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Resumo 
 

A busca por compostos que atuem especificamente no tumor e causem menos 

efeitos colaterais é o grande desafio da pesquisa no tratamento contra o câncer. Muitos 

compostos naturais extraídos de plantas têm apresentado resultados promissores como 

agentes moduladores de vias de transdução de sinais em diversos tipos de tumores. Os 

flavonóides, compostos polifenólicos encontrados em diversos alimentos como frutas, chás 

e vinhos, têm recebido bastante atenção em função dos seus efeitos quimiopreventivos e 

quimioterapêuticos. Nos últimos anos, muitos estudos relacionados à ação dos terpenos em 

doenças foram desenvolvidos, decorrentes das suas propriedades anti-inflamatórias, 

antimicrobiana, gastroprotetora e antitumoral. Entretanto, poucos estudos com enfoque 

molecular foram desenvolvidos para entender o mecanismo de indução de morte de células 

tumorais por tais compostos.  

O objetivo deste trabalho foi estudar a ação dos flavonóides apigenina e fisetina e 

do diterpeno ferruginol, sobre as vias de transdução de sinal envolvidas na proliferação e 

morte em células de leucemia e câncer de próstata. 

Todos os três compostos estudados levaram à morte das células tumorais por 

apoptose. As células leucêmicas tratadas com fisetina apresentaram aumento da expressão 

de NFkB, ativação da MAPK p38 e aumento dos níveis de fosforilação de proteínas. A 

apigenina, por sua vez, mostrou-se um forte inibidor de quinases, especificamente as 

envolvidas com a proliferação celular, como PI3K, AKT, Src e MAPK, além de induzir 

apoptose através da via intrínsica. O ferruginol foi capaz de inibir e/ou regular 

negativamente PI3K, STAT3 e STAT5, proteínas tirosinas fosfatases e proteínas quinases 

envolvidas com a regulação do ciclo celular. Em ambiente redutor, o efeito citotóxico do 

ferruginol foi drasticamente impedido, indicando que sua atividade antitumoral pode estar 

relacionada com a modulação do status redox. 

O presente trabalho mostrou que os compostos naturais fisetina, apigenina e 

ferruginol apresentaram um grande potencial como agentes quimioterápicos. 

 

Palavras-chave: Flavonóides, Compostos Naturais, Sinalização Celular, Apoptose, 

Ferruginol. 
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Abstract 
 

The search for compounds that specifically act on tumors, with low side effects, is a 

great aim in the studies related to cancer treatment. Many natural compounds isolated 

from plants have presented promising results as modulating agents of the signal 

transduction pathways in several types of tumors. 

Flavonoids, polyphenolic compounds largely distributed in foods such as fruits, 

teas and wines, have been greatly focused due to their chemopreventive and 

chemotherapeutic effects. In the last years, many studies about the action of terpenes in 

diseases have been done, due to their antiinflamatory, antimicrobial, gastroprotective and 

antitumoral properties. However, few molecular studies have been developed to 

understand the mechanism of cell death induction by these compounds. 

The aim of this work was to define the molecular action of apigenin, fisetin and 

ferruginol on the signal transduction pathways involved in the leukemic and prostate 

cancer cells proliferation and death.  

All the three compounds studied provoked the cell death by apoptosis. Leukemic 

cells treated with fisetin presented an increase of NFκB expression and protein 

phosphorylation levels and activation of p38 MAPK. Apigenin showed to be a strong 

inhibitor of kinases involved with cellular proliferation, such as, PI3K, AKT, Src, MAPK 

and additionally to induce apoptosis via the intrinsic pathway. Ferruginol was able to 

inhibit and/or to negatively regulate PI3K, STAT3 and 5, protein tyrosine phosphatases 

and protein kinases involved in the regulation of the cell cycle. In reducing environment, 

the cytotoxic effect of ferruginol was drastically impeded, which indicates that the anti-

tumoral activity of ferruginol might be related to redox status modulation. 

The present work showed that the natural compounds fisetin, apigenin and 

ferruginol presented great potential as chemotherapeutic agents.  

 

Keywords: Flavonoid, Natural Compounds, Cell Signaling, Apoptosis, Ferruginol. 
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1. 

Introdução 

1.1. Produtos naturais  

 

Todos os organismos vivos, em especial os vegetais, produzem milhares de 

compostos orgânicos de baixa massa molecular, que mesmo não apresentando função 

aparente em processos básicos como crescimento e desenvolvimento celular, não deixam 

de ser essenciais para a sobrevivência da espécie, e por essa razão, têm sido referidos como 

produtos naturais ou metabólitos secundários (Gershenzon and Dudareva, 2007). Além 

disso, tais compostos têm recebido grande destaque na medicina, agricultura e indústria, o 

que tem levado a inúmeros estudos sobre suas sínteses e atividades biológicas. 

Na história da humanidade, o uso de extratos vegetais para prevenção, cura, ou 

simplesmente alívio de várias enfermidades é uma prática muito antiga. Em nossa história 

mais recente, o uso de produtos naturais como medicamento evoluiu da administração de 

simples extratos, chás, tinturas ou emplastos para o isolamento e caracterização de 

compostos farmacologicamente ativos (Balunas and Kinghorn, 2005).  

Compostos bioativos extraídos das plantas destacam-se como potenciais fármacos, 

além de constituírem modelos moleculares de referência para síntese de 
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novos compostos medicinais. Compostos bioativos têm sido também utilizados 

conjuntamente com quimioterápicos comerciais com a finalidade de potencializar as suas 

ações ou diminuir seus efeitos colaterais (Boik, 2001). 

Muitos compostos bioativos de origem vegetal têm se destacado na prevenção e 

tratamento contra o câncer. A importância de compostos naturais no tratamento do câncer 

pode ser observada pela porcentagem relativa dessa classe de compostos que é utilizada 

diretamente como fármacos ou como precursores dos mesmos. Dados da literatura 

revelam que de todos os fármacos antitumorais disponíveis no mercado entre 1940 e 2002, 

cerca de 40% eram originados de produtos naturais (Newman et al., 2003), como, por 

exemplo, a vincristina, que foi isolada de Catharanthus roseus (L.) e tem sido usada na 

clínica por mais de 40 anos (van Der Heijden et al., 2004). 

Uma classe de compostos naturais que vem ganhando bastante destaque nos 

últimos anos são os flavonóides, em razão da capacidade de prevenir doenças, 

principalmente câncer. A baixa incidência de câncer de próstata, por exemplo, em pessoas 

de países asiáticos, tem sido atribuída à alta ingestão de chá verde, rica fonte de 

flavonóides (Haddad et al., 2006). Além disso, os flavonóides são excelentes candidatos 

como agentes quimiopreventivos em virtude da relativa baixa toxicidade. 

 

1.1.1. Flavonóides 

Flavonóides são compostos polifenólicos (Figura 1A) encontrados em vegetais 

como frutas, grãos, raízes e em bebidas, como vinho, suco, café, chá e cerveja. O interesse 

no estudo das atividades biológicas dos flavonóides teve início em 1936, com Rusznyák e 

Szent Györgyi, que foram os pioneiros no reconhecimento dos benefícios terapêuticos 

apresentados por esses compostos. Desde então, o estudo sobre flavonóides tem 

despertado cada vez mais interesse o que, atualmente, pode ser observado pelo grande 

aumento de pesquisas com flavonóides considerados terapeuticamente ativos. Aliando o 

efetivo poder antioxidante à capacidade de inibição de enzimas específicas, alta potência e 

baixa toxicidade sistêmica, os flavonóides são considerados compostos promissores no 

tratamento de uma grande variedade de doenças como câncer, alergia,  aterosclerose, 

isquemia, degeneração neuronal e doenças cardíacas, entre outras (Sengupta et al., 2005; 

Park et al., 2006).  
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Dependendo do tecido e condições do microambiente celular, a apigenina apresenta 

diversos efeitos biológicos, como: proteção contra injúrias de artérias resistentes, 

característica que possibilita seu uso em terapias vasculares (Ma et al., 2008);  atividade 

contra o vírus da influenza (Liu et al., 2008); inibição da diferenciação de queratinócitos 

por supressão de vias de sinalização da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) 

(Balasubramanian and Eckert, 2007); estimulação da quantidade de mineral e da densidade 

óssea de ratos deficientes em estrógeno, com diminuição do peso corpóreo e redução do 

consumo de alimento, mostrando, portanto, um efeito positivo na regeneração óssea, 

sugerindo seu uso no tratamento da osteoporose (Park et al., 2008). 

Recentemente, Nomura e colaboradores (2008) mostraram a capacidade da 

apigenina em inibir o consumo de glicose em células de adipócitos estimuladas por 

insulina, através da inibição da fosforilação do receptor de insulina beta, além de inibir a 

ativação da Akt e suprimir a translocação do transportador de glicose GLUT4 para 

membrana plasmática, sugerindo a utilização da apigenina em tratamentos contra 

obesidade e câncer, por agir no suprimento de energia às células tumorais. 

 Vários estudos sobre o efeito antitumoral da apigenina têm sido realizados em 

razão da sua capacidade de induzir apoptose em uma grande variedade de células tumorais 

humana. A estrutura química da apigenina revelou-se essencial para sua atividade 

antitumoral, fato observado recentemente por pesquisadores americanos, no qual a 

indução da apoptose era inibida quando se utilizava apigenina metilada nas três posições 

4’, 5 e 7, onde estão as hidroxilas (Landis-Piwowar et al., 2008). A ação antitumoral da 

apigenina ocorre através da ativação de caspases, inibição de síntese lipídica, 

topoisomerase e modulação da expressão de Bcl-2 e Bax (Birt et al., 1997; Liang et al., 

1999; Wang et al., 1999; Yin, 1999; Caltagirone et al., 2000; Wang et al., 1999; Kim, 2003; 

Way et al., 2004; Fang et al., 2005; Brusselmans et al., 2005), além de modular 

negativamente quinases como PI3K, Akt, MAPK ERK1/2, caseína quinase-2 (CK-2) e 

outras quinases envolvidas no desenvolvimento e progressão do câncer (Way et al., 2004).  

No entanto, vários relatos na literatura têm demonstrado que o mecanismo de ação da 

apigenina é dependente do tipo celular. Em células de câncer de mama, a apigenina leva à 

inibição do ciclo celular na fase G2/M a qual está associada à modulação de p21, cdc2 e 

ativação da apoptose dependente de p53 (Choi and Kim, 2008). Já em células de câncer de 

mama resistente ao estrogéno, a apigenina inibe o crescimento celular através da inibição 
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de proteínas quinases, incluindo p38, proteína kinase A (PKA) e AKT (Long et al., 2008). 

Em células de leucemia HL60, a apigenina induz apoptose via ativação de caspases e 

inibição da atividade proteassômica (Landis-Piwowar et al., 2008). 

 

Fisetina 

A fisetina (3,7,3’,4’- tetrahidroxiflavona) (Figura 1C) é um flavonóide bioativo 

comum da dieta, podendo ser encontrado em uma variedade de frutas e vegetais. Seus 

efeitos cardioprotetores e anticarcinogênicos podem ser atribuídos as suas propriedades 

antioxidante (Van Acker et al., 2000; Pietta, 2000; Lee et al., 2002), anti-inflamatória, 

antiproliferativa e antiangiogênica (Fotsis et al., 1997). 

A fisetina apresenta ação promissora na prevenção e tratamento de doenças 

inflamatórias regulando, através de diferentes mecanismos, as vias de sinalização 

relacionadas à liberação de citocinas pró-inflamatórias em diferentes sistemas celulares. De 

fato, a fisetina causa inibição da expressão de TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-6 e IL-8 em 

mastócitos, cujos efeitos estão associados a sua capacidade de inibir enzimas da família das 

MAPKs e a transcrição de genes mediada por NFκB (Park et al., 2006). Verificou-se, 

posteriormente, que a diminuição da produção de citocinas inflamatórias, principalmente 

IL-8, pela fisetina, em células epiteliais pulmonares, estava relacionada à inibição da 

enzima nuclear poli ADP-ribose polimerase-1 (PARP1), enzima envolvida na 

fisiopatologia de doenças inflamatórias (Geraets et al., 2007). 

Outro aspecto biológico interessante da fisetina mostrado recentemente é a 

prevenção da oxidação de LDL e bloqueio da sua fagocitose pelos macrófagos, ações 

importantes para a prevenção da aterosclerose (Lian et al., 2008).  

