) após 24 horas de tratamento 

com PLN.  
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* p ≤ 0,05, *** p ≤ 0,001 em relação ao controle (0 µM). Letras diferentes indicam diferença 

significativa. 

 

Todas as concentrações testadas de PLN reduziam significativamente a porcentagem 

de células viáveis e, aumentaram as células em apoptose inicial e tardia. Na apoptose tardia 

houve aumento significativo entre as concentrações testadas (resposta dose-dependente). 

Nenhuma das concentrações induziu o surgimento de população celular em necrose (Figura 

4). 

Figura 4. Porcentagem de células viáveis, em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose após 

24 horas de tratamento com PLN.  

* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 em relação ao controle (0 µM). Letras diferentes 

indicam diferença significativa. 

 

O potencial mitocondrial avaliado utilizando rodamina 123, após 24 horas de 

tratamento com PLN, esteve significativamente reduzido para as três concentrações analisadas 

(Figuras 5). A redução da intensidade da fluorescência do vermelho da rodamina também 

pode ser observada na Figura 6, do qual estão apresentadas as micrografias das culturas. Os 

quadros A, B, C e D representam os tratamentos 10, 20 e 40 µM de PLN, respectivamente. 

Também é possível observar na fluorescência do azul (marcação do DNA) a presença de 

núcleos com padrão morfológico de parada de ciclo celular pela formação de rosetas (fuso 

monoastral; setas verdes nos quadros B e C), e a formação de células picnóticas (compactação 

da cromatina evidenciada pelo aumento da intensidade de fluorescência e redução do volume 

nuclear) e a formação de corpos apoptóticos, que representam alterações presentes em células 

apoptóticas (setas vermelhas).  
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Figura 5. Potencial de membrana mitocondrial após 24 horas de tratamento em ensaio 

utilizando rodamina 123.  

* p ≤ 0,05, *** p ≤ 0,001 em relação ao controle (0 µM). 
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Figura 6. Micrografias obtidas após 24 horas de tratamento utilizando o microscópio EVOS 

FL.  

 Na coluna esquerda encontram-se os tratamentos contendo PLN nas concentrações de 0 (A), 10 (B), 

20 (C) e 40 µM (D) por microscopia de contraste de fase. Observar as alterações morfológicas e 

redução da densidade celular das culturas que receberam tratamentos contendo PLN. Na coluna à 

direita encontram-se os mesmos quadrantes referidos ao lado esquerdo visualizados na microscopia de 

fluorescência; em azul vê-se os núcleos marcados com Hoechst 33342 e em vermelho a marcação 

utilizando rodamina. Nas setas verdes estão indicados os núcleos em formato de “roseta” e em 

vermelho os núcleos com padrões morfológicos de apoptose (picnose e corpos apoptóticos); observar 
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a redução na intensidade da marcação em vermelho nos tratamentos contendo PLN. E: célula 

interfásica; F: célula em apoptose (picnose); G: roseta. 

A análise da cultura tridimensional (Figura 7) evidenciou após 24, 48 e 72 horas de 

tratamento, redução significativa de volume dos esferoides que receberam os tratamentos nas 

concentrações de 20 e 40 µM em relação ao controle (0 µM). Além disso, na maior 

concentração testada (40 µM) os esferoides apresentaram modificação morfológica similar ao 

controle positivo (camptotecina 2.5 µM), do qual é evidenciado apenas a presença de “massa” 

contendo restos celulares e ausência de características de células vivas (presença de núcleo e 

delimitação citoplasmática, por exemplo). 

O ensaio do cometa demonstrou o efeito genotóxico significativo da PLN nas células 

HepG2/C3A. A Figura 8 apresenta o parâmetro tail moment com médias de 0,9, 433 e 11,7 

para os 0, 40 µM e controle positivo, respectivamente.  

Foi evidenciado indução significativa da formação de EROs pela PLN nas 

concentrações de 20 e 40 µM, sendo as medidas de fluorescências de 1513, 1845 e 1931 para 

as concentrações de 0, 20 e 40 µM, respectivamente (Figura 9), sendo que as concentrações 

de 10 e 20 não diferiram significativamente entre si, e já a de 40 foi significativamente maior 

que as outras duas menores concentrações. 

