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RESUMO 

A atividade antitumoral do resveratrol, composto polifenólico encontrado principalmente 

nas uvas, tem sido estudada em diversos tipos de câncer. No câncer de bexiga, seus efeitos 

antiproliferativos já foram demostrados, tanto in vitro quanto in vivo, entretanto pouco se 

sabe sobre seu mecanismo de ação. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo 

avaliar o potencial antineoplásico e os possíveis mecanismos de ação molecular do 

resveratrol em células tumorais de bexiga com diferentes status do gene TP53 (RT4 -  

TP53 selvagem; 5637 e T24 - TP53 mutado). Avaliou-se os efeitos do resveratrol em 

relação a citotoxicidade, alterações morfológicas, sobrevivência clonogênica, 

genotoxicidade, mutagenicidade, produção de espécies reativas de oxigênio, progressão do 

ciclo celular, taxas de apoptose/necrose, migração celular, metilação global, 

imunocitoquímica para p53 e PCNA e expressão dos genes AKT, CDH1, CTNNBIP1, 

DNMT1, FGFR3, HAT, HDAC1, HOXB3, mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 e SRC.  

Os resultados mostraram que o resveratrol possui efeito citotóxico em todas as linhagens 

estudadas, sendo a linhagem TP53 selvagem mais sensível à ação desse composto. Em 

relação aos efeitos a longo prazo, observou-se que o resveratrol causou redução do número 

de colônias em todas as linhagens, juntamente com redução da expressão do gene PLK1. 

Aumento significativo de danos primários ao DNA foi detectado em todas as linhagens e 

provavelmente ocorreu devido aos efeitos pró-oxidantes do resveratrol. Aumento 

significativo das taxas de apoptose foram encontradas na linhagem TP53 selvagem ao 

mesmo tempo em que ocorreu redução da expressão dos genes AKT, mTOR e SRC. A 

redução da migração celular foi acompanhada pela redução da expressão do gene SMAD4 

e aumento da expressão de CDH1. Além disso, os efeitos antiproliferativos do composto 

na linhagem TP53 selvagem foram acompanhados de modulação dos genes HAT, HOXB3 

e DNMT1. Nas linhagens mutadas para o gene TP53 pode-se observar que o resveratol leva 

a parada do ciclo celular na fase S, juntamente com redução da expressão do gene PLK1.  

Também foi observada inibição da migração celular acompanhada do aumento da 

expressão dos genes CDH1 e CTNNBIP1. Adicionalmente, houve modulação de vias 

relacionadas a HOXB3, RASSF1A e HAT na linhagem T24. Concluindo, o resveratrol 

possui atividade antiproliferativa independente do status de TP53 em células tumorais de 

bexiga, entretanto, os efeitos antineoplásicos observados devem-se a diferentes 

mecanismos de ação.  
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ABSTRACT 

The antitumor activity of resveratrol, a polyphenolic compound found mainly in grapes, 

was verified in several cancers. The antiproliferative effects of resveratrol were also 

demonstrated in bladder cancer, however it is necessary to better understand its mechanism 

of action. In this context, the present study aimed to evaluate the antineoplastic potential 

and resveratrol molecular mechanisms of action in bladder tumor cells with different TP53 

gene status (wild type RT4 - TP53; 5637 and mutated T24 - TP53). The effects of 

resveratrol on cytotoxicity, morphological changes, clonogenic survival, genotoxicity, 

mutagenicity, reactive oxygen species production, cell cycle progression, 

apoptosis/necrosis rates, cell migration, immunocytochemistry for p53 and PCNA, global 

methylation and AKT, CDH1, CTNNBIP1, DNMT1, FGFR3, HAT, HDAC1, HOXB3, 

mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 and SRC gene expression were evaluated. 

Resveratrol was cytotoxic in all cells lines studied and the TP53 wild-type cells was more 

sensitive to the action of this compound. Regarding long-term effects, resveratrol caused a 

reduction in the number of colonies in all cell lines, along with a reduction in PLK1 gene 

expression. Significant increase in primary DNA damage was detected in all cell lines and 

probably occurred due to pro-oxidant effects of resveratrol. Significant increase in 

apoptosis rates was found in the wild type TP53 cells and this was accompanied by AKT, 

mTOR and SRC downregulation. Cell migration inhibition was accompanied by SMAD4 

downregulation and CDH1 upregulation. In addition, modulation of HAT, HOXB3 and 

DNMT1 gene expression also contributed to antiproliferative effects of resveratrol in the 

wild type TP53 cells. In the TP53 mutated cells, cell cycle arrest at S phase with PLK1 

downregulation was observed. Cell migration inhibition was accompanied by CDH1 and 

CTNNBIP1 upregulation. Additionally, there was modulation of the HOXB3, RASSF1A 

and HAT gene expression in T24 cells, as well as nuclear PCNA reduction. In conclusion, 

resveratrol had antiproliferative activity in bladder tumor cells; however, the mechanisms 

of action are dependent on TP53 status. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é a segunda principal causa de morte no mundo e as estimativas apontam 

que essa doença foi responsável por 9,6 milhões de óbitos em 2018 (BRAY et al., 2018). 

Foi estimada, para o Brasil, para cada ano do biênio 2018-2019, a ocorrência de 600 mil 

casos novos de câncer (INCA, 2018). O câncer de bexiga é o 10º tipo mais comum no 

mundo, incluindo homens e mulheres (BRAY et al., 2018). No Brasil, é o sétimo tipo mais 

comum em homens e o 14º tipo mais comum em mulheres (INCA, 2018). O câncer de 

bexiga é um dos tumores mais caros, por paciente, para os sistemas de saúde devido às 

altas taxas de recorrência que exigem acompanhamento clínico e citopatológico 

prolongado (SVÁTEK et al., 2014). 

 Nos últimos anos, a busca por terapias mais eficazes e com menos efeitos 

colaterais, principalmente utilizando produtos naturais, tem se intensificado. Diversos 

compostos de origem vegetal, tais como óleos essenciais, flavonoides, compostos 

polifenólicos, dentre outros, mostraram efeitos antiproliferativos importantes (SÁVIO et 

al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016; RETTIG et al., 2008; AGGARWAL, 2008). 

Dentre esses compostos, destaca-se o resveratrol, uma fitoalexina polifenólica 

encontrada na casca de uvas roxas e em outras plantas, produzida em resposta ao estresse 

ambiental, como a exposição a luz solar e metais pesados, alterações climáticas e infecção 

por microrganismos patogênicos (ATHAR et al., 2009). O efeito antitumoral desse 

polifenol, in vitro e in vivo, vem sendo descrito em vários tipos tumorais (CAI et al., 2015; 

TOMOAIA et al., 2015; JI et al., 2015; MOHAPATRA et al., 2015; SELVARAJ et al., 

2016; NIE et al., 2015). Em modelos experimentais de câncer de bexiga, o resveratrol 

diminuiu a viabilidade celular e induziu a apoptose e parada do ciclo celular in vitro e 

reduziu o crescimento tumoral in vivo (BAI et al., 2009; STOCCO et al., 2012; WU et al., 

2014). Além disso, Wang et al. (2017) mostram que o resveratrol é um potencial candidato 

para o tratamento de células tumorais de bexiga com resistência a doxorrubicina (WANG 

et al., 2017). 

Compostos como o resveratrol são de natureza pleiotrófica, ou seja, possuem 

efeitos em diversos alvos, não se compreendendo completamente seus mecanismos de 

ação. Diante disso, esse estudo se justifica no sentido de avaliar os efeitos 

antiproliferativos e toxicogênomicos do resveratrol em diferentes linhagens de tumor de 

bexiga, na tentativa de elucidar melhor o comportamento desse composto em nível 

molecular. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Câncer de Bexiga 

  

 No mundo, o câncer de bexiga é a nona neoplasia mais comum em homens e a 17ª 

em mulheres (BRAY et al., 2018). As maiores taxas de incidência ocorrem na Europa, 

sendo relativamente baixas nas Américas do Sul e Central, embora tenha ocorrido um 

aumento no número de casos em alguns países como Brasil e Cuba (ANTONI et al., 2017). 

 Segundo dados de vigilância epidemiológica dos Estados Unidos, fornecidos pelo 

Comitê Americano de Câncer, nos últimos dez anos não houve alteração da taxa de 

mortalidade por causa do câncer de bexiga. Esse dado pode ser explicado, principalmente, 

pela falta de triagem ativa no diagnóstico, como existe, por exemplo, para o câncer de 

próstata e de mama, e pela inexistência de cura da doença em fase metastática 

(CHARLTON et al., 2014). 

O tipo mais comum de câncer de bexiga é o carcinoma de células uroteliais, que 

acomete as células epiteliais que revestem a bexiga. Outros tipos menos comuns são o 

carcinoma de células escamosas, o adenocarcinoma e o sarcoma. Esses tipos menos 

incidentes geralmente estão associados à irritação crônica por cálculos, cateter vesical 

permanente, infecção urinária ou infecção crônica por Schistosoma haematobium 

(MESSING, 2002). 

Dentre os carcinomas uroteliais, 75% dos casos são superficiais e 25% músculo 

invasivos, podendo causar metástases para linfonodos e outros órgãos. O sistema de 

categorização da Organização Mundial de Saúde (OMS) e da Sociedade Internacional de 

Urologia Patológica (ISUP) divide os carcinomas uroteliais em baixo e alto grau, 

dependendo da atipia citológica e anormalidade arquitetônica (MOCH et al., 2016). Nos 

tumores superficiais, o grau do tumor é mais importante para o prognóstico, enquanto que 

nos casos músculo invasivos, o estadiamento, baseado na profundidade da invasão tumoral, 

é o que vai contribuir mais no prognóstico (KAMAT et al., 2016). De uma forma geral, os 

tumores que atingem o músculo são mais agressivos (FRITSCHE et al., 2010), assim como 

os tumores de alto grau (EBLE et al., 2004; SYLVESTER et al., 2005) (Figura 1).  
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Figura 1: Tipos de tumores uroteliais de bexiga. Tis: tumor plano pouco diferenciado e confinado a mucosa; 

Ta e T1: tumores papilares superficiais confinados a mucosa ou que tenham invadido a lâmina própria, 

respectivamente. T2: tumores que invadem a camada muscular de forma superficial (T2a) ou de forma 

profunda (T2b). T3: tumores com invasão muscular e na camada de gordura perivescical, de forma 

microscópica (T3a) ou microscópica (T3b). T4: tumores que invadem próstata, útero, vagina e/ou intestino 

(T4a) ou paredes pélvicas e/ou abdominais (T4b). Adaptado de Sanli et al., 2017. 

 

Cerca de 80% dos casos de câncer de bexiga estão associados com a exposição 

ambiental. O tabagismo é a principal causa relacionada à incidência de câncer de bexiga, 

estando a duração e a intensidade diretamente relacionadas com o aumento do risco 

(FREEDMAN et al., 2011). Outros fatores comuns incluem infecções crônicas do trato 

urinário, exposição ao arsênico e exposição ocupacional a substâncias cancerígenas nas 

indústrias de borracha, tintas e combustíveis fósseis (BRANDAU, BÖHLE, 2001; FENG 

et al., 2002). Além disso, dietas pobres em frutas e vegetais também têm sido associadas 

com o aumento do risco de câncer de bexiga (SMITH et al., 2016). 

Os homens são mais acometidos que as mulheres, sendo a incidência no sexo 

masculino cerca de três vezes maior que no sexo feminino (razão 3,2:0,9). A incidência 

também aumenta com a idade. Os diagnósticos são normalmente feitos em indivíduos com 

mais de 65 anos, sendo rara sua detecção em pessoas com menos de 40 anos (FERLAY et 

al., 2015). 

O sintoma mais comum de câncer de bexiga é a presença de sangue, microscópico 

ou macroscópico, na urina (RAMIREZ et al., 2016). Geralmente, quando o paciente 

apresenta hematúria e procura ajuda médica, o tumor está em etapas mais avançadas, com 

invasão muscular. Além disso, muitos pacientes com hematúria microscópica não são 

sempre adequadamente avaliados (ELIAS et al., 2010). Uma explicação para isso pode ser 

porque mais de 60% dos pacientes com hematúria microscópica avaliados não apresentam 

explicação para esse achado clínico, desta forma, alguns médicos acreditam que há pouca 



 

6 
 

vantagem em avaliar, com exames mais invasivos e caros, esses pacientes (KHADRA et 

al., 2000). 

A avaliação de pacientes com suspeita de câncer de bexiga é realizada através de 

cistoscopia, um procedimento ambulatorial feito sob anestesia local (AARONSON et al., 

2009). Qualquer anormalidade encontrada, tais como lesões avermelhadas, papilares ou 

sólidas, requerem avaliação histológica. A histologia é realizada em tecidos obtidos por 

biópsia transuretral ou ressecção de toda a área. Além disso, a citologia de células na urina 

é realizada como medida auxiliar, uma vez que a presença de células com aparência 

maligna é indicativa da presença de lesões cancerosas na bexiga. Atualmente, não há 

marcadores tumorais presentes na urina com sensibilidade e especificidade para substituir a 

cistoscopia (BABJUK et al., 2016; VAN DER AA et al., 2010; PASSONI et al., 2016). 

Em geral, os cânceres de bexiga superficiais são frequentemente tratados com 

ressecção e terapia intravesical, enquanto os músculo invasivos são tratados com condutas 

mais agressivas, como a cistectomia parcial ou total, com ou sem quimioterapia (SANLI et 

al., 2017). 

Pacientes com câncer de bexiga superficial podem ser divididos em três grupos de 

risco (baixo, intermediário e alto) de acordo com o número de tumores, o tamanho do 

tumor, a taxa de recorrência, o estágio e o grau tumoral (CHANG et al., 2016), conforme 

sintetizado no Quadro 1.  
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Quadro 1: Estratificação de risco para câncer de bexiga não músculo invasivo. 

 

Risco Características 

Baixo 
- Tumor único, baixo grau, confinado a mucosa (Ta) e com tamanho 

inferior a 3 cm. 

Intermediário 

- Tumor único, baixo grau, confinado a mucosa (Ta) e com tamanho 

superior a 3 cm. 

- Presença de vários tumores de baixo grau e confinados a mucosa (Ta). 

- Recorrência de tumor de baixo grau, confinado a mucosa (Ta) dentro 

de ano após ressecção transuretral inicial. 

- Tumores alto grau, confinados a mucosa (Ta) e com tamanho inferior a 

3 cm. 

Alto 

- Tumores alto grau, confinados a mucosa (Ta) e com tamanho superior 

a 3 cm.  

- Tumores que atingem até a lamina própria (T1). 