A fisetina tem mostrado grande eficiência na prevenção contra o câncer. Um dos 

mecanismos associados a esse efeito é a inibição não competitiva da enzima 

sulfotransferase 1A1 (ou P-PST), responsável pela carcinogênese induzida por sulfatação 

de hidorcarbonetos aromáticos e álcoois benzílicos, que podem se ligar covalentemente ao 

DNA (Moon et al., 2006).  

Além dos efeitos citoprotetores já conhecidos, diversos estudos têm mostrado que a 

fisetina também pode atuar como potente indutor de morte de células tumorais. Em 2007, 

Chang e colaboradores verificaram que dentre 23 flavonóides avaliados, a fisetina foi o 
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oitavo mais potente na indução de morte de células de leucemia HL60. Em células de 

leucemia mielocítica humana (HL60) ou células de carcinoma hepático (SK-HEP-1),  a 

fisetina levou à ativação de caspase 3, fragmentação do DNA nuclear, formação de corpos 

apoptóticos e estabelecimento de uma população na fase sub G1 do ciclo celular. É 

importante citar que a fisetina também promoveu a diminuição dos níveis intracelulares de 

H2O2 nas células HL60, demonstrando uma intrigante correlação entre atividade 

antioxidante e apoptose induzida por flavonóides (Chen et al., 2002; Lee et al., 2002). 

Haddad et al. (2006) demonstraram que o tratamento da linhagem humana de câncer 

prostático (PC3) com fisetina induziu inibição do ciclo celular na fase G2/M. 

Posteriormente, Khan e colaboradores (2008) observaram que a indução de apoptose e 

inibição do ciclo celular pela fisetina em células de câncer de próstata LNCap ocorriam em 

função da diminuição da expressão de ciclinas D1, D2 e E, com consequente diminuição da 

atividade do complexo ciclinas/CDKs, aumento da expressão de p21 e ativação de caspases 

3, 8 e 9. Efeito semelhante também foi observado em células de câncer de cólon por Lu e 

colaboradores (2005). Além disso, a fisetina possui a capacidade de inibir competitivamente 

a captação de glicose na linhagem tumoral mielóide U937, indicando a potencialidade do 

uso deste flavonóide como bloqueador da captação de glicose in vitro (Park, 1999). 

Como consequencia das suas propriedades cardioprotetoras e anticarcinogênicas, 

altas doses de fisetina e outros flavonóides são frequentemente adicionadas a suplementos 

nutricionais, uma medida que visa a aumentar seus benefícios biológicos. Porém, os efeitos 

biológicos da ingestão desses compostos em altas concentrações ainda não são conhecidos 

e evidências indicam que, nessas condições, fisetina e outros flavonóides podem interferir 

em processos celulares vitais. Estudos sugerem que a fisetina pode ser genotóxica mesmo 

em concentrações relativamente baixas (Guharay et al., 2001; Sengupta et al., 2005) e que a 

administração de doses progressivamente maiores tendem a aumentar a geração de 

radicais livres durante a sua oxidação, podendo causar lesões oxidativas, quebras e 

mutações nas cadeias de DNA ou inibição da enzima topoisomerase II (Olaharski et al., 

2005). Compostos que inibem a DNA topoisomerase II, enzima nuclear essencial para a 

replicação do DNA, possuem uma clara tendência de induzir a fragmentação do DNA 

dupla fita podendo, desta forma, ser usados no tratamento de doenças neoplásicas. 
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1.1.2. Terpenos  

Os terpenos, também conhecidos como terpenóides ou isoprenos, têm sido bastante 

estudados em virtude das suas diversas funções no organismo e vasta aplicação comercial. 

Os terpenos são encontrados em sementes, flores, folhas, raízes e caules de plantas 

superiores, assim como em musgos, algas e líquens. A estrutura básica para síntese dos 

inúmeros terpenos existentes é o isopreno C5H8 (Figura 2A); os monoterpenos (Figura 2B) 

são compostos por dois isoprenos. Os terpenos podem ser cíclicos ou acíclicos, com uma 

vasta variação de estruturas (Gershenzon and Dudareva, 2007). Os diterpenos (Figura 2C) 

são a base para compostos biologicamente ativos como retinol, retinal e fitol e muitos são 

conhecidos por sua ação antimicrobiana e anti-inflamatória (Areche et al., 2007). 

Os terpenos se enquadram na principal classe de produtos naturais conhecida, com 

aproximadamente 25.000 estruturas resolvidas. No entanto, poucos destes compostos têm 

sido estudados do ponto de vista funcional, em razão de que, por muitos séculos, os 

terpenos foram considerados produtos de detoxificação ou excreção do metabolismo. 

Entretanto, a partir da década de 70, um grande número de terpenos mostrou-se como 

toxinas, repelentes ou atrativos de outros organismos, sugerindo, portanto, um papel 

ecológico relacionado a interações antagonísticas ou mutualísticas entre organismos. Os 

terpenos defendem muitas espécies de plantas, animais e microorganismos contra 

predadores, patógenos e competidores e estão envolvidos na comunicação entre 

organismos da mesma espécie e organismos mutualistas no que diz respeito à presença de 

comida, parceiros e inimigos (Gershenzon and Dudareva, 2007). Os terpenos também são 

precursores de certas vitaminas, como A, K e E e de hormônios esteróides, além de serem 

componentes da clorofila e dos carotenóides. Muitos terpenos que compõem os óleos 

essenciais de plantas e flores são largamente utilizados em perfumes, aditivos alimentares 

e aromaterapia. 
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Ferruginol 

Ferruginol (Figura 2C) é um diterpeno presente em plantas das famílias 

Podocarpaceae (Cambie et al., 1984), Cupressaceae (Sharp et al., 2001), Lamiaceae (Ulubelen 

& Topcu, 1992) e Verbenaceae (Ono et al., 1999), entre outras. Recentemente, muitos 

trabalhos têm mostrado diversos efeitos biológicos do ferruginol, tais como atividades 

gastroprotetora, antimicrobiana, citotóxica e indutora de apoptose (Rózalski et al., 2006; 

de Jesus et al., 2008). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Terpenos. (A) Isopreno, estrutura básica dos terpenos. (B) Monoterpeno, 
mentol. (C) Diterpeno, ferruginol.  

 

Inúmeras espécies do gênero Salvia (Lamiaceae), rica fonte de ferruginol, têm sido 

usadas como medicamento natural para dores de estômago (Areche et al., 2008). Um 

grupo chileno da Universidade de Talca tem estudado o efeito do ferruginol como agente 

gastroprotetor contra lesão gástrica induzida por HCl e etanol  (Rodríguez et al., 2006, 

Espinoza et al., 2008). Este grupo verificou que tal efeito se devia à estimulação da síntese 

de prostaglandinas gástricas (PGE2), redução da secreção de ácidos gástricos e 

melhoramento da capacidade antioxidante da mucosa gástrica pela manutenção de níveis 

de GSH (Areche et al., 2008). 

Em relação à atividade antitumoral, o ferruginol inibiu o crescimento de células de 

câncer de cólon, pulmão e mama (Son et al., 2005). Este composto mostrou-se efetivo na 

indução de apoptose por ativação de caspase 3 em células leucêmicas (HL60) e também de 

células leucêmicas com fenótipo de resistência a quimioterápicos. A ação do ferruginol 

contra células resistentes, que expressam a bomba de efluxo MRP1 (multidrug resistance-

associated protein), sugere que o mesmo não é substrato da bomba de efluxo (Rózalski et al., 

A C B 
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2006). Além da ativação de caspase, recentemente foram isolados oito diterpenos da 

Cryptomeria japonica (Taxodiaceae), entre eles o ferruginol, os quais inibiram a atividade do 

receptor de andrógenos em células de câncer de próstata (Tu et al., 2007). 

  

1.2. Câncer 

As células somáticas de um organismo estão sob um rígido controle de proliferação 

e divisão e, raramente, uma célula se divide mais que as outras vizinhas. Entretanto, se a 

proliferação foge ao rígido controle exercido por mecanismos celulares no sentido de 

evitar a divisão descontrolada, origina-se o tumor ou neoplasma. Até o momento em que 

as células permanecem juntas em uma massa única, o tumor é chamado de benigno. Nesta 

fase a cura, geralmente, pode ser alcançada removendo-se a massa de células 

cirurgicamente. Um tumor é considerado câncer somente quando for maligno, ou seja, se 

as células adquirirem capacidade de invadir o tecido circundante. Invasão implica a 

habilidade de degradar a matriz extracelular, entrar na corrente sanguínea e linfática e 

formar tumores secundários em outros locais do organismo, processo chamado de 

metástase (Lowe et al., 2004). 

O câncer é classificado de acordo com o tecido e o tipo celular de onde ele se 

origina. O câncer surgido a partir de células epiteliais é denominado carcinoma e aquele 

formado a partir de tecido conjuntivo ou células musculares é chamado de sarcoma. O 

câncer que não se encaixa em nenhuma dessas categorias inclui a leucemia, câncer 

originado a partir de células hematopoéticas e câncer de células do sistema nervoso 

central. 

A gênese do câncer tem sido exaustivamente estudada e muitos fatores já estão, 

atualmente, bem definidos como promotores da doença, tais como predisposição genética, 

estilo de vida e fatores ambientais (exposição à radiação ou carcinógenos).  

Apesar dos avanços no desenvolvimento de fármacos no tratamento contra o 

câncer, a quimioterapia tradicional ainda se mantém como opção preferencial de escolha 

nos protocolos terapêuticos. Os quimioterápicos, além de não serem, muitas vezes, alvo 

específicos, possuem uma eficácia abaixo do esperado e causam efeitos colaterais adversos, 

como náuseas, dores, queda de pêlos, entre outros. Assim, mais do que a definição de 
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inibidores para alvos específicos, é preciso levar em consideração que em uma célula 

tumoral vários mediadores biológicos podem estar alterados. Portanto, a busca por 

compostos que inibam a progressão do câncer de forma específica e eficaz com baixo ou 

nenhum efeito colateral é objetivo de muitos centros de pesquisa.  

A ação preventiva contra câncer tem sido atribuída a diversos mecanismos, 

incluindo modulação de atividades como citocromo P450, enzima envolvida detoxicação de 

carcinógenos (Moon et al., 2006).  

 

1.2.1. Leucemia 

Leucemia é o nome geral dado aos diferentes tipos de câncer hematológicos que se 

caracteriza pela proliferação desordenada de células sanguíneas imaturas na medula óssea 

e no sangue. Como consequência da baixa capacidade de diferenciação celular, a medula 

óssea sofre alteração em seu funcionamento o que leva à complicações associadas, tais 

como, cegueira, anemia e infecções (Alison et al., 2004). A leucemia é denominada mielóide 

quando há aumento na proliferação dos precursores da linhagem mielóide (eritrócitos, 

granulócitos e plaquetas). Quando atinge as células da linhagem linfóide (linfócitos B, T, 

NK), a doença denomina-se leucemia linfóide. Ambas podem ser agudas ou crônicas. Na 

leucemia aguda, há um aumento de células imaturas, blastos, na corrente sanguínea. Já a 

leucemia crônica caracteriza-se pelo aumento de células maduras anormais. Portanto, em 

ambos os casos, as células sanguíneas deixam de exercer suas funções corretamente.   

Leucemias agudas representam uma pequena fração (<3%) de todos os cânceres 

humanos, mas são líderes de mortes relacionadas a câncer em crianças e jovens adultos 

(Doepfner et al., 2007).  

A leucemia mielóide aguda (AML) corresponde a 25% de todas as leucemias em 

adultos no mundo ocidental e é o segundo tipo mais frequente de leucemia, seguido pela 

leucemia linfocítica crônica (CLL). A incidência da AML é de 3,8 casos em 100.000, 

chegando a 17,9 casos em 100.000 adultos com mais de 65 anos (Bloomfield et al., 2008). 

