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RESUMO 

O câncer é um grupo extenso de doenças que apresentam em comum o crescimento 

desordenado de células anormais que são capazes de se difundir para tecidos e órgãos 

adjacentes e, de acordo com a Organização Mundial de Saúde, espera-se um aumento de 

49,7% nos casos de câncer até o ano de 2040. Atualmente, a terapia antitumoral enfrenta 

diversos desafios devido ao surgimento de resistência do tumor ao fármaco, bem como 

diversos efeitos colaterais indesejados, tornando urgente a busca por novos compostos mais 

ativos e seletivos. Nesse contexto, a Reação Morita-Baylis-Hillman se mostrou promissora 

enquanto fonte de moléculas com atividade biológica, entre as quais, já é descrito que adutos 

derivados de isatina apresentaram citotoxicidade diante células leucêmicas e de carcinoma de 

pulmão. Neste trabalho buscamos identificar a atividade citotóxica de 21 adutos derivados de 

isatina frente a seis linhagens tumorais (MCF-7, HEP-2, HepG2, HL60, K562 e NCI H292), 

nos quais os 8 mais promissores foram testados em células mononucleares do sangue 

periférico (CMSP). As CI50s determinadas pelo método do MTT após 72h para células 

tumorais dos adutos mais citotóxicos variaram entre 0,044uM e 29,25uM enquanto que em 

CMSP variou entre 2,75uM e 19,25 uM. Após a determinação do índice de seletividade, 

optou-se por dar continuidade aos experimentos com os dois adutos mais ativos e seletivos na 

linhagem tumoral de leucemia mieloide crônica, K562. São eles: MBH 6 e MBH 9. Foi 

realizado o teste de exclusão por azul de tripan, no qual foi constatado que, apesar de mais 

ativo após 72 h, o aduto MBH 9 apresenta uma resposta mais tardia quando comparada ao 

aduto MBH 6, que já este demonstrou a citotoxicidade significativa a partir das primeiras 24h. 

Essa afirmação é respaldada através das alterações morfológicas analisadas que constatam 

indicativos de condensação de cromatina nas células testadas com 16uM do aduto MBH 6 já 

nas primeiras 24h de tratamento que se intensificaram com 48h e 72h de tratamento para 

MBH6 e MBH9. Foram realizados ensaios em citometria, nos quais foi possível observar 

significativa fragmentação de DNA (p<0,05) em todas as concentrações de ambos adutos 

testados, bem como uma redução da proliferação celular na fase S/G2/M do ciclo celular 

(p<0,05). Por fim, foram realizados ensaios de Western Blot que possibilitou a observação de 

uma redução significativa (p<0,05) das proteínas anti-apoptóticas MCL-1 e BCL-XL nas 

células K562 tratadas por 24h com os adutos MBH 6 e MBH 9 e uma diminuição 

significativa (p<0,05) da Caspase-3 total nas concentrações de 6uM e 12uM do MBH 9, bem 



 

como na concentração de 16uM da MBH6 sugerindo que estes adutos são capazes de induzir 

apoptose em K562. 

 

Palavras-chave: câncer; morita-baylis-hillman; citotoxicidade. 



 

ABSTRACT 

 
Cancer is a large group of diseases that have in common the disordered growth of abnormal 

cells that are capable of spreading to adjacent tissues and organs and, according to the World 

Health Organization, an increase of 49.7% is expected in cancer cases by the year 2040. 

Currently, antitumor therapy faces several challenges due to the emergence of tumor 

resistance to the drug, as well as several unwanted side effects, making urgent the search for 

new more active and selective compounds. In this context, the Morita-Baylis-Hillman 

Reaction proved to be promising as a source of molecules with biological activity, among 

which, it has been described that isatin-derived adducts showed cytotoxicity against leukemic 

cells and lung carcinoma. In this work we sought to identify the cytotoxic activity of 21 isatin-

derivative adducts against six tumor lines (MCF-7, HEP-2, HepG2, HL60, K562 and NCI 

H292), in which the 8 most promising ones were tested in blood mononuclear cells peripheral 

(PBMC). The IC50s determined by the MTT method after 72h for tumor cells of the most 

cytotoxic adducts ranged between 0.044μM and 29.25uM, while in PBMC it ranged from 

2.75uM to 19.25uM. After determining the selectivity index, it was decided to continue the 

experiments with the two most active and selective adducts in the chronic myeloid leukemia 

tumor lineage, K562: MBH 6 and MBH 9. The trypan blue exclusion test was performed, in 

which it was found that, despite being more active after 72h, the MBH 9 adduct shows a later 

response when compared to the MBH 6 adduct, that already this demonstrated significant 

cytotoxicity from the first 24h. This statement is supported by the morphological changes 

analyzed that show indications of chromatin condensation in cells tested with 16μM of the 

MBH 6 adduct already in the first 24 hours of treatment, which intensified with 48 hours and 

72 hours of treatment for MBH6 and MBH9. Cytometry assays were performed, in which it 

was possible to observe significant DNA fragmentation (p<0.05) at all concentrations of both 

tested adducts, as well as a reduction in cell proliferation in the S/G2/M phase of the cell 

cycle (p <0.05). Finally, Western Blot assays were performed, which allowed the observation 

of a significant reduction (p<0.05) of the anti-apoptotic proteins MCL-1 and BCL-XL in 

K562 cells treated for 24h with the adducts MBH 6 and MBH 9 and a significant decrease 

(p<0.05) of total Caspase-3 at concentrations of 6uM and 12uM of MBH 9, as well 



 

as in the concentration of 16uM of MBH6, suggesting that these adducts are able to induce 

apoptosis in K562. 

 

Keywords: cancer; morita-baylis-hillman; cytotoxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Por definição, o câncer é um grupo de doenças que apresentam características em comum 

como o crescimento desordenado de células e a capacidade de invadir um tecido diferente do 

seu sítio de origem (OMS, 2021). No Brasil, espera-se no ano de 2021 mais de 600 mil novos 

casos de câncer, o equivalente a cerca de 3% dos casos confirmados no mundo (INCA, 2021). 

A leucemia mieloide crônica (LMC), um dos tumores mais prevalentes no Brasil em homens, 

consiste em uma neoplasia mieloproliferativa originária da translocação recíproca entre os 

cromossomos 9 e 22 (t(9;22)(q34;q11)) que origina o cromossomo Filadélfia e, 

consequentemente o gene de fusão BCR-ABL1 (SHOLIKAH, T, 2017). 

O tratamento da LMC passou por diversas mudanças desde o seu descobrimento, sendo a 

mais revolucionária a descoberta dos inibidores de tirosina quinase, sendo o Mesilato de 

Imatinibe, primeiro fármaco desenvolvido com esse mecanismo de ação, o “padrão ouro” para 

o tratamento capaz de propiciar uma taxa de sobrevida de 10 anos em mais de 80% dos 

pacientes. (LINEV, A. et al, 2018). No entanto, a existência de mutações adicionais fez com 

que alguns pacientes apresentassem resistência ao tratamento, tão logo surgiram inibidores de 

tirosina quinase de segunda e de terceira geração com o intuito de driblar esta condição, 

porém até o presente momento, o principal obstáculo do uso dos inibidores de tirosina quinase 

segue sendo o desenvolvimento de resistência ao tratamento, tornando de suma importância a 

investigação de novas moléculas capazes de combater essa enfermidade (SUNDARAN, DN 

et al, 2018). 

A reação Morita-Baylis-Hillman vêm se mostrando como uma fonte promissora de composto 

bioativos, a partir da qual,com o uso da isatina como grupo eletrófilo, já foi possível a 

obtenção de adutos com atividade antibacteriana, anti-inflamatória e antitumoral. 

O presente estudo visou investigar a atividade citotóxica de vinte e um adutos de isatina frente 

a linhagens de células tumorais de diferentes origens e avaliar a seletividade e a toxicidade em 

células não neoplásicas. 



19 
 

 

 

 
 

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 
2.1 CÂNCER 

 
 

2.1.1 Aspectos gerais 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), pode-se entender como câncer um 

grupo extenso de doenças que têm em comum o crescimento descontrolado de células 

anormais que possuem a capacidade de ultrapassar os limites dos tecidos ou órgãos de origem 

e invadir regiões adjacentes (metástase). É esperado que, no mundo, em 2040 essa doença 

tenha uma incidência de 28.887.940 novos casos representando um aumento de 49,7% 

quando comparados aos 19.282.789 casos confirmados no ano de 2020, no qual os tumores 

mais prevalentes foram o câncer de mama, de pulmão, próstata, estômago, fígado, de colo 

uterino e colorretal, conforme ilustrado na Figura 1. (OMS, 2021) 

 
Figura 1: Número de novos casos em 2020 no mundo, em todas as idades e sexos. 

 

 

 
Fonte: adaptado de Cancer Today (iarc.fr) 
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No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) , estima o surgimento de novos casos em 

triênios e, são esperados para o triênio 2020-2022, cerca de 625 mil novos casos a cada ano, 

sendo os mais comuns o câncer de próstata, nos homens e de mama, nas mulheres conforme 

ilustrado na Figura 2(INCA, 2021). 

 
Figura 2: Tipos de câncer mais incidentes por sexo no Brasil em 2020, exceto o câncer de 

pele não-melanoma 

Fonte: Estimativa 2020 - Brasil - estimativa dos casos novos | INCA - Instituto Nacional de Câncer 

 

 

 
2.1.2 Marcas registradas do câncer 

 

 
As marcas registradas do câncer consistem em um método organizacional de agrupamento das 

principais características envolvidas nas mudanças fenotípicas das células entre o estado de 

benignidade para a malignidade (FOUAD, Y. & AANEI, C, 2017). 