- Tumores baixo grau, recorrentes e grandes (> 3 cm).  

- Qualquer tumor plano, pouco diferenciado e confinado a mucosa (Tis). 

- Falha da terapia com BCG. 

- Invasão linfovascular. 

- Comprometimento uretral e/ou prostático. 

(Adaptado de Chang et al. 2010) 

 

Pacientes classificados como de baixo risco são submetidos apenas a ressecção 

transuretral para remoção dos tumores. Após isso, são mantidos sob vigilância devido ao 

risco de recorrência, sendo feita uma citoscopia após três meses da ressecção, mantendo 

esse acompanhamento por cinco anos (SANLI et al., 2017). Pacientes com risco 

intermediário e alto são submetidos, além da ressecção, à terapia intravesical. Pode-se 

optar pela imunoterapia utilizando o Bacillus Calmette–Guérin, que é capaz de diminuir as 

taxas de recorrência e retardar a progressão do tumor (BÖHLE et al., 2003; SYLVESTER 

et al., 2010). Outra opção utilizada para esses pacientes é a administração intravesical de 

fármacos quimioterápicos, tais como mitomicina, doxorrubicina e epirrubicina, cujos 

resultados também mostram redução das taxas de recorrência (SYLVESTER et al., 2004; 

PERLIS et al.,2013). 

A cistectomia radical, ou seja, a remoção cirúrgica da bexiga, é a terapia padrão 

ouro para pacientes diagnosticados com câncer de bexiga com invasão muscular (ALFRED 

WITJES et al., 2017). Durante o procedimento de cistectomia é realizado também a 

ressecção de nódulos linfáticos, além da construção de um desvio urinário, utilizando parte 

do intestino (OMS, 2017). Apesar da cistectomia radical mostrar resultados oncológicos 

aparentemente bons, alguns pacientes, mesmo aqueles com doença aparentemente 
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confinada e linfonodos negativos, apresentam recorrência em órgãos adjacentes, sendo 

necessárias terapias conjuntas, tais como a utilização de quimioterapia sistêmica antes 

(quimioterapia neoadjuvante) ou após a cirurgia (quimioterapia adjuvante). Na 

quimioterapia neoadjuvante são utilizados protocolos com compostos de platina e na 

terapia adjuvante geralmente são utilizados protocolos com a associação de cisplatina e 

gencitabina (SANLI et al., 2017).  

Como a cirurgia de remoção completa da bexiga carrega implicações substanciais 

de qualidade de vida, outros protocolos têm sido propostos. Assim, alguns casos de câncer 

de bexiga músculo invasivos podem ser tratados através de ressecção de todo o tumor 

visível seguida de ablação por cautério, de forma tão profunda quanto possível, para 

destruição das partes invasivas do tumor (SOLSONA et al., 2010). Além disso, a remoção 

de apenas parte da bexiga pode ser considerada viável em algumas condições (LYONS, 

SMITH, 2016). 

Pacientes diagnosticados com câncer de bexiga metastático durante o tratamento 

inicial ou após a cistectomia radical são tratados com quimioterapia sistêmica. Os 

protocolos de primeira escolha são baseados em cisplatina e incluem as seguintes 

combinações: metotrexato, vinblastina, doxorrubicina e cisplatina (protocolo MVAC); 

cisplatina, metotrexato e vinblastina; gencitabina e cisplatina; ou ainda gencitabina, 

cisplatina e paclitaxel. Os pacientes não elegíveis para terapia baseada em cisplatina, 

devido a sua alta toxicidade, podem ser tratados com carboplatina ou com taxanos, porém 

os resultados têm se mostrado inferiores, com menor taxa de sobrevida dos pacientes 

(BELLMUNT, PETRYLAK, 2012). 

 

2.2. Biologia Molecular do Câncer de Bexiga 

 

O limitado progresso no tratamento do câncer de bexiga tem incentivado pesquisas 

sobre as alterações moleculares neste tipo de câncer, em um esforço para identificar novas 

abordagens terapêuticas. Assim, vários genes comumente mutados no câncer de bexiga 

têm sido identificados, tais como TP53, HRAS, RB1, TSC1, FGFR3 e PIK3CA (MARTIN-

DOYLE, KWIATKOWSKI, 2015).  

Em geral, tumores superficiais e de baixo grau possuem mutações nos genes 

FGFR3, HRAS e PIK3CA, enquanto que tumores invasivos possuem perda da função de 
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supressores tumorais, tais como TP53 e RB1 (ZHANG et al., 2001; BAKKAR et al., 2003; 

DOVEDI, DAVIES, 2009).  

As funções do gene FGFR3 (receptor de fator de crescimento de fibroblastos 3) 

estão relacionadas ao desenvolvimento embrionário e a regulação da proliferação celular, 

diferenciação celular, migração, angiogênese e tumorigênese no organismo adulto (DI 

MARTINO et al., 2016). Mutações nesse gene têm sido encontradas em aproximadamente 

80% dos cânceres de bexiga do tipo superficial (CAPPELLEN et al., 1999; BILLEREY et 

al., 2001; HERNANDEZ et al., 2006). Essas mutações ativam as vias RAS-MAPK e 

PI3K, levando a proliferação celular descontrolada (DI MARTINO et al., 2009; YOUSEF, 

GABRIL, 2017). Além disso, muitos tumores de bexiga apresentam superexpressão de 

FGFR3, mesmo na ausência de mutação (TOMLINSON et al., 2007). 

Mutações no gene TP53 são encontradas em aproximadamente metade dos cânceres 

de bexiga, sendo essa frequência similar em todos os outros tipos de neoplasias humanas 

(CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014). Esse gene é considerado 

o guardião do genoma, uma vez que ele responde a estímulos estressantes, induzindo 

parada do ciclo celular, apoptose, senescência e reparo de DNA. Assim, a perda de suas 

funções pode conduzir a proliferação contínua e ao aumento de danos no material genético. 

Vias relacionadas com o TP53 estão comumente alteradas no câncer de bexiga invasivo e 

estão correlacionadas com pior prognóstico e resistência a algumas terapias (COOPER et 

al., 1994; ZHU et al., 2013). 

O ciclo celular é a série de eventos que ocorrem entre a duplicação e a divisão 

celular e está intimamente associado ao crescimento, anabolismo e proliferação celular 

(MAC LACHLAN et al., 1995). A proliferação celular descontrolada é um dos eventos 

principais no câncer (HANAHAN, WEINBERG, 2011). Portanto, alterações em genes 

relacionados com a progressão do ciclo celular estão intimamente ligados com o 

desenvolvimento de tumores. Por exemplo, os genes CDC20, CCNA2 e CCNB2 estão 

relacionados com o desenvolvimento do câncer de bexiga (HAN et al., 2018). CDC20 é 

necessário para o início da anáfase e a progressão do ciclo celular (WANG et al., 2009), 

estando a alteração de sua expressão associada a pouca diferenciação e prognóstico 

desfavorável de tumores (CHOI et al., 2013). CCNA2 e CCNB2 codificam ciclinas que 

atuam como reguladoras de quinases dependentes de ciclinas. Esses dois genes estão 

superexpressos no câncer de bexiga (LU et al., 2010, LEE et al., 2012) e correlacionados 

com pior prognóstico (BLAVERI et al., 2005).  



 

10 
 

O antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) é uma proteína nuclear 

associada à atividade proliferativa. O PCNA auxilia a DNA polimerase, acelerando o 

processo da síntese da cadeia de DNA na fase S do ciclo celular (CHENG et al., 2014). A 

expressão de PCNA em amostras teciduais de pacientes com carcinoma urotelial foi 

associada positivamente com grau, estadiamento e prognóstico do paciente (CHENG et al., 

1997). 

A apoptose, processo de morte celular programada, é componente vital de vários 

processos, tais como renovação celular normal, desenvolvimento e funcionamento do 

sistema imune, desenvolvimento embrionário e morte celular induzida por compostos 

químicos. Desregulação das taxas de apoptose é um fator indutor de muitas condições, 

incluindo doenças neurodegenerativas, danos isquêmicos, distúrbios autoimunes e muitos 

tipos de câncer. Existe uma variedade de mecanismos moleculares que as células tumorais 

usam para suprimir a apoptose (ELMORE, 2007). BCL2 é um oncogene que codifica uma 

proteína que bloqueia a apoptose. Estudos mostram que cerca de 80% dos tumores de 

bexiga são imunorreativos para a proteína Bcl2 (UCHIDA et al., 2002, NAKOPOULOU et 

al., 1998), sendo associado com maior grau do tumor e pior prognóstico (KING et al. 

1996; POLLACK et al. 1997). Além disso, a superexpressão de BCL2 em linhagens 

tumorais de câncer de bexiga está associada com resistência a cisplatina (KIM et al., 

2016). Outra proteína relacionada a apoptose e importante no câncer de bexiga é a 

survivina. A survivina age como uma proteína antiapoptótica ao inibir caspases, estando 

associada a recorrência e mortalidade do câncer de bexiga (KARAM et al., 2007; CHEN et 

al., 2008; SHARIAT et al., 2009; SKAGIAS et al., 2009). Um estudo utilizando 124 

amostras entre tumores negativos e positivos para survivina mostrou que os tempos de 

sobrevivência médios foram de 18,4 versus 9,8 meses e as taxas de sobrevivência foram de 

28% e 5%, respetivamente (ALS et al., 2007). 

Assim como em outros tipos de cânceres, a tumorigênese e a progressão do câncer 

da bexiga pode envolver genes de reparo (LAZARIS et al., 2006). Alterações na expressão 

dos genes de reparo MGMT e MLH1, por exemplo, vem sendo estudadas em relação a sua 

influência no prognóstico de pacientes tratados ou não com quimioterapia ou imunoterapia 

(SANGUEDOLCE et al., 2018; ZHANG et al., 2018). 

O papel das alterações epigenéticas na regulação da expressão gênica e sua 

influência no câncer também tem sido estudado por muitos anos. No entanto, a importância 

desses eventos no câncer de bexiga avançou consideravelmente somente após as recentes 

expansões nas análises genômicas feitas a partir de 2011 pelo Instituto de Genômica de 
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Pequim e pelo Projeto Câncer Genoma Atlas (MARTIN-DOYLE, KWIATKOWSKI, 

2015).  Os processos de metilação do DNA e modificações em histonas são exemplos de 

eventos epigenéticos que podem contribuir para o desenvolvimento e progressão do câncer 

de bexiga (SHARMA et al., 2010).  

A metilação da região promotora de um gene impede diretamente sua expressão 

uma vez que o excesso de radicais metil impede seu reconhecimento pelos fatores de 

transcrição, resultando na inativação do gene (MOORE et al., 2013). Células cancerígenas 

apresentam superexpressão dos genes responsáveis pela metilação do DNA (DNMT1, 

DNMT3A e DNMT3B), o que resulta na hipermetilação de regiões promotoras e no 

possível silenciamento de genes supressores tumorais (JONES, BAYLIN, 2002). Regiões 

promotoras dos genes IPF1, GALR1, TAL1, PENK, e TJP2 apresentam-se hipermetiladas 

no câncer de bexiga (WOLFF et al., 2010). Outro gene que também se encontra 

hipermetilado no câncer de bexiga é o supressor tumoral RASSF1A. A hipermetilação da 

região promotora deste gene está fortemente associada a invasão tumoral e ao grau de 

diferenciação do câncer de bexiga (ZHAN et al., 2017). 

As histonas desacetilases e as histonas acetiltransferases são enzimas que 

influenciam a transcrição do DNA através do equilíbrio entre acetilação e desacetilação. A 

acetilação de histona reduz a condensação da cromatina, permitindo o acesso de fatores de 

transcrição e, portanto, a transcrição de DNA. Por outro lado, a desacetilação de histonas 

resulta em condensação da estrutura da cromatina, que está associada à repressão genética 

(CARROZZA et al., 2003; MARKS et al., 2001; MIN et al., 2012). Neste contexto, 

compostos que modulem a expressão dos genes que codificam essas enzimas têm sido 

investigados para o tratamento do câncer (LAKSHMAIAH et al., 2014; KHAN, LA 

THANGUE, 2012; WAPENAAR, DEKKER, 2016). No câncer de bexiga, estudos 

mostram um elevado número de mutações em genes relacionados com remodelação da 

cromatina, com 59% a 76% dos tumores com pelo menos uma mutação em KDM6A, 

ARID1A, KMT2A, KMT2C, CREBBP, EP300 ou SMARCA4 (GUO et al., 2013; 

ROBERTSON et al., 2017). 

Predições da resposta a quimioterapia baseadas no background genético do tumor é 

uma nova área com possibilidade de resultados importantes na pesquisa do câncer. 

Entretanto é importante salientar que o acúmulo de alterações genéticas, e não apenas uma 

única mutação ou alteração, é que vai determinar ou contribuir para o prognóstico do 

câncer de bexiga (KIM, KIM, 2006). 
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2.3. Produtos Naturais e Câncer 

 

 Na busca por terapias mais eficazes contra o câncer, muitos compostos químicos 

são estudados com o objetivo de encontrar agentes antitumorais com alta especificidade, 

com poucos efeitos colaterais tóxicos e com pouca chance de desenvolvimento de 

resistência (MOUHID et al., 2017). Nesse sentido, compostos derivados de plantas têm 

recebido atenção crescente devido à sua alta potência e baixa toxicidade em comparação 

com agentes quimioterápicos comuns (LIU, FENG, 2015) e com ações farmacológicas 

através de alvos moleculares específicos (GONZÁLEZ-VALLINAS et al., 2013; LEE et 

al., 2011; LIU et al., 2004). 

Por milênios, as culturas mais tradicionais, como as dos povos indígenas, usaram a 

medicina baseada em plantas para tratar diversas doenças. Embora estudos recentes 

sugiram que hoje em dia a medicina popular seja menos utilizada (OYEBODE et al., 

2016), a utilização de produtos naturais como ponto de partida para o descobrimento e 

desenvolvimento de fármacos ainda é de grande valia. Das moléculas aprovadas para a 

quimioterapia contra o câncer entre 1940 e 2014, aproximadamente 49% são derivadas de 

produtos naturais (NEWMAN, CRAGG, 2016). 

Em 1963, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso clínico de 

vincristina, um alcaloide extraído das folhas de Catharanthus roseus, para tratar o câncer. 