Atualmente, sabe-se que, mesmo não havendo alterações na sequência de DNA, há 

alterações na expressão gênica causadas por mecanismos moleculares com imprinting, 

silenciamento gênico, inativação cromossômica que são capazes de levar à AML (Plass et 

al., 2008). Quarenta porcento dos pacientes com AML possuem anormalidades genéticas 
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como inversões e translocações cromossomais que levam à fusão de genes e síntese de 

proteínas com funções alteradas, acarretando, assim, a proliferação anormal de células 

precursoras mielóides, diminuição na taxa de morte apoptótica, interrupção do ciclo 

celular e processo de diferenciação (Alison et al., 2004; Bernasconi et al., 2004; McKenzie, 

2005). O tratamento da AML representa um desafio árduo em razão das complicações 

associadas ao tratamento. Nos últimos 20 anos as terapias básicas usadas no tratamento da 

AML mudaram muito pouco. Foram feitos grandes avanços na compreensão da 

fisiopatologia da doença, no entanto, estamos longe de uma melhora significativa na 

sobrevida de adultos e somente um terço destes pacientes acaba conseguindo a cura. A 

sobrevivência livre da doença é rara e os efeitos adversos do tratamento acabam sendo 

pouco tolerados por pessoas mais velhas (Stone et al., 2004). 

 

1.2.2. Câncer de próstata 

O câncer de próstata é uma das principais causas de doença e morte nos Estados 

Unidos e Europa Ocidental. O risco de desenvolver a doença é de 1 em cada 6 homens e o 

risco de óbito por câncer metastático é de 1 para cada 30 homens (Nelson et al., 2003). No 

Brasil, o câncer de próstata representa, atualmente, a segunda causa de óbitos por câncer 

em homens, superado apenas pelo câncer de pulmão. Como o câncer de próstata raramente 

é sintomático, cerca de 38 a 51% dos pacientes apresenta metástase quando diagnosticados 

(Papatsoris and Papavassilou, 2001). A metástase mais frequente do câncer de próstata é 

para linfonodos (pélvico e abdominal) e osso (60-70% dos pacientes que sofrem de 

metástase tem envolvimento do osso). Atualmente, 22% dos novos casos de câncer 

prostático são detectados em fases avançadas contribuindo para o alto índice de 

mortalidade em decorrência da doença. Embora novos fármacos mais efetivos e menos 

tóxicos tenham sido desenvolvidos, tumores prostáticos ainda mostram-se de difícil 

erradicação, tornando-se, frequentemente, independentes ao androgênio e de difícil 

tratamento nos casos de recidiva da doença (Navarro et al., 2002; Evans and Moller, 2003; 

Diaz and Patterson, 2004; Nelson, 2004). Atualmente, muitos estudos têm se voltado para 

a determinação de novos alvos moleculares e moléculas biossensoras para a detecção 

precoce, tratamento e prognóstico da doença. Nesse contexto, a linhagem celular PC3 tem 

sido usada como modelo de câncer prostático hormônio refratário para o estudo in vitro 
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dos mecanismos moleculares envolvidos no controle da migração celular e apoptose em 

resposta a potenciais agentes farmacológicos. 

Apesar do progresso na área de diagnóstico do câncer de próstata em estágios 

iniciais, este tipo de câncer continua a ser a principal causa de morte entre os homens. 

Uma característica importante do câncer de próstata, em termos terapêuticos, é que após o 

tumor se tornar independente de hormônio a eficiência terapêutica também se torna 

extremamente baixa. O câncer de próstata pode ser decorrente de mutações e desregulação 

de vários genes envolvidos no controle de vias de transdução de sinal e do ciclo celular. A 

Figura 3 resume alguns produtos gênicos que contribuem para a progressão e diminuição 

da eficiência terapêutica do câncer de próstata (Lee et al., 2008). 

 

 

Figura 3. Produtos gênicos que contribuem para a progressão e baixa eficiência 
terapêutica do câncer de próstata (adaptadad deLee et al., 2008).  
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1.3 Morte celular 

A avaliação da morte celular em diferentes sistemas suporta a hipótese de que a 

variedade de morte celular programada é disparada em situações distintas. A definição 

molecular destes eventos e o conhecimento detalhado dos participantes dos mesmos 

permitem a modulação terapêutica das vias de morte celular em condições patológicas. 

Cinco categorias de atividade celular dinâmica que leva à morte celular foram 

descritas (Ricci and Zong, 2006): apoptose, autofagia, necrose, catástrofe mitótica e 

senescência (Tabela 1). Estas cinco classificações de morte celular são baseadas nas 

características bioquímicas e morfológicas distintas presentes nas células em morte. Morte 

celular programada resulta na desintegração dos componentes celulares e seu 

englobamento pelas células circundantes (Ricci and Zong, 2006). O remodelamento de 

tecido durante o desenvolvimento normal de um organismo eucarioto multicelular 

depende da morte celular programada para ajudar a formar o indivíduo adulto. Também 

opera nos indivíduos adultos para manter o tecido celular normal. Necrose e catástrofe 

mitótica são, geralmente, consideradas respostas passivas ao insulto celular. Entretanto, 

novas descobertas sugerem que essas duas formas de morte podem ser geneticamente 

controladas (Yuan et al., 2003; Castedo et al., 2004; Zong and Thomson, 2006). 

Senescência é um processo essencial de envelhecimento e refere-se ao interrompimento do 

ciclo celular na fase G1, em resposta a estresses que levam as células a transformações 

malignas (Smogorzewska and de Lange, 2002). Desregulação das vias de sinalização que 

controlam cada uma dessas mortes tem implicações na tumorigênese. 

Neste trabalho será dada ênfase ao tipo de morte apoptótica. 

 

1.2.3. Apoptose 

Embora o fenômeno tenha sido descrito há mais de um século, somente em 1972 

Kerr e colaboradores denominaram apoptose como morte celular que ocorre durante o 

desenvolvimento embrionário natural diferente da morte celular por necrose resultante de 

injúria aguda do tecido. Eles também notaram que a apoptose era responsável pela 

  





1. Introdução 

15 
 

 

A apoptose envolve a ativação controlada de proteases e hidrolases que, 

rapidamente, degradam todas as estruturas celulares e, diferentemente da morte celular 

por necrose, em que a membrana é rompida produzindo resposta inflamatória, a apoptose 

acontece dentro da membrana plasmática intacta, sem afetar as células vizinhas.  As 

características morfológicas marcantes nas células em apoptose são condensação da 

cromatina, fragmentação nuclear, encolhimento das células e formação de vesículas com o 

conteúdo citoplasmático (blebbing) (Galluzzi et al., 2007). A apoptose tem sido considerada 

o principal mecanismo de morte induzida por quimioterapia. Assim, as vias que controlam 

a apoptose são alvos principais de muitos estudos pré-clínicos para descoberta de novos 

medicamentos. 

Duas vias principais iniciam a apoptose, a via intrínsica (ou via mitocondrial) e a 

via extrínsica (ou via extracelular) (Figura 4). A via intrínsica é, geralmente, ativada em 

resposta a diversas condições de estresse intracelular, como danos ao DNA e altos níveis 

de espécies reativas de oxigênio (ROS), assim como infecção viral e ativação de oncogenes. 

A via extrínsica é iniciada pela interação de ligantes extracelulares a receptores na 

membrana plasmática. Ambas as vias levam à ativação de enzimas proteolíticas, 

denominadas caspases que medeiam o rápido desmantelamento das organelas celulares. 

Caspases são uma família de proteínas que contêm um resíduo de cisteína nucleofílico que 

participa da clivagem de motivos contendo ácido aspártico (Thornberry and  Lazebnik, 

1998). São expressas como precursores inativos que se tornam ativos após oligomerização. 

Há dois grupos de caspases, as iniciadoras (caspases 8, 9 e 10) e as efetoras/executoras 

(caspases 3, 6 e 7). 

A via intrínsica resulta na ativação da cascata de sinalização que conduz à 

permeabilização da membrana mitocondrial, processo altamente controlado por proteínas 

da família Bcl-2 que agem regulando o efluxo de proteínas apoptogênicas da mitocôndria. 

As proteínas Bcl-2 contêm de 1 a 4 domínios homólogos Bcl-2 (domínios BH). Os números 

de combinações dos domínios BH determinam se a proteína é pró- ou antiapoptótica.  As 

proteínas antiapoptóticas possuem todos os quatros domínios BH e incluem Bcl-2, Bcl-Xl, 

Bcl-w, Mcl-1 e Bf1-1/A1. As proteínas pró-apoptóticas não possuem o domínio BH4, e são 

divididas em 2 grupos, as BH3 e as multidomínios BH1-3 (como Bax e Bak). Bax e Bak, 

normalmente, estão na forma de monômeros inativos. Bax é encontrado no citosol ou 

fracamente ligado a membranas intracelulares e Bak está ligado a Mcl-1, Bcl-xL ou a 
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proteína VDAC-2 (voltage-dependent anion channel protein-2) na membrana mitocondrial 

externa. 

 

 

 

 
Figura 4. Apoptose induzida pelas vias intrínsica (ou mitocondrial) e extrínsica. A via 
intrínsica leva à formação do apoptossomo, que consiste de caspase 9, proteína Apaf-1 e 
citocromo c, que é liberado do espaço entre membranas da mitocôndria. A via extrínsica é 
ativada por receptores de morte, como o Fas, que leva à ativação da caspase 8. Esta por sua 
vez, assim como o apoptossomo, leva à ativação da caspase efetora, a caspase 3. 

 

Resumidamente, a via intrínsica leva à oligomerização de Bax e Bak causando a 

permeabilização da membrana mitocondrial, permitindo assim a saída de fatores 

apoptogênicos como citocromo c, fator de indução de apoptose (AIF), Omi/HtrA2, 

Smac/DIABLO e endo G, entre outros (Kaufmann and Hengartner, 2001; Wang and El-

Deiry, 2003; Youle and Karbowski, 2005). Uma vez liberado, em presença de dATP, o 

citocromo c induz a formação dos apoptossomos, que consistem de um heptâmero de 

moléculas adaptadoras APAF-1, cada uma ligada a um dímero de caspase 9.  O dímero de 
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interacting protein 1) e JNK (c-jun N terminal kinase) que medeia a translocação da tBid para 

o lisossomo e permeabilização da membrana lisossomal dependente de Bax, resultando na 

proteólise mediada por catepsina e permeabilização da membrana mitocondrial (Vicencio 

et al., 2008) 

Recentemente, indutores de apoptose têm sido usados em terapias contra câncer. 

Muitos estudos têm como objetivo induzir apoptose pela ativação de ligantes ao receptor 

de TNF e outros têm como alvos as caspases e proteínas inibidoras de apoptose. Muitas 

dessas terapias estão em fase pré-clínica devido à baixa eficácia e susceptibilidade à 

resistência (Hu and Kavanagh, 2003). 

 

1.4 Proteínas fosfatases  

Fosforilação reversível é uma modificação pós-traducional que regula a atividade 

de muitas proteínas em todas as células eucarióticas em processos normais e patológicos.   

As proteínas tirosina fosfatases (PTPs) são uma grande família de enzimas que 

compreende mais de 100 enzimas responsáveis pela hidrólise do fosfato ligado a resíduos 

de tirosina em proteínas. São estruturalmente diversas, incluindo a PTP citoplasmática e 

PTP tipo receptor, com a capacidade de transmitir sinais diretamente às enzimas de 

membrana e citoplasma, capazes de controlar diversos processos celulares (Zhang, 2002). 

As PTPs são caracterizadas por aproximadamente 240 aminoácidos e possuem um 

domínio altamente conservado com uma sequência consenso característica no sítio 

catalítico desta família  ([I/V]HCXAGXXR[S/T]G), onde I – isoleucina, V -valina, H - 

histidina, C - cisteína, A - alanina, G - glicina, R - arginina, S - serina, T - treonina e X - 

qualquer aminoácido, compartilhando um padrão de sítio ativo constituído de uma cisteína 

e uma arginina, que são essenciais para a catálise enzimática. A presença da cisteína (C) no 

sítio ativo é responsável pela característica comum das proteínas tirosina fosfatases, que é 

a de serem inibidas pelo pervanadato, pCMB e outros agentes oxidantes (van Montfort et 

al., 2003, den Hertog et al., 2005). Estudos bioquímicos e genéticos indicam que as PTPs 

exercem efeitos positivos e negativos nas vias de sinalizações e participam de papéis 

fisiológicos cruciais em uma variedade de células e tecidos de mamíferos. Uma única PTP 

pode regular múltiplas vias de sinalização, ou uma via chave pode ser regulada por 
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diversas PTPs (Tonks, 2006, Tabernero et al., 2008). Com base na função, estrutura e 

sequência, as proteínas tirosina fosfatases podem ser agrupadas em três famílias principais: 

proteínas tirosina fosfatases específicas; proteínas fosfatases com dupla especificidade e 

proteínas fosfatases de baixa massa molecular relativa (Raugei et al., 2002). A atividade da 

PTP é controlada em diferentes níveis, incluindo expressão, ―splicing‖ alternativo e 

proteólise limitada, sub-localização celular, oxidação, fosforilação, dimerização e interação 

com ligantes (den Hertog et al., 2008). 

