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Resumo 

 

O câncer alcançou mais de 19,3 milhões de novos casos no mundo em 2020, 

levando a óbito quase 10,0 milhões de pessoas. Somando isso aos altos custos 

de tratamento da doença, enfatiza-se a importância do estudo de novas 

estruturas moleculares e desenho/construção de substâncias inéditas que 

poderão ser utilizadas no tratamento dessa doença ou na terapia adjuvante. 

Estudo de compostos contendo 1,4-dioxo-2-butenil foram avaliados em células 

humanas e de murinos e demonstraram potencial citotóxico. Neste estudo, 

avaliou-se os efeitos citotóxicos de dois compostos contendo o radical 

farmacofórico 1,4-dioxo-2-butenil em sistema in vitro. Utilizou-se células tumorais 

da linhagem HT-29 tratadas com diferentes concentrações de Ácido Aril-

Maleâmico (A6) ou p-cloro fenil-maleimida (M2). A avaliação da citotoxicidade foi 

realizado pelo teste colorimétrico de MTT. Os resultados demonstraram A6 é 

citotóxico a partir das concentrações de 125, 250 e 125µg/mL para os tempos 

de 24, 48 e 72h, respectivamente. Já M2 foi citotóxico a partir da concentração 

de 1,9µg/mL para o três tempos testados. A IC50 de A6 e M2 foram de 378,8 3 

22,0µg/mL, respectivamente. Esses resultados sugerem que o M2 tem potencial 

terapêutico para o tratamento do câncer. 

 

 

Palavras-chave: Câncer de colorretal. Citoxicidade. Compostos orgânicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

Cancer reached more than 19.3 million new cases worldwide in 2020, leading to 

the death of almost 10.0 million people. Adding this to the high costs of treating 

the disease, the importance of studying new molecular structures and the 

design/construction of new substances that could be used in the treatment of this 

disease or in adjuvant therapy is emphasized. Study of compounds containing 

1,4-dioxo-2-butenyl were evaluated in human and murine cells and demonstrated 

cytotoxic potential. In this study, the cytotoxic effects of two compounds 

containing the pharmacophore radical 1,4-dioxo-2-butenyl in an in vitro system 

were evaluated. The HT-29 human colorectal adenocarcinoma cell line treated 

with different concentrations of Aryl-Maleamic Acid (A6) or p-chloro phenyl-

maleimide (M2) were used. Cytotoxicity assessment was performed by the 

colorimetric MTT test. The results demonstrated A6 is cytotoxic from 

concentrations of 125, 250 and 125 µg/mL for the times of 24, 48 and 72h, 

respectively. On the other hand, M2 was cytotoxic from the concentration of 1.9 

µg/mL for the three times tested. The IC50 of A6 and M2 were 378.8 ± 22.0µg/ml, 

respectively. These results suggest that M2 has therapeutic potential for the 

treatment of cancer. 

Keywords: Colorectal cancer. Cytotoxicity. Organic compounds. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é a principal causa de óbito e, portanto, um empecilho para o 

aumento da expectativa de vida em todo o mundo (BRAY et al., 2021). Segundo 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2019, o câncer foi responsável por 

ser a primeira ou a segunda causa morte de pessoas antes dos 70 anos em 112 

países. Segundo dados do relatório da GLOBOCAN, Agência Internacional para 

Pesquisa em Câncer, houve, no ano de 2020, mais de 19,3 milhões de novos 

casos de câncer no mundo, excluindo o carcinoma basocelular. Assim, registrou-

se 10,0 milhões de óbitos em todo mundo (SUNG et al., 2021). No Brasil, a 

estimativa de novos casos de câncer é de 450 mil, excluindo o câncer de pele 

não melanoma (INCA, 2020).  

Entre os cânceres mais incidentes, excetuando os cânceres de pele não 

melanoma, estão os cânceres de mama feminino (2,3 milhões), pulmão (2,2 

milhões), próstata (1,4 milhões), colorretal (1,1 milhões), estômago (1,1 milhões) 

e fígado (905 mil). Entre os cânceres que mais levaram a óbitos estão o câncer 

de pulmão (1,8 milhões), colorretal (576 mil), fígado (830 mil), estômago (768 

mil) e câncer de mama feminino (684 mil).  Nos homens o câncer de pulmão é o 

mais frequente e o que causa mais morte, seguido por câncer de próstata por 

sua incidência e do câncer de colorretal por sua grande incidência e alto índice 

de mortalidade. Nas mulheres, o câncer de mama é o mais frequente e com a 

maior letalidade por câncer, seguido por colorretal e câncer de pulmão (SUNG 

et al., 2021).  

Já no Brasil, entre os cânceres mais evidentes estão o câncer de mama 

(66 mil) e próstata (66 mil), colorretal (41 mil), pulmão (30 mil) e estômago (21 

mil). Em homens a frequência de tipos de câncer estão o câncer de próstata 

(29,2%), colorretal (9,1%), pulmão (7,9%), estômago (5,9%) e cavidade oral 

(5,0%). Nas mulheres, os cânceres com maior incidência são o câncer de mama 

(29,7%), colorretal (9,2%), colo do útero (7,4%), pulmão (5,6%) e tireoide (5,4%) 

(INCA, 2020). 