 

 

Figura 7. A: Análise dos volumes (micrometros) das culturas 3D (esferoides) tratadas com 

PLN nas concentrações de 0-40 µM antes de receberem os tratamentos (0h) e após 24, 48 e 72 
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horas.  

CPT: controle positivo utilizando camptotecina 2,5 µM. B: Micrografias (100 x) dos 

esferoides após 72 horas de tratamento.  

Figura 8. Genotoxicidade avaliada pelo parâmetro tail moment obtido pelo ensaio do cometa 

após 3 horas de tratamento com PLN. 

 

DX: Controle positivo utilizando doxorrubicina 1 µM. * p ≤ 0,05 em relação ao controle (0 

µM). 

 

Figura 9. Detecção de EROs utilizando o ensaio com DCFDA por citometria de fluxo após 

24 horas de tratamento com PLN. 

TB: controle positivo utilizando tert-butil 200 µM. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 em 

relação ao controle (0 µM). 

 

Os dados obtidos na análise de expressão gênica relativa estão apresentados na 

Figura 10. O tratamento com PLN levou ao aumento da expressão de mRNA de genes de 
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ciclo celular (CDKN1A), apoptose (BAK1 e BBC3), sinalização de danos no DNA (MDM2), 

estresse oxidativo (GSR e SOD1), estresse de retículo endoplasmático (ERN1 e HSPA14) e, 

metabolismo de xenobióticos (CYP1A2 e CYP3A4); além disso, houve redução da expressão 

de mRNA de CCNA2 (ciclo celular).  

 

Figura 10. Expressão gênica relativa avaliada após 12 horas de tratamento (PLN 20 µM) pelo 
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ensaio de RT-qPCR.  

* p ≤ 0,05 indica diferença estatisticamente significativa e expressão ≤ 0.5 ou ≥ 2 em relação 

ao controle (considerado como 1 para todos os genes). 

Na análise de caspases ativas, houve aumento significativo de 2,2 vezes da caspase 9 

na maior concentração testada (20 µM), e para as caspases 3/7 houve aumento significativo de 

2,6 e 5,5 vezes mais nas concentrações de 10 e 20 µM em relação ao controle (Figura 11).  

 

Figura 11. Análise de caspases 9 e 3/7 ativas. 

CPT: Controle positivo utilizando camptotecina 1 µM. * indica diferença estatisticamente 

significativa (p≤0,05) em relação ao controle (0 µM).  

 

 

5 Discussão 

A piperlongumina já é conhecida devido a sua propriedade antiproliferativa, 

ansiolítica, antifúngica, entre outras [20, 35], destacando-se principalmente seu potencial de 

induzir o estresse oxidativo e o surgimento de danos genotóxicos. Neste estudo, foi possível 

evidenciar as propriedades citotóxicas e genotóxicas da PLN e identificar sua modulação na 

atividade transcricional de genes-chave envolvidos nas vias de proliferação, morte, danos ao 

DNA, estresse oxidativo e de enzimas de metabolismo de xenobióticos. 

A citotoxicidade da PLN na HepG2/C3A foi identificada em concentrações ≥ 20 µM.  

Jin et al. (2014) encontraram que a PLN nas linhagens tumorais de mama MCF7 e BT474 

reduziu significativamente a viabilidade celular em concentrações ≥ 4 µM, e  a viabilidade da 

linhagem não tumoral MCF10A esteve reduzida apenas em concentrações ≥14 µM [22]. No 

estudo de [36] que utilizou diversas linhagens de câncer de cabeça e pescoço, verificou 

citotoxicidade da PLN em concentrações entre 2,5 e 5 µM após 24 horas de tratamento. Na 
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linhagem U937 (linfoma histiocítico de pulmão) a PLN induziu redução significativa da 

viabilidade apenas na concentração de 20 µM pelo ensaio do MTT após 24 horas de 

tratamento [37]. Utilizando este mesmo ensaio, observou-se redução da viabilidade de 

linhagens de células de câncer de estomago (MKN45 e AGS) em concentrações ≥ 20 µM 

após 24 horas de tratamento. O estudo de Han et al. [14] avaliou a citotoxicidade da PLN em 

duas linhagens de Linfoma de Burkitt  pelo ensaio do MTS  e observou IC50 de 2,8 e 8,5 µM. 