Este foi um dos primeiros agentes anticancerígenos derivados de plantas aprovados por 

esta agência (NEWMAN, CRAGG, 2016), sendo utilizado principalmente na oncologia 

pediátrica para o tratamento de leucemia linfoblástica (KATO, MANABE, 2018). Além 

disso, também é utilizado para tratar rabdomiossarcoma, neuroblastoma, linfomas e 

nefroblastoma (MOORE, PINKERTON, 2009; ALMAGRO et al., 2015). Outro 

quimioterápico muito utilizado e derivado de planta é o paclitaxel. O composto, isolado da 

casca de Taxus brevifolia, é uma molécula complexa que se tornou um dos fármacos 

quimioterápicos mais ativos (WEAVER, 2014). A introdução do paclitaxel na prática 

clínica ampliou as opções terapêuticas nas últimas décadas e ótimos resultados no 

tratamento do câncer de mama, ovário e pulmão foram alcançados (BERNABEU et al., 

2017). 

Em um estudo clínico de fase I/II foi demonstrada a eficácia do látex de Euphorbia 

peplus contra o câncer de pele do tipo não-melanoma (OGBOURNE, PARSONS, 2014), 

cujo componente mais ativo é o diterpeno macrocíclico mebutato de ingenol (RAMSAY et 

al., 2011). Um gel contendo esse composto foi aprovado pelo FDA e pela EMA (European 
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Medicines Agency) para o tratamento da queratose actínica não hipertrófica e não 

hiperceratótica, uma condição pré-cancerosa que se não tratada pode evoluir para 

melanoma (DOAN et al., 2012; TZOGANI et al., 2014). Outro composto derivado de 

planta em fase de estudo clínico é a curcumina. Atualmente existem 17 estudos clínicos 

avaliando a curcumina, principalmente estudos de terapia combinada com outras 

substâncias para o tratamento de vários tipos de câncer (SECA, PINTO, 2018). A 

curcumina pode modular uma variedade de alvos ou vias relacionadas ao câncer, podendo 

agir através de vários mecanismos de ação, tais como indução de catástrofe mitótica 

(GALI-MUHTASIB et al., 2015), promoção da morte celular autofágica, um importante 

indutor de morte em células tumorais resistentes à apoptose (YANG et al., 2017), parada 

do ciclo celular (DASIRAM et al., 2017), inibição do fator de transcrição NF-ĸB 

(UWAGAWA, YANAGA, 2015) e inibição dos passos cruciais para a angiogênese (FU et 

al., 2015). 

Em relação ao câncer de bexiga, um estudo clínico avaliou a aplicação intravesical 

do extrato aquoso de Viscum album em pacientes com tumores superficiais após ressecção 

tumoral. Os resultados mostraram que o extrato preveniu a recorrência do câncer de 

bexiga, além de sua boa tolerabilidade pelos pacientes (ROSE et al., 2015). A isoflavona 

genisteína, encontrada principalmente na soja, também foi avaliada em um estudo clínico 

com pacientes com câncer de bexiga. Os pesquisadores encontraram redução dos níveis de 

p-EGFR (receptor fator de crescimento epidermal) em biopsias do tecido tumoral, assim 

como demonstraram a segurança do uso do composto. As toxicidades observadas foram 

principalmente gastrointestinais ou metabólicas leves a moderadas (MESSING et al., 

2012). 

Ainda em fases mais iniciais de estudos, diversos outros compostos têm mostrado 

resultados interessantes no câncer de bexiga (DE OLIVEIRA et al., 2017; SU et al., 2016; 

SAGARA et al., 2010; SHI et al., 2017). Por exemplo, o alil isotiocianato, composto 

encontrado principalmente na mostarda, tem sido muito estudado para o tratamento do 

câncer de bexiga devido a sua alta biodisponibilidade na urina, ou seja, quando uma dose 

oral dessa substância é administrada, quase sua totalidade é eliminada por excreção renal 

passando pela bexiga. Enquanto permanece na bexiga, as células cancerígenas são expostas 

à substância, que é capaz de induzir bloqueio do ciclo celular e apoptose (MUNDAY et al., 

2008; SÁVIO et al., 2014). Outro composto natural que vem demonstrando resultados 

interessantes no câncer de bexiga é o resveratrol. Ele é capaz de induzir apoptose e 
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bloqueio do ciclo celular em culturas de tumor de bexiga (BAI et al., 2009), além de 

reduzir o crescimento tumoral in vivo (WU et al., 2014). 

 

2.4. Resveratrol 

 

O resveratrol é um composto polifenólico encontrado em diversos produtos 

naturais, tais como uvas, amoras, mirtilos, framboesas e amendoins, em diferentes 

concentrações. Uma fonte bastante conhecida de resveratrol é o vinho tinto, no qual 

podemos encontrar concentrações de resveratrol variando de 8,63 a 24,84 µM, dependendo 

do tipo da uva, do local de cultivo e do método de preparação (WANG et al., 2002). O 

resveratrol existe como isómeros cis e trans, sendo o trans-resveratrol o isômero mais 

estável se protegido contra pH elevado e luz (LASTRA, VILLEGAS, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Formula química estrutural do resveratrol (PANGENI et al., 2014) 

 

O impulso inicial para pesquisas sobre o resveratrol foi a partir da observação da 

baixa incidência de doenças cardiovasculares na população francesa, mesmo com uma 

dieta com alto teor de gordura, o que foi associado com o alto consumo de vinho tinto. 

Esse fenômeno ficou conhecido como paradoxo francês, e a partir dele, foram descobertas 

as funções cardioprotetoras do resveratrol (RENAUD, LORGERIL, 1992). 

Após a descoberta de seus efeitos benéficos ao sistema cardiovascular, outras 

inúmeras atividades biológicas do resveratrol foram descritas. Dentre os efeitos mais 

investigados desse composto estão suas atividades anti-inflamatória (JANG et al., 1999), 

antiviral (CAMPAGNA, RIVAS, 2010), antioxidante (FAUCONNEAU et al., 1997), 

antibacteriana (TEGOS et al., 2002), fungicida (JUNG et al., 2005), inibidora de agregação 

plaquetária (PACE-ASCIAK et al., 1995), hepatoprotetora (SENER et al., 2006; 

KASDALLAH-GRISSA et al., 2006), antienvelhecimento (MARCHAL et al., 2013), 

antidiabética (SHARMA et al., 2011), imunomoduladora (PETRO, 2011), neuropretotera 

(SARUBBO et al., 2018) e antitumoral (SAVOURET, QUESNE, 2002). 
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As propriedades antitumorais do resveratrol foram demonstradas pela primeira vez, 

em 1997, por Jang e colaboradores. Os resultados encontrados por esses autores mostraram 

que o resveratrol possui atividade nos três estágios do processo de carcinogênese (JANG et 

al., 1997). Posteriormente, outros estudos complementaram as informações sobre os efeitos 

do resveratrol na carcinogênese. De maneira resumida, o resveratrol age inibindo a 

iniciação através da regulação das atividades de enzimas metabolizadoras de fase I e II 

(CHEN et al., 2004; CIOLINO, YEH, 1999), inibindo a mutagênese (KIM et al., 2002) e 

as espécies reativas de oxigênio (SHARMA et al., 1994). Na etapa de promoção, ele age 

através da indução da parada do ciclo celular (WOLTER et al., 2001; FERRY-DUMAZET 

et al., 2002) e apoptose (DORRIE et al., 2001; TINHOFER et al., 2001). Finalmente, o 

resveratrol inibe os eventos de progressão tumoral inibindo a angiogênese, a invasão 

tumoral e as metástases (BAI et al., 2010; VERGARA et al., 2011; YU et al., 2008; 

WENG et al., 2010).  

Neste sentido, ao longo dos anos, diversos estudos vêm relatando as atividades 

antiproliferativas do resveratrol em vários tipos tumorais, tais como colo do útero, 

colorretal, pulmão, próstata e mama, dentre outros, através de uma ampla gama de 

mecanismos de ação, como indução de apoptose, inibição de invasão e migração celular, 

inibição da angiogênese, parada do ciclo celular e outras, conforme sintetizado no Quadro 

2. 

Quadro 2: Mecanismo de ação do resveratrol em vários tipos tumorais 

Tipo de câncer Mecanismo de ação do resveratrol Referências 

Cabeça e pescoço 

Indução de apoptose através da ativação 

da caspase-3, da alteração da via 

Bax/Bcl-2 e ativação de AMPK. 
CAI et al., 2015 

Inibição da invasão e migração celular. 
LIN et al., 2015; SHAN et 

al., 2014 

Inibição do crescimento e ativação de 

vias de morte celular. 
SHROTRIYA et al., 2015; 

BAEK et al., 2016. 

Colo do útero 

Indução de apoptose. ZHANG et al., 2014 

Inibição da proliferação celular. 
LI et al., 2015; TOMOAIA 

et al., 2015 
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Indução de autofagia. 
GARCÍA-ZEPEDA et al., 

2013 

Inibição da metaloproteinase-9 (MMP-9) 

que está relacionada com migração 

celular e metástases.  

KIM et al., 2012 

Colorretal 

Inibição da invasão e migração celular. JI et al., 2015 

Diminuição do tamanho de tumores em 

camundongos.  
SAUD et al., 2014 

Inibição da proliferação e parada do 

ciclo celular nas fases G0/G1 e G2/M.  
ALI, BRAUN, 2014 

Indução de danos ao DNA.  
COLIN et al., 2014; 

SCHROETER, MARKO, 

2014 

Indução de apoptose. YANG et al., 2015 

Diminuição da angiogênese. WONG, FISCUS, 2015 

Esôfago 

Indução de apoptose através da via 

Bax/Bcl2.  
ZHOU et al., 2003 

Inibição do crescimento e parada do 

ciclo celular na fase sub-G1.  
TANG et al., 2013 

Supressão da proliferação celular.  FAN et al., 2014 

Estômago 

Inibição da proliferação celular.  
HOLIAN et al., 2002; JING 

et al., 2016 

Indução de apoptose, diminuição da 

expressão de survivina e parada do ciclo 

celular na fase G0/G1.  

LIU, ZHANG, 2014 

Diminuição da capacidade clonogênica e 

indução de senescência.  
YANG et al., 2013 

Indução da expressão de p53.  SHIN et al., 2012 

Fígado 

 

Indução de apoptose.  
PENG et al., 2015; YANG 

et al., 2013; DU et al., 2012 

Diminuição da expressão de survivina. OU et al., 2014 
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Inibição de histonas desacetilases.  VENTURELLI et al., 2013 

Diminuição da angiogênese.  YU et al., 2010 

Leucemias 

Indução de apoptose e parada do ciclo 

celular na fase S.  
TSAN et al., 2002 

Indução de apoptose.  
ZUNINO, STORMS, 2015; 

WU et al., 2015 

Mama 

Indução de apoptose.  
MOHAPATRA et al., 

2015; SINGH et al., 2014 

Inibição da proliferação celular.  
WANG et al., 2015; KHAN 

et al., 2014 

Indução de autofagia e inibição de Akt.  ALAYEV et al., 2015 

Ósseo 

Indução de apoptose e inibição de 

metaloproteinases. 
DAI et al., 2015 

Inibição de Akt.  CHEN et al., 2015 

Ovário 

Supressão do crescimento tumoral.  
LEE et al., 2009; ZHONG 

et al., 2015 

Indução de apoptose e inibição de Akt.  GWAK et al., 2015 

Indução da expressão de E-caderina e 

apoptose.  
KIM et al., 2016 

Indução de apoptose e autofagia.  LANG et al., 2015 

Pele 

Modulação da expressão de proteínas 

reguladoras do ciclo celular.  
REAGAN-SHAW et al., 

2004 

Indução de apoptose.  

KALRA et al., 2008; 

HEIDUSCHKA et al., 

2014; HABIBIE et al., 

2014; HAO et al., 2013 

Redução do tamanho do tumor. 
AZIZ et al., 2005, CHEN et 

al., 2012 

Parada do ciclo celular na fase G2/M.  YU et al., 2016 



 

18 
 

Próstata 

Inibição da proliferação celular.  
LEE et al., 2014; MITANI 

et al., 2014; DHAR et al., 

2015; KUMAR et al., 2015 

Indução de autofagia.  SELVARAJ et al., 2016 

Pulmão 

Inibição tumoral através da regulação de 

diversos RNAs longos não codificantes 

(lncRNAs). 

YANG et al., 2015 

Indução de apoptose.  
LUCAS, KOLODZIEJ, 

2015; MA et al., 2015 

Redução da viabilidade celular e da 

capacidade clonogênica.  
NIE et al., 2015 

Renal 

Inibição da proliferação celular e 

diminuição da expressão do fator de 

crescimento vascular endotelial. 

YANG et al., 2011 

Tireoide 

Indução de apoptose.  
TRUONG et al., 2011; YU 

et al., 2013 

Aumento da expressão de p53.  SHIH et al., 2002 

Útero e endométrio 

 

Indução de apoptose.  SEXTON et al., 2006 

Parada do ciclo celular na fase S.  BHAT, PEZZUTO, 2001 

 

Além dos diversos estudos sobre o resveratrol realizados in vitro e em animais, 

existem estudos clínicos demonstrando o efeito do resveratrol em pacientes com câncer. 

Patel e colaboradores (2010) demonstraram que a ingestão de resveratrol (0,5-1,0 grama) 

diariamente por 8 dias reduziu a proliferação celular, evidenciada pela redução da 

expressão de Ki-67 em biopsias de pacientes com câncer coloretal, quando comparadas 

com pacientes que não ingeriram resveratrol. Além disso, os autores mostraram boa 

tolerabilidade dos pacientes ao resveratrol. Howells e colaboradores (2011) também 

demostraram bons resultados em pacientes com câncer coloretal. Pacientes diagnosticados 

com câncer coloretal e metástases hepáticas receberam 5 gramas/dia de resveratrol 

micronizado durante 14 dias. Foi observado um aumento de caspase-3 em biopsias do 

tecido tumoral hepático, além de poucos efeitos adversos. Um outro estudo mostrou que a 

ingestão de 5-50 mg de resveratrol 2 vezes ao dia durante 12 semanas por mulheres com 
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risco de câncer de mama aumentado levou a redução da metilação do gene supressor 

tumoral RASSF1A (ZHU et al., 2012). 

 

2.5. Resveratrol e Câncer de Bexiga 

 

 O primeiro estudo avaliando os efeitos do resveratrol no câncer de bexiga foi 

publicado em 2009. Nesse estudo, Bai e colaboradores (2009) mostraram que o resveratrol 

induz apoptose em células de câncer de bexiga através da modulação de proteínas da 

família Bcl-2 e ativação das caspases 9 e 3. O resveratrol também levou a parada do ciclo 

na fase G1 por ativação da proteína p21 e redução de ciclina D1. Além disso, o tratamento 

com resveratrol diminuiu a expressão do fator de crescimento endotelial vascular e do fator 

de crescimento de fibroblasto, o que contribuiu para a inibição do crescimento tumoral no 

modelo in vivo de câncer de bexiga xenográfico. 