 Considerando os altos números de novos casos de câncer e os altos 

custos de tratamento dessa doença é importante destacar o estudo de novas 
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estruturas moleculares e a reatividade de compostos orgânicos, dentro do 

contexto de avanços em química orgânica, onde podemos construir substâncias 

raras ou inéditas que poderão ser utilizadas na terapia adjuvante deste problema 

de saúde pública. Futuramente, esses compostos orgânicos possibilitarão a 

descoberta de novas drogas que influenciarão, inclusive, no tratamento de 

diversas outras doenças (OLIVEIRA et al., 2018a). 

 Um possível ponto de partida para a síntese de moléculas antitumorais 

mais eficientes e seletivas é o grupo ácido aril-maleâmico e as maleimida. As 

maleimida potente agente citotóxico, apresenta diversas atividades biológicas 

como a quimioterapicas (PESSIN; TAVARES; GRADELLA, 2018). 

1.1 Câncer 

 O câncer é o termo que denomina um grupo de doenças que podem 

começar em quase todos os órgãos ou tecido do corpo. Essa doença caracteriza-

se pelo crescimento anormal de células e que podem exceder seus limites e/ou 

espalhar para outros órgãos (WHO, 2022).  

 O processo de formação do câncer ocorre de alterações genéticas e 

epigenéticas que alteram o comportamento da célula e suas interações com o 

ambiente externo. Essas alterações podem favorecer a proliferação que é 

regulada habilmente por centenas de genes. No entanto, quando essas células 

acumulam mutações e provocam um desequilíbrio nesses genes, ocorre o início 

da carcinogênese (COOPER, 2020).  As células tumorais evidenciam uma série 

de caraterísticas que as divergem das células não-tumorais como: autonomia 

nos sinais de crescimento; resistência a sinais inibitórios de crescimento; 

resistência a morte celular; possibilitando a imortalidade replicativa e a indução 

da angiogênese. Esse crescimento é caracterizado em células tumorais 

benignas como malignas. No entanto, apenas as células tumorais tem 

capacidade de invadir outros órgãos e tecidos, desenvolvendo a metástase 

(YOKOTA, 2000). 

 A incidência do câncer vem aumentando regularmente no mundo todo, 

principalmente em países em desenvolvimento, isso se deve ao envelhecimento 

e ao crescimento populacional. Os tipos de câncer e as taxas de mortalidade se 

alteram de acordo com a região em razão das características populacionais, das 
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diferenças socioeconômicas e do Índice de desenvolvimento humano (IDH) do 

país (SUNG et al., 2021). 

 O tratamento do câncer pode ser feito por uma ou mais técnicas 

combinadas, e dependem do tipo de doença, do seu estágio de desenvolvimento 

e de condições clínicas do paciente. Dentre os tratamentos destacam-se as 

cirurgias, a radioterapia, a imunoterapia, a hormonioterapia e a quimioterapia 

(NIH, 2021).  

 A cirurgia é indicada para vários tipos de câncer, principalmente quando 

diagnosticados em estágio inicial. Também tem como objetivo o diagnóstico, 

alívio de sintomas de dor, entre outros (NIH, 2021). 

 No tratamento com radioterapia utiliza radiações ionizantes para destruir 

ou inibir o crescimento das células tumorais, esse tipo de terapia pode ser usada 

como tratamento principal, adjuvante, neoadjuvante ou paliativo (NIH, 2021). 

 O tratamento com imunoterapia tem como objetivo potencializar o sistema 

imunológico. Essa terapia utiliza do anticorpos produzidos pelo próprio paciente 

estimulando as células de defesa a combater as células do tumor (NIH, 2021). 

 A hormonioterapia é um tratamento sistêmico que atinge tumores 

dependentes do estímulo hormonal, e diminui ou bloqueia a ação de hormônios 

nas células tumorais (NIH, 2021).  

 Dentre as opções de tratamento dessa doença, a quimioterapia ganha 

destaque pois os fármacos são eficientes em eliminar células proliferativas, isto 

porque agem induzindo danos ao DNA que determinam paradas no ciclo celular 

e morte celular programada (GOLDSTEIN; KASTAN, 2015). Porém, possuem 

muitos efeitos colaterais principalmente porque não atingem apenas células 

tumorais, mas também células normais/saudáveis (VICHAYA et al., 2015). 

Assim, há a necessidade de descoberta de novos fármacos e, em especial, 

busca-se por medicamentos cada vez mais específicos (NAVARRO et al., 2014). 

 

1.2 Câncer de colorretal 
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 O câncer colorretal é a quarta maior causa de câncer mais comum 

diagnostica e a segunda principal causa de óbito por essa neoplasia maligna, 

com quase 576.000 mortes anualmente (SUNG et al., 2021). Em mulheres, o 

câncer de colorretal é o segundo mais diagnosticado e o terceiro mais comum 

em homens (DEKKER et al., 2019). As maiores taxas de incidência de câncer de 

colorretal são observadas em países desenvolvidos e a previsão para 2035 é 

que essa incidência aumente para 2,5 milhões de novos casos (SIEGEL et al., 

2017).  