As células tumorais apresentam uma vantagem proliferativa diante de células saudáveis, o 

mecanismo mais amplamente estudado que confere essa característica é a presença de 

mutações de genes nas células tumorais, denominados oncogenes, tornando-os transmissores 

ativos de proliferação celular através da codificação de proteínas ou em maiores 

concentrações quando comparadas a células saudáveis ou com estrutura e função modificadas 

(HANAHAN, D. & WEINBERG, R., 2016). 

A inativação de moléculas inibidoras e a desregulação do ciclo celular devido a mutações em 

proteínas presentes nos pontos de checagem também são alterações metabólicas que conferem 

às células tumorais uma vantagem de sobrevivência em detrimento das células saudáveis bem 
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como uma capacidade proliferativa maior. (FOUAD, Y. & AANEI C., 2017 ; DELAVEGA, 

M.; CHAPMAN, E.;ZHANG, D., 2018). 

Em condições homeostáticas, a parada do ciclo celular e consequentemente, da proliferação é 

de responsabilidade, principalmente da proteína do Retinoblastoma (pRb) e da p53. Os genes 

responsáveis pela codificação dessas proteínas são denominados genes supressores de tumor 

(GST). Foi observado que pacientes acometidos pelo câncer possuem alterações genéticas que 

acarretam na perda de função ou até mesmo na deleção dos GSTs, fazendo com que não haja 

a limitação proliferativa e, consequentemente, contribuindo para a progressão do tumor. 

(HANAHAN, D. & WEINBERG, R, 2016) 

O aumento da conversão da glicose em lactato independente da presença de oxigênio, 

denominada glicólise anaeróbia ou Efeito de Warburg é um mecanismo metabólico adaptativo 

das células tumorais com o intuito de driblar os efeitos promovidos em condição de 

hipóxia(SULLIVAN, L.; GUI, D.; HEIDEN, M., 2016). 

Estudos recentes descreveram que vários tumores seguem rotas únicas que, em geral, 

consistem em mutações em enzimas que acarretam no ganho ou na perda de função. Ao 

adquirir função, as enzimas são capazes de produzir compostos, denominados 

oncometabólitos, quando ocorrem mutações que deletam a atividade enzimática, ocorre o 

acúmulo de moléculas que, em condições homeostáticas, se apresentam em baixas 

concentrações (KREUZALER, P et al, 2020). 

O D-2-hidroxi-glutarato (2HG) é um exemplo de metabólito originado a partir de mutações da 

enzima isocitrato desidrogenase (IDH) em ambas isoformas 1 e 2, o 2HG é capaz de atuar em 

vias como a do fator induzido por hipóxia (HIF) como também na metilação de histonas, 

ainda no Ciclo do Ácido Cítrico existem outros oncometabólitos em maiores concentrações 

também decorrentes de alterações na IDH, ou de mutações na linha germinativa dos genes da 

fumarato hidratase ou succinato desidrogenase, são eles o fumarato e o succinato que, assim 

como o 2HG estão associados a supressão da via de reparo homólogo do DNA 

(KREUZALER, P et al, 2020; SULKOWSKI, P et al, 2020). 

As células tumorais possuem diversos mecanismos de evasão à apoptose como o aumento das 

proteínas anti apoptóticas da família Bcl-2 e a perda das proteínas “apenas BH3” (PUMA, 

BID e NOXA) que possuem função pró-apoptótica, bem como a redução das proteínas 

efetoras BAK e BAX. A autofagia também é citada na literatura como um mecanismo de 

manutenção da sobrevivência celular, pois em situações de estresse devido a privação 



22 
 

 

 
 

nutricional, promove a reciclagem de biomoléculas a partir da degradação de componentes 

celulares endógenos, como também é capaz de degradar proteínas reguladoras da apoptose 

como a caspase 8 (SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019). 

Para suprir a demanda metabólica de um tumor, ocorrem alterações vasculares através do 

processo de angiogênese que consiste no processo de surgimento de novos vasos a partir da 

migração e divisão celular de células endoteliais pré-existentes. Esse processo, em geral, é 

desencadeado como uma resposta a condições de hipóxia estimulado a partir do HIF através 

da regulação positiva de moléculas pró-angiogênicas como o VEGF (FOUAD, Y & ANEEI, 

C., 2017). 

Níveis aumentados de VEGF também contribuem para a amplificação do processo 

inflamatório por meio da indução da vasodilatação e da permeabilidade vascular, permitindo a 

transmigração de células inflamatórias do sangue para sítio inflamatório. Além disso, o VEGF 

desencadeia a evasão da apoptose bem como o aumento da proliferação celular (AGUILAR-

CAZARES, D. et al, 2019). 

A metástase é responsável pelo amplo índice de mortalidade por câncer. Para que ocorra, é 

necessário que haja uma cascata de eventos que tem início a partir da invasão da matriz 

extracelular a partir de erros contínuos na segregação cromossômica durante a mitose que 

acarretam em uma instabilidade cromossômica e, a partir dessas falhas, ocorrem alterações 

nas células, tais como rupturas do micronúcleo, secreção de DNA genômico no citosol e 

ativação de vias de sinalização responsáveis pela transição epitelial-mesenquimal (TEM). 

(ZEESHAN & MUTAHIR, 2017; FARES et. al, 2020) 

A TEM é o evento no qual células epiteliais adquirem a capacidade de invadir, resistir ao 

estresse e se disseminar devido a alterações bioquímicas reversíveis. O processo se inicia 

quando as células epiteliais perdem suas junções célula-célula tornando-se móveis e então, 

degradando a membrana basal e a matriz extracelular, destruindo barreiras físicas e, dessa 

forma, permitindo a migração e invasão de células do tumor primário (FARES et. al, 2020; 

YANG et. al, 2020). 

A etapa seguinte da cascata metastática é denominada intravasão. Esse processo consiste na 

entrada da célula tumoral nos vasos sanguíneos e/ou linfáticos e, consequentemente, na 

circulação sistêmica. A densidade da microvasculatura bem como o diâmetro do vaso são 

fatores que influenciam no processo de intravasão. Uma vez que entra nos vasos sanguíneos, 

as células são capazes de escapar da ação do sistema imunológico por estimular a agregação 
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plaquetária e por meio dos neutrófilos que suprimem a ativação leucocitária permitindo a sua 

sobrevivência. Devido ao diâmetro das células normalmente ser superior ao tamanho dos 

vasos, ocorre um aprisionamento desses tumores na microvasculatura, podendo levar ao 

rompimento desses capilares ou ao início da extravasão, ou seja, a saída do vaso sanguíneo e, 

iniciando assim, um tumor secundário (CHIANG, CABRERA, SEGALL, 2016; YANG et. al,  

2020; FARES et.al 2020). 

Alguns estudos observaram que a extravasão pode ser iniciada a partir da indução da 

necroptose (necrose programada) em células endoteliais por meio da ligação entre a APP 

(proteína precursora amiloide) que está nas células tumorais ao DR6 (receptor de morte 6) 

presente no endotélio. As células necrópticas liberam DAMPs (padrões moleculares 

associados ao dano) como o ATP e HMGB1 que, por sua vez, induzem a abertura da barreira 

endotelial, promovendo assim, a extravasão (FARES et. al, 2020; STRILIC & 

OFFERMANNS, 2017). 

Ao atingir o novo tecido, as células cancerígenas são suscetíveis à imunovigilância exercida 

pelas células NK (natural killers) e linfócitos T, logo, pode-se concluir que a composição de 

células imunológicas de um órgão tem influência direta na susceptibilidade do mesmo em ser 

um sítio para metástase. Durante a colonização, células metastáticas expressam mediadores 

parácrinos como IL-6, IGF2 e mediadores intracelulares como SRC e ezrina que são 

responsáveis por gerar, amplificar e manter o crescimento e a sobrevivência do tumor 

(MASSAGUÉ & OBENAUF, 2016). 

 

2.2 MORTE CELULAR 

 
 

2.2.1 Necrose 

 
A necrose é um tipo de morte celular definida pela perda da integridade da membrana 

plasmática. Esse processo é induzido a partir de danos externos às células tais como depleção 

de ATP, hipóxia, inflamação, toxicidade de drogas, ação de agentes biológicos e respostas 

autoimunes que, por fim, culminam na tumefação de organelas, ruptura da membrana 

plasmática, lise da célula e , consequentemente, no extravasamento de todo o conteúdo da 

célula (KHALID, N. & AZIMPOURAN, M., 2020). 
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Molecularmente, a necrose pode ser resultado do influxo contínuo de Ca 2+ em associação ao 

estresse oxidativo promovido pelos danos externos, essas alterações promovem a entrada de 

diversas moléculas e de água na mitocôndria, resultando na perda do potencial de membrana 

mitocondrial, perda de ATP e na liberação de proteínas mitocondriais no citoplasma 

decorrentes da ruptura de sua membrana externa. A lise dessa organela associada ao aumento 

da expressão de marcadores inflamatórios como o NF-𝜅β resulta na lise da membrana celular 

e, dessa forma, na morte celular (NIRMALA, J. & LOPUS, M., 2019;DARCY. M., 2018). 