Apesar de uma variável citotoxicidade da PLN nas diferentes linhagens citadas, ainda assim 

pode-se considerar que existe um limiar similar  de toxicidade para esta  droga, e as diferenças 

são provavelmente decorridas das diferentes sensibilidades entre as linhagens e os diferentes 

ensaios. Além disso, alguns estudos verificaram menor citotoxicidade da PLN em células não 

tumorais primárias ou em linhagens não tumorais quando comparadas às linhagens tumorais 

[16, 27, 30]. 

A partir da citotoxicidade observada na linhagem HepG2/C3A nós realizamos outros 

ensaios afim de compreender se a redução na viabilidade poderia estar associada a redução na 

proliferação e/ou à indução de morte celular.  Nossos resultados mostraram que a redução na 

viabilidade dos tratamentos com PLN está relacionada a redução da proliferação celular 

devido a parada das células nas fases G2 e mitose e, também pela indução de morte celular 

por apoptose. A parada em mitose observada pelo surgimento das células em rosetas e o 

aumento de G2/M identificada pela análise de citometria de fluxo, sugerem bloqueio do ciclo 

celular também em G2, uma vez que a magnitude das porcentagens de células na análise das 

rosetas ser inferior as porcentagens de G2/M observadas na citometria. A fuso monoastral 

ocorre quando ao invés da formação do fuso mitótico bipolar, há um arranjo central de 

microtúbulos cercados por cromossomos [38], sendo que este efeito provocado pela PLN é 

descrito pela primeira neste trabalho. 

Outras drogas, como o monastrol [39], os derivados de hemiasterlina [40], a S-trityl-

L-cysteine [41], e pterocarpanos [42], induzem ao surgimento do fuso monoastral e são 

estudados quanto ao seu potencial efeito antitumoral. Normalmente, estas substâncias atuam 

inibindo proteínas motoras (cinesinas) do fuso mitótico [43]. O padrão morfológico confirma 

os dados gerados na citometria pois é possível observar que o aumento das células paradas em 

mitose está reduzindo conforme há aumento da concentração da droga, e o aumento de células 

apoptóticas também ocorre de modo dose-dependente. 

Na expressão de mRNA de genes envolvidos no controle de ciclo celular e de 

apoptose encontramos redução da expressão de CCNA2 que se correlaciona com a parada do 

ciclo celular nas fases de G2/M, uma vez que este codifica a ciclina A2, responsável pelas 
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transições entre as fases G1 e síntese, e G2 e mitose. As ciclinas são proteínas que se 

associam às quinases dependentes de ciclina (CDK) e seus complexos atuam induzindo à 

progressão do ciclo celular. Foi detectado também aumento da expressão de transcritos de 

CDKN1A, o codificador da proteína p21; esta proteína possui sua transcrição controlada pela 

proteína P53 (fator de transcrição). A função de p21 pode estar relacionada a parada do ciclo 

em G1 e S (através da inibição dos complexos ciclina E/CDK2 ou ciclina A/CDK2) ou em G2 

através da repressão de transcricional de EMI1 na presença de danos no DNA [44]. Isso 

confirma a parada de ciclo observada neste estudo, que além de ocorrer na mitose, também 

ocorreu em G2.  

A análise dos genes da regulação da apoptose demonstrou aumento na expressão de 

mRNA de BAK1e BBC3. As proteínas produzidas por esses genes fazem parte da família de 

proteínas do Bcl-2 presentes nas mitocôndrias e controlam a permeabilidade mitocondrial. 

Uma vez que a permeabilidade fica aumentada e ocorre o extravasamento do conteúdo 

mitocondrial para o citosol, temos então a ativação das caspases iniciadoras, e 

subsequentemente das caspases efetoras da apoptose como consequência. A atividade 

transcricional dos genes que codificam caspases não foi alterada após o tratamento com PLN 

na HepG2/C3A, porém, o ensaio de atividade das caspases 3/7 e 9  demonstrou que houve 

aumento com o tratamento com PLN. Isso ocorre porque estas proteínas estão normalmente 

presentes no interior da célula, e em situações de necessidade, sua ativação ocorre de maneira 

rápida dando início as suas funções na apoptose [10]. Neste estudo, também observamos 

redução no potencial mitocondrial dos tratamentos que receberam PLN, correlacionando-se 

com a indução de apoptose iniciada por alterações mitocondriais. 