 

1.2.1 Fatores de risco  

 

 Entre os fatores de risco estão a idade, fatores genéticos e ambientais 

que desempenham um papel importante no desenvolvimento do câncer 

colorretal (THANIKACHALAM; KHAN, 2019). Entre os fatores genéticos, um 

histórico familiar positivo é responsável por aproximadamente 10 a 20% dos 

pacientes com câncer de colorretal (HENRIKSON et al., 2015), essa incidência 

depende do número e grau de familiares afetados (SCHOEN et al., 2015).  

 O câncer colorretal hereditário podem ser subdivididos em duas 

síndromes os não polipose (síndrome de Lynch e câncer colorretal familiar) e 

síndrome polipose (DEKKER et al., 2019). As síndromes de polipose são 

reconhecidas com mais facilidade pelo médico por conta da visualização de 

pólipos e os tipos de pólipos podem levar a um diagnóstico apropriado. No 

entanto, a síndrome de Lynch provoca poucos adenomas e esse adenomas são 

morfologicamente semelhantes a lesões esporádicas, o que dificulta o 

diagnóstico do médico. Nesse sentido, uma análise molecular no tecido tumoral 

em pacientes com menos de 70 anos é indicada para o diagnóstico dessa 

síndrome genética (DEKKER et al., 2019). Nos pacientes diagnosticados com 

síndrome de Lynch a colonoscopia é indicada com uma frequência de 1 a 2 

vezes por ano, entre os 20 e 25 anos (SYNGAL et al., 2015; VASEN et al., 2013). 

 O estilo de vida pode ser um dos vários fatores no aumento do risco de 

câncer de colorretal, como o tabagismo (BOTTERI et al., 2008), a consumo 

exagerado de bebida alcoólica (CAI et al., 2014); a obesidade (KYRGIOU et al., 

2017) e maus hábitos alimentares como a ingestão em excesso de carne 

vermelha e de alimentos processados (CHAN et al., 2011).  



14 
 

 

1.2.2 Patogênese 

 

 Na maioria dos casos, um câncer de colorretal surge de um pólipo. Esse 

processo começa com a formação de uma cripta aberrante, que avança para 

uma lesão precursora neoplásica (um pólipo) e que pode evoluir para um câncer 

de colorretal em um período estimado de 10 a 15 anos (DEKKER et al., 2019). 

Estudos indicam que a célula de origem dessa neoplasia seja uma célula-tronco 

ou uma célula que se assemelha a uma célula-tronco. Essa célula cancerígena 

se origina de um processo de alterações genética e epigenéticas que inativam 

supressores tumorais e ativam genes oncogênicos. Essas células se alocam na 

base das criptas e são vitais para o início e manutenção do tumor (MEDEMA, 

2013; NASSAR; BLANPAIN, 2016)  

 Pesquisar os mecanismos que regulam o crescimento dessa neoplasia é 

uma área promissora para descobrir novos agentes terapêuticos e novos 

tratamentos preventivos (DE SOUZA et al., 2017; SHIMOKAWA et al., 2017). 

Existem duas principais formas de lesão precursora para o câncer de colorretal: 

a via adenoma-carcinoma que leva a 70-90% dos canceres colorretais e a via da 

neoplasia serrilhada que é responsável por aproximadamente 10-20% dos 

canceres colorretais. Essas vias sofrem eventos genéticos e epigenéticos 

distintos (Cancer Genome Atlas Network, 2012). A via adenoma-carcinoma se 

desenvolve depois de eventos genômicos e que se foram iniciados por mutação 

do gene APC, seguida de ativação do RAS ou da perda da função TP53. Já a 

neoplasia serrilhada sofre mutações nos genes RAS e RAF e uma instabilidade 

epigenética (DEKKER et al., 2019). 

 Os sintomas clínicos podem apresentar sinais e sintomas, como 

sangramento, alterações nos hábitos intestinais, dor abdominal e anemia. 

Embora, o câncer colorretal seja uma doença assintomática e seus sinais são 

observados na maioria das vezes em estágio avançado. Portanto, qualquer fator 

adicional deve ser investigado de forma aprofundada por colonoscopia 

(DEKKER et al., 2019).  

A colonoscopia e o teste imunoquímico fecal são exames usados para 

prevenir o câncer de colorretal e são considerados exames de primeira linha por 

conta da praticidade, custo e acima de tudo pelo desempenho (REX et al., 2017). 
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O exame de colonoscopia é usado para identificação de pólipos e do câncer 

colorretal e tem alta sensibilidade e boa especificação. Algumas desvantagens 

são a necessidade de limpeza do intestino, risco de perfuração, sangramento 

pós procedimento, pneumonite por aspiração e risco de lesão esplênica 

(COOPER; KOU; REX, 2013; CHEN; REX, 2007). A colonoscopia é recomendada a 

partir de 50 anos de idade e deve ser repetida a cada 10 anos (REX et al., 2017), 

em alguns países o início da triagem começa aos 45 anos (ANDREW et al., 2019; 

US et al., 2016; PETERSE et al., 2018).  Já em pessoas com histórico familiar 

de câncer de colorretal, o início do rastreamento deve ocorrer aos 40 anos e seu 

acompanhamento ser de 5 a 5 anos (REX et al., 2017). 