Em contraste às proteínas tirosina quinases (PTKs) que apresentam potencial em 

promover o crescimento, as PTPs podem agir como supressoras de tumor e inibir o 

crescimento celular. PTPs também estão envolvidas na ativação de linfócitos B e T e na 

sinalização por insulina, o que faz destas enzimas alvos atrativos para o desenvolvimento 

de fármacos usados numa variedade de doenças como câncer, inflamação, diabetes e 

obesidade (Pils and Schultz, 2004; Haugh et al., 2004). 

 

1.5 Proteínas quinases  

Em eucariotos a atividade de pelo menos 30% das proteínas pode ser regulada por 

fosforilação, principal mecanismo que regula uma grande variedade de processos celulares 

como sobrevivência, diferenciação e morte celular (Garcia et al., 2003). 

As proteínas quinases, enzimas que catalisam a fosforilação de proteínas, são 

também classificadas de acordo com o tipo de resíduo que fosforilam. Assim, as proteínas 

tirosina quinases (PTK) fosforilam resíduos de tirosina, enquanto que as proteínas 

serina/treonina quinases fosforilam resíduos de serina e treonina de proteínas. 

Dentro da grande família de proteínas serina/treonina quinases fazem parte a 

proteína quinase dependente de AMP cíclico (PKA), proteína quinase B ou Akt 

(PKB/Akt), proteína quinase C (PKC) e a subfamília MAPK (Cano and Mahadevan, 1995; 

Cross et al., 2000).  

Através de uma via de sinalização constituída por receptores com atividade tirosina 

quinase intrínseca e receptores acoplados à proteína G, proteínas adaptadoras e 

fosforilações sequenciais de proteínas quinases, as MAPKs respondem a uma variedade de 

estímulos ambientais, tais como, fatores de crescimento ou proliferação, citocinas e 
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estresse químico ou físico, controlando, portanto, eventos tão distintos quanto 

sobrevivência, morte, transformação ou adaptações celulares (Haneda et al., 1999; Cross et 

al., 2000; Nebreda and Porras, 2000; Chang and Karin, 2001; Wada and Penninger, 2004). 

A ampla variedade de funções desempenhadas pelas MAPKs é mediada através da 

fosforilação de vários substratos, incluindo, fosfolipases, fatores de transcrição e tradução, 

moléculas do ciclo celular, proteínas adaptadoras e proteínas do citoesqueleto, entre 

outras.  

Dentro da grande família das MAPKs três grupos foram caracterizados em 

mamíferos: a família das ERKs (―extracellular signal-regulated kinases‖), a família das JNKs 

(―c- Jun NH2 terminal kinases‖) e a família das p38 (Johnson and Lapadat, 2002; Roux and 

Blenis, 2004; Wada and Penninger, 2004). Cada família de proteínas MAPKs opera através 

de cascatas de sinalização caracterizadas por alta especificidade e funcionamento paralelo 

(Schenk and Snaar-Jagalska, 1999). Na ausência de sinais, os constituintes das cascatas de 

MAPKs retornam ao estado desfosforilado e inativo, sugerindo um papel essencial de 

proteínas fosfatases na regulação de MAPKs (Haneda et al., 1999; Tamura et al., 2002).  

A via das ERKs, geralmente, está relacionada ao crescimento celular, diferenciação 

e sinais de sobrevivência (Kolch et al., 2005), enquanto as MAPKs das famílias JNK e p38 

relacionam-se primariamente com sinais pró-apoptóticos e inibidores do crescimento, 

participando também de respostas pró-inflamatórias. As diversas funções das MAPKs 

regulam a trajetória do desenvolvimento celular e, como descrito, podem tanto controlar a 

sobrevivência, transformação ou morte celular. Quando o delicado balanço entre ciclo 

celular, proliferação, diferenciação e apoptose é desregulado por fatores ambientais e/ou 

genéticos, podem ocorrer transformações malignas, gênese de doenças neurodegenerativas 

e outras condições patológicas nas quais, geralmente, cascatas sinalizadoras de MAPKs 

encontram-se desreguladas (Johnson and  Lapadat, 2002). 

Desta maneira, as vias de sinalização de MAPKs são alvos potenciais para o 

desenvolvimento de novas estratégias de combate ao câncer. 
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3. 

Metodologia 

3.1. Cultura de células 

As células HL60, K562 e Lucena-1 foram rotineiramente mantidas em suspensão 

em meio RMPI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% penicilina–

estreptomicina (10.000 U/mL penicilina e 10 mg/mL estreptomicina) e 1% glutamina, 

crescidas a 37°C, sob atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2. As células TF-1 foram 

mantidas sob as mesmas condições exceto pela adição de 5 ng/mL GMCSF. Em todos os 

experimentos, 7 x 105 células HL60/mL, 1 x 105  células K562- Lucena-1/mL e 2 x 105 

células TF1/mL foram plaqueadas e tratadas com fisetina ou apigenina por 24 horas. 

Fisetina  e apigenina foram dissolvidos em dimetil sulfóxido (DMSO) e adicionado ao meio 

de cultura , cuja concentração final de DMSO foi 0,1%. 

Os linfócitos humanos foram obtidos de sangue de doadores sadios. As células 

sanguíneas foram separadas por gradiente de densidade usando o reagente Ficoll Paque® 

(GE Healthcare). Dez mililitros de sangue diluído 1:1 em meio de cultura RPMI 1640 não 

suplementado foram adicionados vagarosamente a um tubo falcon contendo 3 mL de 

Ficoll Paque®. Após centrifugação a 1500 rpm em centrífuga de ângulo móvel por 30 min, 
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3.3. Western Blotting 

As células (3 × 107) foram lisadas com 200 µl de tampão de lise [Tris–HCl 50 mM 

(pH 7,4), Tween 20 1%, desoxicolato de sódio 0,25%, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, o-

Vanadato 1 mM, NaF 1 mM e inibidores de proteases (aprotinina 1 µg/mL, leupeptina  10 

µg/mL e PMSF 1 mM)] e deixadas em banho de gelo por 2h. Em seguida o extrato foi 

clarificado por centrifugação a 14.000 rpm, por 5 minutos, e a concentração de proteína foi 

determinada pelo método de Lowry. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi 

adicionado tampão de amostra na proporção de 1:1 [Tris–HCl 100 mM (pH 6.8), DTT 

200 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,1 % e glicerol 20%]. As amostras foram fervidas, 

por 5 min, e aplicadas em gel de poliacrilamida (10 ou 12%, dependendo da proteína de 

interesse) contendo SDS (SDS-PAGE). Após a corrida, foi realizada a transferência para 

membranas de PDVF. As membranas foram bloqueadas com leite (1%) ou com BSA (2%) 

preparado em tampão Tris, contendo tween 20 (0,5%) (TBST) e incubadas, durante a 

noite, com os anticorpos primários para as MAPKs diluídos 1:1000. Em seguida, as 

membranas foram lavadas com TBST e incubadas com anticorpos secundários (1:2000), 

por 1h. Após lavagem das membranas com TBS, as bandas foram detectadas por 

quimioluminescência (ECL). 

3.4. Atividades de Enzimas Antioxidantes   

As enzimas superóxido dismutases (SODs) (EC 1.5.1.1) são a primeira linha de 

defesa contra o ânion superóxido. As SODs são metalo enzimas capazes de catalisar a 

dismutação do superóxido em oxigênio molecular e peróxido de hidrogênio. São 

classificadas de acordo com o metal presente no sítio ativo de sua estrutura: cobre e zinco 

(CuZnSOD), ferro ou manganês (Fe/MnSOD) e níquel (NiSODs). A atividade da 

superóxido dismutase foi determinada a partir da taxa de inibição da oxidação do 

ferrocitocromo c, a 550nm, em um meio de reação padrão (McCord and Fridovich, 1969). 

A atividade de MnSOD foi medida após a inibição da isoenzima Cu/Zn pela adição de 

1mM de KCN (Beauchamp and Fridovich, 1973).  

A atividade da catalase foi determinada pela medida da diminuição na absorção de 

H2O2,  a 240 nm (Nelson and Kiesow, 1972).  
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2H2O2      2H2O + O2, 

 

A enzima glutationa peroxidase (GPX) reduz peróxido de hidrogênio em água e  

hidroperóxidos, em álcoois estáveis, utilizando a glutationa como agente redutor.  A 

reação catalisada pela glutationa peroxidade é esquematizada, a seguir: 

 

2GSH + H2O2 → GS–SG + 2H2O  

 

onde GSH é a forma reduzida da glutationa e GS–SG representa a forma oxidada. 

A glutationa redutase reduz a glutationa oxidade para completar o ciclo: 

 

GS–SG + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP+. 

 
 A atividade da GPX foi determinada pela medida da taxa de oxidação de NADPH 

em presença de GSH redutase, através de um sistema de reações acopladas (Lawrence and 

Burk, 1976). 

 

3.5. Determinação do estresse oxidativo por meio 

da dosagem da atividade de enzimas marcadoras  

 

As enzimas utilizadas como marcadoras de estresse oxidativo foram enzimas do ciclo 

de Krebs, aconitase e fumarase. A aconitase, responsável pela conversão do citrato em 

isocitrato, com formação do cis aconitato, é altamente sensível à oxidação, graças à 

presença de um cluster de ferro e enxofre no sítio ativo que reage diretamente com o 

substrato. 

O lisado celular, em tampão Tris-MnCl2-citrato (50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 0,6 mM 

MnCl2 e 5 mM citrato de sódio)  foi clarificado por centrifugação (12.000 xg, 1 min). Em 

uma cubeta de quartzo foram adicionados 970 µL tampão Tris-MnCl2-citrato, 10 µL de 

NADP+ 200 µM, 3 µL de isocitrato desidrogenase 0,5 U/µl e 20 µL de amostra. Atividade 

da aconitase foi medida a 25 °C, por 60 min, seguindo as mudanças na absorção a 340 nm 

em virtude da redução de NADP+ (Morton, 1998). O ensaio seguiu a redução do 
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Sepharose, mantidos sob rotação, a 4°C, por 2 h. As beads foram lavadas três vezes com 

tampão de lise e duas vezes com 0,5 M MES (pH 6,0). Em seguida, a atividade enzimática 

foi determinada através da formação do p-nitrofenol, utilizando-se  p-nitrofenil fosfato (p-

NPP) como substrato. Para um volume final de 1,0 mL, a mistura de incubação continha 

5,0 mM de p-NPP, 100 mM de tampão acetato de sódio (pH 5,0) (para as fosfatases ácidas). 

Após adição da enzima, incubou-se por 40 min, a 37ºC, e a reação foi paralisada pela 

adição de 1,0 mL de NaOH 1,0 M. A formação do p-nitrofenol foi determinada 

espectrofotometricamente pela leitura da absorbância em 405 nm, tomando-se o valor de 

18.400 M-1 cm-1 como coeficiente de extinção molar do p-nitrofenóxido (Chaimovich and 

Nome, 1970). Uma unidade enzimática (UE) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para produzir 1 nmol de p-nitrofenol por minuto. A atividade específica (AE) é 

dada pela relação UE/mg de proteína 

3.9. Atividade de Caspases 3, 8 e 9  

A atividade de caspase foi determina pela medida a 405 nm do p-nitroanilina (pNA) 

(coeficiente de extinção molar do pNA é de 10.000 M-1.cm-1) liberado da clivagem do Ac-

DEVD-pNA, IETD-pNA e LEHD-pNA, os subtratos das caspases 3, 8 e 9 

respectivamente, utilizando-se o kit da R&D Systems (cat. # BF4100, BF10100, BF3100). 

A atividade enzimática foi expressa em pmol/min. 