Como consequência da lise, há a liberação de DAMPs que consistem em um grupo de 

moléculas que desempenham funções específicas nas células saudáveis, como por exemplo o 

ATP e a proteína do choque térmico. Quando liberadas, essas moléculas são responsáveis 

pela sinalização do dano celular para o sistema imune ativando a cascata inflamatória nos 

tecidos adjacentes (DARCY. M., 2018; SACHET, M; LIANG, Y.; OEHLER, R., 2017) . 

Morfologicamente, células em necrose quando comparadas a células vivas, apresentam além 

da perda da integridade da membrana, a condensação e marginalização da cromatina, 

cariorrexe (fragmentação do núcleo de no qual a cromatina se distribui irregularmente pelo 

citoplasma) e baixa densidade citoplasmática. (SACHET, M.; LIANG, Y.; OEHLER. R., 

2017). 

 

 
2.2.2 Apoptose 

A apoptose é tida como “a morte celular programada” e exerce uma função importante no 

equilíbrio homeostático do corpo, pois é através desse mecanismo que células com dano no 

DNA e que se proliferam descontroladamente são eliminadas do organismo. Células 

apoptóticas apresentam alterações morfológicas características desse tipo de morte celular, 

tais como uma redução no seu volume, condensação citoplasmática, fragmentação nuclear, 

formação de vesículas da membrana plasmática e formação de corpos apoptóticos. Existem 

dois tipos de vias de sinalização apoptótica: a via intrínseca e a via extrínseca, ambas 

culminam na via comum com a ativação de caspases efetoras e, dessa forma, levando a 

ruptura da membrana nuclear e do DNA genômico dentro de estruturas nucleossomais e 

formação das vesículas membranares (PFEFFER, C. & SINGH, A., 2018; CHEN; KANG; 

FU, 2018; CARNEIRO, B & EL-DEIRY, W., 2020). No câncer, as células apresentam 

diversos mecanismos que culminam na evasão da apoptose como, por exemplo, inibição de 
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caspases, regulação positiva de proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 (PFEFFER, C. & 

SINGH, A., 2018). 

A família Bcl-2 consiste em um grupo de proteínas que se relaciona diretamente com a 

apoptose, as anti-apoptóticas apresentam homologia estrutural nos domínios de homologia 

Bcl-2 (BH) 1, 2, 3 e 4, são elas: BCL-2, BCL-W, BCL-XL, BFL-1/A1 e MCL-1, estas 

interagem diretamente com as proteínas pró-apoptóticas apenas-BH3 que apresentam 

homologia no domínio BH3, são elas: PUMA, BAD, BID, BIK, BMF, HRK e NOXA, 

culminando na ativação ou na inativação das proteínas efetoras BAK e BAX (HATA; 

ENGELMAN; FABER, 2015) 

2.2.2.1 Via intrínseca da apoptose 

 

 
A via intrínseca também é conhecida como a via mitocondrial da apoptose, pois depende de 

proteínas solúveis lançadas pela mitocôndria. Esse mecanismo de morte pode ser estimulado 

por diversos fatores como dano ao DNA, paradas no processo mitótico ou nos fatores de 

crescimento da célula, como consequência a esses eventos, ocorre a ativação das proteínas 

apenas-BH3 que são responsáveis por inibir as proteínas anti-apoptóticas da família BCL-2 e 

ativar as proteínas ativadoras BIM, BID, e PUMA que se ligam e ativam diretamente as 

proteínas efetoras BAK e BAX que, por sua vez, são responsáveis pela permeabilização da 

membrana externa da mitocôndria, através de mudanças conformacionais e oligomerizações 

que levam a formação do poro de permeabilidade da membrana externa mitocondrial 

(PPMEM), permitindo assim, a saída de proteínas solúveis pelo espaço intermembranar, 

dentre essas moléculas, está o citocromo C que, além de transportar elétrons durante a 

fosforilação oxidativa, é responsável pela formação do apoptossomo no citosol a partir da 

associação ao APAF1 (BOCK, F & TAIT, S, 2020; ALVAREZ-PAGGI, D. et al, 2017; 

CARNEIRO, B & EL-DERY, W., 2020). 

Quando formado, o apoptossomo recruta e ativa a caspase 9 que é responsável pela clivagem 

e ativação das caspases efetoras 3 e 7. (BOCK, F. & TAIT, S., 2020; D’ARCY, M, 2019) 

Uma outra molécula liberada a partir do poro de permeabilidade da mitocôndria é a SMAC 

que promove ativação direta das caspases, como também, é responsável pela amplificação do 

processo promovido pelo citocromo C sinalizando o inibidor de proteínas da apoptose (IAPs) 

para degradação proteossomal e, assim, bloqueia a atividade inibitória das caspases. É 
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importante ressaltar que, o bloqueio de IAPs por si só não é suficiente para a ativação da 

cascata apoptótica, ou seja, se faz necessária a formação do apoptossomo para que essa via de 

morte celular seja ativada (KESAVARDHANA, S.; MALIREDDI, R.; KANNEGANTI, T., 

2020; D’ARCY, M. 2019). 

 

 
2.2.2.2 Via extrínseca da apoptose 

 

 
A via extrínseca da apoptose, também conhecida como a via do receptor de morte (RM), é 

ativada a partir de indução externa através de outras células, como macrófagos ou células NK 

(do inglês, natural killers) que produzem ligantes como o Fas, TNF-∝ ou TRAIL que, por 

sua vez, se associam, na superfície da célula, a moléculas receptoras que fazem parte da 

superfamília do Fator de Necrose Tumoral (TNF), denominadas receptores de morte 

(D’ARCY, M., 2019). 

No interior da célula há um complexo acoplado ao RM formado pela associação entre a pro-

caspase 8 e 10 ao FADD e/ou TRADD, denominado DISC (Complexo Sinalizador de Indução 

de Morte). (CHEN, Q.; KANG, J.; FU, C., 2018) 

Quando ativada, a caspase 8 pode ativar diretamente as caspases efetoras 3 e 7. Entretanto, em 

algumas situações essa cascata está inativada devido a presença do XIAP (Proteína inibidora 

de apoptose ligada ao X). Com o intuito de ultrapassar esse obstáculo, a caspase 8 cliva a 

proteína BID, que, por sua vez, é responsável pela ativação da via BAK-BAX e, 

consequentemente, pela formação do PPMEM que libera proteínas que antagonizam a ação da 

XIAP possibilitando assim, a ação das efetoras. (TUMMERS, B. & GREEN, D., 2017). 

2.2.3 Autofagia 

A autofagia consiste no processo no qual macroproteínas e organelas são fagocitadas por 

lisossomos, que, por sua vez, são capazes de digerir esses substratos que, posteriormente, 

podem ser utilizados tanto para a criação de novas estruturas celulares quanto como fonte de 

energia. Por mais que, na maioria das vezes, seja realizada com o intuito de promover a 

reciclagem dos componentes celulares, a autofagia pode acarretar na destruição da célula, o 

que a torna diretamente relacionada à supressão de tumores, bem como à remoção de células 

senescentes (D’ARCY, M., 2019). 
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Morfologicamente, a célula em morte por autofagia apresenta vacuolizações citoplasmáticas,  

condensação da cromatina e aumento do volume das organelas. É de suma importância 

ressaltar que a autofagia apresenta um papel controverso, pois, conforme foi citado 

anteriormente neste trabalho, em situações de privação nutricional, esse processo é essencial 

para a sobrevivência da célula. (KARCH, J. et al, 2017) 

A autofagia tem início a partir da indução do complexo ULK1 que, na presença da proteína 

PI3K de classe III, induz a formação de um fagóforo que, se fecha ao redor de proteínas 

ubiquitinadas ligadas a p60 e a LC3II, há então o fechamento do fagóforo e posteriormente, a 

fusão do mesmo com lisossomos, acarretando na degradação das proteínas ubiquitinadas 

através da ação de enzimas hidrolíticas (D’ARCY, M., 2019). 

 

 
2.2.4 Necroptose 

A necroptose é descrita como uma morte celular programada cujos mecanismos são 

semelhantes aos da apoptose e, morfologicamente se assemelha à necrose. É mediada 

principalmente pela proteína quinase de interação com o receptor 1 (RIPK1), pela proteína 

quinase de interação com o receptor (RIPK3) e pela MLKL (do inglês, Mixed Lineage Kinase 

Domain-Like Protein). É descrita como uma alternativa para a morte celular quando a via 

apoptótica dependente da caspase 8 é bloqueada.(DHURIYA, Y & SHARMA, D., 2018; 

GONG, Y. et al, 2019) 

Essa via é iniciada a partir de ligantes imunológicos como Fas, LPS e TNF, sendo o último o 

mais amplamente estudado. Ao se ligar ao seu receptor, o TNF promove uma alteração 

conformacional do mesmo, levando ao recrutamento de diversas proteínas, dentre elas a 

RIPK1 que se autofosforila no seu resíduo de serina N-terminal, tornando-se ativa, 

possibilitando assim a sua interação com a RIPK3, formando um complexo denominado 

Necrossomo. Nessa estrutura, o RIPK3 fosforila a MLKL ativando-a e esta, por sua vez, é 

translocada para a membrana plasmática da célula, onde promove a execução da necroptose 

através da permeabilização necrótica da membrana plasmática da célula, a tumefação celular e 

a perda de integridade da célula e das organelas e, assim, promovendo a morte celular. Esse 

processo é inibido pela Necrostatina-1, inibidora da RIPK1 (DHURIYA, Y & SHARMA, D., 

2018; GONG, Y. et al, 2019). 
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2.3 LEUCEMIA MIELOIDE CRÔNICA 

 
2.3.1 Aspectos gerais 

 

A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma neoplasia maligna mieloproliferativa que se 

origina a partir da translocação recíproca entre os genes ABL1 (Abelson 1) localizado no 

cromossomo 9 e BCR (do inglês, Breakpoint cluster region), localizado no cromossomo 22 

(t(9;22)(q34;q11.2)) originando assim o Cromossomo Filadélfia (Ph). (ARRIGONI, E. et al,  

2018). 