 

1.3 Agentes químicos  

 

 Uma séria de derivados das maleimidas foram testados in vitro em duas 

linhagens celulares ((L1210 – leucemia linfoblástica aguda e B16F10 – linhagem 

de melanoma murino) e in vivo em um modelo de melanoma subcutâneo em 

camundongos Swiss. As maleimidas apresentaram diferentes atividades 

biológicas, dentre as quais foi verificado atividade citotóxica em cultura de células 

B16F10 e L1210, e atividade antitumoral em modelo de melanoma subcutâneo 

em camundongos (NOLDIN, 2011). 

 Na busca por novos medicamentos anticâncer, a literatura destaca 

também o fragmento 1,4-dioxo-2-butenil por apresentar atividade citotóxica e 

capacidade de redução da proliferação celular (JHA et al., 2010). Outro estudo 

avaliou a atividade antitumoral de um novo complexo de cobre (RC1) contendo 

o grupo 1,4-dioxo-2-butenil, em células de adenocarcinoma mamário murinho 

4T1, e sua segurança toxicogenética em camundongos Swiss. O estudo 

demonstrou que o composto possui potencial terapêutico, pois apresentou 

toxicidade às células de adenocarcinoma mamário murinho 4T1 e baixa 

frequência de danos cromossômicos em sistema teste in vivo (OLIVEIRA et al., 

2018a). 

 Em outro estudo foi testado o ácido IR-04 sintetizado a partir de 

maleimidas e 1,4-dioxo-2-butenil e comprovaram que esse derivado não é 

genotóxico e nem mutagênico, o que torna seu uso seguro na prospecção de 
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novos medicamentos contra o câncer. Além disso, o composto apresentou ser 

mais seletivo, pois causou apoptose sem utilizar a via de danos no DNA 

(OLIVEIRA et al., 2018b). 

   

1.4 Quimioterapia anticâncer 

 

 Uma forma de tratamento sistêmico do câncer é a quimioterapia que se 

utiliza de medicamentos antineoplásicos que são administrados continuamente 

ou em períodos contínuos, que funcionam de acordo com o esquema 

terapêuticos (LACERDA, 2001). A quimioterapia tem a capacidade de causar 

apoptose ou de diminuir o andamento da divisão celular (LUNDQVIST et al., 

2015). Dentre as terapias, a quimioterapia é a que mais pode ser explorada, por 

ter a capacidade de indução de morte de inúmeros compostos.  

 Já existe mais de 100 medicações para o tratamento do câncer com 

quimioterapia, seja ela de forma isolada ou em combinação com outros fármacos 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Esse quimioterápicos antineoplásicos 

podem ser classificados de acordo com o funcionamento farmacológico. Sendo 

eles: (I) agentes alquilantes, que impedem a replicação do DNA; (II) 

antimetabólicos, que interferem na síntese de DNA; (III) inibidores mitóticos, que 

levam a paralisação da divisão celular; (IV) inibidores de quinase, que impedem 

a proliferação e (V) agentes alvos-divididos, que atuam em receptores ou 

proteínas citoplasmáticas que associados ao crescimento e sobrevivência 

celular (ESPINOSA et al., 2003; GOLAN, 2006). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar os efeitos citotóxicos de compostos contendo o radical 1,4-dioxo-

2-butenil em sistema in vtro.  

2.2 Objetivos Específicos 

 Triar compostos por viabilidade celular pelo ensaio de citotoxicidade – 

MTT. 

 Avaliar danos em membrana por citometria de fluxo induzidos pelo 

composto selecionado.  

 Avaliar as fases do ciclo celular (G1, S e G2/M) utilizando citometria de 

fluxo. 

 Avaliar morte celular por apoptose utilizando citometria de fluxo. 

 Avaliar os níveis de estresse oxidativo utilizando citometria de fluxo 

através do marcador H2DCFDA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Linhagem celular, condições de cultivo celular e agentes químicos 

 

As células da linhagem de adenocarcinoma colorretal HT-29 foram 

cultivadas em frasco de cultura de 25cm2, em meio de cultura Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®) suplementado com 10% de soro 

bovino fetal (Gibco®) e 0,1% de antibiótico (Solução Antibiótica/Antimicótica 

(100x) Estabilizado; Sigma®), em estufa de CO2 (5%), ambiente umidificado e a 

37ºC.  

Como controle positivo utilizou-se a Dacarbazina (Europharma®) na 

concentração de 1400µg/mL (Baharara et al., 2016) solubilizada em Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM).  As substâncias Ácido Aril-Maleâmico (A6) e p-

cloro fenil-maleimida (M2) foram testadas em concentrações que variaram de 

1,19 a 1.000 µg/mL, solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO 1%) (Synth®) e, 

posteriormente, em meio de cultura. Como controle negativo utilizou-se DMSO 

1%. 

 

3.2 Ensaio de citotoxicidade (MTT- Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) 

 

A avaliação da citotoxicidade das substâncias Ácido Aril-Maleâmico (A6) 

e p-cloro fenil-maleimida (M2) foi determinada pelo teste colorimétrico MTT (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide), baseado no 

protocolo de Poindessous et al.12 com modificações de Mauro et al.13. Foram 

semeadas 5 x 103 células HT-29 por poço em placas de 96 poços. As culturas 

foram mantidas por 24h, em incubadora com 5% de CO2 e à temperatura de 

37ºC, para estabilização. Os tratamentos foram realizados por 24, 48 e 72 horas 

com as concentrações de  1,9; 3,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250; 500 e 1.000  

µg de A6 e M2. O controle negativo e o controle positivo foram cultivados da 

mesmo forma e em substituição as substancias testadas foram utilizados DMSO 

1% e Dacarbazina (1.400µg/mL), respectivamente. Ao final dos tratamentos, o 

meio de cultura foi descartado e as placas foram incubadas com 100µL de MTT, 

na concentração de 0,3 mg/mL, por 4h. Após essa incubação a solução de MTT 
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foi descartada e adicionou-se 100µL DMSO. Procedeu-se a homoneização das 

placas e fez-se a leitura da absorbância em espectofotômetro em filtro de 540nm. 