Depois disso, outros autores confirmaram o potencial do resveratrol no tratamento 

do câncer de bexiga, mostrando a capacidade desse composto em reduzir a viabilidade 

celular, induzir parada do ciclo celular, induzir apoptose e inibir migração e invasão celular 

(LIN et al., 2012; STOCCO et al., 2012; WU et al., 2014; BAI et al., 2017).  

O efeito do resveratrol em células de câncer de bexiga com resistência a 

doxorubicina também foi demostrado (WANG et al., 2017), assim como seu potencial em 

ser utilizado em combinação com outros fármacos, como por exemplo com rapamicina, 

especialmente para tumores de bexiga com mutações na via PI3K/mTOR (ALAYEV et al., 

2016). 

Além disso, Zhou e colaboradores (2014) demonstraram que células de bexiga não 

tumorais são mais resistentes aos efeitos citotóxicos do resveratrol do que células tumorais, 

indicando seletividade do composto.  

Embora vários estudos venham mostrando os efeitos do resveratrol no câncer de 

bexiga, muito ainda precisa ser feito no sentido de entender seu mecanismo de ação 

molecular, uma vez que se trata de uma doença muito complexa e de uma substância com 

múltiplas ações. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o potencial antineoplásico e os possíveis 

mecanismos de ação molecular do resveratrol em células tumorais de bexiga com 

diferentes status do gene TP53 (RT4 - tumor grau 1, com gene TP53 selvagem; 5637, 

tumor grau 2, com gene TP53 mutado; e T24 – tumor grau 3 e TP53 mutado). 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar os efeitos do resveratol quanto aos seus efeitos: 

- Citotóxicos e antiproliferativos; 

- Sobre a morfologia celular; 

- Genotóxicos e mutagênicos; 

- Na produção de espécies reativas de oxigênio; 

- Sobre a progressão do ciclo celular; 

- Sobre as taxas de apoptose e necrose; 

- Sobre a migração celular; 

- Sobre a metilação global do DNA; 

- Sobre a expressão das proteínas p53 e PCNA; 

- Na modulação da expressão dos genes: AKT, CDH1, CTNNBIP1, DNMT1, FGFR3, 

HAT, HDAC, HOXB3, mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 e SRC. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Materiais 

 

Resveratrol (> 99%), meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), 

meio de cultura RPMI, meio de cultura branco (DMEM sem vermelho de fenol), 

penicilina G, streptomicina, tripsina, iodeto de propídeo e corante vermelho neutro 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Soro Fetal Bovino foi 

adquirido da Cultilab Ltda. (Campinas, Brasil). Anfotericina B foi adquirida de Cristália 

(Itapira, Brasil). O kit Cell Proliferation II (XTT) foi adquirido da Roche Diagnostics 

(Mannheim, Alemanha). Solução corante de Giemsa foi adquirida da Dinâmica 

(Diadema, Brasil). O kit miRNeasy Mini foi adiquirido da Qiagen (Hilden, Alemanha). 

O kit High Capacity e os primers foram adquiridos da Applied Biosystems (Foster, 

Estados Unidos). O kit FITC AnnexinV/Dead Cell Apoptosis foi adiquirido da 

Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos).  

 

4.2. Linhagens Celulares 

 

Células de carcinoma urotelial humano da linhagem RT4 (tumor de baixo grau, 

com gene TP53 selvagem), linhagem 5637 (tumor de alto grau, com duas mutações no 

gene TP53, uma no códon 72 [Arg > Pro] e uma no códon 280 [Arg > Thr]) e linhagem 

T24 (tumor de alto grau, com mutação no gene TP53 [deleção da tirosina 126]) foram 

adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As linhagens RT4 e T24 foram 

mantidas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL 

penicilina G, 100 U/mL streptomicina e 2,5 µg/mL de anfotericina B. A linhagem 5637 

foi mantida em meio RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL 

penicilina G, 100 U/mL streptomicina e 2,5 µg/mL de anfotericina B. Todas as 

linhagens foram mantidas a 37° C em atmosfera de 5% de CO2. 

 

4.3. Resverarol 

 

O resveratrol foi solubilizado, a uma concentração de 500 µM, em meio de 

cultura com 2% de DMSO, no momento do uso. Em todos os experimentos utilizou-se a 

mesma concentração de DMSO como controle. 
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4.4. Citotoxicidade e proliferação celular 

 

Para os ensaios de citotoxicidade e proliferação celular, para todos os métodos 

utilizados, as células foram plaqueadas em placas de 96 poços (1×104 células/poço para 

T24 e 5637, e 1,5×104 células/poço para RT4). Depois de 24 horas, as células foram 

tratadas com diferentes concentrações de resveratrol (12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 µM) 

por 24 horas. As concentrações utilizadas e o tempo de tratamento foram definidos com 

base nos estudos de Bai e colaboradores (2009) e Lin e colaboradores (2012). Células 

não tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Posteriormente cada experimento 

foi conduzido conforme detalhado abaixo. 

 

4.4.1. Ensaio de XTT 

 

O ensaio de XTT foi conduzido conforme descrito por Sávio e colaboradores 

(2014). Para avaliação da citotoxicidade, após o tratamento, as células foram lavadas 

com solução de Hanks (KCL 0,4 g; KH2PO4 0,06 g; Na2HPO4 0,04g; NaHCO3 0,35 g; 

NaCl 8 g; C6H1206 1 g; H2O 1000 ml) e em seguida preparadas para a leitura. Nesse 

processo foi adicionado meio de cultura branco (DMEM sem vermelho de fenol) nos 

poços e posteriormente a solução de XTT em cada poço. Após, aproximadamente, 90 

minutos, a absorbância foi medida em 492 e 690 nm. 

Para os experimentos de proliferação celular, após o tratamento, as células foram 

lavadas com solução de Hanks. Na sequência, meio de cultura novo foi adicionado e as 

células foram incubadas por mais 24 horas. Após esse período, as células foram 

preparadas para leitura da mesma forma que no experimento de citotoxicidade. 

Os valores de leitura das absorbâncias são proporcionais à quantidade de células 

viáveis. Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O cálculo utilizado para 

apresentação dos resultados foi:  

 

% células viáveis = 
média das absorbâncias

média das absorbâncias do controle
 × 100 

 

4.4.2. Ensaio de absorção de vermelho neutro 
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O ensaio de absorção de vermelho neutro foi conduzido conforme descrito pela 

OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development) (2019), com 

pequenas modificações. Para avaliação da citotoxicidade, após o tratamento, o meio de 

cultura foi retirado, adicionou-se 200 µL de solução de vermelho neutro (50 µg/mL) e 

as células foram incubadas por 3 horas. Após esse tempo, as células foram lavadas com 

PBS (sem cálcio e sem magnésio) e fixadas com glutaraldeído 5%. Posteriormente, foi 

adicionada a solução removedora (50% etanol 96%, 49% água ultrapura, 1% ácido 

acético glacial) e a placa foi agitada horizontalmente por 10 minutos. A absorbância foi 

medida em 570 nm. 

Para os experimentos de proliferação celular, após o tratamento, as células foram 

lavadas com solução de Hanks, meio de cultura novo foi adicionado e as células foram 

incubadas por mais 24 horas. Após esse período, as células foram preparadas para 

leitura da mesma forma que no experimento de citotoxicidade. 

Os valores de leitura das absorbâncias são proporcionais à quantidade de células 

viáveis. Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O cálculo utilizado para 

apresentação dos resultados foi:  

 

% células viáveis = 
média das absorbâncias

média das absorbâncias do controle
 × 100 

 

4.4.3. Ensaio de exclusão de azul de tripan 

 

O ensaio de exclusão de azul de tripan foi conduzido conforme descrito por 

Sávio e colaboradores (2015). Para avaliação da citotoxicidade, após o tratamento, o 

meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com solução de Hanks e 

removidas usando tripsina. A suspensão celular foi transferida para tubos tipo eppendorf 

e centrifugadas a 2000 rpm por 15 minutos. O sobrenadanete foi descartado e as células 

foram novamentes ressuspendidas em 50 µL de meio de cultura. A solução de azul de 

tripan foi adicionada a suspensão celular (5 µL de azul de tripan em 10 µL da suspensão 

de células) e a mistura foi incubada por 5 minutos. As células viáveis foram contadas 

em câmara de Neubauer.  

Para os experimentos de proliferação celular, após o tratamento, as células foram 

lavadas com solução de Hanks, meio de cultura novo foi adicionado e as células foram 
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incubadas por mais 24 horas. Após esse período, as células foram preparadas da mesma 

forma que no experimento de citotoxicidade.  

Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O cálculo utilizado para 

apresentação dos resultados foi: 

 

% células viáveis = 
média do número de células viáveis

média do número de células viáveis do controle
 × 100 

 

4.5. Ensaio de sobrevivência clonogênica  

 

Para avaliar a capacidade clonogênica, 1×106 células foram plaqueadas em 

frascos de cultura de 25 cm3. Após 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol 

nas concentrações 25, 50, 100 e 150 µM por 24 horas. Células não tratadas foram 

utilizadas como controle (CNT). Após o tratamento, as células foram lavadas com 

solução de Hanks, tripsinizadas, e aproximadamente 1000 células foram plaqueadas em 

frascos de cultura de 12,5 cm3 e cresceram durante aproximadamente 10 dias em estufa 

de CO2 para formação de colônias. As células foram coradas com Giemsa e o número 

de colônias com 50 ou mais células foram contadas (SÁVIO et al., 2014). Os testes 

foram conduzidos em triplicata. O cálculo utilizado para apresentação dos resultados 

foi: 

 

% de colônias = 
média do nº de colônias

média do nº de colônias do controle
 × 100 

 

4.6. Avaliação da morfologia 

  

 Para avaliar a capacidade do resveratrol em causar alterações na morfologia das 

células, 2 × 105 células foram plaqueadas em placas de 12 poços. Após 24 horas, as 

células foram tratadas com resveratrol nas concentrações 50, 100 e 150 µM por 24 

horas. Células não tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Após o tratamento, 

as células foram observadas em microscópico invertido com contraste de fase, no 

aumento de 200x. As alterações foram fotografadas utilizando uma câmera digital com 

o auxílio de adaptador de câmera para microscópio (DA SILVA et al., 2012). 
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4.7. Teste do cometa 

 

Para avaliar os possíveis efeitos genotóxicos do resveratrol foi feito o teste do 

cometa seguindo o protocolo descrito por Singh e colaboradores (1988) com pequenas 

modificações. Inicialmente, 2 × 105 células foram plaqueadas em placas de 12 poços. 

Após 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas concentrações 50, 100 e 

150 µM por 2 e 24 horas. Células não tratadas foram utilizadas como controle (CNT) e 

células tratadas com metil metano sulfonato (80 μM) foram utilizadas como controle 

positivo. Após o tratamento, as células foram coletadas e ressuspensas em agarose de 

baixo ponto de fusão (0,5% em PBS). Esta mistura foi colocada sobre uma lâmina pré-

revestida com agarose padrão (1,0% em PBS) e coberta com uma lamínula. Após 

solidificação de agarose a 4ºC, a lamínula foi suavemente removida. As lâminas foram 

então imersas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% 

DMSO e 1% Triton X-100; pH 10) por 24 horas a 4ºC. Subsequentemente, as lâminas 

foram incubadas em tampão alcalino (300 mM NaOH, 1 mM EDTA; pH > 13) por 20 

minutos para permitir o desenrolar do DNA em locais alcali-lábeis. A eletroforese foi 

realizada no mesmo tampão alcalino a 4ºC, durante 20 minutos, a 25 V e 300 mA. 

Depois de eletroforese, as lâminas foram neutralizadas com tampão de neutralização 

(0,4 M Tris, pH 7,5), lavadas com etanol gelado e secas a temperatura ambiente. O 

DNA foi corado com brometo de etídio (20 mg/mL) imediatamente antes da análise. 

Um total de 100 nucleoides selecionados aleatoriamente foram analisados com aumento 

de 40× em microscópio de fluorescência. As fotografias foram analisadas utilizando o 

software ImageJ/OpenComet e o parâmetro intensidade da cauda (% DNA na cauda) foi 

usado para calcular a quantidade de DNA degradado. 

 

4.8. Teste do micronúcleo com bloqueio da citocinese 

 

 Para avaliar os possíveis efeitos mutagênicos do resveratrol foi realizado o 

ensaio do micronúcleo baseado na técnica descrita por Fenech (2000). Inicialmente, 1 x 

106 células foram plaqueadas em placa de Petri (100 mm × 20 mm). Após 24 horas, as 

células foram tratadas com resveratrol nas concentrações de 50, 100 e 150 µM por 4 

horas. Doxorrubicina foi usado como controle positivo na concentração de 0,4 g/mL por 

2 horas. Em seguida, foi adicionado 15 µL de solução de citocalasina B em DMSO a 2 

mg/mL e as células foram incubadas novamente por 24 (T24 e 5637) ou 44 (RT4) 
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horas. No final da etapa de incubação, as células foram coletadas e centrifugadas a 800 

rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 5 mL de solução 

hipotônica gelada (KCl 0,075 M). Após a fixação das células com metanol/ácido acético 

(3:1), as lâminas foram coradas com solução de Giemsa a 5% e analisadas no 

microscópio óptico com aumento de 1000x.  

Para determinação da frequência de células micronucleadas foram analisadas 

1000 células binucleadas em cada lâmina. Para determinação do índice de divisão 

nuclear (IDN) foram analisadas 500 células em cada lâmina. O IDN foi calculado como 

descrito por Fenech (2000):  

IDN = 
M1 + 2 × M2 + 3 × M3 + 4 × M4

N
 

Onde M1-M4 é o número de células com 1-4 núcleos e N é o número total de 

células viáveis. 

 

4.9. Quantificação das espécies reativas de oxigênio  

 

A produção de espécies reativas de oxigênio foi quantificada usando diacetato de 

2,7-diclorofluoresceína (DCFH-DA) como marcador fluorescente (RODENAK-

KLADNIEW et al., 2018; LIN et al., 2012). Inicialmente, 7 x 104 células foram 

plaqueadas em placas de 96 poços específicas para leitor de placa com fluorescência. 

Após 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas concentrações 50, 100 e 

150 µM por 24 horas. Células não tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Após 

o tratamento, as células foram lavadas com solução de Hanks e incubadas com uma 

solução de DCFH-DA a 10 µM, preparada em meio de cultura sem vermelho de fenol, 

por 30 minutos a 37ºC e protegidas da luz. Após a marcação, as células foram lavadas e 

meio de cultura sem vermelho de fenol foi adicionado. A leitura de fluorescência foi 

feita em leitor de placa com fluorescência usando os comprimentos de ondas de 485 nm 

para excitação e 535 nm para emissão. 