3.10. Translocação nuclear de NFkB p65 e AIF  

Resumidamente, 2 x 107 células foram coletadas e lavadas duas vezes em tampão 

fosfato gelado (PBS) e ressuspendidas em 0,2 mL de tampão de extração gelado (10 mM  

de tampão HEPES (pH 7,9), contendo 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,5 mM DTT, e 0,2 

mM PMSF. As células foram mantidas em gelo, por 10 min,  para permitir o inchaço e, em 

seguida, submetidas à agitação no vortex por 10 s  e centrifugadas, à 4°C, a 14.000 xg, por 

30 s. O sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspendido em 30  µL de tampão de 

extração nuclear (20 mM HEPES (pH 7,9), contendo 25% glicerol, 420 mM NaCl, 1,5 mM 

MgCl2, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT e 0,2 mM PMSF), colocado em gelo, por 20 min, e 
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centrifugado, à 4°C, a 14.000 xg, por 2 min. O sobrenadante foi armazenado como extrato 

nuclear e utilizado nos ensaios de western blotting.  

3.11. Quantificação de glutationa reduzida e oxidada 

Células PC3, ainda nas placas de cultura, foram lavadas, duas vezes, com PBS 

gelado e removidas com 5 mM EDTA em PBS e lavadas, duas vezes, novamente com PBS 

gelado. O número de células foi determinado usando hemocitômetro e, em seguida, as 

células foram centrifugadas e volumes equivalentes de PBS gelado e 6% de ácido 5- 

sulfosicílico (SSA) foram adicionados ao pellet de células. As amostras foram sonicadas para 

permitir o rompimento da membrana celular e centrifugadas, a 10,000 rpm, por 5 min. O 

sobrenadante foi utilizado para os ensaios subsequentes. As quantidades totais de 

glutationa (GSH + GSSG) e glutationa dissulfeto (GSSG) foram determinadas usando 

ensaio de reciclagem envolvendo a reação de ácido 5,5’-ditio-bis 2-nitrobenzóico e 

glutationa redutase. A quantidade total de glutationa foi calculada da curva padrão de 

glutationa reduzida em SSA.  Para o ensaio de GSSG, 100 µl de sobrenadante foram 

incubados com 2µL de 2-vinilpiridina, por 60 min, em banho de gelo. A quantidade de 

GSSG foi calculada da curva padrão GSSG. A quantidade de GSH reduzido por célula foi 

calculada pela subtração da quantidade de GSSG da quantidade de glutationa total por 

célula (Li and Oberley, 1998). 

3.12. Avaliação de apoptose por citometria de fluxo 

Dentre as características da apoptose abordadas na Introdução, uma das principais 

é a assimetria da membrana plasmática. Nos estágios iniciais da apoptose, o fosfolipídio 

fosfatidilserina (PS) é translocado da camada interna para a externa da membrana 

plasmática, expondo-se para o meio extracelular. Anexina V é uma proteína de 25-36 kDa 

que se liga ao fosfolipídio, dependentemente de Ca2+ e apresenta alta afinidade por PS, 

ligando-se ao PS exposto (Figura 5). Para ser detectada por citometria de fluxo, a anexina 

pode ser conjugada com compostos fluorescentes, como APC (aloficocianina) e FITC 

(isocianato de fluoresceína). Uma vez que a exposição de PS ocorre nos estágios iniciais da 

apoptose, a marcação de anexina pode identificar apoptose em estágios iniciais. Portanto, 
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ela é tipicamente usada em conjunto com corante, como iodeto de propídio (PI) que 

permite a investigação de estágios mais avançados de morte celular. O iodeto de propídio é 

um agente intercalante do DNA e é uma molécula fluorescente com massa molecular de 

0,67 kDa. 

Células em estágio avançado de apoptose, ou mortas, são positivas tanto para 

Anexina V quanto para PI; células viáveis são negativas para ambos (Figura 5). 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Esquema sobre a análise da apoptose por citometria de fluxo. Interação da 

anexina V conjugada com FITC à fosfatidil serina translocada da camada externa da 

membrana plasmática durante o processo de apoptose e ligação do iodeto de propídio ao 

DNA, na fase tardia da apoptose e necrose. 

 

 

Para as células HL60, a determinação da quantidade de células apoptóticas foi 

realizada utilizando-se o kit de detecção de apoptose da BD Pharmingen™ (cat.# 556570),  

que utiliza anexina V conjugada com o FITC. Após o tratamento com apigenina, as células 



3. Metodologia  
 

31 
 

 

HL60 foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspensas em tampão de 

ligação 0,01 M Hepes (pH 7,4), contendo 0,14 mM NaCl and 2,5 mM CaCl2, provido pelo 

kit na concentração 1×106 células/mL. Em seguida, 100 μL de suspensão de células foram 

transferidos para um tubo de citometria e 5 μl de Anexina V conjugada com FITC e 5 μl 

PI foram adicionados. As células foram incubadas à temperatura ambiente, por 15 min, e 

400 μL de tampão foram adicionados para, em seguida, ser feita a análise no citômetro de 

fluxo Facs LSR-II  (BD Pharmagen). 

   As células de câncer de próstata PC3 foram ressuspendidas em tampão de ligação 

na concentração de 2 x 107 células/mL. Em seguida, 100 µL da suspensão foram 

transferidos para um tubo de citometria e adicionados 5µL anexina conjugada com APC e 

5µL de 7-ADD (7-amino-actinomicina D). O APC é um pigmento fotossintetizante de 

cianobactérias que fluoresce em azul, enquanto o 7-ADD é um agente fluorescente 

intercalante de DNA. 

Após incubação de 15 min, à temperatura ambiente, 400 µL de tampão de ligação 

foram adicionados e a apoptose, detectada no citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson 

FACSCalibur, Rockville, MD). Os dados obtidos foram analisados no Cell Quest Pro BD 

Biosciences. 

 

3.13. Avaliação do ciclo celular por citometria de 

fluxo 

A avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo é realizada através da 

quantificação do conteúdo de DNA celular que interage diretamente com corantes 

fluorescentes, como iodeto de propídio ou Brdu, com o DNA celular de forma 

estequiométrica. Quatro diferentes fases são encontradas em uma população de células em 

proliferação: a fase G1, a fase S (fase de síntese de DNA), fase G2 e fase M (mitose). Por 

possuírem a mesma quantidade de DNA, as fases G2 e M não podem ser distinguidas uma 

da outra através da análise do conteúdo de DNA (Figura 6). 
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Após o tratamento com ferruginol, por 24 h, as células PC3 foram coletadas pela 

adição de 5 mM de EDTA e, cuidadosamente, retiradas da placa. O pellet de células obtido 

após a centrifugação com meio de cultura foi fixado com 70% de etanol, por 30 mim, em 

gelo e depois lavados três vezes com 1mL de 0,1% glicose em PBS e ressuspenso em 

solução de iodeto de propídio (10 mL de 10 mg/mL RNase A, 5 mL de 10 mg/mL PI por 

1 mL de PBS com 0,1% glicose). Após 30 mim, as células foram analisadas por citometria 

de fluxo. 

 

 
 

Figura 6.  Esquema sobre a análise do ciclo celular por citometria de fluxo. O corante 

fluorescente se liga de forma estequiométrica ao DNA celular e, assim, o conteúdo de 

DNA celular é quantificado. Durante a fase S, o DNA é sintetizado, e finalmente na fase 

G2 (tetraplóide, 4n) há duas vezes mais DNA que na fase G1 (diplóide, 2n).
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4. 

Resultados 

 

Os resultados estão dispostos na forma de trabalhos publicados/submetidos: 

O artigo 1 contém um trabalho publicado no periódico Journal of Enzyme Inhibition 

and Medicinal Chemistry sobre efeitos causados pela fisetina nos níveis de fosfoproteína, 

atividade de MAPK e expressão de NFκB. 

O artigo 2 contém um trabalho a ser submetido ao periódico International Journal of 

Cancer sobre efeitos da apigenina na fosforilação e desfosforilação de proteínas importantes 

para a progressão e desenvolvimento do câncer. 

O artigo 3 contém um trabalho publicado no periódico Biochimie sobre a supressão 

das vias de sinalização em células de câncer de próstata pelo ferruginol. 
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ABSTRACT 

Protein phosphatases and kinases are key players in regulating signal transduction. We 

examined the effect of apigenin on HL60 cells metabolism under the protein 

phosphorylation/dephosphorylation aspects, using in vitro phosphorylation of peptide 

arrays containing 1,024 different kinase consensus sequences and western blotting. 

Among 112 substrates which showed difference in phosphorylation, we detected 101 

which showed to be less phosphorylated. Inhibition of different kinases responsible for 

regulating cell proliferation and survival was identified by kinome profiling. Importantly, 

our findings highlighted Src kinase, as well as protein tyrosine phosphatases (SHP2 and 

LMWPTP) as important targets for apigenin, since these enzymes were strongly 

inhibited. Another interesting observation was the activation of PTEN on leukemia cells 

treated with apigenin. Our findings showed that apigenin had an effect on leukemia cell 

through changes on kinase and phosphatase activities, affecting primarily survival 

pathways which culminated with apoptosis induction. 
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INTRODUCTION 

Flavonoids exhibit a variety of effects such as inhibition of malignant cell growth 

(Sousa et al., 2007), regulation of lymphocyte activation, cell proliferation and 

differentiation (Middleton et al., 2000; Verbeek et al., 2004). Apigenin (4’,5,7-

trihydroxyflavone), a common dietary flavonoid, abundantly present in fruits and 

vegetables, displays promising biological effects such as prevention and therapy of 

prostate cancer, suppression of tumorigenesis and angiogenesis in melanoma and breast, 

skin and colon carcinomas (Wang et al., 2000; Caltagirone et al., 2000; Way et al., 2004; 

Shukla et al., 2005). These effects appear to be primarily mediated through suppression of 

the expression of COX-2, MMP-9, NOS-2, VEGF, and lipoxygenase (Liang et al., 1999; 

Kim, 2003; Fang et al., 2005). Under cell death mechanism, apigenin exhibits antitumoral 

effects via apoptosis induction, through activation of caspases, inhibition of fatty acid 

synthase and topoisomerase and modulation of Bax and Bcl-2 expression (Wang et al., 

1999, Yin, 1999). Besides, this flavonoid modulates some keys protein kinases such as 

PI3K, AKT, MAPK ERK1/2, casein kinase-2 and other upstream kinases involved in 

cancer development and progression (Way et al., 2004). 

Interestingly, however, recent novel technical approaches have been developed 

allowing the generation of comprehensive descriptions of cellular metabolism without the 

need of a priori assumptions as to the signaling pathways affected (Diks and 

Peppelenbosch, 2004; Diks et al., 2004). We have pioneered an approach involving peptide 

arrays exhibiting consensus phosphorylation sequences for cellular kinases that allows 

simultaneous assessment of the activity of the total complement of kinases present in the 

human genome (the so-called kinome) (Diks and Peppelenbosch, 2004; Diks et al., 2004). 

Hence we decided to test whether this technology would allow us to define the molecular 

mechanisms underlying apigenin effects in leukemia. Among the kinases which were less 

active on cells treated with apigenin, Src kinases seems to be one important target of this 

flavonoid. In addition, the differential effect of apigenin on PTPs potentiates its 

antiproliferative action. We observed inhibition of LMWPTP and SHP2 while PTEN was 

more active.  
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determined using pTy1146 Insuline Receptor peptide as a substrate, using the PTP no 

radioactive assay kit from Sigma. Cells without any treament have LMWPTP 

imuprecipitated and the PTP activity was measured in the presence of apigenin. 

 

Apoptosis Analysis by Cytomety Assay using Annexin V and Propridium 

iodide (PI)  

 

To perform the Annexin and PI assay, the FITC Annexin V Apoptosis Detection 

Kit II from BD Pharmingen™ was used. Briefly, control and apigenin-treated cells were 

collected, washed twice in cold PBS and then ressuspended in 1X binding buffer (0.01 M 

Hepes/NaOH, pH 7.4, 0.14 mM NaCl and 2.5 mM CaCl2) at the concentration of 

1×106cells/mL. Subsequently, 100 μL of cell suspension were transferred to a 5 mL tube 

and Annexin V FITC (5 μL) and PI (5 μL) were added. The cells were incubated at room 

temperature for 15 min, after which 400 μL of 1X binding buffer were added and 

apoptosis assessed by flow cytometry. 

 

Cell Cycle Analysis by Cytometry using Propridium iodide (PI)  

 

After treament with apigenin 20, 30 and 40μM, cells were spin down, washed with 

PBS and ressuspended in 200μL of work solution (0.96g/mL sodium citrate, 1mg/mL 

Ribonuclease A, 0.02mg/mL propidium iodide, 0.01% Triton X-100). After incubation in 

the dark for 60 min at room temperature, the samples were analysed in FACSCalibur BD 

Bioscience. 