Para cada experimento foram realizadas três repetições independentes em 

quintuplicatas. A viabilidade celular (expressa em porcentagem) foi calculada 

pela fórmula: viabilidade celular = [(Absorvância média do grupo de 

tratamento)/(Absorvância média do grupo sem tratamento) x 100].   

 

3.3 Integridade de Membranas e Contagem Celular 

A verificação de integridade de membranas e contagem numérica de 

células foram realizadas em citômetro de fluxo BD Accuri™ C6. As células HT-

29(2.105/poço) foram semeadas em placas de 6 poços e, após a estabilização, 

foram adicionados os tratamentos nas concentrações 16,5; 21,87 e 31,25 µg/mL 

da substância p-cloro fenil-maleimida (M2) e como controle positivo foi utilizado 

50 µL de Cisplatina. Após 24 h de tratamento, as células foram colhidas, 

centrifugadas a 300 G durante 5 minutos e ressuspendidas em 500 μL de PBS. 

Para avaliação da integridade de membrana, 25 μL de Iodeto de Propídio (2 

µg/mL) foi adicionado em 100 μL da suspensão, após 5 minutos foi realizada a 

leitura da população celular (população celular determinada por SSC e FSC 

devidamente separadas de restos celulares ou células duplicadas). Ao mesmo 

tempo, foi determinado sua concentração em células/μL e, posteriormente, 

células por poço.  

 

3.4 Perfil de Ciclo Celular e população Sub-G1 

O perfil do ciclo celular foi realizado em citômetro de fluxo BD Accuri™ 

C6. As células HT29(2.105/poço) foram semeadas em placas de 6 poços e, após 

a estabilização, foram adicionados os tratamentos nas concentrações 16,5; 

21,87 e 31,25 µg/mL da substância p-cloro fenil-maleimida (M2) e como controle 

positivo foi utilizado 1400 µg/mL de Dacarbazina. Após 24 h de tratamento, as 

células foram centrifugadas a 300 G durante 5 minutos e ressuspendidas em 500 

μL de PBS. Foram adicionados 5 µL de RNase (2 µg/mL, Invitrogen - CAT: 12091-

021) em 100 μL de suspensão celular e mantido à 37º C durante 30 minutos. 

Para a lise celular e marcação do DNA foram adicionados 5 μL de Iodeto de 
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Propídio (2 µg/mL) e 100 μL de solução de lise (2 mg citrato de sódio, 2 µL de 

Triton X-100 e 20 mL de PBS). Foram avaliados 10.000 eventos por tratamento 

para determinar as porcentagens de células nas diferentes fases do ciclo (G1, S 

e G2/M). A presença de população Sub-G1(indicativo de corpúsculos 

apoptóticos) na população celular determinada também foi avaliada. Esse 

experimento foi realizado em triplicata.  

3.5 Morte Celular por Apoptose 

A morte celular por apoptose foi avaliada em citômetro de fluxo BD 

Accuri™ C6. As células HT29 (2.105/poço) foram semeadas em placas de 6 

poços e, após a estabilização, foram adicionados os tratamentos nas 

concentrações 16,5; 21,87 e 31,25 µg/mL da substância p-cloro fenil-maleimida 

(M2) e como controle positivo foi utilizado 50 µL de Cisplatina.. Após 24 h de 

tratamento, as células foram centrifugadas a 300 G durante 5 minutos e 

ressuspendidas em 100 μL de PBS. Foi utilizado o kit BD Pharmingen TM – PE 

Annexin V Apoptosis Detection Kit I (CAT- 559763) segundo o protocolo do 

fabricante, onde foram avaliados 10000 eventos por tratamento. Foram 

estimadas as percentagens de células viáveis em apoptose inicial e apoptose 

tardia/necrose. As células com ausência de marcação por anexina e 7-AAD 

foram consideradas viáveis. Marcadas somente com a anexina foram 

consideradas em apoptose inicial e células com dupla marcação ou apenas 

marcadas com 7-AAD foram consideradas em apoptose tardia/necrose. Esse 

experimento foi realizado em triplicata.  

3.6 Avaliação de EROs por H2DCFDA 

A avaliação de estresse oxidativo por geração de espécies reativas de 

oxigênio - EROs foi realizada em citômetro de fluxo BD Accuri™ C6. As células 

HT29 (2x105/poço) foram semeadas em placas de 6 poços e, após a 

estabilização, foram adicionados os tratamentos nas concentrações 16,5; 21,87 

e 31,25 µg/mL da substância p-cloro fenil-maleimida (M2) por 24h e como 

controle positivo foi utilizado 200 nM de Peróxido de Hidrogênio por um período 

de 1 h. Após os tratamentos, 25 μM de H2DCFDA foi adicionado durante 20 

minutos. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 300 G, durante 5 
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minutos, e ressuspendidas em 100 μL de PBS. Foram avaliados 10000 

eventos/células por tratamento. Esse experimento foi realizado em triplicata.  