É importante ser mencionado que cerca de 5 a 10% dos pacientes acometidos pela LMC não 

possuem o cromossomo Ph, esse fenômeno pode ser resultante da ocorrência da translocação 

em um sítio distinto do usual (22q11.2), ou de uma inserção de material não-recíproca entre 

os cromossomos 9 e 22 (por ser mais frequente que ocorra no cromossomo 9, a inserção de 

material no cromossomo 22 pode levar a um aspecto distinto da translocação clássica), ou 

ainda devido a uma translocação reversa, na qual a quebra do cromossomo ocorre em um 

ponto distinto do clássico t(9;22), fazendo com que o gene de fusão originado seja 

encontrado em um locus distinto do 9q34. (MOLICA; MASSARO; BRECCIA, 2017) 

De acordo com o INCA, é esperado para cada ano do triênio 2020-2022 cerca de 10.810 

novos casos de leucemias, sendo mais prevalente em indivíduos do sexo masculino 

(representam aproximadamente 54% dos diagnósticos confirmados) (INCA, 2021). 

Existem alguns fatores de risco associados ao prognóstico da doença como a presença de 

conteúdo fibroso na biópsia de medula óssea e anormalidades cromossômicas adicionais de 

alto risco (ACA) sendo o isocromossomo 17q (i(17q)), trissomia do cromossomo 8 ou 9 as 

mais comuns sendo denominadas na literatura como as “principais alterações de rota” 

(HOCHHAUS, A. et. al, 2020; WANG, W. et. al, 2015). 

A formação do i(17q) se dá a partir de uma quebra ou uma divisão errada do centrômero 

resultando assim, em duas imagens espelhadas do braço longo do cromossomo e, 

consequentemente, na perda do braço curto. Essa anormalidade possui um papel ainda não 

bem esclarecido na LMC, entretanto sabe-se que há uma relação direta com a progressão da 

doença para a fase acelerada (blástica) (KOCZKODAJ, D. et al, 2021). 
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2.3.2 Fisiopatologia 

 

A formação do gene de fusão BCR-ABL1 resulta na codificação da proteína quimérica 

homônima com uma atividade constitutiva de tirosina-quinase levando a um processo de 

autofosforilação de outros sítios presentes em ABL1 que, consequentemente, promovem um 

aumento do número dos sítios de ligação para proteínas contendo SH2 e, assim, ativam 

diversas vias transdutoras de sinal, sendo as vias RAS/RAF/MEK/ERK e a via 

PI3K/AKT/mTOR as mais amplamente estudadas e visadas como alvo terapêutico 

(HOUSHMAND M. et al, 2019; ZHOU; MEDEIROS; HU, 2018). 

Ras é responsável pela ativação de Raf, Mek e Erk culmina no aumento da proliferação 

celular e na redução da função GTPase, permanecendo constantemente no estado ativado. Já a 

via do PI3K se inicia com a fosforilação do PIP2, originando assim, o PIP3 que, por sua vez, é 

facilita a ativação da Akt e esta é responsável pela fosforilação das proteínas efetoras da 

sinalização celular, contribuindo assim para a evasão da apoptose e resistência à terapêutica 

(SAKAI et. al, 2021; ZHOU; MEDEIROS; HU, 2018; SINGH, P. et al, 2021). 

A ativação constitutiva dessas vias tem como principais consequências a indução da formação 

de espécies reativas de oxigênio, quebras na fita dupla de DNA, desregulação da adesão 

celular e inibição da morte celular por apoptose e autofagia (SAKAI et. al, 2021; ZHOU; 

MEDEIROS; HU, 2018). 

Apesar de ser dividida em três fases, a LMC não apresenta sintomas específicos para nenhum 

desses estágios, entretanto, é importante ressaltar que é mais comum o aparecimento desses 

sinais nas fases acelerada e blástica e são eles: febre, suor noturno, fadiga, perda de peso, 

esplenomegalia e dor nos ossos. (HOUSHMAND M. et. al, 2019; GUDIMETLA, 

PRABHAKAR, PAL, 2019) 

Na fase crônica, há uma proliferação aumentada dos leucócitos tanto na medula óssea quanto 

no sangue periférico, entretanto, ainda há uma resposta ativa a infecções e aos reguladores G-

CSF (do inglês, Granulocyte colony-stimulating factor ) e G-MSF (do inglês, granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor ), indicando que ocorre a diferenciação celular 

(HOUSHMAND, M. et. al 2019). 

Quando não há o diagnóstico ou o tratamento é ineficaz, há o avanço da doença para a fase 

acelerada, este estágio é caracterizado pelo aumento do número de células imaturas (blastos) 
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no sangue periférico (correspondem a cerca de 10-19% das células na contagem diferencial 

hematológica), porém, é necessário mencionar que o paciente já pode apresentar sintomas, 

mas na maior parte dos casos a progressão da fase crônica para a acelerada é subclínica, 

necessitando de uma monitoração laboratorial para que seja identificada. (KANTARJIAN, H 

et. al, 2019) 

Os mecanismos que levam ao desenvolvimento da fase blástica ainda não são completamente 

compreendidos, sabe-se que é uma fase marcada por um aumento bruto da divisão celular 

associado a redução da diferenciação, ou seja há um acúmulo de blastos na medula óssea e o 

extravasamento deles para o sangue periférico (correspondem a mais de 20% das células na 

contagem diferencial hematológica) ou para qualquer outro tecido .Para que haja a progressão 

para a fase blástica também se faz necessária a presença de anormalidades cromossômicas 

adicionais e esplenomegalia aumentada ou persistente. (SAMPAIO, M. et.al, 2021; 

HAZNEDAROĞLU; KUZU; ÍLHAN, 2020). 

 
2.3.3 Diagnóstico e tratamentos 

Existem diversas técnicas de diagnóstico capazes de identificar a LMC e se faz importante 

mencioná-las pois é a partir desses exames que é realizado o monitoramento do paciente e que 

a eficácia da terapia antileucêmica é avaliada. 

São elas: 1) a citogenética convencional que consiste na visualização de pelo menos 20 

t(9;22)(q34;q11.2), neste procedimento o ciclo celular é interrompido na metáfase pois é nesta 

etapa do ciclo celular que ocorre a contração do DNA, o que possibilita uma melhor 

visualização das alterações estruturais (MOLICA; MASSARO; BRECCIA, 2017; 

DORFMAN, L et. al, 2018;); 2) a hibridização in situ por fluorescência (FISH), um método 

citogenético molecular que consiste na hibridização molecular, para isso são utilizadas sondas 

(sequências de DNA) complementares ao alvo desejado acopladas a um fluorocromo, 

comumente utilizada em pacientes com o cariótipo complexo (ANKATHIL, R et al, 2020; 

ASIF, M. et al, 2016); 3) a Reação quantitativa em tempo real da polimerase em cadeia 

(qPCR), uma técnica molecular para o diagnóstico da LMC que se baseia na utilização de um 

RNA mensageiro (RNAm) como molde para que sejam sintetizadas fitas de DNA 

complementares (cDNA) através da transcrição reversa e então, concomitantemente a 

amplificação e quantificação em tempo real, de ampla sensibilidade, permitindo a 

identificação de uma célula leucêmica em um universo de 105 células (BONAVIGO, A., 2018; 
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AZAD, N et al, 2018); e 4) o hemograma, pois alterações hematológicas variam de acordo 

com o estágio da LMC, na fase crônica há uma hipercelularidade, basofilia e desvio à 

esquerda (aumento de tipos celulares mais imaturos que o neutrófilo segmentado) 

(OGASAWARA, A. et al, 2019). Na fase acelerada, cerca de 10-19% das células do sangue 

periférico são blastos, a basofilia torna-se mais intensa (com cerca de 20% de basófilos) e 

também é possível observar trombocitopenia ou, em casos onde a terapia não é eficaz, 

trombocitose persistente. Já na fase blástica, devido ao extravasamento de células imaturas da 

medula óssea para o sangue periférico, é visualizado, no mínimo, 20% de blastos (KNIGHT; 

GRUNWALD; COPELAN, 2019). 

A eficácia de um fármaco enquanto agente anti leucêmico é determinada de acordo com a 

capacidade do mesmo em promover uma resposta hematológica completa, ou seja, a 

normalização do número de leucócitos e plaquetas, bem como da esplenomegalia ou outros 

sintomas associados; e/ou se é capaz de propiciar a remissão citogenética completa que 

consiste na ausência de células em metáfase com o cromossomo Ph quando analisadas pela 

citogenética ou por FISH; ou ainda se propicia a resposta molecular completa, que 

corresponde a ausência da detecção do gene de fusão BCR-ABL1 através da qPCR (MORITA 

& SASAKI, 2021). 

Nos primórdios do descobrimento da LMC, a conduta terapêutica utilizada se baseava no uso 

da solução de Fowler (arsenito de potássio diluído) e na irradiação do baço, até que em 1953, 

houve a introdução do Busulfan, um agente quimioterápico alquilante cujo mecanismo de 

ação consiste na substituição de grupos alquil do DNA da célula tumoral por átomos de 

hidrogênio e assim, inibe a transcrição do DNA em RNA. (HEHLMANN, R. 2020; PATEL & 

TADI, 2021). 