 

Kinomic array  

 

The production of the array and the protocol of the kinome array have been 

described in detail earlier (Diks and Peppelenbosch, 2004; Diks et al., 2004; Lowenberg et 

al., 2005, 2006; van Baal et al., 2006; de Borst et al., 2007). In short, cells were washed in 

PBS and lysed in a non-denaturing lysis buffer. The peptide arrays (Pepscan, Lelystad, 

The Netherlands), containing up to 1024 different kinase substrates in triplo, were 
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incubated with cell lysates, for 90 min, in a humidified incubator at 37°C. Subsequently, 

the arrays were washed in 2 M NaCl, in 1%Tween, in PBS, in 1% Tween and water, 

whereafter slides were exposed to a phosphoimaging screen for 72 h and scanned on a 

phospho-imager (Fuji, Stanford, USA). The spot intensities were analysed using Scanalyse 

software. 

 

Statistical analysis 

 

All experiments were performed in triplicate and the results shown in the graphs 

represent the means and standard errors. Cell viability data were expressed as the means 

± standard errors of 3 independent experiments carried out in triplicates. Data from each 

assay were statistically analyzed by ANOVA. Differences were considered significant 

when the p value was less than 0.05. Western blottings represent 3 independent 

experiments. 

 

RESULTS 

 

High-throughput kinase analysis on leukemia cells treated with apigenin 

 

To investigate the effects of apigenin (Figure 1A) on the phosphorylation events, 

we used the kinome assay to analyse the general profile of kinase activity. HL60 cells (2.5 

x 105 cells) were incubated for 24 h with vehicle (0.1% DMSO) or 30 µM apigenin and 

subsequently analyzed using the peptide array. The correlation coefficient (r) of non-

treated and treated cells was 0.78, which was determined by taking all spot intensities into 

account (Figure 1B), what means that there is difference of phosphorylation peptides 

between the treated and non-treated cells. 

Protein kinases that displayed an expressive change in activity are summarized in 

Table 1. We detected significant differences in the phosphorylation of 112 peptides from 

1024 in the array, when apigenin-treated and vehicle-treated HL60 cells were compared, 

101 out of 112 peptides were less phosphorylated (p < 0.05; see supplementary 

information for a full description of results obtained – Table 1). Figure 1 B shows the 

kinases which displayed ratio of spots phosphorylation between treated and non-treated 
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potential to bind to the ATP-binding sites of a large number of proteins (Conseil et al., 

1998), including protein kinase A (Revuelta et al., 1997) and protein kinase C (Huang et 

al., 1999) due to their similarity to ATP structure, which make flavonoids competitive 

inhibitors of protein kinases. Flavonoids, such as quercetin and luteolin, have been 

reported to display inhibitory activities at a number of protein kinases, interacting to the 

ATP binding site, presumably causing structural changes in the kinase and leading to its 

inactivity (Huang et al., 1999). For instance, the most selective PI3K inhibitor, currently 

available, LY294002, was modelled on the structure of quercetin (Williams et al., 2004). 

Apigenin has already been reported to be a competitive inhibitor of protein tyrosine 

kinase (Huang et al., 1996). Herein, we showed that apigenin can also negatively modulate 

kinase activity by regulating other mediators, for instance, PTEN. We observed that 

apigenin provoked inhibition of AKT/PI3K pathway, due to negative modulation of 

upstream mediators of this kinase, such as EGFR, FAK and activation of PTEN. PTEN, 

as a negative modulator of PI3K/AKT signalling pathway, represents an important 

mediator of cell death, inhibition of growth or both. PI3K phosphorylates 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2), into the secondary messenger 

phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3). This second messenger mediates 

downstream signalling by recruiting and activating PDK-1 followed by the activation of 

PKB/AKT. PTEN has the ability to dephosphorylate PIP3 to its precursor, PIP2, thereby 

blocking the cascade of events generated as a consequence of the accumulation of the 

secondary messenger (Mocanu and Yellon, 2007). Therefore, activating PTEN, apigenin 

decreases the PI3K, as well as, PDK-1 activities and, consequently, induces apoptosis.  

Kinome profiling also revealed inhibition of casein kinase II (CK2) and JAK2 by 

apigenin. The CK2 is a ubiquitously expressed serine-threonine kinase and its activity is 

enhanced in all human tumors examined so far (Guerra and Issinger, 2008). Recently, 

Hamacher et al. (2007) demonstrated that the inhibition of CK2 led to a reduction of 

pancreatic cancer cell viability, which was due to caspase-dependent apoptosis. Cytokine 

stimulation induces proliferation and growth of acute myeloid leukemia (AML) blasts and 

high levels of cytokines have been associated with poor prognosis in AML. The JAK-Stat 

pathway constitutes a major mediator of cytokine activity. Therefore, the inhibition of 

JAK1 by apigenin is also an important factor that reinforces the apoptotic cascade 

activation. 
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evidenced by increasing of Tyr15 phosphorylation. Cdc2,  normally driving cells into 

mitosis, is the ultimate target of pathways that mediate rapid arrest in G2, in response to 

DNA damage (Stark and Taylor, 2006). Additionally, kinome profiling revealed a decrease 

of phosphorylation of Rb protein, indicating the low activity of CDK4. The active complex 

of CDK4/cyclin D targets the Rb protein for phosphorylation, allowing the release of E2F 

transcription factor that activate G1/S-phase gene expression (Sherr, 1996). These results 

together suggest that apigenin shows a complex mechanism of action into cell cycle 

arrest. 

All the effects on phosphorylation led cells to death, as we and others have shown. 

Apigenin induced HL60 leukemic cells death by apoptosis. Importantly, this effect was not 

observed in normal human lymphocytes, which indicates that apigenin is more active 

against cells with high proliferation rate. The molecular structure of apigenin is essential 

to its cell death induction. Apigenin 7-O-neohesperidoside (rhoifolin) did not cause 

induction of HL60 cell death. The main difference between these two flavones is the 

presence of a disaccharide (glucose-rhaminose) at the carbon 7 of rhoifolin, which confers 

less hydrophobicity to its structure. The hydrophobic nature of apigenin can be one factor 

which contributes to its high capacity to induce apoptosis, characteristic that probably 

allow the apigenin, but not rhoifolin, to reach the cell interior and, consequently, triggers 

cell death. Some studies demonstrated that the interaction of flavonoids with biological 

membrane, especially mitochondria membrane, is responsible for the modulation of the 

mitochondrial transition pore and cytochrome c release (Green and Reed, 1998). In this 

context, apigenin has already been shown to induce mitochondrial depolarization and 

cytochrome c release in HL60 cell (Wang el at., 1999). Furthermore, apigenin was 

detected in mitochondria membrane of THP-1 leukemic cell after only 3 h of treatment 

(Vargo et al., 2006). Our results also show that mitochondria is an important cellular 

target for the apigenin action as evidenced by the induction of caspase-3 and poly-

(ADPribose) polymerase (PARP) cleavage.  

Flavonoids are recognized as antioxidant agents, characteristic which confers 

cardioprotective, neuroprotective and chemopreventive actions (Cao et al., 1997; 

Havsteen, 2002; William et al., 2004). On the other hand, a wide variety of studies has 

shown the pro-oxidizing effects of flavonoids in vitro, which results on cell signalling 

modulation (William et al., 2004). Vargo and co-authors (2006) have shown that apigenin 
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Table 1. Significant differentially phosphorylated consensus peptides 

Spot Protein Name UP_KIN Peptide Ratio T-value ▲▼ 

283 SMAD2 Activin receptor like kinase 4 TGF beta receptor, type I  GSPSVRASSMS 0,3 0,03 ▼ 

45 Nitric oxide synthase 3 AKT1  RIRTQSFSLQE 0,3 0,03 ▼ 

617 Androgen receptor AKT1  RAREASGAPTS 0,3 0 ▼ 

623 Oncoprotein Mdm2 AKT1  RRRAISETEEN 0,2 0,01 ▼ 

282 Tumor protein p53 binding protein 1 ATM  EKASDSQSWED 0,2 0,03 ▼ 

550 E2F transcription factor 1 ATM ATR  RLLDSSQIVII 0,5 0,02 ▼ 

204 Aryl hydrocarbon receptor auto NGRPDYIIVTQ 0,3 0 ▼ 

521 AXL receptor tyrosine kinase auto PDEILYVNMDE 0,2 0,03 ▼ 

86 Formyl peptide receptor 1 Beta-adrenergic receptor kinase1  TATNSTLPSAE 0,4 0,03 ▼ 

210 Phospholamban Ca2+Calmodulin dependent protein kinase  IRRASTIEMPQ 0,5 0 ▼ 

1009 Glutamate receptor ionotropic, AMPA 1 CaM-Kinase II  TLPRNSGAGAS 0,3 0,04 ▼ 

107 HMG CoA reductase cAMP protein kinase  MIHNRSKINLQ 0,2 0,04 ▼ 

808 p53 CK1, alpha 1  MEEPQSDPSVE 0,4 0,01 ▼ 

46 Histone deacetylase 2 CK2 AVHEDSGDEDG 0,5 0,05 ▼ 

616 Protein phosphatase inhibitor 2 CK2 DEDAASDTEAT 0,3 0,01 ▼ 

302 High mobility group AT-hook 1 CK2, alpha 1  GISQESSEEEQ 0,3 0,04 ▼ 

440 RPA2 CDC2 GGYTQSPGGFG 0,2 0,03 ▼ 

940 RAP1 GTPase activating protein 1 CDC2  IVPGKSPTRKK 0,4 0 ▼ 

867 B-Myb CDK2 PGLRRSPIKKV 0,3 0,02 ▼ 

721 Retinoblastoma 1 CDK2-cyclin A  SEGLPTPTKMT 0,7 0,04 ▼ 

686 Nude like protein CDK5/p35  ENTFPSPKAIP 0,4 0,03 ▼ 

931 Phosphodiesterase 5A cGMP dependent protein kinase  PTRKISASEFD 0,6 0,01 ▼ 

28 CRIP2 cGMP kinase I  EERKASGPPKG 0,1 0,02 ▼ 

998 Presenilin 2 CK 2  SFGEPSYPEVF 0,3 0,03 ▼ 

1005 PC4 CK2, alpha 1  GSDSDSEVDKK 0,7 0,03 ▼ 

508 CD20 CK2 NIVLLSAEEKK 0,5 0,02 ▼ 

480 ADAM 12 c-Src PRSTHTAYIK 0,5 0,04 ▼ 

852 Bone marrow kinase BMX c-Src VLDDQYVSSVG 0,3 0,03 ▼ 

908 Dystrophin associated glycoprotein 1 c-Src PYRSPPPYVPP 0,4 0,02 ▼ 

921 Caveolin 2 c-Src SYSHHSGLEYA 0,3 0,03 ▼ 

680 HCDH1 CDK2  SPYSLSPVSNK 0,5 0,01 ▼ 

214 MEK1 CDK 5  GDAAETPPRPR 0,3 0,03 ▼ 

279 Protein phosphatase 1, regulatory subunit  1B CDK 5  NPAAYTPPSLK 0,2 0,02 ▼ 

415 Presenilin 1 CDK 5  GPHRSTPESRA 0,4 0,03 ▼ 

297 p53 DNA-dependent protein kinase catalytic subunit ATR  LSPLPSQAMDD 0,2 0,01 ▼ 

140 CBL EGF receptor SANAIYSLAAR 0,3 0,01 ▼ 
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984 Mucin 1 transmembrane EGF receptor TDRSPYEKVSA 0,4 0,01 ▼ 