 

3.3 Analise Estatística  

 

 Os valores mensurados para a viabilidade e proliferação celular e  ciclo 

celular foram comparadas por ANOVA/Tukey (p<0,05). Os valores mensurados 

para a ciclo celular, integridade de membranas, contagem numérica celular e 

estresse oxidativo foram comparadas por ANOVA seguida de Dunnett (p<0,05). 

Os resultados foram expressos como Média ± EPM. A concentração citotóxica 

necessária para reduzir a viabilidade celular em 50% (IC50) foi calculada no 

software GraphPad Prism. 
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4 RESULTADOS 

 

O Ácido Aril-Maleâmico (A6) apresentou citotoxicidade (p<0,05) em 

células HT-29 nas concentrações de 125 a 1.000 µg/mL para os tempos de 24 e 

72h de exposição. No tempo de 48h a citotoxicidade (p<0,05) foi observada a 

partir da concentração de 250 µg/mL (Figura 1). 

 Na comparação entre os tempos, as concentrações de 500 e 1.000 µg/mL 

apresentaram uma crescente indução de citotoxicidade (p<0,05) nos tempos de 

48 e 72h quando comparado ao tempo de 24h. Para a concentração de 3,9 

µg/mL foi observado aumento da citotoxicidade entre os tempos de 24 e 48h (A6) 

(Figura 1). 

Para as concentrações 3,9, 31,25 e 15,6 µg/mL é possível verificar que 

Ácido Aril-Maleâmico (A6) induziu proliferação celular (p<0,05) no tempo de 72h, 

quando comparado ao tempo de 48h. Apesar dessa diferença significativa entre 

os tempos de tratamento, as concentrações são iguais ao controle (Figura 1).  

Além disso, para as concentrações de 125 a 1.000 µg/mL observou-se 

que existe uma diminuição na viabilidade celular nos tempos 48 e 72h na 

comparação com 24h (Figura 1).     
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Figura 1. Viabilidade celular de células HT-29 tratadas com Ácido Aril-Maleâmico (A6). Letras 

diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações de cada um 

dos produtos (Teste Estatístico: ANOVA/Tukey; p<0,05). *Indicam diferença estatisticamente 

significativa para uma mesma concentração nos tempos de 24, 48 e 72h (Teste Estatístico: 

ANOVA/Tukey; p<0,05). 

 

A IC50 para Ácido Aril-Maleâmico (A6), em 24h, foi de 378,8 µg/mL (Figura 

2). 
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Figura 2. IC50 de Ácido Aril-Maleâmico (A6) em células HT-29 expostas por 24h;  

 

O p-cloro fenil-maleimida (M2) apresentou citotoxicidade (p<0,05) em 

células HT-29 em todas as concentrações testadas (1,9 a 1.000 µg/mL) para os 

tempos de 24, 48 e 72h de exposição (Figura 3). 

 Na comparação entre os tempos, as concentrações de 62,5 a 1.000 µg/mL 

apresentaram uma crescente indução de citotoxicidade (p<0,05) nos tempos de 

48 e 72h quando comparado ao tempo de 24h. Já nas concentrações 3,9, 7,8 e 

31,25 µg/mL tratadas com p-cloro fenil-maleimida (M2) houve uma diminuição 

da viabilidade celular (p<0,05) apenas no tempo de 72h e nas concentrações 3,9 

e 7,8 µg/mL em comparação com o tempo de 24h (Figura 3). 

Para as concentrações 7,8 a 31,25 µg/mL é possível verificar que p-cloro 

fenil-maleimida (M2) induziu uma aumento na proliferação celular (p<0,05) no 

tempo de 72h, quando comparado ao tempo de 48h (Figura 3).  
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Figura 3. Viabilidade celular de células HT-29 tratadas com p-cloro fenil-maleimida (M2). Letras 

diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações de cada um 

dos produtos (Teste Estatístico: ANOVA/Tukey; p<0,05). *Indicam diferença estatisticamente 

significativa para uma mesma concentração nos tempos de 24, 48 e 72h (Teste Estatístico: 

ANOVA/Tukey; p<0,05). 

 

A IC50 para p-cloro fenil-maleimida (M2), em 24h, foi de 22 µg/mL (Figura 

4). 
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Figura 4. IC50 de p-cloro fenil-maleimida (M2) em células HT-29 expostas por 24h;  

 

Na avaliação da integridade de membranas foi observado redução 

significativa da integridade de membranas para todas as concentrações testadas 

de p-cloro fenil-maleimida (M2) (P<0,01) e para o controle positivo (cisplatina) 

(P<0,05) em relação ao controle negativo (Figura 5A). Para a contagem celular 

foi observado uma diferença estatística no controle positivo Cisplatina (P<0,01) 

em relação ao controle negativo (Figura 5B). 
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Figura 5. A) Integridade de Membranas: percentagem de células HT-29 com membranas 

danificadas após 24h de tratamento com p-cloro fenil-maleimida (M2); B) Contagem celular: 

número de células contadas após 24h de tratamento com p-cloro fenil-maleimida (M2). Cisplatina 

50 µL/mL. (Teste Estatístico: ANOVA/Dunnett; (*= P<0.05 **= P<0.01). 