Na avaliação 3-D (esferoides), verificamos nesse estudo que as mesmas 

concentrações utilizadas nos ensaios de monocamada, também produziriam efeitos 

antiproliferativos, sendo que apenas nas concentrações ≥ 20 µM foi demonstrado redução 

significativa do volume do esferoide.  

A indução de apoptose por PLN está relacionada a indução de estresse de retículo 

endoplasmático (RE), uma vez que foi observado aumento da atividade transcricional de 

ERN1e HSPA14. Estes genes codificam proteínas presentes no RE que atuam como sensores 

de proteínas malformadas, sendo que o primeiro também atua como fator de transcrição de 

genes de resposta ao estresse de retículo, e já o segundo, atua modulando a atividade de ERN1 

para prevenir a indução de apoptose devido ao estresse reticular. Diversos estudos também 

descrevem a indução de apoptose pelo estresse de RE através da sinalização da proteína 

PUMA [45-47]. Esta é codificada pelo gene BBC3 que também esteve com sua expressão de 
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mRNA aumentada neste estudo. O aumento da expressão HSPA14 também já foi encontrado 

na indução da formação do fuso monoastral através da inibição da cinesina Eg5 em células de 

mieloma múltiplo [48] e pode em nosso estudo também estar correlacionado com a formação 

do fuso monoastral observado nos tratamentos com PLN. 

 Assim, é possível que a PLN atue por diversos mecanismos de injúria e de 

sinalização intracelular, uma vez que também induziu danos genotóxicos e aumento de EROs. 

O ensaio do cometa demonstrou efeito genotóxico desta droga e é correlacionado com o 

aumento observado na expressão de mRNA de MDM2; a proteína MDM2 atua regulando a 

função de P53, e durante a sinalização de danos no DNA, é fosforilado por ATM e ATR [49]. 

Uma vez ativado, MDM2 pode atuar degradando CDC25C, e este último quando inibido 

causa a parada do ciclo celular em G2/M [50], sendo a formação de fuso monoastral, um dos 

padrões de parada de ciclo que podem surgir [51]. 

A indução de danos pela PLN através do estresse oxidativo já foi descrita [20, 31], 

entretanto, o aumento encontrado na HepG2/C3A dos transcritos de GSR e SOD1 ainda não 

havia sido descrita para tratamentos com PLN. O GSR codifica a enzima glutationa redutase; 

esta atua como antioxidante através da sua função de regeneração de uma outra enzima 

(glutationa oxidase) que se encontra oxidada pela ação de EROs. Já o SOD1, codifica uma 

metaloenzima que transforma o radical superóxido em peróxido de hidrogênio para permitir 

que outras enzimas o degradem em água e gás oxigênio. O aumento destes transcritos 

demonstra que a célula está respondendo à elevação de EROs não somente pela utilização de 

suas enzimas antioxidantes armazenadas no interior da célula, mas também modulando sua 

atividade transcricional para obter uma resposta mais eficaz. Isso por que o estresse oxidativo 

pode induzir ao surgimento de diversas alterações nocivas às células [52], como algumas 

detectados neste estudo (danos no DNA e o estresse de retículo endoplasmático). 

As modificações observadas na expressão das enzimas de metabolismo hepático se 

destacam por nos trazer importantes parâmetros toxicológicos a serem considerados quando 

se propõe o desenvolvimento de um novo medicamento. A atividade das enzimas do 

citocromo P450 estão presentes na maioria dos tecidos humanos, sendo que sua maior 

atividade se encontra no fígado, estômago, pulmões e rins. Estas enzimas atuam oxidando 

moléculas endógenas ou exógenas; podem atuar na degradação de xenobióticos, ou até 

mesmo na ativação dos mesmos em substâncias tóxicas, e também contribuem para o 

metabolismo oxidativo de substrâncias endógenas, como hormônios e citocinas. O grande 

polimorfismo existente destas enzimas nas populações humanas, traz diferentes perfis de 

biodisponibilidade e farmacocinética entre os indivíduos [53, 54].  
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Neste estudo, foi identificado aumento significativo da expressão dos transcritos de 