267 Ras-related protein EphB2  TIEDSYTKIAS 0,2 0,03 ▼ 

706 ErbB2 erbb2 SPQPEYVNQPD 0,5 0,05 ▼ 

817 Estrogen receptor, alpha ERK2  PPPQLSPFLQP 0,3 0,04 ▼ 

14 FGF receptor 1 FGF receptor 1 FMAKVYSDPQP -0,1 0,04 ▼ 

330 SIGLEC4A Fyn  EELAEYAEIRV 0,4 0,05 ▼ 

47 Heat-shock transcription factor 1 Glycogen synthase kinase-3 KEEPPSPPQSP -6,7 0,05 ▼ 

943 CCR5 GRK APERASSVYTR 0,5 0,02 ▼ 

593 Amyloid beta A4 protein GSK3-beta VDAAVTPEERH 0,4 0,03 ▼ 

269 IGF-I receptor Insulin receptor  MTRDIYETDYY 0,3 0,02 ▼ 

141 CCR2 Janus kinase 2  LTIDRYLAIVH 0,4 0,02 ▼ 

875 BCL2-interacting protein BIM JNK1 STQTPSPPAQA 0,4 0,03 ▼ 

284 H3 histone, family 3A JNK2  QTARKSTGGKA 0,3 0,05 ▼ 

194 KIT KIT  INGNNYVYIDP 0,3 0,04 ▼ 

652 CD5 Lck Fyn  SRLSAYPALEG 0,4 0,05 ▼ 

329 CD32 Lyn Blk Fyn SYK  ETNNDYETADG 0,4 0,02 ▼ 

928 CD19 Lyn kinase  MRGILYAAPQL 0,4 0 ▼ 

148 CD19 Lyn kinase, Bruton's tyrosine kinase LGSQSYEDMRG 0,4 0,04 ▼ 

149 Transcription factor 3 MAP Kinase SSSPSTPVGSP 0,3 0,03 ▼ 

145 c-Fos MAP kinase  PVVTATPSATA 0,2 0,05 ▼ 

95 MAP3K11 MAP3K11 REWHKTTQMSA 0,4 0,05 ▼ 

937 CHOP MAPK14  LQEVLSSDENG 0,2 0,02 ▼ 

603 MAPK6 MAPK6  HKGHLSEGLVT 0,2 0,02 ▼ 

759 Microtubule associated protein 2 MARK  KSKIGSTDNIK 0,4 0 ▼ 

76 Calpastatin nb TIPPKYRELLA 0,4 0,03 ▼ 

97 SH3 protein expressed in lymphocytes nb LQRSSSFKDFA 0,7 0,04 ▼ 

253 Glutamate receptor ionotropic, AMPA 4 nb NKARLSITGSV 0,3 0,02 ▼ 

281 Statherin nb IGADSSEEKFL -0,2 0,02 ▼ 

403 Cyclin dependent kinase 2 nb PVRTYTHEVVT 0,3 0,02 ▼ 

447 Notch2 nb NRSFLSLKHTP 0,4 0,02 ▼ 

592 Crystallin beta B3 nb YKVILYELENF 0,4 0,01 ▼ 

601 NFAT1 nb LPPGASPQRSR 0,3 0,01 ▼ 

805 Leukotriene A4 hydrolase nb YVEKFSYKSIT 0,4 0,01 ▼ 

1 IKK beta NIK  MAP3K7 MEKK1  IKK alpha  ELDQGSLATSF 0,7 0,05 ▼ 

286 Kinesin like protein 1 p34cdc2/cyclin B  IPTGTTPQRKS 0,2 0,02 ▼ 

952 MEK1 p74raf-1  DSMANSFVGTR 0,2 0,05 ▼ 

560 MEK1 PAK1  PGRPLSSYGMD 0,5 0,02 ▼ 

930 PAK1 PAK1  SQKYMSFTDKS 0,3 0 ▼ 

802 Ribosomal protein S6 PAK2  RRRLSSLRAST 0,4 0,05 ▼ 
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Lysates from 3 independent biological replicates of HL60 cell treated with apigenin 30µM and non-treated  HL60 cells are 

put on PepChips and spot intensities were quantified (see also supplemental data). P-values derived from paired t-Tests performed on 

original and logarithmic normalized intensities are given; n.s., not significant (p > 0.05). Substrate proteins from which the peptides 

are derived and -if known- kinases phosphorylating those substrates are indicated.  
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5. 

Discussão Geral 

 

No presente trabalho, os flavonóides fisetina e apigenina e o diterpeno ferruginol 

foram avaliados quanto à potencialidade de ação antitumoral em linhagens de leucemia 

mielóide (HL60) e de câncer prostático humano (PC3). Visando o fornecimento de maiores 

detalhes sobre os mecanismos de ação molecular desses compostos, moléculas 

sinalizadoras envolvidas em vias de sobrevivência e morte celular foram avaliadas quanto 

à expressão e/ou atividade, após tratamento das células tumorais. Este tipo de estratégia 

de investigação pode ser útil para identificação de potenciais alvos terapêuticos, bem como 

predição de possíveis efeitos colaterais. Para este propósito, células HL60 foram tratadas 

com fisetina ou apigenina, por 24 horas, enquanto que células PC3 foram submetidas ao 

tratamento com ferruginol, pelo mesmo período de tempo. 

Os flavonóides fisetina e apigenina mostraram ser efetivos indutores de morte na 

linhagem celular HL60, reduzindo pela metade o número de células viáveis quando 

utilizados na concentração de 30 μM. Muitos trabalhos na literatura tem mostrado a ação 

citotóxica, sobre células tumorais, dos flavonóides fisetina (Chen et al., 2002; Lee et al., 

2002, Kim at al., 2008) e apigenina (Birt et al., 1997; Wang, 2000; Caltagirone et al., 2000; 

Way et al., 2004; Shukla et al., 2005). Observou-se também que ambos os flavonóides eram 

capazes de induzir apoptose através da ativação de caspases (Wang et al., 1999). 
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Recentemente, Khan e colaboradores (2008) mostraram que a fisetina induzia 

apoptose de células de câncer de próstata através da ativação das caspases 3, 8 e 9. No 

entanto, o mecanismo molecular de ação destes flavonóides na atividade antitumoral tem 

sido pouco explorado. 

Nossos resultados revelaram que a ação citotóxica da fisetina e apigenina está 

associada, em parte, a sua capacidade de alterar, direta ou indiretamente, as atividades de 

proteínas quinases e fosfatases. A fisetina mostrou-se um inibidor de fosfatases e/ou 

ativador de quinases, como evidenciado pelo aumento nos níveis de proteínas fosforiladas 

em tirosina e treonina. Em relação à apigenina, o perfil quinômico indicou diminuição 

significativa da fosforilação de 101 peptídeos dos 1024 peptídeos do chip sugerindo, 

portanto, inibição das quinases responsáveis por fosforilar tais peptídeos. É importante 

ressaltar que o efeito geral dos flavonóides em estudo sobre fosforilação de proteínas é o 

resultado de um balanço da atividade de quinases e fosfatases, podendo tanto ativar como 

inibir ambas enzimas. 

Os flavonóides, frequentemente, são mostrados como inibidores de proteínas 

quinases (Graziani et al., 1983; Gschwendt et al., 1983; Srivastava, 1985). Lu e 

colaboradores (2005) demonstraram que a fisetina formava um complexo com a quinase 

CDK6, inibindo sua atividade. Sarno e colaboradores (2002) mostraram que a posição da 

hidroxila na estrutura do flavonóide alterava a capacidade de inibir a proteína quinase 

CK2. A fisetina mostrou-se o mais potente inibidor da CK2 (IC50= 0,35 µM), seguida pela 

quercetina (IC50 = 0,55 µM). A única diferença entre os dois flavonóides é a hidroxila na 

posição 5 da quercetina. Ao remover as hidroxilas 3 e 3’ da quercetina, formando a 

apigenina, o valor da IC50 de inibição da CK2 aumentou para 0,8 µM. Removendo a 

hidroxila da posição 4’ da apigenina, formando a crisina, a eficiência na inibição da CK2 

diminuiu drasticamente (IC50 = 9,0 µM), sugerindo que o mínimo de 3 hidroxilas são 

requeridas para inibição enzimática da CK2. 

De modo geral, o tratamento das células HL60 com os flavonóides inibiu a 

atividade de quinases responsáveis pela proliferação e sobrevivência celular, levando assim 

à morte celular. No caso da fisetina, observou-se um aumento da fosforilação e, portanto, 

ativação da JNK e p38. Por outro lado, detectou-se diminuição dos níveis de fosforilação da 

ERK. A família das MAPKs é conhecida pelo importante papel na regulação de diversos 

eventos fisiológicos, como proliferação, diferenciação e morte celular, o que, 
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consequentemente, torna os membros desta família de proteínas serina/treonina quinases 

potenciais alvos terapêuticos. Em leucemia, a via Raf/MEK/ERK pode ser ativada por 

mutações/amplificações de receptores de fatores de crescimento, além das mutações que 

levam à expressão da proteína Ras constitutivamente ativa. A superexpressão da proteína 

Ras tem sido observada em aproximadamente 30% dos cânceres humanos (Steelman et al., 

2008). Entretanto, muitos estudos mostraram que mais de 50% dos pacientes com 

leucemia mielóide aguda e leucemia linfocítica aguda apresentavam ativação constitutiva 

da via Raf/MEK/ERK sem, no entanto, apresentar qualquer mutação genética (Ricciard 

et al., 2005; Kornblau et al., 2006). As células HL60 apresentam ERK constitutivamente 

ativa, evento importante para manutenção das vias de sobrevivência e proliferação, sendo 

importante alvo molecular para a indução de morte. Recentemente, alguns trabalhos têm 

sugerido que a via da ERK pode ser suprimida pelas quinases JNK e p38, durante o 

processo de apoptose (Junttila et al., 2008). Apesar da apigenina se mostrar inibidora de 

quinases, de forma interessante, ela foi capaz de ativar tanto a quinase JNK quanto a p38 

pois a fosforilação essencial para a atividade dessas quinases apresentou-se aumentada nas 

células HL60 tratadas com apigenina, fato também observado por Vargo e colaboradores 

(2006) em outra linhagem de leucemia, THP-1. 

Em relação às vias de sobrevivência celular PI3K/AKT e à via da JAK/STAT, 

observou-se que o tratamento das células com apigenina levava a uma regulação negativa 

dessas vias. A fosfatase PTEN, principal modulador negativo da via PI3K/AKT, 

apresentou-se mais ativa com o aumento da concentração de apigenina decorrente da 

diminuição da fosforilação do seu sítio inibitório (Ser380). Além disso, os iniciadores da 

via, as quinases PI3K, AKT e PDK foram inibidas na presença de apigenina. A via de 

sobrevivência da PI3K/AKT é iniciada através da ligação de um fator de crescimento ou 

citocina a um receptor na membrana plasmática com atividade tirosina quinase. Esse 

receptor, em seguida, sofre autofosforilação em resíduos de tirosina, sinal para o 

recrutamento e ativação da proteína PI3K. Uma vez ativa e localizada na membrana, a 

PI3K fosforila os lipídios fosfatidil inositol di-fosfato, levando à produção de fosfatidil 

inositol 3 - fosfato (PtdIns 3,4-P2 – PtdIns 3,4,5-P3). Esses lipídios especializados 

recrutam a proteína serina-treonina quinase AKT e PDK para a membrana plasmática. 

Assim, a PDK-1 torna-se ativa, sendo capaz, portanto, de fosforilar e ativar a AKT. 

Através da fosforilação de diversas proteínas, AKT é a proteína-chave na regulação de 



5. Discussão Geral 
 

 

 

84 

importantes funções das células, como metabolismo de glicose, proliferação celular e 

sobrevivência (Paez and Sellers, 2002). Resumidamente, a AKT mantém ativas as 

proteínas responsáveis pela sobrevivência celular e inibe as proteínas pró-apoptóticas, 

como Bad, caspase 9 e ―forkhead‖. A PTEN é capaz de desfosforilar o PtdIns 3,4,5-P3 

impedindo, portanto, que AKT e PDK sejam recrutadas e ativadas. 

A proteína tirosina quinase Src, uma outra quinase importante para as vias de 

sobrevivência, foi completamente inibida nas células tratadas com apigenina, fato 

observado pela diminuição da fosforilação do resíduo Tyr416, essencial para a catálise. A 

Src é um dos ativadores da via JAK/STAT, responsável por fosforilar a proteína STAT 

promovendo, assim, sua translocação para o núcleo, onde exercerá seu papel de fator de 

transcrição. 

Outro aspecto avaliado neste trabalho foi a influência da apigenina no ciclo celular. 

As células foram tratadas com apigenina 25, 50 e 100 µM. Apenas na concentração maior 

observou-se inibição do ciclo celular na fase G2/M. Recentemente, Choi e Kim (2008) 

observaram que células de câncer de mama tratadas com apigenina apresentavam 

interrupção do ciclo celular na fase G2/M, após 48h de tratamento com 50 e 100 µM de 

apigenina. Em câncer de pâncreas, o mesmo efeito foi observado por Ujiki e colaboradores 

(2006), enquanto que em células de câncer de próstata humano, LNCap e PC3, a apigenina 

causou parada do ciclo na fase G0/G1 (Shukla and Gupta, 2007). 