 

No perfil de ciclo celular foi observado ausência de população em G1 e 

G2/M em todas as concentrações testadas de p-cloro fenil-maleimida (M2) 

(P<0,01). Na fase S do ciclo celular foi possível observar uma pequena 

população (5,57%) somente para a concentração 21,87 µg/mL (P<0,01) (Figura 

6). 
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Figura 6. Perfil de Ciclo celular após 24h de tratamento com p-cloro fenil-maleimida (M2); 

Dacarbazina 1400 µg/mL. (Teste Estatístico: ANOVA/Dunnett; * = P<0.01). 

 

Na avaliação da população sub-G1 foi observado um aumento 

significativo em todos os grupos testados com p-cloro fenil-maleimida (M2) 

(P<0,01) em relação ao grupo controle. Também observou-se aumento da 

população de sub-G1 para a Cisplatina (Figura 7). 

 

Figura 7. Perfil de população sub-G1 após 24h de tratamento com p-cloro fenil-maleimida (M2); 

Dacarbazina 1400 µg/mL. (Teste Estatístico: ANOVA/Dunnett; * = P<0.01). 
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Na viabilidade celular houve uma diminuição significativa dos grupos 

tratados com p-cloro fenil-maleimida (M2) em relação ao grupo controle 

(P<0,05). Além disso, foi possível observar uma indução de apoptose inicial em 

todos as concentrações testadas com o M2 em relação ao grupo controle 

(P<0,05).  O controle positivo (Cisplatina) também reduziu a viabilidade celular 

significativamente (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Perfil de morte celular por Apoptose após 24h de tratamento com p-cloro fenil-

maleimida (M2); Cisplatina 50 µL/mL. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente 

significativas entre as concentrações testadas de p-cloro fenil-maleimida (M2). (Teste Estatístico: 

ANOVA/Tukey; p<0,05). 

 

 Na avaliação de EROs obserou-se aumento da indução por Cisplatina. No 

entanto, esse aumento não foi significativo (p>0,05). Já o p-cloro fenil-maleimida 

(M2) reduziu (p<0,05) o estresse oxidativo para todas as concentrações testadas 

(Figura 9). 
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Figura 9. Valores relativos de EROs obtidos por degradação da sonda H2DCFDA após 24h de 

tratamento com p-cloro fenil-maleimida (M2); Peróxido de hidrogênio 200 nM. (Teste Estatístico: 

ANOVA/Dunnett; * = P<0.01) 
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5 DISCUSSÃO 

 

 O câncer é uma importante questão de saúde pública e continua sendo 

uma das principais causas de morbidade e mortalidade (SIEGEL et al., 2017). 

Assim, é de primaz necessidade que o diagnóstico e o tratamento dessa doença 

evoluam rapidamente de forma a garantir melhorias na qualidade de vida da 

população (MIN et al., 2020). 

 Os tratamentos do câncer podem se basear em cirurgias (NIH, 2021) e/ou 

terapias medicamentosas (LACERDA, 2001). Dentre os medicamentos os 

quimioterápicos se destacam (LUNDQVIST et al., 2015). Apesar de existir um 

grande número de quimioterápicos disponíveis no comércio muitos cânceres não 

são tratados efetivamente por eles e um dos principais problemas é o 

desenvolvimento de resistência (MAKOVEC, 2019). Outro problema muito 

comum é a baixa seletividade dos quimioterápicos (LUKIANOVA‐HLEB, et al., 

2012), ou seja, eles atingem tanto células tumorais quanto as células saudáveis 

(não tumorais) (CHIDAMBARAM; MANAVALAN; KATHIRESAN, 2011) e isso 

causa efeitos adversos que precisam ser considerados na hora de optar pela 

escolha do medicamento (MANZARI et al., 2021). 

 Diante do exposto, há uma constante busca por novo medicamentos e 

vários compostos são desenhados e/ou sintetizados com base no radical 

farmacofórico 1,4-dioxo-2-butenil. Esse radical é considerado como um agente 

citotóxico e tem a habilidade de reduzir a proliferação celular, características 

necessárias em agentes quimioterápicos, que podem ser associados a agentes 

reguladores de ciclo celular e causar eliminação de células por danos ao DNA 

(OLIVEIRA et al., 2018a). Esse radical foi primeiramente descrito como citotóxico 

por Jha et al. (2010). 

Jha et al. (2010) utilizaram o 1,4-dioxo-2-butenil em associação com o 

grupo maleimida para testes em células humanas (Molt4/C8 de leucemia e CEM 

linfócitos T de linfoma) e em células de murino (L1210 de leucemia linfocítica em 

ratos) e observaram o efeito citotóxico. Foi baseado nesse estudo que nós 

sintetizamos e testamos o A6 e M2. O A6 trata-se de um ácido que não contêm 

a maleimida. Mas, o 1,4-dioxo-2-butenil está associado ao cloro. Já o M2 contém 
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tanto a maleimida quando o cloro, associados ao 1,4-dioxo-2-butenil em sua 

constituição. 