 

4.10. Progressão do ciclo celular 
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Para avaliar a cinética do ciclo celular 2 × 105 células foram plaqueadas em 

placas de 12 poços. Após 24 horas, as células foram tratadas com diferentes 

concentrações de resveratrol (50, 100 e 150 µM) por 24 horas. Após o tratamento, as 

células foram lavadas com soluções de Hanks, removidas utilizando tripsina e 

centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. O sedimento formado foi fixado com etanol 

70% e mantido a -20ºC por pelo menos 12 horas (BRASSESCO et al., 2013). 

No momento da leitura a solução fixadora foi removida após centrifugação a 

1100 rpm por 10 minutos, as células foram lavadas com solução de Hanks, novamente 

centrifugadas e ressuspensas em 200 uL de solução de marcação (0,0914 g de cloreto de 

magnésio; 0,0774 g de citrato de sódio; 0,04766 g de hepes; 10 uL de triton-X, 0,5 mL 

de iodeto de propídeo, 9,490 mL de água, adaptado de GALBRAITH et al., 1983). As 

células forma mantidas em gelo e protegidas da luz por pelo menos 30 minutos antes da 

leitura. A percentagem de células nas fases G0/G1, S e G2/M foi medida utilizando 

citômetro de fluxo (BD FACSCalibur) e posteriormente analisadas utilizando o 

software FlowJo. Foram analisados 30.000 eventos e as análises conduzidas em 

triplicata. 

 

4.11. Ensaio de apoptose/necrose 

 

Para avaliar a taxa de apoptose celular foi utilizado o kit FITC AnnexinV/Dead 

Cell Apoptosis (Invitrogen). Foram plaqueadas 2 × 105 células em placas de 12 poços. 

Após 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentrações de resveratrol 

(50, 100 e 150 µM) por 24 horas. Após o tratamento, as células foram lavadas com 

solução de Hanks, removidas utilizando tripsina e centrifugadas a 1000 rpm por 10 

minutos. Outra lavagem foi feita com solução de Hanks e as células foram novamente 

centrifugadas (1000 rpm, 10 minutos). Posteriormente foi feita a marcação com iodeto 

de propídeo e anexina V seguindo o indicado pelo protocolo do kit. A percentagem de 

células não marcadas ou marcados por iodeto de propídeo e/ou anexina V foi medida 

utilizando citômetro de fluxo (BD FACSCalibur) e posteriormente analisadas utilizando 

o software FlowJo. Células não marcadas foram classificadas com vivas, células 

marcadas apenas com anexina foram classificadas como apoptose recente, células 

marcadas com anexina e iodeto de propídeo foram classificadas como apoptose tardia e 

células marcadas apenas como iodeto de propídeo foram classificadas como necrose. 

Foram analisados 50.000 eventos e as análises conduzidas em triplicata. 
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4.12. Ensaio de migração celular 

 

Para avaliação da migração celular foi utilizado o ensaio de cicatrização de 

feridas como descrito por Gándara e colaboradores (2014) com pequenas modificações. 

Inicialmente, 5 x 105 células foram plaqueadas em placas de 12 poços. Após 24 horas, a 

monocamada de células foi raspada com o auxílio de uma ponteira de 200 µL 

esterilizada para criar uma ferida. As células foram lavadas, fotografadas e 

posteriormente tratadas com 150 µM resveratrol por 24 horas. Células não tratadas 

foram usadas como controle (CNT). Ao fim do tratamento, a migração celular foi 

fotografada. A quantificação de motilidade celular foi realizada usando o software 

ImageJ medindo-se a distância entre a frente invasora das células em 3 campos 

selecionados aleatoriamente. 

 

4.13. Quantificação da metilação global 

 

 Para avaliar a quantidade de DNA metilado após o tratamento com resveratrol, 

1×106 células foram plaqueadas em frascos de cultura de 25 cm3. Após 24 horas, as 

células foram tratadas com 150 de resveratrol por 24 horas. Após o tratamento, as 

células foram coletadas e o DNA foi extraído utilizando o kit Wizard® Genomic 

(Promega). A quantidade de DNA metilado foi determinada utilizando o kit Imprint® 

Methylated DNA Quantification (Sigma-Aldrich). Em resumo, 100 ng de DNA foram 

diluídos em 30 μL de solução de ligação de DNA e adicionados em cada poço da placa 

de 96 poços. Após incubação, o anticorpo de captura foi adicionado e a placa foi 

incubada novamente. Em seguida, a placa foi lavada e o anticorpo de detecção foi 

adicionado. Após nova incubação, a placa foi lavada e a solução reveladora foi 

adicionada. A mudança de coloração foi monitora e finalmente, a absorbância foi 

medida a 450 nm. Os valores de absorbância foram proporcionais a quantidade de DNA 

metilado. Foi utilizado o cálculo direto para determinar a porcentagem de DNA 

metilado. O cálculo utilizado para apresentação dos resultados foi: 
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% de DNA metilado = 
absorbância das células tratadas

absorbância das células não tratadas
 × 100 

 

4.14. Imunocitoquímica 

 

Para avaliação do efeito do resveratrol sobre as proteínas p53 e PCNA, as 

células foram processadas pela técnica de IHC, utilizando anticorpos monoclonais e o 

sistema EnVision Dakocytomation (EnVision® + system-HRP AEC, K4004, DAKO).  

Foram plaqueadas 2 x 104 células em lâminas do tipo “Chamber Slides”. Após 

24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas concentrações 50, 100 e 150 µM 

por 24 horas. Células não tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Após o 

tratamento, as células foram incubadas com anticorpo primário, durante a noite, em 

câmara úmida a temperatura de 4 a 8° C. A concentração dos anticorpos foi definida por 

testes de diluição. Os anticorpos foram diluídos em Tris-HCl 0,05M contendo Tween 

0,1% (antibody diluent; S3022, DAKO). Como controle negativo foi utilizado um 

coquetel de imunoglobulinas de camundongos – IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgM 

(Universal Negative Control Reagent; IS750, DAKO). Após a incubação com o 

anticorpo primário, foram realizadas 3 lavagens em solução de TBST (5 minutos cada) e 

as lâminas incubadas com anticorpo secundário ligado à enzima peroxidase (goat anti 

IgG mouse conjugado com polímero marcado com peroxidase), por 60 minutos, à 

temperatura ambiente. Após a revelação com o substrato cromógeno (3-amino-9-

ethylcarbazole e H2O2), as lâminas foram lavadas 3 vezes (5 minutos cada) em água 

destilada. Em seguida, as lâminas foram imersas durante 6 minutos em Hematoxilina de 

Mayer (DAKO), lavadas novamente com água destilada e, finalmente, mergulhadas em 

uma solução de hidróxido de amônio 37 mM (LabSynth) por 10 vezes e montadas com 

meio aquoso (Faramount Mounting Medium, S3025, DAKO). As lamínulas, 

previamente limpas com detergente extran e álcool 70%, foram fixadas à lâmina. As 

lâminas foram fotografadas com o programa de captura de imagem Leica Application 

Suite. A análise quantitativa de PCNA foi realizada utilizando o software ImageJ. 

 

4.15. Avaliação de expressão gênica 

 

4.15.1. Extração de RNA 
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Para avaliação da expressão gênica, 1×106 células foram plaqueadas em frascos 

de cultura de 25 cm3. Após 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas 

concentrações 50, 100 e 150 µM por 24 horas. Células não tratadas foram utilizadas 

como controle (CNT). Após o tratamento, as células foram lavadas com solução de 

Hanks, tripsinizadas, coletadas em microtubos e armazenadas a -80ºC até o momento da 

extração. 

A extração de RNA foi realizada utilizando-se o kit miRNeasy Mini (Qiagen®). 

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o especificado no protocolo 

do fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop. 

 

4.15.2. Análise da expressão de genes por PCR quantitativo em tempo real (RT-

qPCR) 

 

A síntese de cDNA foi feita utilizando-se o kit High Capacity (Applied 

Biosystems), segundo instruções do fabricante. A reação foi feita com 12,5 µL de H2O 

DNAse RNAse free, 6 µL de tampão RT 10X, 6 µL de random primer 10X, 2,5 µL de 

dNTP 25X, 3 µL de MultiScribe RT (50U/µL) e 1 µg de RNA), usando as seguintes 

condições 25 ºC por 10 minutos e 37 ºC por 60 minutos. 

Os níveis de expressão dos genes AKT (Hs01086102), CDH1 (Hs00170423), 

CTNNBIP1 (Hs00172016), DNMT1 (Hs00945875), FGFR3 (Hs00179829), HAT 

(Hs00186320), HDAC1 (Hs02621185), HOXB3 (Hs01587922), mTOR (Hs00234508), 

MYC (Hs01570247), PLK1 (Hs00983229), RASSF1A (Hs00200394), SMAD4 

(Hs00929647) e SRC (Hs01082246) foram analisados utilizando o sistema TaqMan® 

(Applied Biosystems). O gene de referência utilizado foi o GAPDH (Hs99999905_m1). 

A reação foi feita com 2 μL da amostra de cDNA, 5 μL de Master Mix TaqMan 2x e 0.5 

μL do primer (20x), usando as seguintes condições:  94 °C por 10 minutos seguido por 

40 ciclos a 94 °C por 30 segundos e 60 °C por 1 minuto, no sistema Applied Biosystems 

7500  RealTime PCR. Os dados de fluorescência foram coletados durante cada etapa de 

anelamento/extensão. 

As análises foram feitas pelo método do CT Comparativo (ΔΔCT), que se 

fundamenta na fórmula 2–ΔΔCt, na qual o ΔΔCT = média do ΔCT (grupo tratado) - média 

do ΔCT (grupo calibrador). O ΔCT é a diferença entre o CT do gene de interesse e o CT 

do gene endógeno. O grupo calibrador é uma mistura de cDNA do grupo CNT.  
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Os valores de fold change e fold regulation foram calculados como descrito por 

Livak e Schmittgen (2001). Fold regulation representa os resultados de fold change de 

uma maneira biologicamente significativa. Valores de fold change maiores que 1 

indicam regulação positiva e o valor do fold regulation é igual o valor de fold change. 

Valores de fold change menores que 1 indicam regulação negativa e o valor de fold 

regulation é o inverso negativo do valor de fold change. 

 

4.16. Análise estatística 

 

O software GraphPad Prism 6 foi utilizado nas análises estatísticas dos 

resultados. Como os dados apresentaram distribuição normal, utilizou-se o teste 

ANOVA seguido do teste de comparação múltipla de Tukey. Adotou-se o intervalo de 

confiança de 95% e as diferenças foram consideradas significativas para p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Citotoxicidade e Proliferação Celular 

 

A citotoxidade e a inibição da proliferação celular causadas por diferentes 

concentrações de resveratrol nas linhagens celulares RT4, 5637 e T24 foram avaliadas 

imediatamente e 24 horas após o tratamento, respectivamente. Três metodologias com 

princípios distintos (ensaio de XTT, absorção de vermelho neutro e exclusão de azul de 

tripan) foram utilizadas para a avaliação da viabilidade celular.  

 

5.1.1. Ensaio de XTT 

 

Os resultados de citotoxicidade pela metodologia do XTT são apresentados na 

Figura 3-A. Pode-se observar que o resveratrol causou redução significativa do número 

de células viáveis apenas na linhagem T24, nas duas maiores concentrações avaliadas 

(150 e 200 µM), sendo o CI50 = 179,26 µM. Na Figura 3-B temos os resultados do 

experimento de proliferação celular. Pode-se observar que todas as concentrações de 

resveratrol avaliadas causaram redução significativa do número de células viáveis nas 

linhagens RT4 e T24. Na linhagem 5637, o resveratrol reduziu a viabilidade celular a 

partir da concentração de 50 µM. Os valores de CI50 calculados foram 30,29 µM para a 

linhagem RT4, 171,48 µM para a linhagem 5637 e 10,16 µM para a linhagem T24. 
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Figura 3: Porcentagem de células viáveis (escala logarítmica) das linhagens RT4, 5637 e T24 

imediatamente (A) e 24 horas (B) após o tratamento com resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: 

controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 
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5.1.2. Ensaio de absorção de vermelho neutro 

   

Na Figura 4-A são apresentados os resultados de citotoxicidade pela 

metodologia do vermelho neutro. Pode-se observar que houve redução significativa do 

número de células viáveis na linhagem RT4 a partir da concentração de 50 µM de 

resveratrol, enquanto que nas linhagens T24 e 5637 esse efeito foi notado a partir da 

concentração de 100 µM. Os valores de CI50 para as linhagens celulares RT4, 5637 e 

T24 foram 97,11 µM, 220,08 µM e 198,38 µM, respectivamente. 

Na Figura 4-B são apresentados os resultados do experimento de proliferação 

celular. Pode-se observar que todas as concentrações de resveratrol avaliadas, exceto a 

menor (12,5 µM), causaram redução significativa do número de células viáveis em 

todas as linhagens estudas. Os valores de CI50 calculados foram 76,60 µM para a 

linhagem RT4, 132,59 µM para a linhagem 5637 e 50,52 µM para a linhagem T24. 
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Figura 4: Porcentagem de células viáveis (escala logarítmica) das linhagens RT4, 5637 e T24 

imediatamente (A) e 24 horas (B) após o tratamento com resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: 

controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 
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5.1.3. Ensaio de exclusão de azul de tripan 

 

Os resultados de citotoxicidade pelo método de exclusão de azul de tripan são 

apresentados na Figura 5-A. Pode-se observar que houve redução significativa do 

número de células viáveis na linhagem RT4 a partir da concentração de 50 µM de 

resveratrol, enquanto que na linhagem 5637 esse efeito foi observado a partir da 

concentração de 100 µM. Na linhagem T24 apenas na maior concentração avaliada (200 

µM) houve redução significativa da viabilidade celular. Os valores calculados de CI50 

foram 83,58 µM para a linhagem RT4, 148,58 µM para a linhagem 5637 e 163,16 µM 

para a linhagem T24. 