Entretanto, o elevado índice de efeitos colaterais como, por exemplo, a indução de 

convulsões, anemia, pancitopenia, amenorreia, comprometimento da espermatogênese e a 

doença veno-oclusiva hepática fez com que este fármaco possuísse uma lista ampla de 

contraindicações, mas, apenas em 1963, houve a disponibilização de uma nova alternativa 

terapêutica: a hidroxiureia (HEHLMANN, R., 2020; PATEL & TADI, 2021). 

O mecanismo de ação da hidroxiureia consiste na interrupção da síntese de DNA através da 

inibição da enzima ribonucleotídeo difosfatase redutase que é responsável pela conversão de 

ribonucleotídeos em desoxirribonucleotídeos, sendo assim eficaz no controle da leucocitose 

que ocorre na LMC, todavia, é importante mencionar que apesar da redução dos efeitos 
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colaterais quando comparada aos seus precursores, o tratamento com doses convencionais 

esta molécula não é capaz de levar a uma remissão citogenética da doença na maioria dos 

casos. (JINNA, S. & PARAS, B., 2019; LANGE, T. et al, 2020). 

Na década de 1970 foi observado que, após o transplante alogênico de medula óssea, 

pacientes na fase blástica demonstraram uma regressão da doença para a fase crônica, bem 

como foi detectada a remissão citogenética, no entanto, pacientes submetidos a esse 

tratamento ficaram mais susceptíveis ao desenvolvimento da doença do enxerto versus 

hospedeiro, de problemas hepáticos, cardiopulmonares e genitourinários. Na mesma época, o 

interferon-alfa (IFN-∝) foi identificado como uma alternativa quimioterápica capaz de 

induzir a remissão citogenética em pacientes jovens (menores de 50 anos), apesar deste feito 

ter sido alcançado apenas em cerca de 10 a 15% dos acometidos pela LMC, o IFN-∝ passou 

a ser utilizado como tratamento de escolha devido a sua capacidade de aumentar a sobrevida 

dos pacientes, contudo, o seu mecanismo de ação não é bem elucidado (HEHLMANN, R., 

2020; RUSSO, D. et al, 2020). 

A grande revolução na terapêutica da LMC ocorreu em 2002, com a aprovação do uso do 

Mesilato de Imatinibe como padrão de tratamento, um quimioterápico inibidor da enzima 

tirosina quinase (ITQ) que age através da ligação ao domínio catalítico da proteína ABL na 

sua forma inativa impedindo a ligação do ATP e, consequentemente, a ativação das vias 

transdutoras de sinal. Como o alvo terapêutico não é o DNA, este fármaco se mostrou mais 

seletivo para as células tumorais quando comparado aos seus antecessores, além de apresentar 

a melhor resposta molecular, além da taxa de sobrevida de 10 anos ser observada em cerca de 

83% dos pacientes (SAGLIO G. & JABBOUR, E., 2017; GAJSKI, G. et al, 2019; LINEV, A. 

et al, 2018). 

Entretanto, foi observado que alguns pacientes apresentaram desenvolvimento de resistência 

por parte das células leucêmicas à terapêutica com este fármaco, principalmente os que se 

encontravam na fase acelerada da LMC e isso se deve ao surgimento de mutações adicionais 

que levam à alteração na codificação de sequências da proteína BCR-ABL, acarretando assim, 

na redução da sensibilidade ao ITQ (LINEV, A. et al, 2018). 

Logo, surgiram os inibidores de tirosina quinase de segunda geração como alternativa àqueles 

que apresentavam resistência ao tratamento inicial com o Imatinibe, mas com o passar do 

tempo se tornaram a opção inicial para a terapia. Dentre os ITQs de segunda geração, três se 

destacaram em estudos clinícos quando comparados ao seu antecessor apesar de não 
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apresentarem uma diferença na sobrevida do paciente, foram capazes de induzir a resposta 

molecular mais rapidamente, reduzindo o avanço da LMC para as fases acelerada e blástica. 

São eles: Bosutinib, Nilotinib e Dasatinib (CORTES, J., 2018; BRECCIA, M et al, 2020). 

Entretanto, foi observado que houve o desenvolvimento de resistência em alguns pacientes, o 

que levou ao desenvolvimento do Ponatinib, um ITQ de terceira geração, mas foi constatado 

que dentre os acometidos pela LMC, para alguns essa conduta terapêutica também foi ineficaz 

devido a presença de mecanismos de resistência. (TAN, F.et al, 2019) 

Atualmente, o grande obstáculo dos fármacos inibidores de tirosina quinase é a resistência 

que o paciente pode apresentar ao tratamento, este mecanismo foi classificado por cientistas 

em dois grupos: BCR-ABL dependente e BCR-ABL independente. No primeiro, observou-se 

que além do surgimento de mutações adicionais no domínio quinase, a amplificação e 

superexpressão do gene de fusão, bem como a presença de mutações compostas (mais de uma 

mutação na mesma proteína) e a instabilidade genômica contribuem para a ineficácia do 

tratamento com ITQs. (SUNDARAN, DN. et al, 2019) 

Os mecanismos de resistência BCR-ABL independentes correspondem a: ativação de vias 

alternativas de sinalização que contribuem com a sobrevivência celular; a alterações nas 

proteínas responsáveis tanto pelo transporte plasmático quanto pela internalização do fármaco 

na célula alvo, reduzindo assim a concentração do mesmo no interior da célula-alvo; a 

alterações epigenéticas como metilação do DNA e modificação de histonas; a presença de 

células-tronco leucêmicas inerentemente resistentes; ao elevado número de proteínas 

antiapoptóticas; e ao microambiente da medula óssea cujo contato célula-célula é mediado 

através de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que podem contribuir com a 

resistência (SUNDARAN, DN. et al, 2019). 

 

2.4 A REAÇÃO MORITA-BAYLIS-HILLMAN 

 

A reação Morita-Baylis-Hillman (MBHR) começou a ser desenvolvida em 1968 por Morita 

ao descrever a ligação entre um aldeído e um acrilato, originadora de acrilonitrilos na 

presença de uma fosfina catalisadora, a triciclohexilfosfina. Em 1972, Baylis e Hillman 

relataram a ligação correspondente a partir da reação entre diversos aldeídos e alcenos 

ativados na presença de uma amina terciária como catalisador (PELISSIER, H., 2017). 

Popularizada no final da década de 1980, a MBHR consiste na formação de uma nova ligação 

carbono-carbono entre um posicionado na posição ∝ de um alceno ativado e um carbono 
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eletrófílo sp2 de um aldeído ou de uma imina na presença de um agente catalisador que, por 

sua vez, pode ser uma amina terciária ou uma fosfina dando origem a produtos denominados 

Adutos da reação Morita-Baylis-Hillman (MBHA) conforme ilustrado na Figura 3 (LIU, Z. et 

al, 2017). 

Figura 3: Reação Morita-Baylis-Hillman 
 

 

 

 
Fonte: REDDY & RAO, 2018 (adaptado) 

 

 

A MBHR apresenta um potencial promissor na química orgânica sintética por ser uma reação 

sustentável devido a alta economia atômica, ou seja, há uma grande incorporação dos 

reagentes nos produtos finais, por ocorrer isenta de solventes e pela presença de catalisadores 

orgânicos, além da importância dos seus adutos como precursores na síntese de produtos 

naturais úteis, de produtos sintéticos e de moléculas farmaceuticamente relevantes. (REDDY 

& RAO, 2018). 

Além do método original, a MBHR pode ser executada a partir de uma reação aza-variante 

(aza-v(MBHR)) que consiste na substituição do aldeído por iminas e apresenta como produtos 

diversos β-aminoácidos desejáveis, entretanto, por muito tempo obteve algumas limitações 

que a tornava menos sustentável como o uso de solventes tóxicos, o tempo extenso de 

execução (podendo durar dias). Essa limitação foi contornada por estudos recentes que 

constataram que a partir do o uso de métodos de moagem, ou seja, de fragmentação da 

amostra que levam a uma redução do tamanho da partícula, a execução da aza-v(MBHR) não 

requer o uso de solventes e tem o seu tempo de execução reduzido para cerca de 3h 

(WILLIAMS; MORRIL; DUNCAN; 2020). 
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2.5 ATIVIDADE BIOLÓGICA DOS MBHAs DERIVADOS DA ISATINA 
 

A isatina (1H-indol-2,3-diona) (Figura 4) é um derivado do indol que já foi encontrado 

naturalmente em plantas, fungos e animais. É um composto heterocíclico que, assim como 

seus derivados, possui grande importância na química médica devido a sua ampla atividade 

biológica e farmacológica , na MBHR, esta molécula atua como eletrófilo conforme ilustrado 

na Figura 4. (BEULA, S., et al, 2021; BRITO, V. et al, 2020). 

Figura 4: Esquema geral da MBHR envolvendo derivados da isatina como substrato. 
 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
 

 
A atividade biológica de adutos da reação Morita-Baylis-Hillman derivados da isatina já foi 

constatada diante de organismos vivos, exemplificado pela ação antituberculosa frente ao 

Micobacterium tuberculosis. Tal como a atividade anti-inflamatória através da redução de 

citocinas como as interleucinas 1β e 6 e do TNF-∝ (DE FRANÇA, J.S. et al, 2021; REDDY 

& RAO, 2018). 