Os nossos resultados demonstraram que ambos os compostos possuem 

efeito citotóxico. No entanto, o M2 apresentou resultados superiores ao A6. Na 

presente proposta nós não podemos fazer uma relação estrutura atividade visto 

que as moléculas são distintas e os ligantes estão em posições diferentes. No 

entanto, é possível afirmar que junção da maleimida foi essencial para 

potencializar o efeito do 1,4-dioxo-2-butenil associado ao cloro. 

Os nossos resultados demonstraram que a IC50 do A6 é 378,8 µg/mL. 

Esse valor é alto e não nos impele a dar continuidade nos estudos. Já a IC50 do 

M2 é de 22µg/mL. Esse resultado é interessante e indica que esse composto 

tem importante efeito na indução de morte celular em células do adenocarcinoma 

colorretal. Assim, infere-se que ele é candidato para o desenvolvimento de 

quimioterápico específico para o tratamento desse câncer e/ou de outros 

cânceres intestinais. 

A literatura consultada não possui nenhum estudo com essas moléculas 

ou com moléculas similares que nos permitam fazer comparações diretas. No 

entanto, a literatura possui outras moléculas que contém o radical 1,4-dioxo-2-

butenil e que já estão descritos como potenciais quimioterápicos. 

Um complexo de cobre contendo o radical 1,4-dioxo-2-butenil foi avaliado 

quanto sua atividade antitumoral em células de adenocarcinoma mamário 

murino (4T1) e seu efeito toxicogênico em camundongos Swiss. Os autores 

observaram citotoxicidade e genotoxicidade para células 4T1, além de indução 

de parada do ciclo celular em fase G1 que ocorreu pelo aumento da expressão 

de ATM e P21. O composto também levou as células tumorais à apoptose devido 

ao aumento de expressão de BAX e da caspase-7. In vivo, o composto 

apresentou genotoxicidade em camundongos, sem apresentar, no entanto, 

danos permanentes, o qual foi observado pela ausência de formação de 

micronúcleos (danos cromossômicos). Além do mais, não induziu alterações nos 

parâmetros biométricos dos animais. Isso demonstra que moléculas contendo o 

grupo 1,4-dioxo-2-butenil apresentam potencial terapêutico para o câncer sem 

induzir danos/alterações importantes ao organismo (OLIVEIRA et al., 2018b).  
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Em nosso estudo a avaliação da integridade de membrana indicou que o 

composto A2 induziu o aumento da morte celular, pois provocou aumento da 

permeabilidade da membrana citoplasmática. Aumento da permeabilidade de 

membrana é uma indicação de indução de morte celular (NEBE-VON-CARON; 

BADLEY, 1995, HEWITT; NEBE-VON-CARON, 2001). Além disso, os danos no 

DNA causado pelo composto M2, foram observado na análise do ciclo celular 

pelo acumulo de células estavam na fase sub-G1. Essa fato reforça a indução 

de morte celular (BROECKER-PREUSS et al. 2015)  

Na análise da morte celular, as células tratadas com o composto M2 

encontram-se aumentadas em apoptose inicial. Esse fato corrobora com a 

expectativa de tratamentos utilizando quimioterápicos que induzam a morte 

celular por apoptose, e que não resultem em processos inflamatório (OOI; MA, 

2013), como acontece no processo de morte celular por necrose (URRU et al., 

2018).  

Outro fato interessante é que o composto reduz M2 reduziu 

significativamente o nível de EROS das células. Esse é um fato importante 

porque danos no DNA, em células não tumorais, por exemplo, acontecem pelo 

aumento de EROS induzidos por quimioterápicos (DOURADO et al., 2022). Essa 

é uma importante fonte de danos no DNA (SILVA; JASIULIONIS, 2014). Agentes 

quimioterápicos como ciclofosfamida, cisplatina, doxorrubicina, dentro outros, 

induzem danos no DNA mediado pelo aumento de radicais livres (BEDOSCHI; 

NAVARRO; OKTAY, 2016; GUERREIRO et al.,2016). Esse aumento, em geral, 

é capaz de induzir morte celular nas células tumorais e também causar lesões 

(efeito adverso) nas células não tumorais (LU et al., 2013; SRINIVAS et al., 2004; 

VERRAX et al, 2011). Em geral, as defesas antioxidantes das células não 

tumorais são mais eficientes e, por isso, essas células não morrem (GOTTLIEB 

et al., 2011). No entanto, evitar essas lesões é importante. Esse efeito de reduzir 

o estresse oxidativo, observado na administração do M2, é favorável à 

preservação da homeostasia das células. Esse fato é desejável para um 

quimioterápico mais seletivo. 

Outro estudo que testou um novo composto contendo 1,4-dioxo-2-butenil 

que apresentou efeito quimioprotetor, com potencial para prevenir danos 

genotóxicos, não aumentou a fagocitose esplênica e induziu morte celular 
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(OLIVEIRA et al., 2019). Esse resultado corrobora nos nossos achados relativos 

à redução de EROS por M2. 

Diante do exposto, considera-se que o A6 tem baixo potencial para o 

desenvolvimento de um novo quimioterápico para o câncer de intestino. Em 

contrapartida, o M2 tem características importantes para a prospecção de um 

quimioterápico eficiente e eficaz para o tratamento do câncer de intestino.  

. 
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