Os efeitos neuroprotetores, cardioprotetores e quimiopreventivos da dieta rica em 

flavonóides estão bem documentados (Cao et al., 1997; Havsteen, 2002; William et al., 

2004). Entretanto, muitos estudos mostraram que os flavonóides apresentam 

características pró-oxidantes in vitro, efeito que resulta na modulação de vias de 

sinalização (William et al., 2004). Uma grande variedade de compostos naturais induz 

apoptose, principalmente, em células tumorais, pelo aumento da produção de ROS 

mitocondrial, evento que desencadeia a permeabilização da membrana mitocondrial e 

liberação de citocromo c. Em células tumorais, como próstata (PC3), pulmão (A549) e 

leucemia (HL60), diversos flavonóides, inclusive apigenina, induzem a depleção de GSH 

(Kachadourian and Day, 2006). Depleção de GSH intracelular e produção de ROS podem 

resultar em inibição de proteína tirosina fosfatases (PTP) por oxidação de grupos tióis. As 

atividades tanto de PTP quanto de proteínas tirosinas quinases (PTK) podem ser 

modificadas por oxidação de resíduos de cisteína através da ação de H2O2. A inibição de 
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PTPs e ativação de PTK, provavelmente, leva a altos níveis de fosfoproteínas 

intracelulares, alterando vias de transdução de sinal. Neste trabalho, o tratamento das 

células HL60 por 24h não causou depleção de GSH. Apesar de não ter sido observada 

alteração do estado redox celular, detectou-se inibição de aproximadamente 50% da 

atividade da proteína tirosina fosfatase de baixa massa molecular (LMWPTP). Este 

resultado indica que a apigenina tem capacidade de interagir diretamente com a 

LMWPTP. Vargo e colaboradores (2006) observaram aumento de ROS apenas na 

primeira hora de tratamento das células THP-1 com apigenina; após 3 h não houve 

qualquer alteração nos níveis de ROS. 

Em relação à fisetina, a avaliação da produção de ROS foi realizada indiretamente 

pela quantificação da atividade das enzimas aconitase, fumarase, catalase, glutationa 

peroxidade e superóxido dismutase (MnSOD e CuZnSOD). A enzima aconitase, que 

participa do ciclo de Krebs convertendo citrato em isocitrato, é altamente sensível à 

oxidação, graças à presença de um cluster de ferro e enxofre no sítio ativo que reage 

diretamente com o substrato. Na presença de fisetina, a aconitase das células tratadas 

apresentou-se inibida 20 vezes, resultado que sugere a produção de ROS pela fisetina. 

Recentemente, Kawabara e colaboradores (2008) observaram que, em fibroblastos (V79), 

H2O2 levou à ativação de p38 MAPK, JNK e ERK. Contudo, a adição de inibidores de 

proteínas tirosinas quinases (PTK) bloqueou tais fosforilações, indicando que ROS leva à  

ativação de MAPK p38 e JNK através da ativação de PTKs e/ou inibição de PTPs, o que 

está de acordo com os nossos resultados referentes ao tratamento de células HL60 com 

fisetina. O fato de a fisetina inibir fosfatases citossólicas quando adicionada ao extrato 

celular indica que a capacidade desse composto de inibir fosfatases pode não somente ser 

mediada pela ação de ROS, mas também por interação direta.  

Embora flavonóides sejam reconhecidos por agirem como importantes agentes 

antioxidantes, os resultados aqui apresentados revelam que a atividade anticarcinogênica 

desses compostos pode estar associada à indução de geração de ROS no ambiente celular. 

Os resultados obtidos reforçam a hipótese de que a ação celular da fisetina e apigenina, 

assim como de muitos outros flavonóides e seus metabólitos, pode estar associada à 

modulação direta ou indireta da atividade de proteínas quinases e fosfatases, tais como 

PI3K, PKB/AKT, tirosina quinases e MAPKs mostrando, portanto, o potencial 
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antileucêmico de tais compostos como reguladores da expressão gênica e moduladores de 

importantes vias de transdução de sinal. 

Os resultados obtidos no presente trabalho reforçam dados da literatura que 

associam ROS ao aumento da expressão de NFκB e estimulação de sua atividade como 

agente pró-apoptótico (Kroemer et al., 1997; Dumont et al., 1999). Embora a maior parte 

dos trabalhos encontrados na literatura reporte a atividade indutora de sobrevivência e 

proliferação de NFκB, um número crescente de estudos tem associado a ação desse fator de 

transcrição como indutor de morte celular sob certas condições (Lin et al., 1995; Carter et 

al., 1996; Grimn et al., 1996; Grill and Memo, 1999; Lin et al., 1999). 

 

Ferruginol suprime vias de sobrevivência em câncer de próstata independente de 

androgênio 

   

O câncer de prostata é a segunda causa de morte relacionada ao câncer no Brasil e 

no mundo. Como o câncer de próstata atinge homens com mais de 50 anos, com o aumento 

da expectativa de vida, a incidência desse tipo de câncer tende a aumentar nos próximos 

anos. Logo, a busca de compostos preventivos e terapêuticos mais efetivos e com menos 

efeitos colaterais tem gerado grande interesse e, sob estes aspectos, os produtos naturais 

são altamente promissores. 

O diterpeno ferruginol apresentou-se como um potente inibidor do crescimento 

celular e indutor de apoptose de células de câncer de próstata PC3, as quais exibem 

extrema resistência à terapias.  

O aumento da expressão de TNFR1, em baixa dose de ferruginol (25 µM) e 

ativação de caspase 8 demonstraram, claramente, a ativação da via extrínsica, em baixas 

concentrações de ferruginol. A via intrínsica torna-se mais proeminente na indução de 

morte, em concentração mais alta de ferruginol (50 µM), mostrada pelo aumento da 

atividade da caspase 9, aumento dos níveis de AIF nuclear e aumento da expressão da 

proteína pró-apoptótica mitocondrial Bax. Em resposta a um certo estímulo apoptótico, 

proteínas pró-apoptóticas citossólicas e ligadas à membrana mitocondrial na forma de 

monômeros, como Bax e Bak, sofrem oligomerização formando poros que levam à 

permeabilização da membrana mitocondrial interna e liberação de proteínas, como 
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citocromo c e AIF. O citocromo c constituirá o complexo chamado apoptossomo, formado 

também pela caspase 9 e proteína Apaf-1, responsável pela ativação da caspase 3. O AIF 

liberado da mitocôndria transloca-se para o núcleo das células onde participará da 

condensação da cromatina e exposição de fosfaditil serina na camada externa da membrana 

plasmática. 

Para uma célula entrar em apoptose, o equilíbrio entre eventos pró-apoptóticos e 

antiapoptóticos deve ser rompido através do aumento do estímulo apoptótico e/ou da 

inibição das vias de sobrevivência e proliferação. O ferruginol, além de ativar as vias de 

apoptose, consegue parar o ciclo celular e inibir vias de sobrevivência cruciais para o 

desenvolvimento do câncer. 

O ferruginol mostrou-se eficiente na inibição de uma das principais vias de 

sobrevivência celular, a via da AKT. Este composto causou tanto a diminuição da 

expressão, quanto a diminuição da fosforilação (ativação) da AKT. Interessantemente, na 

concentração de 25 µM de ferruginol observou-se um aumento da quantidade de AKT 

fosforilada no resíduo serina 473; em contrapartida, na concentração de 50 µM, ocorreu 

diminuição. Como mencionado anteriormente, somente foi possível observar alterações 

metabólicas características da apoptose quando o ferruginol foi utilizado em concentrações 

maiores. Assim, sob baixas concentrações de ferruginol as células tendem a contornar os 

estímulos pró-apoptóticos através da ativação das proteínas de sobrevivência e 

proliferação celular. O mesmo se observa para a proteína MEK 1/2, cuja fosforilação nos 

resíduos de serina 217/221 teve um sutil aumento no tratamento com ferruginol. A via de 

sinalização da ERK, assim com a via da PI3K/AKT são responsáveis pela regulação de 

diversos eventos fisiológicos, como proliferação e diferenciação.  MEK é ativador direto da 

ERK e como ferruginol levou à diminuição da expressão e fosforilação de ERK, seria 

possível que a célula ―tentasse se recuperar‖ ativando a MEK. 

Assim como a fisetina e apigenina, o ferruginol induziu a ativação da MAPK p38. 

O ferruginol também atuou sobre proteínas controladoras do ciclo celular. Diferentemente 

da apigenina, o ferruginol aumentou a expressão da proteína p21, um dos inibidores das 

quinases dependentes de ciclinas (CDKs). Observou-se também no trabalho uma 

diminuição da expressão das ciclinas D1 e D3, CDK4 e CDK6, dados que suportam a 

parada do ciclo celular na fase G1 pelo ferruginol. O complexo ciclina D/CDK4 fosforila a 

proteína Rb, o que leva à liberação do fator de transcrição E2F que ativa a expressão de 
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genes da fase G1/S. Nenhuma alteração na proteína cdc-2, responsável pela progressão do 

ciclo da fase G2 para M, foi observada, corroborando o efeito específico do ferruginol na 

fase G1. 

O tratamento das células PC3 com ferruginol causou diminuição da fosforilação da 

Hsp27 e STAT3, indicando que a diminuição da atividade da STAT3 pode estar associada 

à diminuição da função da Hsp27. As STATs são proteínas latentes no citoplasma que 

exercem função de fatores de transcrição quando ativadas. A ativação das STATs se dá 

através da fosforilação de resíduos de tirosina, principalmente pela JAK e, em segundo 

plano, pela Src. As proteínas JAK são ativadas pelos receptores tirosina quinases que, por 

sua vez, foram ativados pela ligação de citocinas, como IL-3, IL-5 e fatores de transcrição 

(Turkson and Jove, 2000). Quando fosforilada a STAT dimeriza e se transloca ao núcleo, 

onde se liga ao DNA e ativa a transcrição de genes relacionados à proliferação celular. 

Atividade anormal de membros da família das STATs, particularmente STAT3 e STAT5, 

está associada a uma grande variedade de doenças, incluindo leucemias, câncer de mama, 

cabeça e próstata (Turkson and Jove, 2000). A STAT3 está envolvida com oncogênese o 

que a torna alvo de intervenções terapêuticas. Tan e colaboradores (2008) observaram que 

a STAT5 é constitutivamente ativa em câncer de próstata humano de alta escala, mas não 

em epitélio de próstata normal. 

A Hsp27 é uma proteína de 27 kDa que está relacionada com o aumento da 

sobrevivência em resposta a vários fatores fisiológicos e ambientais como choque térmico, 

ROS e quimioterápicos. De fato, a análise de coimunoprecipitação mostra que Hsp27 é 

capaz de interagir com STAT3 e os níveis de STAT3 e Hsp27 estão diretamente 

relacionados. Muitos trabalhos têm mostrado que o câncer de próstata independente e 

androgênio apresenta níveis elevados de Hsp27 e a inibição desta proteína leva ao aumento 

de células apoptóticas na fase G0-G1, evento que pode estar associado à diminuição dos 

níveis de STAT3 (Rochi et al., 2005). 

Outro importante resultado deste trabalho foi que o ferruginol induziu a 

translocação de NFκB para o núcleo. Este fato está de acordo com os dados publicados por 

Rodriguez e colaboradores (2006) sobre o efeito anti-inflamatório do ferruginol. 

O ferruginol causou ainda diminuição da glutationa reduzida (GSH) e aumento da 

glutationa oxidada, características que indicam ambiente oxidante. De forma importante, 

muitas proteínas-chave no desenvolvimento e progressão do câncer são sensíveis e 
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inativadas por oxidação, como é o caso da LMWPTP. Essa fosfatase apresenta-se 

altamente expressa em diferentes tipos de tumores, inclusive em câncer de próstata. 

Observou-se o efeito direto do ferruginol sobre a atividade e expressão da LMWPTP. A 

oxidação da cisteína do sítio catalítico das PTPs, como da LMWPTP, leva à inibição da 

atividade pela incapacidade de formar intermediário cisteinil-fosfato durante o primeiro 

passo da catálise (den Hertog et al., 2005). 
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