Em relação a atividade antitumoral, já é de conhecimento da comunidade científica a ação 

citotóxica in vitro desses adutos diante de linhagens celulares leucêmicas (HL60 e K562) e de 

câncer de pulmão (NCI-H292) (BRITO, V. et al, 2020; LIMA-JUNIOR,C. G. et al, 2016). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Geral 

Este estudo teve como objetivo identificar a citotoxicidade e indução de apoptose de adutos 

da reação Morita-Baylis-Hillman derivados da isatina frente a linhagens de células tumorais. 

 

 
3.2. Específicos 

● Avaliar a resposta tempo-dependente dos adutos. 

● Avaliar as alterações morfológicas. 

● Avaliar a atividade indutora de apoptose. 
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ABSTRACT 

 
Nowadays, antitumor therapy faces challenges due to tumor resistance to the drug 

development, as well as several unwanted side effects, urging the search for most active and 

selective compounds. In this context, the MBHR proved to be promising as a source of 

bioactives molecules, among which, isatin-derivatives adducts showed cytotoxicity against 

cancer cells. In this work we sought to identify the cytotoxic activity of 21 isatin-derivatives 

against tumor lineages, in which the most promising ones were tested in PBMC. The IC50s 

after 72h for tumor cells of the most cytotoxic adducts ranged between 0.044μM and 

29.25μM, while in PBMC it ranged from 2.75μM to 19.25μM. The following experiments 

were performed with the most active and selective adducts in K562 lineage: MBH 6 and 

MBH 9. In the trypan blue exclusion test it was found that the MBH 9 adduct has a later 

response compared to MBH 6. The morphological changes analyzed showed indications of 

chromatin condensation in cells treated with MBH 6 in the first 24h of treatment, it was 

intensified over time for both adducts. Was observed by citometry assays, significant DNA 

fragmentation and reduction in cell proliferation in both adducts. Western Blot assays allowed 

the observation of a reduction (p<0.05) of MCL-1, BCL-XL and of total Caspase-3 in cells 

treated with MBH 6 and MBH 9, suggesting that these adducts are apoptosis inductors in 

K562. 
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Introdução 

 
O câncer, a segunda causa de morte no mundo, consiste em doenças que podem acometer 

quase qualquer órgão e apresentam em comum o crescimento desordenado de células com a 

capacidade de invadir tecidos adjacentes bem como se espalhar para órgãos distantes do sítio 

de origem. Espera-se até o ano de 2025 um aumento de cerca de 12,5% dos casos de câncer 

confirmados no mundo (OMS, 2021). 

A leucemia mieloide crônica (LMC) consiste em um câncer que acomete o tecido 

hematopoiético causada a partir da formação do cromossomo Filadélfia (Ph) e, 

consequentemente do gene de fusão BCR-ABL responsável pela codificação da p210, sendo 

esta, uma marca registrada a LMC, por ser encarregada pela ativação constitutiva da tirosina 

quinase e, consequentemente, da expansão do clone leucêmico. (HOUSHMAND, M. et al, 

2019). Atualmente, diversos inibidores de tirosina quinase são aprovados para o uso na clínica 

e a escolha do fármaco se dá individualmente de acordo com a eficácia, tolerância, toxicidade 

e custos de acordo com cada paciente (HOCHHAUS, A. et al, 2020) , entretanto o surgimento 

de resistência à terapêutica desses fármacos causada por diversos mecanismos desde a 

instabilidade genética medida pelo gene de fusão como o torna urgente busca por novos 

compostos bioativos capazes de combater essa patologia (TALATI e PINILLA-IBARZ, 

2018). Nesse contexto, a reação Morita-Baylis-Hillman surge como uma fonte de compostos 

bioativos de suma relevância na terapia antitumoral, pois já é descrito na literatura que a 

formação de ligações carbono-carbono apresentam-se como uma das mais importantes e 

poderosas ferramentas na química orgânica moderna e essa reação baseia-se na formação de 

estruturas moleculares altamente funcionalizadas a partir da ligação entre um alceno e um 

aldeido ou imina, através da ação catalisadora de uma amina terciária ou fosfina. Nesta 

reação, a isatina (indol-2,3-diona) - uma molécula amplamente conhecida como precursora de 

agentes indutores de apoptose, antivirais, anticonvulsivantes e até mesmo com atividade 

antitumoral - atua como grupo aceptor de elétrons e neste trabalho buscamos avaliar a 

citotoxicidade de adutos de isatina derivados da reação Morita-Baylis-Hillman (MEDVEV, 

A. et al, 2018; BRITO, V. et al, 2020). 

Materiais e métodos 

Célula tumoral e tratamento 
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Foram utilizadas as linhagens tumorais MCF-7 (carcinoma de mama), HEP-2 (carcinoma de 

laringe), NCIH 292 (carcinoma de pulmão), HepG2 (carcinoma hepatocelular), K562 

(leucemia mieloide crônica) e HL60 (leucemia promielocítica) obtidas do Banco de células do 

Rio de Janeiro e cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10 % de 

soro fetal bovino e 1 % de antibióticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% 

de CO2. 

Obtenção dos adutos derivados da reação Morita-Baylis-Hillman 

 
Os adutos testados foram sintetizados no Laboratório de Síntese Orgânica Medicinal da 

Paraíba (LASOM-PB) do Departamento de Química da Universidade Federal da Paraíba sob 

responsabilidade do Prof. Dr. Claudio Gabriel Lima Junior. Os códigos e as estruturas 

químicas dos MBHAs podem ser observados nas Figuras 1, 2 e 3. 

 

 

Figura 1: Estrutura química dos adutos 1-9 
 
 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
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Figura 2: Estrutura química dos adutos 10-17 
 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura química dos adutos 25-30 
 

 
 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
Avaliação da citotoxicidade em células tumorais 

 
A análise da citotoxicidade foi efetuada pelo método do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-

H-brometo de tetrazolium (MTT). As células foram plaqueadas na concentração de 1 

x105cél/mL e tratadas com o composto por 72 horas. Três horas antes de completar o período 

de incubação, 25 µL da solução estoque (5 mg/mL) de MTT foi adicionado em cada poço. 

Após 3 horas, o sobrenadante foi retirado e o precipitado 



51 
 

 

 
 

resultante foi dissolvido em 100 µL de DMSO e lido em espectrofotômetro de placa na 

absorbância de 575nm. 

Avaliação da atividade citotóxica em células mononucleadas do sangue periférico 

(CMSP) pelo método do MTT 

Para esse ensaio foram utilizadas células mononucleadas de sangue periférico humano 

(CMSP). A coleta do sangue periférico humano foi conduzida de acordo com a resolução 

466/12 do Conselho Nacional de Saúde e aprovada pelo Comitê de Ética em Pessoas (CEP-

UFPE) sob número de registro 16767119.6.0000.5208. 

Foram utilizadas seringas de 10 mL estéreis e descartáveis. Voluntários adultos saudáveis 

foram escolhidos na faixa etária de 18 a 30 anos, sem histórico de doenças recentes, não 

fumante ou etilista, sem exposição recente a radiações ou a medicamentos. 

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico após centrifugação em 

gradiente de Ficoll. As células foram lavadas com tampão fosfato e ressuspendidas em meio 

RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 µg/mL 

estreptomicina para uma concentração final de final 3 x 105 células/mL. Fitohemaglutinina 

(3%) foi adicionada para induzir a proliferação dos linfócitos. Após 24 horas de incubação, os 

compostos foram adicionados em diferentes concentrações e as células incubadas em estufa 

por 72h. Três horas antes de completar o período de incubação, 25 µL da solução estoque (5 

mg/mL) de MTT foi adicionado em cada poço. Após 3 horas, o sobrenadante foi. O 

precipitado resultante foi dissolvido em 100 µL de DMSO e lido em espectrofotômetro de 

placa a 575nm. 

Análise da viabilidade celular pelo teste de exclusão por azul de Tripan 

 
O teste de exclusão por azul de Tripan permite a quantificação das células viáveis e das 

células mortas após o período de incubação com a substância testada. Este método se baseia 

no princípio de que o corante penetra em todas as células, porém somente as células viáveis 

conseguem bombear o azul de tripan para fora, sendo possível desta forma, observar uma 

coloração azulada nas células mortas enquanto que as células vivas ficam translúcidas. 
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Células tumorais em suspensão, na concentração de 3 x 105 células/mL foram incubadas por 

24h, 48h e 72h com a substância testada e examinadas ao microscópio de inversão. A 

concentração utilizada foi estimada a partir do valor da CI50 encontrada no método do MTT 

para esta mesma linhagem celular. Foram retirados 90μL da suspensão de células e 

adicionados 10μL do azul de tripan (tripan a 10%). As células viáveis e as não viáveis foram 

diferenciadas e contadas em câmara de Newbauer. A Doxorrubicina foi usada como controle 

positivo 

Análise de alterações morfológicas através da coloração por May-Grunwald-Giemsa 

 
A coloração por May-Grunwald-Giemsa baseia-se em interações eletrostáticas entre os 

corantes e moléculas-alvo. Essa coloração possui azul de metileno (corante básico), eosina 

(corante ácido), entre outros componentes básicos que permite distinguir o citoplasma e o 

núcleo, sendo possível analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como 

alterações no citoplasma. 