Na Figura 5-B são apresentados os resultados do experimento de proliferação 

celular. Pode-se observar que houve redução significativa da proliferação celular nas 

linhagens RT4 e 5637 a partir da concentração de 50 µM de resveratrol, enquanto que 

na linhagem T24 a redução da proliferação celular foi observada a partir da 

concentração de 25 µM. Os valores calculados de CI50 foram 62,57 µM para a linhagem 

RT4, 93,61 µM para a linhagem 5637 e 31,84 µM para a linhagem T24. 
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Figura 5: Porcentagem de células viáveis (escala logarítmica) das linhagens RT4, 5637 e T24 

imediatamente (A) e 24 horas (B) após o tratamento com resveratrol. CNT: controle não tratado,  DMSO: 

controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 
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5.2. Avaliação da morfologia 

 

 As fotografias em contraste de fase das células das linhagens RT4, 5637 e T24 

são apresentadas na Figura 6. Pode-se observar a presença de células T24 e 5637 

alongadas após o tratamento com resveratrol. Além disso, um número menor de células 

foi observado em todas as culturas celulares tratadas com resveratrol quando 

comparadas com seus respectivos controles. 

 

Figura 6: Morfologia celular das linhagens RT4, 5637 e T24 após o tratamento com diferentes 

concentrações de resveratrol. Redução do número de células após o tratamento com resveratrol em todas 

as linhagens. Setas: células alongadas. Microscópio ótico com contraste de fase, aumento de 200x. CNT: 

controle não tratado. 

 

5.3. Ensaio de sobrevivência clonogênica 
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Os resultados do teste de sobrevivência clonogênica estão apresentados na 

Figura 7. Pode-se observar que nas linhagens T24 e 5637 houve redução significativa 

do número de colônias formadas nas células tratadas com 50, 100 e 150 µM de 

resveratrol. Na linhagem RT4, a redução do número de colônias foi significativa apenas 

nas células tratadas com a maior concentração avaliada (150 µM). 
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Figura 7: Porcentagem de colônias de células das linhagens RT4, 5637 e T24, aproximadamente 10 dias 

após o tratamento com resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: 

resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 

 

5.4. Teste do cometa 

 

Os resultados do teste do cometa são apresentados na Figura 8. Pode-se observar 

que o tratamento com resveratrol em todas as concentrações estudadas gerou danos 

primários ao DNA nas linhagens RT4, 5637 e T24, tanto em 2 horas quanto em 24 

horas de tratamento. 
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Figura 8: Danos primários ao DNA (intensidade da cauda do cometa) em células RT4, 5637 e T24 

tratadas com resveratrol por 2 (A) ou 24 horas (B). CNT: controle não tratado, DMSO: controle DMSO, 

Controle posivito: metil metano sulfonato 80 μM, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 

 

5.5. Progressão do ciclo celular 

 

Na Figura 9 são apresentados os resultados da análise do ciclo celular após o 

tratamento com diferentes concentrações de resveratrol. Nas células da linhagem RT4 

foi observado que o tratamento com resveratrol causou um aumento significativo do 
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número de células em sub-G1, acompanhado por uma redução do número de células em 

G0/G1 e em G2/M. Na linhagem 5637 houve um aumento significativo do número de 

células na fase S com uma redução significativa na fase G2/M. O mesmo efeito pode ser 

observado para as células da linhagem T24, na quais também ocorreu um aumento 

significativo do número de células em sub-G1 após o tratamento com 150 µM de 

resveratrol. 

Figura 9: Histogramas representativos da progressão do ciclo celular. CNT: Controle não tratado. RES: 

resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 

 

5.6. Ensaio de apoptose/necrose 

 

Na Figura 10 são apresentados os gráficos representativos dos experimentos de 

apoptose para cada concentração avaliada de cada linhagem estudada. Pode-se observar 

que na linhagem RT4 o tratamento com resveratrol induziu apoptose nas duas maiores 

concentrações avaliadas, enquanto que na linhagem T24 o tratamento com resveratrol 

induziu necrose nas duas maiores concentrações avaliadas. Nas células da linhagem 

5637, nenhuma alteração significativa foi observada após o tratamento com resveratrol. 
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Figura 10: Índices de apoptose e necrose nas células das linhagens RT4, 5637 e T24 após o tratamento 

com resveratrol. CNT: controle não tratado, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 

 

5.7. Ensaio de migração celular 

 

Na Figura 11 são apresentados os resultados de migração celular. Pode-se 

observar que o tratamento com resveratrol inibiu a migração celular em todas as 

linhagens celulares estudadas. Na linhagem RT4 ocorreu 14,63 % de migração nas 

células do grupo controle enquanto que nas células tratadas houve um aumento da ferida 

em 14,34 %. Nas linhagens 5637 e T24 observamos 100% de migração nas células do 

grupo controle não tratado enquanto que nas células tratadas houve um aumento da 

ferida em 2,03 a 19,38 % respectivamente. O aumento da ferida observado nas células 

tratadas ocorreu provavelmente devido a morte celular. 
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Figura 11: Fotografias e quantificação da migração celular nas linhagens RT4 (A e B), 5637 (C e D) e 

T24 (E e F) após tratamento com resveratrol. CNT: Controle não tratado, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

5.8. Quantificação das espécies reativas de oxigênio 

 

Os resultados da quantificação de espécies reativas de oxigênio são mostrados na 

Figura 12. Nas células da linhagem RT4 houve um aumento significativo da produção 

de espécies reativas de oxigênio após o tratamento com resveratrol em todas as 
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concentrações avaliadas. Nas linhagens 5637 e T24 o aumento na produção de espécies 

reativas foi significativo após o tratamento com 100 e 150 µM de resveratrol.  
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Figura 12: Produção de espécies reativas de oxigênio em células das linhagens RT4, 5637 e T24 após o 

tratamento com resveratrol. CNT: controle não tratado. DMSO: controle DMSO, RES: resveratrol. * p < 

0,05 em relação ao CNT. 

 

5.9. Quantificação da metilação global do DNA 

 

Os resultados da quantificação da metilação global do DNA são apresentados na 

Tabela 1. Não houve alteração significativa da metilção global após o tratamento com 

resveratrol. A porcentagem média de metilação do DNA em relação ao controle não 

tratado foi 90,88 % para as células RT4, 122,43% para as células 5637 e 115,57% para 

as células T24. 

 

 

 

 



 

48 
 

Tabela 1: Metilação global do DNA em células das linhagens RT4, 5637 e T24 após o 

tratamento com resveratrol. 

 

DNA metilado 

(% em relação ao CNT) 

 CNT DMSO RES 150 µM 

RT4 100 94,52 ± 0,15 90,88 ± 0,05 

5637 100 99,35 ± 0,05 122,43 ± 0,03 

T24 100 98,32 ± 0,17 115,57 ± 0,04 

CNT: controle não tratado. DMSO: controle de DMSO. RES: resveratrol 

 

5.10. Teste do micronúcleo com bloqueio da citocinese 

 

 Os resultados do teste do micronúcleo são apresentados na Tabela 2. Pode-se 

observar que o tratamento com resveratrol não gerou danos mutagênicos em nenhuma 

das linhagens celulares estudadas.  

 

Tabela 2: Frequência de células RT4, 5637 e T24 micronucleadas (‰) após o 

tratamento com resveratrol 

 

CNT DMSO  
Controle 

positivo 

RES 

50 µM 

RES 

100 µM 

RES 

150 µM 

RT4 0 0 0,011 ± 0,002* 0 0 0 

5637 0,003 ± 0,001 0,002 ± 0,001 0,013 ± 0,001* 0,002 ± 0,001 0,003 ± 0,001 0,001 ± 0,001 

T24 0,004 ± 0,001 0,003 ± 0,001 0,014 ± 0,004* 0,004 ± 0,001 0,001 ± 0,001 0,002 ± 0,001 

CNT: controle não tratado, DMSO: controle DMSO, Controle positivo: Doxorrubicina: 0,4 g/mL, RES: 

resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 
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Os valores de IDH são apresentados na Tabela 3. Pode-se observar que houve 

redução do IDN em todas as linhagens tumorais após o tratamento com resveratrol. 

 

Tabela 3: Índice de divisão nuclear para as células RT4, 5637 e T24 após o tratamento 

com resveratrol. 

 

Controle DMSO  

RES 

50 µM 

RES 

100 µM 

RES 

150 µM 

RT4 1,824 ± 0,034 1,778 ± 0,038 1,727 ± 0,058 1,645 ± 0,052* 1,415 ± 0,036* 

5637 1,805 ± 0,015 1,837 ± 0,016 1,815 ± 0,013 1,744 ± 0,006* 1,737 ± 0,012* 

T24 1,887 ± 0,005 1,925 ± 0,019 1,774 ± 0,012* 1,695 ± 0,003* 1,629 ± 0,007* 

CNT: controle não tratado, DMSO: controle DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relação ao CNT. 

 

5.11. Imunocitoquímica 

 

Na Figura 13 pode-se obeservar os diferentes perfis de expressão da proteína 

p53, marcada em vermelho, nas linhagens tumorais estudadas. Observa-se uma 

marcação mais intensa nas linhagens 5637 e T24, e praticamente nenhuma marcação em 

RT4. Não foram observadas alterações na expressão da proteína após o tratamento com 

resveratrol (dados não apresentados). 

Figura 13: Expressão da proteína p53 nas células das linhagens RT4, 5637 e T24. A proteína p53 está 

marcada em vermelho. Aumento de 100x.  
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Na Figura 14-A são apresentados os resultados da análise quantitativa realizada 

para a proteína PCNA. O tratamento com resveratrol causou uma redução significativa 

dos níveis de PCNA nuclear nas células das linhagens T24. Nas linhagens RT4 e 5637 

não houve modulação dos níveis dessa proteína após o tratamento. Na Figura 14-B é 

possível observar a presença de PCNA citoplasmático em todas as linhagens celulares.   

 

Figura 14: (A) Quantificação dos níveis de PCNA nuclear em células das linhagens RT4, 5637 e T24 

após o tratamento com resveratrol. (B) Expressão da proteína PCNA nas células das linhagens RT4, 5637 

e T24. A proteína PCNA está marcada em vermelho. CNT: controle não tratado, RES: resveratrol. * p < 

0,05 em relação ao CNT. 

 

5.12. Avaliação de expressão gênica 
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 Avaliou-se a influência do tratamento com resveratrol na expressão de 11 genes 

relacionados aos processos de tumorigênese, sendo eles: AKT, CDH1, CTNNBIP1, 

FGFR3, HOXB3, mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 e SRC. Além disso, avaliou-

se também a modulação do resveratrol na expressão de três genes relacionados aos 

processos epigenéticos de metilação do DNA (DNMT1) e acetilação de histonas 

(HDAC1 e HAT). Os resultados de expressão gênica após o tratamento com resveratrol 

são mostrados nas Figuras 15-28. 

Na Figura 15 são apresentados os resultados da expressão do gene AKT após o 

tratamento com resveratrol. Pode-se observar que o tratamento com resveratrol nas 

concentrações de 100 e 150 µM causou redução significativa da expressão do gene AKT 

nas células da linhagem RT4. Nas linhagens 5637 e T24, o tratamento com resveratrol 

não causou nenhuma alteração na expressão desse gene. 

 

C
N

T

D
M

S
O

R
E

S
 5

0
 

M

R
E

S
 1

0
0
 

M

R
E

S
 1

5
0
 

M
C

N
T

D
M

S
O

R
E

S
 5

0
 

M

R
E

S
 1

0
0
 

M

R
E

S
 1

5
0
 

M
C

N
T

D
M

S
O

R
E

S
 5

0
 

M

R
E

S
 1

0
0
 

M

R
E

S
 1

5
0
 

M

0

1

2

3

4

5

R T 4

5 6 3 7

E
x

p
re

s
s

ã
o

 r
e

la
ti

v
a

*

T 2 4

*

 

Figura 15: Níveis relativos de mRNA de AKT em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 16 são apresentados os resultados da expressão do gene CDH1 após o 

tratamento com resveratrol. Pode-se observar que o tratamento com resveratrol na maior 

concentração avaliada (150 µM) causou aumento da expressão desse gene nas células 

das linhagens RT4 e T24. Nas células da linhagem 5637 o aumento da expressão de 

CDH1 foi observado a partir de 100 µM. 
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Figura 16: Níveis relativos de mRNA de CDH1 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 17 são apresentados os resultados da expressão do gene CTNNBIP1 

após o tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem 5637 houve aumento da 

expressão desse gene em todas as concentrações estudadas enquanto que nas células 

T24 o aumento foi significativo na maior concentração. Na linhagem RT4 não houve 

modulação da expressão desse gene após o tratamento com resveratrol. 
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Figura 17: Níveis relativos de mRNA de CTNNBIP1 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento 

com resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 
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Na Figura 18 são apresentados os resultados da expressão do gene DNMT1 após 

o tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem RT4, o tratamento com 

resveratrol nas concentrações de 100 e 150 µM causou redução significativa da 

expressão desse gene. Nas linhagens 5637 e T24, o tratamento com resveratrol não 

causou nenhuma alteração na expressão desse gene. 
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Figura 18: Níveis relativos de mRNA de DNMT1 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

 

Os resultados da expressão do gene FGFR3 após o tratamento com resveratrol 

são apresentados na Figura 19. O tratamento com resveratrol nas concentrações de 100 e 

150 µM causou aumento significativo da expressão desse gene nas células T24. Nas 

linhagens RT4 e 5637, o tratamento com resveratrol não causou nenhuma alteração na 

expressão desse gene. 
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Figura 19: Níveis relativos de mRNA de FGFR3 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 20 são apresentados os resultados da expressão do gene HAT após o 

tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem T24, o tratamento com resveratrol, 

em todas as concentrações avaliadas, causou redução da expressão do gene HAT, 

enquanto que nas células da linhagem RT4 apenas a maior concentração de resveratrol 

gerou esse mesmo efeito. Não houve modificação da expressão desse gene após o 

tratamento nas células da linhagem 5637. 
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Figura 20: Níveis relativos de mRNA de HAT em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 
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 Na Figura 21 são apresentados os resultados da expressão do gene HDAC1 após 

o tratamento com resveratrol. Não houve modificação da expressão desse gene após o 

tratamento em nenhuma das linhagens estudadas. 
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Figura 21: Níveis relativos de mRNA de HDAC1 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. 