CYP1A2 e CYP3A4. O aumento da expressão destas enzimas está relacionado ao aumento da 

demanda de oxidação devido a presença de um substrato da enzima. Essa interação 

aumentada entre enzima/substrato pode reduzir a ligação, e consequentemente, a oxidação, de 

outros substratos. Portanto, essa ação inibitória, pode aumentar a disponibilidade de outras 

drogas, podendo, por exemplo, aumentar os efeitos destas outras substâncias.  As enzimas 

CYP1A2 e CYP3A4 estão entre as principais envolvidas no metabolismo de xenobióticos 

(cerca de 15% e 50%, respectivamente). Dois estudos identificaram a ação PLN em CYP1A2 

e 3A4 através da ação inibitória da PLN sobre o pool microssomal humano [55, 56]. Isso pode 

sugerir que a ação inibitória da PLN sobre estas duas enzimas, estimula o aumento da 

expressão de mRNA das mesmas de modo a suprir as necessidades da célula [57, 58]. 

 

6 Conclusão 

Neste estudo, foi possível observar os efeitos danosos da piperlongumina na 

linhagem HepG2/C3A, sendo alguns efeitos morfológicos e moleculares ainda não descritos. 

A piperlongumina age induzindo a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e, em 

reposta ao estresse oxidativo, foi observado aumento da expressão dos genes GSH e SOD1. 

Assim, é possível inferir que os danos genotóxicos e o estresse de retículo endoplasmático 

(RE) ocorram devido a ação de EROs sobre o DNA e o RE, apresentando modulação da 

transcrição dos genes MDM2, ERN1e HSPA14. 

Também foi possível identificar que a PLN induz da expressão de genes codificantes 

de proteínas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP3A4). 

Este estudo evidencia que a piperlongumina induziu a parada do ciclo celular em G2 

e mitose (fuso monoastral), sendo que este efeito parece estar relacionado ao aumento de 

MDM2. Também encontramos dados inéditos sobre a modulação da apoptose via aumento 

transcricional de pró-apoptóticos BAK1 e BBC3.  Além disso, o tratamento com PLN também 

inibiu o crescimento da cultura 3D (esferoides). Portanto, os dados gerados demostram o 

potencial da piperlongumina em ser utilizada como medicamento antiproliferativo. 
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Material Suplementar 

 

Tabela S1. Iniciadores utilizados na PCR em tempo real 

Gene Foward 5' → 3' Reverse 5' → 3' 

ABL1 CGAAGGGAGGGTGTACCATTAC CGTTGAATGATGATGAACCAACTC 

ATF6 CTGGAAAACTGAGCGTGGGA CAAATAGATGGGTAGATGATGA 

BAK1 CAAGATTGCCACCAGCCTGTTTGA ATGCAGTGATGCAGCATGAAGTCG 

BAX TTTCTGACGGCAACTTCAACTGGG TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT 