Células K562 foram plaqueadas na concentração de 0,3 x 106 e tratadas nas concentrações de 

8μM e 16μM do MBH 6 e de 6μM e 12μM do MBH 9 por 24, 48 e 72h. Para observar a 

morfologia das células, lâminas foram preparadas, com 50μL da suspensão de células tratadas 

com os compostos testados, em citocentrífuga (Cytospin® ) e fixadas com metanol 100% por 

30 segundos. Em seguida, as lâminas foram coradas com May-Grunwald, por 10 segundos, e 

em seguida com Giemsa por 10 segundos. 

Análise em Citometria de Fluxo 

 
Todas as análises foram realizadas no citômetro Accuri C6®, da Plataforma Multiusuário do 

Laboratório de Imunomodulação e Novas Abordagens Terapêuticas (LINAT-UFPE). Cinco 

mil eventos foram contabilizados em cada experimento e os debris celulares foram omitidos 

das análises. Os resultados dos experimentos serão expressos como média ± S.E.M. de 

experimentos independentes (n = 3). Possíveis diferenças significativas serão calculadas por 

análise de variância (ANOVA) seguida de Dunnet (P < 0.05), usando o programa Prism 

versão 5.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San Diego, CA). 
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Análise da Fragmentação de DNA e do Ciclo Celular Através da Citometria de Fluxo 

 
Esse método consiste na capacidade do iodeto de propídeo (PI) se ligar ao DNA das células 

cuja membrana plasmática foi primeiramente permeabilizada por um detergente (triton X-

100) para permitir a entrada do corante no núcleo. Após 24 h de tratamento, uma alíquota de 

1 mL foi retirada da suspensão de células, centrifugadas a 200 rpm por 5 minutos, o 

sobrenadante foi retirado e foi adicionada ao pellet 500μL de uma solução de lise contendo 

PI 20 µg/mL, 0,1 % de citrato de sódio e 0.1 % de triton X-100. Após 30 min de incubação 

protegido de luminosidade, as amostras foram analisadas no citômetro de fluxo no filtro 

vermelho, onde foram obtidos histogramas representando a quantidade de células com DNA 

fragmentado e o ciclo celular. 

Ensaio de Western Blot (WB) 

 
Para este ensaio foram utilizados os seguintes anticorpos primários: MCL-1 (Cell Signaling 

Technology), BCL-XL (Cell Signaling Technology), Caspase-3(Cell Signaling Technology) e 

β-actina (controle) (Sigma Aldrich). 

As células tumorais foram plaqueadas na concentração de 0,3 x 106 em garrafas de 5mL, foi 

aguardada uma confluência entre 70 e 80% para que então fossem tratadas com as amostras 

testadas por 24h antes da extração de proteínas totais. O sobrenadante das células foi retirado, 

lavado com PBS e foi adicionado o tampão RIPA 1X acrescido de um coquetel com 

inibidores de proteases ver detalhes(1:100 v/v), ortovanadato de sódio (1:100 v/v) e PMSF 

(1:100 v/v). Ao final da incubação, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi 

coletado, aliquotado e armazenado a -80 °C, e a quantificação das proteínas totais foi 

realizada pelo método de Bradford. Na montagem do sistema vertical o gel de resolução foi 

confeccionado para uma concentração final de 12,5% de poliacrilamida. De cada amostra, 

40µg de proteína total carregada com o tampão Blue Juice 5X foi aplicado nos poços do gel 

de concentração. O marcador de peso molecular usado será o Full-Range Rainbow Marker 

(12 – 225 kDa; GE Healthcare). A corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem 

constante de 100 V e 30 mA à temperatura ambiente. As proteínas separadas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare). Com a realização 

de alguns procedimentos, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundário 
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acoplado à enzima peroxidase, seguindo-se da revelação usando ECL Western Blotting (GE 

healthcare). 

 

Resultados 

 
1. Atividade citotóxica dos adutos da reação Morita-Baylis-Hillman 

 
Inicialmente, foram avaliadas as concentrações inibitórias de 50% (CI50), ou seja, a 

concentração do aduto capaz de inibir o crescimento de 50% das células de 21 adutos em seis 

linhagens de células tumorais: MCF-7, HEP-2, HEPG2, NCI H292, HL60 e K562. 

Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

Dentre os adutos testados, 8 apresentaram uma atividade citotóxica satisfatória (<20μM) em 

pelo menos quatro das seis linhagens tumorais testadas, são eles os MBHs 1, 2, 3,5, 6, 7, 8 e 

9. Por isso, foram determinadas as CI50 desses adutos em células mononucleares do sangue 

periférico (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Citotoxicidade de 21 adutos após 72h em células tumorais e em CMSP em μM 

 

 MCF-7 HEP-2 NICIH292 HL60 HEP G2 K562 CMSP 

MBH 01 6,0 3,4 2,40 3,60 17,45 23,55 19,25 

 
5,0-7,0 2,85-4,00 1,75-3,35 2,65-3,05 13,70 – 22,19 13,44- 41,27 14,58-25,41 

MBH 02 11,59 4,06 5,05 1,77 29,25 11,10 14.72 

 
7,36- 18.86 3.27 – 5.05 4.67 – 6.31 3.70 – 5.19 22.99 -37.29 8.10- 15.22 11.03-19.63 

MBH 03 4,20 2,33 3,42 1,83 19,58 8,17 2.75 

 
3,92 – 4,50 1,96 – 2,79 3,00 – 3,88 1,59 – 2,13 14,60 -25,88 5,65-12 1.96-3.83 

MBH 04 >50 >50 >50 >50 >50 >50 NT 

MBH 05 6,49 5,79 3,86 2,93 11,78 6,53 11,16 

 
5,95- 7,03 5,02-6,56 3,67-4,48 2,70 –3.17 9,34 – 14,83 3,6-11,77 8,57-14,48 

MBH 06 6,88 5,96 3,51 0,048 8,04 6,57 13.54 

 
5,93 –8,04 4,91-7,37 3,26-4,21 0,036-0,063 6,28– 10,32 5,02-8,6 11,23-16,35 

MBH 07 8,39 5,22 3,50 1,30 2,54 4,81 6,79 

 
6,82– 9,10 4,10-6,72 2,95-4,18 1,16- 1,45 2,09– 3.06 2,5-9,3 5,19-8,89 

MBH 08 9,57 2,10 1,77 1,42 12,34 6,63 8,40 

 
8,65 –10,60 1,81–2,41 1,63-1,95 1,28-1,52 10,43-14,18 5,23-8,4 6,10-11,67 

MBH 09 3,90 3,90 2,69 0,044 9,81 3,62 7,14 

 
3,27 -4,84 3,25-4,55 2,37-3,25 0,036-0,053 8,34-11,56 2,35-5,58 5,68- 8,96 
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MBH 10 >50 48,80 NT 27,51 >50 >50 NT 

  
40,30– 59,06 

 
21,67-34,98 

   

MBH 11 25,18 38,22 28,9 17,25 >50 >50 NT 

 
21,21-29,92 29,15 –50,17 21,25-39,23 11,54-25,83 

   

MBH 12 18,02 32,42 45,20 16,08 >50 >50 NT 

 
12,60-25,82 26,04– 40,40 40,59–50,37 12,93-20,00 

   

MBH 13 >50 >50 >50 >50 >50 >50 NT 

MBH 14 34,25 21,37 20,34 6,27 48,70 >50 NT 

 
31,93-46,60 18,30 –31,70 14,59–31,97 5,48– 9,11 44.28-66.49 

  

MBH 15 7,55 30,72 20,22 5,42 40,89 22,49 NT 

 
5,50– 10,37 24,94 –37,83 15,82–25,85 4,34 –6,76 33,84 – 49,43 16,27- 31,08 

 

MBH 16 7,52 6,68 14,63 4,76 34,75 >50 NT 

 
5,35 – 10,60 5,55-8,04 12,19–17,54 3,92- 5,75 27,14 - 44,45 

  

MBH 17 30,32 >50 43,90 4,20 31,08 >50 NT 

 
25.97– 35.43 

 
39.30–49.05 3.40 –5.14 26.57 - 36.41 

  

MBH 25 >50 18,79 34,20 18,04 33,74 >50 NT 

  
12,49 –29,24 27,82–42,07 12,66-27,72 17,75-64,07 

  

MBH 26 41,98 18,73 38,52 5,38 21,64 >50 NT 

 
36,41– 48,36 11,87– 26,60 31,21–47,55 3,43 –8,42 12,91-50,82 

  

MBH 27 38,88 >50 13,92 5,49 33,09 >50 NT 

 
30,80 –49,05 

 
11,43-16,96 3,73- 8,03 22,23-48,55 

  

MBH 30 >50 42,19 24,20 14,14 >50 >50 NT 

  
23,85 -74,68 18,95 -30,92 8,90 –22,50 

   

DOX 0,37 1,3 0,55 0,11 0,6 0,24 1,4 

 
0,18-0,92 0,55-2,6 0,37-0,92 0,1-0,33 0,51-0,81 0,16-0,39 0,9-2,6 

 

Os dados apresentados correspondem aos valores da CI50 (Concentração inibitória em 50%) em μM e seu 

respectivo intervalo de confiança de 95% obtidos por regressão não-linear através do programa Graphpad Prism 

através do método do MTT após 72h de incubação. Células tumorais: MCF-7 (carcinoma de mama); HEP2 

(carcinoma de laringe); NCIH292 (carcinoma de pulmão humano); HL60 (leucemia promielocítica 

humana);HepG2 (carcinoma hepatocelular humano); K562 (leucemia mieloide crônica humana).Células não-

tumorais:CMSP (células mononucleares do sangue periférico. Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle 

positivo. 
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Foi realizada uma relação entre as CI50 das células cancerígenas e das CMSP e assim 

estabelecido o índice de seletividade dos adutos pelas células tumorais e os resultados estão 

descritos na Tabela 2. 