 

Na Figura 22 são apresentados os resultados da expressão do gene HOXB3 após 

o tratamento com resveratrol. Na linhagem T24, a maior concentração avaliada de 

resveratrol (150 µM) causou redução significativa da expressão desse gene. Na 

linhagem RT4, o tratamento com resveratrol nas concentrações de 100 e 150 µM causou 

redução significativa da expressão de HOXB3. Não houve alteração significativa da 

expressão desse gene nas células da linhagem 5637. 
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Figura 22: Níveis relativos de mRNA de HOXB3 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 23 são apresentados os resultados da expressão do gene mTOR após o 

tratamento com resveratrol. A maior concentração avaliada de resveratrol (150 µM) 

causou redução significativa da expressão desse gene nas células da linhagem RT4. Nas 

linhagens 5637 e T24, o tratamento não causou nenhuma alteração na expressão desse 

gene. 
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Figura 23: Níveis relativos de mRNA de mTOR em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 
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 Na Figura 24 são apresentados os resultados da expressão do gene MYC após o 

tratamento com resveratrol. Pode-se observar que o tratamento não causou nenhuma 

alteração da expressão deste gene nas linhagens estudadas.  
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Figura 24: Níveis relativos de mRNA de MYC em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 25 pode-se observar os resultados da expressão do gene PLK1 após o 

tratamento com resveratrol. Nas três linhagens estudadas, o tratamento com resveratrol 

nas concentrações de 100 e 150 µM causou uma redução significativa da expressão 

desse gene. 
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Figura 25: Níveis relativos de mRNA de PLK1 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 26 são apresentados os resultados da expressão do gene RASSF1A 

após o tratamento com resveratrol. A maior concentração avaliada de resveratrol causou 

aumento significativo da expressão desse gene na linhagem T24. Nas linhagens RT4 e 

5637 o tratamento não causou nenhuma alteração na expressão desse gene. 
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Figura 26: Níveis relativos de mRNA de RASSF1A em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 
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Na Figura 27 são apresentados os resultados da expressão do gene SMAD4. Na 

linhagem RT4 houve redução da expressão desse gene após o tratamento com 

resveratrol em todas as concentrações avaliadas. Nas células das linhagens 5637 e T24 

não houve modulação da expressão desse gene pelo resveratrol. 
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Figura 27: Níveis relativos de mRNA de SMAD4 em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Na Figura 28 são apresentados os resultados da expressão do gene SRC após o 

tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem RT4, o tratamento com resveratrol 

na maior concentração avaliada (150 µM) causou uma redução significativa da 

expressão desse gene. Nas linhagens 5637 e T24, o tratamento não causou nenhuma 

alteração na expressão desse gene. 
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Figura 28: Níveis relativos de mRNA de SRC em células RT4, 5637 e T24 após o tratamento com 

resveratrol. CNT: controle não tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em 

relação ao CNT. 

 

Os valores de fold change são apresentados na Tabela 4. 
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Tabela 4: Valores de fold change calculados para as células das linhagens RT4, 5637 e 

T24 após o tratamento com resveratrol 

 RT4 5637 T24 

Concentrações 

(µM) 
50 100 150 50 100 150 50 100 150 

G
en

es
 

AKT 0,95 0,68 0,30 0,66 0,68 0,76 1,46 0,91 1,21 

CDH1 1,25 1,32 2,49 1,48 1,92 3,65 0,59 0,36 1,83 

CTNNB1P1 1,28 0,98 1,48 1,58 2,13 2,65 0,92 2,32 4,81 

DNMT1 0,96 0,44 0,28 1,09 0,94 0,92 1,72 1,94 1,90 

FGFR3 1,21 1,77 0,67 2,21 5,99 4,49 3,64 6,11 6,11 

HAT 1,86 1,38 0,67 1,16 0,99 0,94 0,39 0,24 0,27 

HDAC 0,86 0,91 0,46 1,22 0,98 1,08 1,28 2,20 2,02 

HOXB3 0,98 0,30 0,29 1,01 0,97 0,56 0,58 0,33 0,14 

mTOR 1,07 0,99 0,53 0,76 1,23 1,61 1,50 1,40 2,14 

MYC 1,76 2,35 1,87 1,06 0,97 1,07 0,58 0,86 0,98 

PLK1 1,00 0,04 0,03 0,40 0,29 0,28 1,31 0,54 0,48 

RASSF1A 0,97 0,98 0,93 0,59 0,44 0,36 2,06 13,39 106,3 

SMAD4 0,22 0,15 0,23 0,96 1,18 1,36 0,86 1,21 1,77 

SRC 1,30 1,01 0,42 1,21 1,03 1,17 1,32 0,87 1,10 

 

Nas Figuras 29 e 30 são apresentados os efeitos e mecanismos de ação do 

resveratrol nas linhagens tumorais selvagem e mutadas para o gene TP53, 

respectivamente. 
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Figura 29: Efeitos e mecanismo de ação do resveratrol na linhagem celular RT4 (TP53 selvagem). 

 

Figura 30: Efeitos e mecanismo de ação do resveratrol nas linhagens celulares com mutação no gene 

TP53. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Mutações no gene supressor tumoral TP53 são muito comuns no câncer de 

bexiga (NISHIYAMA et al., 2008) e influenciam o prognóstico e a resposta a 

quimioterapia (WELLER, 1998). Dessa forma, os efeitos do resveratrol em linhagens 

celulares de carcinoma urotelial com diferentes status do gene TP53 foram avaliados. A 

linhagem 5637 apresenta duas mutações no gene TP53, uma no códon 72 (Arg > Pro) e 

uma no códon 280 (Arg > Thr), levando a alterações no domínio central da proteína 

p53, que impede sua ligação ao DNA. Na linhagem T24, o gene TP53 possui deleção da 

tirosina 126, levando a mutação no domínio de transativação. Esse tipo de mutação não 

altera a ligação da proteína p53 ao DNA, preservando em parte as atividades de TP53 

(CORDON-CARDO et al., 1994). Uma característica da proteína p53 mutada é que ela 

geralmente se torna estável e se acumula em níveis muito altos nas células (MULLER, 

VOUSDEN, 2013; FREED-PASTOR, PRIVES, 2012). Isto pode ser confirmado neste 

estudo pela imunocitoquímica para p53, na qual pode-se observar um acúmulo de p53 

nas linhagens mutadas e praticamente nenhuma marcação na linhagem selvagem.  

Existe uma ampla variedade de testes para analisar a viabilidade de células. A 

escolha de qual teste utilizar vai depender da limitação de cada ensaio, da facilidade e 

velocidade de uso, além dos recursos e equipamentos disponíveis no laboratório 

(MASSON-MEYERS et al., 2016). Neste estudo, três métodos foram utilizados para 

avaliar os danos citotóxicos do resveratrol. O método de XTT baseia-se na capacidade 

das enzimas mitocondriais desidrogenases, presentes nas células viáveis, em reduzir o 

sal XTT (3-bis[2-etoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazólio-5-carboxanilida) em um 

produto formazan laranja, solúvel em água (ROEHM et al., 1991). O método do 

vermelho neutro utiliza a capacidade do composto vermelho neutro (cloridrato de 3-

amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina), um corante vital solúvel em água, em passar 

pela membrana plasmática e tornar-se concentrado nos lisossomos de células viáveis 

(TRIGLIA et al., 1991). O ensaio de exclusão do azul de tripan baseia-se na integridade 

da membrana celular, uma vez que as células com membranas íntegras são 

impermeáveis a esse corante polar (TRAN et al., 2011).  

Danos citotóxicos causados pelo resveratrol foram detectados em todas as 

linhagens estudadas. Além disso, é possível observar que a metodologia de vermelho 

neutro foi mais sensível para detectar a morte celular nas condições avaliadas. Vários 
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autores têm confirmado a maior sensibilidade do vermelho neutro em relação a métodos 

baseados na redução de sais de tetrazolium (ALI et al., 2018; GOMEZ-PEREZ et al., 

2017; REPETTO et al., 2008) e exclusão do azul de tripan (LEIGH et al., 2018). 

Aparentemente, a quantidade de corante vermelho neutro absorvida pelos lisossomos é 

maior do que a quantidade de sal de tetrazolium reduzida pelas mitocôndrias 

(BORENFREUND et al., 1988).  Em relação ao método de exclusão do azul de tripan, 

quando utilizado para um grande número de amostras, pode fornecer resultados com 

menor precisão devido ao longo tempo de execução e de análise no microscópio (KIM 

et al., 2011). É importante ressaltar que além das limitações de cada metodologia 

utilizada para avaliar a citotoxicidade, as diferenças encontradas podem refletir 

diferenças na suscetibilidade de cada alvo avaliado no teste, ou seja, maior 

sucetibilidade da membrana celular, do lisossomo ou do metabolismo mitocondrial ao 

resveratrol (MASSON-MEYER et al., 2016, ZWOLAK, 2016).  

Considerando que a metodologia do vermelho neutro foi mais sensível para 

avaliação da citotoxicidade, podemos sugerir que a linhagem com o gene TP53 

selvagem é mais sensível aos efeitos do resveratrol do que as linhagens mutadas. 

Mutações em TP53 estão frequentemente ligadas à resistência a medicamentos padrão, 

tais como cisplatina, doxorrubicina e gencitabina (HIENTZ et al., 2017). Como a 

proteína p53 atua como indutor de apoptose, as mutações em TP53 podem proteger, 

pelo menos parcialmente, dessa via de morte celular. Além disso, as funções de p53 se 

estendem a várias formas não apoptóticas de morte celular e outros processos, como 

reparo do DNA, autofagia e senescência (KRUISWIJK et al., 2015), que são conhecidos 

por afetar as respostas aos medicamentos antineoplásicos (HE et al., 2017). De Oliveira 

e colaboradores, ao avaliarem os efeitos da silibinina em células de tumor de bexiga, 

também observaram que a linhagem TP53 selvagem foi mais sensível ao tratamento 

comparada com a linhagem mutada (DE OLIVEIRA et al., 2017).  

Ao comparar os resultados de citotoxicidade e proliferação celular obtidos pelo 

mesmo método pode-se observar que os valores de CI50 dos experimentos de 

proliferação celular são menores que os valores de CI50 dos experimentos de 

citotoxicidade. Isso significa que após 24 horas do fim do tratamento mais danos são 

detectados, sugerindo que o resveratrol possa causar um dano no potencial reprodutivo 

das células.  

Para confirmar a hipótese de dano na capacidade reprodutiva das células, o 

experimento de sobrevivência clonogênica foi realizado. Este teste determina a 
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capacidade de uma célula se proliferar indefinidamente, retendo a sua capacidade de 

reprodução após ser exposta a uma substância (MUNSHI et al., 2005). Ele permite 

avaliar os efeitos a longo prazo de um composto, sendo o mais indicado para medir 

morte em células tumorais (TANNOCK, LEE, 2001). Em todas as linhagens estudadas, 

o tratamento com resveratrol causou redução do número de colônias formadas, 

confirmando seu potencial antitumoral nesses tipos celulares. A redução do número de 

colônias nas linhagens celulares foi acompanhada de redução da expressão do gene 

PLK1 (25- e 33,3-fold downregulation para RT4 nas concentrações 100 e 150 µM, 

respectivamente; 3,45- e 3,57-fold downregulation para 5637 nas concentrações 100 e 

150 µM, respectivamente; 1,85- e 2,08-fold downregulation para T24 nas concentrações 

100 e 150 µM, respectivamente). Brassesco e colaboradores demostraram que 

inibidores de PLK1 levam a inibição da proliferação celular e redução da formação de 

colônias nas mesmas linhagens tumorais de câncer de bexiga (BRASSESCO et al., 

2013). 

A genotoxicidade do resveratrol foi previamente evidenciada em carcinoma 

escamoso de cabeça e pescoço, hepatoma e câncer de próstata (SCIFO et al., 2004; 

MICHELS et al., 2006; TYAGI et al., 2011). Foi possível demonstrar este efeito nas 

células de câncer de bexiga  através do aumento dos danos primários no DNA pelo teste 

do cometa. Assim, a redução da proliferação celular causada pelo resveratrol 

provavelmente ocorreu devido à indução de danos ao DNA.  Por outro lado, não foram 

detectados efeitos mutagênicos no teste do micronúcleo. Estes resultados sugerem que o 

resveratrol, embora genotóxico, não é aneugênico ou clastogênico para células TP53 

mutadas ou selvagens. Lee e colaboradores (2008) também não encontraram efeitos 

mutagênicos em células de leucemia promielocítica após tratamento com resveratrol. 

Foi possível observar que o tratamento com resveratrol levou a um aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio nas linhagens tumorais estudadas. Este efeito 

pode estar diretamente relacionado com o aumento dos danos primários ao DNA 

observados no teste do cometa. Pode parecer contraditório que o resveratrol, um 

composto amplamente conhecido por seu efeito anti-oxidante, possa causar um aumento 

da produção de espécies reativas de oxigênio e gerar estresse oxidativo. Entretanto, é 

importante notar que o resveratrol é um polifenol, um composto que pode agir tanto 

como antioxidante quanto como pró-oxidante, dependendo de sua concentração, do seu 

potencial redox, da presença de ions metálicos e do pH do meio (BIASUTTO et al., 

2008). Vários estudos têm confirmado que altas concentrações de resveratrol induzem 
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produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (SHANKAR et al., 2007; SUN et 

al., 2008; LOW et al., 2010). Além disso, é bem estabelecido que a maioria dos tumores 

têm baixa vascularização que restringe a quantidade de nutrientes adequada, levando à 

deficiência de oxigênio, que, por sua vez, leva à redução do pH das células tumorais. 

Em um ambiente ácido, a protonação de resíduos de guanina no DNA pode causa 

rotação dessa base para fora da hélice. Este efeito pode expor o DNA e torná-lo 

facilmente acessível a agentes como o resveratrol, resultando em danos (MUQBIL et 

al., 2012).  

Ao avaliar as alterações morfológicas causadas pelo tratamento com resveratrol, 

pode-se observar a presença de células alongadas nas linhagens 5637 e T24. Além 

disso, em todas as linhagens houve redução do número de células após o tratamento 

com resveratrol, o que é consistente com os experimentos de citotoxicidade. As 

alterações morfológicas encontradas e a baixa densidade celular são sugestivas de 

parada do ciclo celular e apoptose (DA SILVA et al., 2012). 

Na linhagem RT4 foi observada redução do IDN após quatro horas de 

tratamento com resveratrol, sugerindo efeito citostático (FENECH, 2000). Entretanto, 

após 24 horas de tratamento, aumento do conteúdo sub-G1, indicativo de morte celular 

(CHEN et al., 2018; JAFARGHOLIZADEH et al., 2018) foi observado. Danos ao DNA 

levam a ativação da proteína p53, o que pode levar a parada transitória do ciclo celular 

na tentativa de reparo do DNA (KIM et al., 2009; GUO, CUI, 2015). Entretanto, 

dependendo da extensão dos danos, p53 leva à indução de morte celular, principalmente 

por apoptose (VILLUNGER et al., 2003 CHIPUK et al., 2004). 