BBC3 GTAAGATACTGTATATGCGCTG TTTTCCACTGTTCCAATCTG 

BCL2 GATTGTGGCCTTCTTTGAG GTTCCACAAAGGCATCC 

BCLXL TGGGCTCACTCTTCAGTCGGAAAT ATGTAGTGGTTCTCCTGGTGGCAA 

CASP3 AACTGGACAGTAACATGGAG TTGCTGGCAAAGTAGAAAAG 

CASP7 AAGCCATGGAGAAGAAAATG CCTGAATGAAGAAGAGTTTGG 

CASP8 CTACAGGGTCATGCTCTATC ATTTGGAGATTTCCTCTTGC 

CASP9 CTCTACTTTCCCAGGTTT TTTCACCGAAACAGCATT 

CAT CATCGCCACATGAATGGATA CCAACTGGGATGAGAGGGTA 

CCNA2 GACCCTGCATTTGGCTGTG ACAAACTCTGCTACTTCTGG 

CCNB1 AGAGCATCTAAGATTGGAGAG CCATGTCATAGTCCAACATAG 

CCNB2 ATTTTTACAGGTTCAGCCAG ATCTCCTCATACTTGGAAGC 

CDK1 ATGAGGTAGTAACACTCTGG CCTATACTCCAAATGTCAACTG 

CDKN1A CAGCATGACAGATTTCTACC CAGGGTATGTACATGAGGAG 

CHK1 GGTGAATATAGTGCTGCTATGTTGACA TTGGATAAACAGGGAAGTGAACAC 

CHK2 CCCAAGGCTCCTCCTCACA AGTGAGAGGACTGGCTGGAGTT 

CYP1A2 CACTATCAGGACTTTGACAAG AGGTTGACAATCTTCTCCTG 

CYP2C19 CATGGATATGAAGTGGTGAAG TCCATTGCTGAAAACGATTC 

CYP2D6 CCTATGAGCTTTGTGCTG TTTGGAACTACCACATTGC 

CYP3A4 AGTCTTTCCATTCCTCATCC TGCTTTTGTGTATCTTCGAG 

EIF2AK3 CAAACCAGAGGTATTTGGGAAT GAAAGGAACTGTTTCCATGCTT 

ERN1 ACGGACGTCAAGTTTGATCC TTGGTAGACGCAGACAGTGG 

GADD45A TCAGCGCACGATCACTGT C CCAGCAGGCACAACACCAC 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GGAAGATGGTGATGGGATTT 

GPX1 CTCCCCTTACAGTGCTTGTTCG CGATGTCAATGGTCTGGAAG 

GSR TTCCAGAATACCAACGTCAAAGG GTTTTCGGCCAGCAGCTATTG 

H2AFX AATCCAAGCACCTAGATACC CAGAATTCCAGTTCAGAAGC 
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HNF4A AGTACATCCCAGCTTTCTG AATGTAGTCATTGCCTAGGAG 

HSPA14 CCAGCTGTTGTTGCTTACTCA CTGCCCAGGATCTGCTTTAC 

HSPA5 GTGGAATGACCCGTCTGTG TGCCCACCTCCAATATCAAC 

MDM2 CCTTAGCTGACTATTGGAAATG TGTTGAGTTTTCCAGTTTGG 

MTOR GGAGGAGAAATTTGATCAGG GGGCAACAAATTAAGGATTG 

MYC TGAGGAGGAACAAGAAGATG ATCCAGACTCTGACCTTTTG 

RPL13A CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 

SOD1 CTAGCGACTTATGGCGAC GAATGTTTATTGGGCGATC 

TNF AGGCAGTCAGATCATCTTC TTATCTCTCAGCTCCACG 

TP53 TACCACCATCCACTACAACT GACAGGCACAAACACGCAC 

TRAF2 GCCCCAAGTTCCCCTTAACT GAATCTGCAAGGGACTCGAC 
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CONCLUSÃO  

 

Os estudos mostram que a PLN e o C-NER são drogas citotóxicas capazes que atuar 

inibindo a proliferação e induzindo a morte celular.  

Como consequência dos danos celulares, o C-NER induz a parada de ciclo celular 

em G1 que esteve associada a redução na expressão de genes de ciclo celular (CCND1, 

CCNE1, CDK1 e CDK2).  Atribui-se os efeitos citotóxicos do C-NER a indução de estresse 

de retículo endoplasmático (ERE), observado através do aumento da expressão de mRNAs de 

ERN1 e EIF2AK3.  Foi possível observar a formação de granulações citoplasmáticas, 

características de morte celular por paraptose e do ERE. A paraptose parece estar associada ao 

aumento da expressão de BBC3. 

A PLN atua por diversos mecanismo de danos, através do aumento de EROs, danos 

no DNA e ERE (aumento na expressão de HSPA14 e ERN1). A redução na proliferação 

ocorreu devido a interrupção do ciclo celular nas fases G2 e mitose que esteve associada a 

modulação de genes de ciclo celular (redução de CCNA2 e aumento de CDKN1A). Também 

foi observado indução de morte celular por apoptose, aumento da expressão de genes pró-

apoptóticos BAK1 e BBC3 e, aumento de caspases ativas. 

Foi identificado mudanças no perfil transcricional de genes codificantes das enzimas 

do citocromo P450, dados estes que trazem informações relevantes sobre a metabolização 

destas drogas.  

Os resultados mostram que a PLN e o C-NER são drogas que apresentam grande 

potencial de se tornarem medicamentos antiproliferativos, e trazem importantes pontos 

específicos de ação molecular destas drogas que podem auxiliar na aplicabilidade destas na 

quimioterapia. 
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