O indicativo de morte celular apontado pelo aumento do conteúdo sub-G1 na 

linhagem RT4 foi confirmado pela detecção de apoptose. Esse tipo de morte celular é 

comum em células TP53 selvagens, uma vez que a ativação desse gene aumenta a 

expressão de proteínas pró-apoptóticas (ODA et al., 2000; LIU et al., 2003). Nesse 

estudo, o tipo de morte celular encontrado na linhagem TP53 selvagem pode ser 

explicado pela redução da expressão dos genes AKT e mTOR (1,47- e 3,33-fold 

downregulation para AKT em 100 e 150 µM, respectivamente; 1,89- fold 

downregulation para mTOR em 150 µM), uma vez que altos níveis das proteínas dessa 

via previnem a apoptose em células tumorais de bexiga (OKA et al., 2006). Além disso, 

a redução da expressão do oncogene SRC também pode estar contribuindo para a 

apoptose nessa linhagem (2,38-fold downregulation em 150 µM). Esse gene age 

favorecendo vários tipos tumorais através do estímulo a proliferação celular (IRBY, 
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YEATMAN, 2010). Kong e colaboradores demonstraram que a redução dos níveis da 

proteína Src em células de câncer de bexiga leva a apoptose através da inibição da 

fosforilação da proteína anti-apoptótica FAK (KONG et al., 2015). 

O gene HOXB3 exerce seus efeitos oncogênicos através do aumento da 

proliferação e transformação celular (FU et al., 2017; KROSL et al., 1998). Portanto, a 

redução da expressão do gene HOXB3 é outro mecanismo através do qual o resveratrol 

exerce seus efeitos antiproliferativos nas células TP53 selvagem (3,33- e 4,45-fold 

downregulation em 100 e 150 µM, respectivamente). 

A redução da migração celular observada nas células TP53 selvagem após o 

tratamento com resveratrol foi acompanhada pela redução da expressão do gene SMAD4 

(4,55-, 6,67- e 4,35-fold downregulation em 50, 100 e 150 µM, respectivamente). A 

relação entre a via de sinalização Nodal/ALK/Smad4 e migração celular em células RT4 

já foi descrita previamente. O oncogene NODAL age regulando a migração e a invasão 

celular através da via ALK/Smad. A supressão da expressão de NODAL inibe a 

expressão de SMAD4, resultando em inibição da migração e invasão celular (LI et al., 

2018). Yang e colaboradores (2016) também encontraram redução da expressão de 

SMAD4 após tratamento com resveratrol em células de rabdomiossarcoma alveolar.  

A redução da migração celular nas células TP53 selvagem após o tratamento 

com resveratrol também foi acompanhada pelo aumento da expressão do gene CDH1 

(2,49-fold upregulation em 150 µM). Este gene codifica a proteína caderina 1, uma 

glicoproteína de membrana que medeia a adesão célula-célula (WIERSTRA, 2011). 

Perda ou redução da expressão de caderina é relatada em uma variedade de cânceres, 

incluindo o de bexiga (BREYER et al., 2016; RIEGER-CHRIST et al., 2001). Além de 

seu papel na migração celular, em tumores de baixo grau, sugere-se que a baixa 

expressão dessa proteína seja um determinante importante de recorrência (HUSSEIN et 

al., 2017). 

O resveratrol também age nas células TP53 selvagem através da modulação de 

eventos epigenéticos. A metilação do DNA é um componente importante para diversos 

processos celulares normais, entretanto inúmeros genes tornam-se anormalmente 

metilados durante a tumorigênese (ZWERGEL et al. 2016). Fang e colaboradores 

demonstraram que o acúmulo nuclear da enzima DNMT1, e consequente hipermetilação 

do DNA, dá-se através da via Akt/mTOR. A ativação dessa via leva a ativação da 

proteína GSK3β que impede a degradação de DNMT1 (FANG et al., 2015). Esse 

mecanismo pode estar sendo bloqueado nas células RT4 após o tratamento com 
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resveratrol, uma vez que houve redução da expressão dos genes DNMT1 (2,27- e 3,57-

fold downregulation em 100 e 150 µM, respectivamente) e AKT/mTOR, contribuindo 

para a restauração da metilação normal nessa linhagem. É importante ressaltar que 

embora não tenha ocorrido redução da metilação global, a redução da expressão de 

DNMT1 pode contribuir para a desmetilação de genes supressores tumorais. Qiu e 

colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento com o flavonóide kaempferol não 

alterou o conteúdo de 5-metilcitosina, um biomarcador de metilação global do DNA, 

em um modelo de xenoenxerto de câncer de bexiga, mas modulou a metilação do DNA 

em posições específicas. 

O mecanismo epigenético de acetilação de histonas também é modulado pelo 

resveratrol na linhagem TP53 selvagem. No câncer de bexiga são encontrados altos 

níveis de HAT, gene que codifica a enzima responsável pela acetilação de histonas, 

sugerindo que esse processo esteja relacionado com a carcinogênese da bexiga 

(IIZUKA et al., 2009). Desta forma, a redução dos níveis de HAT (1,49-fold 

downregulation em 150 µM) na linhagem RT4 após o tratamento com resveratrol 

contribui com os efeitos antiproliferativos deste composto. 

Nas linhagens mutadas para o gene TP53, o tratamento com resveratrol causou 

aumento do número de células na fase S, seguido de redução do número de células na 

fase G2/M, mostrando parada do ciclo na fase S. A redução do IDN, parâmetro 

citostático e diretamente relacionado a replicação de DNA (ISTIFLI et al., 2019), 

confirma este resultado. Essa parada do ciclo celular pode ser causada pela redução da 

expressão do gene PLK1, uma vez que sua proteína é importante para a progressão da 

fase S do ciclo celular (SHEN et al., 2013).  

A inibição da migração celular após o tratamento com resveratrol nas linhagens 

TP53 mutadas foi acompanhada pelo aumento da expressão do gene CTNNB1P1 (1,58-, 

2,13- e 2,65-fold upregulation para a linhagem 5637 em 50, 100 e 150 µM, 

respectivamente; 4,81-fold upregulation para a linhagem T24 em 150 µM). A proteína 

codificada por esse gene é um regulador negativo da via de sinalização Wnt/β-catenina, 

cuja participação na regulação da proliferação e migração celular no câncer de bexiga 

foi demonstrada previamente (YUAN et al., 2017, CHEN et al., 2018). A inibição da 

migração celular nas células TP53 mutadas também foi acompanhada pelo aumento da 

expressão de CDH1 após o tratamento com resveratrol (1,92- e 3,65-fold upregulation 

para a linhagem 5637 em 100 e 150 µM, respectivamente; 1,83-fold upregulation para a 

linhagem T24 em 150 µM).  Perda da expressão de CDH1 é uma das características 
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observadas na transição epitelial-mesenquimal, processo frequentemente observado na 

carcinogênese no qual uma célula epitelial perde polaridade e adesão célula-célula, além 

de ganhar propriedades migratórias e invasivas (SCHNEIDER, KOLLIGS, 2015). 

Em relação ao tipo de morte celular causada pelo resveratrol, pode-se observar 

que existe influência do tipo da mutação em TP53. Nas células T24 houve um aumento 

do número de células necróticas. Esse tipo de morte celular pode acontecer por vias 

independentes de p53. Shin e colaboradores demonstraram que o tratamento com 

doxorrubicina leva a quebras no DNA, o que gera um aumento dos níveis da proteína 

PARP, mesmo na presença de um inibidor de p53. Altos níveis dessa proteína resultam 

em ativação exacerbada da mitocôndria levando a necrose (SHIN et al., 2015). Nas 

células 5637 não foi possível detectar apoptose ou necrose. Assim, outro mecanismo de 

morte celular, como a senescência, pode estar envolvido na redução da viabilidade 

celular nessa linhagem após o tratamento com resveratrol. A senescência celular é um 

estado de parada permanente do ciclo celular que pode ser desencadeada por uma 

variedade estímulos, incluindo danos no DNA e estresse oxidativo (EWALD et al., 

2010). Vários autores já demonstraram a capacidade do resveratrol em causar 

senescência (GAO et al., 2011; LUO et al., 2013; YANG et al., 2013).  

Alguns genes foram modulados pelo tratamento com resveratrol na linhagem 

T24 e não na linhagem 5637, confirmando a influência do tipo de mutação em TP53 na 

resposta a esse composto. Modulação de vias relacionadas a RASSF1A/HOXB3 e sobre 

o gene HAT foram encontradas apenas na linhagem T24. 

O gene RASSF1A é um supressor tumoral que desempenha funções de inibição 

da proliferação celular (ZHAN et al., 2017). A inibição desse gene ocorre na maioria 

dos cânceres, dentre eles o de bexiga, e acontece através da hipermetilação de sua região 

promotora (BAYLIN, HERMAN, 2010). Palakurthy e colaboradores mostraram que o 

silenciamento de RASSF1A ocorre através do oncogene HOXB3, que é capaz de induzir 

a expressão de DNMT3B, um dos genes que codificam as enzimas responsáveis pela 

metilação do DNA. Assim, a superexpressão de DNMT3B causada por HOXB3 leva a 

hipermetilação da região promotora de RASSF1A (PALAKURTHY et al., 2009). Neste 

contexto, o resveratrol pode estar reduzindo a expressão de DNMT3B, o que reflete na 

redução da expressão de HOXB3 (7,14-fold dowregulation em 150 µM) e no aumento 

da expressão de RASSF1A (106,3-fold upregulation em 150 µM). A restauração da 

expressão de RASSF1A contribui para os efeitos antiproliferativos do resveratrol nas 

células T24. 
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Outro mecanismo que contribui para os efeitos antiproliferativos do resveratrol 

na linhagem T24 é a redução da expressão de HAT (2,56-, 4,17- e 3,70-fold 

downregulation em 50, 100 e 150 µM, respectivamente), gene responsável pela 

acetilação de histonas. Esse evento epigenético pode levar a uma menor condensação 

DNA e, portanto, ativa a transcrição gênica (STRAHL, ALLIS, 2000). Se os genes 

transcritos são oncogenes, a hiperacetilação pode ajudar na progressão do câncer 

(WAPENAAR, DEKKER, 2016), sendo interessante sua diminuição.  

Nas células T24 também foi possível observar que o tratamento com resveratrol 

causou redução dos níveis de PCNA nuclear. Essa proteína é importante para diversos 

processos celulares que ocorrem no núcleo, tais como replicação, transcrição e 

progressão do ciclo celular (MAGA, HUBSCHER, 2003). Outros autores demonstraram 

os efeitos antiproliferativos do resveratrol através da redução de PCNA (LEE et al., 

2009; LIU et al., 2014). Além disso, é interessante notar que uma considerável 

quantidade de PCNA foi detectada no citoplasma de todas as linhagens celulares 

estudadas. Naryzhny e Lee (2010) mostraram que em células cancerígenas a PCNA está 

associada com diversas proteínas citoplasmáticas, incluindo enzimas envolvidas da via 

da glicólise e oncoproteínas.  

Houve um aumento significativo da expressão de FGFR3 nas células T24 após o 

tratamento com resveratrol (6,11-fold upregulation em 100 e 150 µM). Embora esse 

gene esteja fortemente relacionado a tumorigênese, devido à regulação de diversos 

processos tais como sobrevivência celular, proliferação, metástase e angiogênese 

(FENG et al., 2015), esse aumento da expressão de FGFR3 não é suficiente para 

estimular a proliferação celular, uma vez que o resveratrol induz morte nessa linhagem.  

A expressão do oncogene MYC está relacionada à transcrição de genes 

envolvidos em processos como angiogênese, metástase e migração celular (WALZ et 

al., 2014). Wang e colaboradores encontraram diminuição das taxas de migração celular 

em células de câncer de mama, o que foi acompanhado por uma redução nos níveis de 

proteína c-myc (WANG et al., 2017). Por outro lado, não foi detectado nenhuma 

alteração na expressão do MYC, sugerindo que esse gene não está envolvido na inibição 

da migração celular pelo resveratrol nas células tumorais da bexiga avaliadas neste 

estudo. 

O gene HDAC codifica a proteína que faz a remoção de grupos acetil no 

processo de desacetilação de histona (YUAN, MARMORSTEIN, 2013). Embora esse 

processo seja importante do controle da transcrição, neste estudo não foi observado 
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nenhuma alteração da expressão desse gene após o tratamento com resveratrol em 

nenhuma das linhagens estudadas. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo sobre os efeitos citotóxicos e toxicogenômicos 

do resveratrol em três linhagens tumorais de bexiga (RT4 - TP53 selvagem; 5637 e T24 

- TP53 mutado) permitiram as seguintes conclusões: 

- O tratamento com resveratrol é citotóxico para todas as linhagens estudadas, sendo a 

linhagem TP53 selvagem mais sensível a essa ação do composto.  

- Redução do número de colônias no ensaio de sobrevivência clonogênica foi detectado 

em todas as linhagens após o tratamento com resveratrol, e foi acompanhado da 

diminuição da expressão do gene PLK1. 

- Foi detectado o efeito pró-oxidante do resveratrol em todas as linhagens celulares 

estudadas. Este efeito parece estar diretamente relacionado com o aumento dos danos 

primários ao DNA observados no teste do cometa. 

- Na linhagem TP53 selvagem houve aumento significativo das taxas de apoptose após 

o tratamento com resveratrol, sendo este efeito relacionado a redução da expressão dos 

genes AKT, mTOR e SRC. A redução da migração celular nessa linhagem foi 

acompanhada pelo aumento da expressão do gene CDH1 e redução da expressão do 

gene SMAD4. Além disso, a modulação dos genes HAT, HOXB3 e DNMT1 após o 

tratamento com resveratrol também contribuem para os efeitos antiproliferativos do 

composto nessa linhagem.  

- Nas linhagens mutadas para o gene TP53 pode-se observar que o resveratol causou 

parada do ciclo celular na fase S, acompanhado pela redução da expressão do gene 

PLK1. Além disso, pode observar que o resveratrol causou inibição da migração celular 

nessas linhagens, provavelmente pelo aumento da expressão dos genes CTNNB1P1 e 

CDH1. 

- Algumas respostas foram observadas após o tratamento com resveratrol na linhagem 

T24 e não na linhagem 5637, mostrando que o tipo de mutação em TP53 influencia no 

efeito do composto. Na linhagem T24, modulação de vias relacionadas aos genes 

HOXB3, RASSF1A e HAT contribuem para os efeitos antiproliferativos do resveratrol, 

assim como a redução dos níveis da proteína PCNA.   
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Finalmente, podemos concluir que o resveratrol possui atividade 

antiproliferativa independente do status de TP53 em células tumorais de bexiga, 

entretanto, os efeitos antineoplásicos observados devem-se a diferentes mecanismos de 

ação. 
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