Tabela 2: Índice de seletividade dos MBHAs pelas células tumorais 
 

 
 

O índice de seletividade foi obtido através da relação CI50CMSP/CI50CÉLULA TUMORAL 

 

 

É possível observar que os adutos MBH 6 e MBH 9 foram os mais citotóxicos em todas as 

linhagens tumorais e, na linhagem HL60, chegou a apresentar um índice de seletividade pela 

célula tumoral de 282,02 (MBH 6) e 162, 27 (MBH 9). 

Levou-se em consideração que células K562 são mais resistentes quando comparadas à HL60 

devido a mutações que conferem a essa linhagem uma ativação constitutiva da tirosina 

quinase e que, apesar disso, os adutos MBH 6 e 9 apresentaram uma boa atividade citotóxica 

com CI50s de 6,57μM e 3,62μM, respectivamente. Também foi constatado que o MBH 6 e 9 

foram os adutos que apresentaram maiores índices de seletividade em células K562 e, por 

esses motivos, escolheu-se avaliar a citotoxicidade desses dois adutos na linhagem tumoral de 

leucemia mieloide crônica, K562. 

2. Análise da viabilidade celular e da ação tempo-dependente 

 

 
Para avaliar se os MBHAs apresentam uma resposta tempo-dependente foi realizado o Teste 

de Exclusão por Azul de Tripan nos tempos de 24, 48 e 72h e nas concentrações de 

1,25μg/mL, 2,5μg/mL, 5μg/mL e 10μg/mL. A partir desse teste foi possível observar que nas 

primeiras 24h, os dois adutos testados apresentaram uma redução significativa da viabilidade 

celular (p<0,05) sendo possível observar uma redução de, aproximadamente, 58% da 

população de células viáveis na maior concentração testada do MBH 6 (Figura 4) e de 39% da 
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população tratada com o aduto MBH 9 (Figura 5) quando comparados aos seus respectivos 

controles negativos. Já no tempo de 48h, foi possível notar que na concentração de 

1,25μg/mL, o MBH 6 reduziu a viabilidade de 28,7% das células enquanto a mesma 

concentração do MBH 9 levou a 51% de inibição. na concentração de 10μg/mL essa redução 

chegou a 79,5% no MBH 9 e 73% no MBH 6. Em 72h, constatou-se uma redução de, 

aproximadamente 64% de células viáveis na menor concentração testada, enquanto na maior, 

a redução de viabilidade foi de cerca de 95% nas células tratadas com MBH 6 e de 88% nas 

tratadas com MBH 9 (Figuras 4 e 5). 

Esse experimento possibilitou a determinação das CI50 de forma direta nos três tempos 

testados. Nas primeiras 24 os valores obtidos desse parâmetro foram de 16,41μM (12,4 - 

21,72) para o aduto MBH6 enquanto que o MBH 9 apresentou valores superiores a 20 μM. Já 

no tempo de 48h, pode-se constatar que a concentração necessária para eliminar 50% das 

células K562 foi de 7,46μM (5,47-10,16) do MBH 6 e 5,71μM (2,91-8,23) do MBH 9. Após 

72h, esses valores foram de 5,8μM (5,15-6,54) e 1,98μM (1,34-2,59) para o MBH 6 e MBH 9, 

respectivamente. 

Para os experimentos subsequentes, utilizamos as concentrações equivalentes aos valores das 

CI50s de 48h, e o dobro da mesma, sendo assim o aduto MBH 6 avaliado nas concentrações de 

8μM e 16μM, enquanto o MBH 9 foi testado nas concentrações de 6μM e 12μM. 
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Figura 4: Viabilidade das células K562 após o tratamento com MBH6 
 

Viabilidade celular determinada por coloração com azul de tripan em células K562 tratadas com o aduto MBH 6 
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durante 24h (A), 48h (B) e 72h (C). O controle negativo (C-) foi tratado apenas com o veículo (DMSO 0,1%) 

usado para diluir a substância testada. Os resultados apontados são correspondentes a média ± S.E.M. *p<0,05 

em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla de Dunnet 

 
Figura 5: Viabilidade das células K562 após tratamento com MBH 9 
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Viabilidade celular determinada por coloração com azul de tripan em células K562 tratadas com o aduto MBH 9 

durante 24h (A), 48h (B) e 72h (C). O controle negativo (C-) foi tratado apenas com o veículo (DMSO 0,1%) 

usado para diluir a substância testada. Os resultados apontados são correspondentes a média ± S.E.M. *p<0,05 

em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla de Dunnet. 

 

 

 

3. Análise das alterações morfológicas 

 

A análise morfológica das células corrobora com os achados encontrados no Teste de 

Exclusão por Azul de Tripan, nesta, é possível observar que as lâminas de células K562 

coradas com a coloração May-Grunwald-Giemsa após o período de incubação de 24h já 

apresentou pontos de fragmentação nuclear evidentes nas concentrações de do MBH 6 e de 

12μM do MBH 9. 

É importante destacar que as células que apresentaram essa alteração também evidenciaram 

uma redução em seu volume e que essas alterações foram se intensificando com o passar do 

tempo tanto nas maiores quanto nas menores concentrações de ambos adutos testados 

enquanto que no controle negativo, nos três períodos de tempo avaliados, foi possível 

observar diversas células com o núcleo em intérfase em forma redonda conforme ilustrado 

pela Figura 6. 
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Figura 6: Alterações morfológicas das células K562 

 

 

 
Análise microscópica de células K562 coradas com May-Grunwald-Giemsa após 24h, 48h e 72h de incubação com o aduto. O controle negativo (C-) foi tratado com o 

veículo usado para diluir as substâncias (DMSO 0,1%). Doxorrubicina (DOX) 10μM foi utilizada como controle positivo. Setas: ↗ Fragmentação nuclear ⇡ Núcleo picnótico. 
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4. Avaliação do conteúdo de DNA das células tratadas com os MBHAs 

 
Nos ensaios realizados a partir da citometria de fluxo foi possível analisar a atividade 

citostática de MBHAs. Inicialmente, observou-se um aumento significativo (p<0,05) da 

fragmentação de DNA em todas as concentrações dos dois adutos testados, sendo o percentual 

de fragmentação cerca de 104% maior que o controle negativo na concentração de 8μM do 

aduto MBH 6 e um aumento de, aproximadamente, 95% nas células tratadas com 16μM do 

mesmo quando comparadas ao controle negativo. Já nas populações celulares tratadas com o 

aduto MBH 9, foi possível observar um aumento de 151% na concentração de 6μM e de 

143% na concentração de 12μM(Figura 7). 

 
 

Figura 7:Taxa de fragmentação de DNA em células K562 

As células foram incubadas com o aduto testado durante 24h e a fragmentação de DNA foi analisada por 

citometria de fluxo utilizando-se o iodeto de propídeo (PI). O controle negativo (C) foi tratado apenas com o 

veículo (DMSO 0,1%) usado para diluir a substância testada. Os resultados apontados são correspondentes a 

média ± S.E.M. *p<0,05 em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de comparação 

múltipla de Dunnet. Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. 

 
 

Através da análise do ciclo celular, não foi possível determinar a atuação direta dos adutos em 

alguma etapa específica do ciclo celular, no entanto, constatou-se a diminuição significativa 

da proliferação celular devido a diminuição significativa da população celular na fase S/G2/M 

nas concentrações de 8μM e de 16μM do aduto MBH 6 e de 9μM e 12μM do MBH 9 (Figura 

8). 
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Figura 8: Ciclo celular analisado por citometria de fluxo 

As células foram incubadas com o aduto testado durante 24h e o ciclo celular foi analisada por citometria de 

fluxo utilizando-se o iodeto de propídeo (PI). O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veículo (DMSO 

0,1%) usado para diluir a substância testada. Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. Os 

resultados apontados são correspondentes a média ± S.E.M. *p<0,05 em comparação com o controle negativo 

por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla de Dunnet. 

 

 
5. Avaliação da indução de apoptose 

 
Os ensaios de Western Blotting foram realizados com o intuito de avaliar a indução de 

apoptose, através dos níveis de proteínas anti-apoptóticas e pró-apoptóticas. Foi possível 

observar uma redução significativa (p<0,05) na concentração da Caspase-3 total nas amostras 

tratadas com o aduto MBH 9 e nas que foram tratadas com 16μM do MBH 6. Também foram 

avaliadas nesses ensaios duas proteínas da família Bcl-2 que desempenham um papel anti-

apoptótico: MCL-1 e BCL-XL, os resultados demonstram uma redução na concentração 

dessas moléculas nas amostras testadas com os dois adutos avaliados corroborando com a 

sugestão da indução de apoptose por parte deste MBHA (Figuras 9 e 10). 



64 
 

 

 

Figura 9: Relação entre a proteína alvo e a β-actina 
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As amostras analisadas em Western Blotting foram tratadas por 24h com os adutos MBH 6 e MBH 9 enquanto 

que o controle negativo (C-) foi tratado apenas com o veículo usado para diluir as substâncias (DMSO 1%). os 

dados quantificados são apresentados como a média ± S.E.M da razão dos valores densitométricos entre as 

proteínas Caspase-3, MCL-1 e BCL-XL e a β-actina 

 

 
Figura 10: Proteínas avaliadas na membrana de nitrocelulose 

 

 

 

 
Western Blot com 40μg de proteína das células K562 tratadas por 24h com os adutos testados. Utilizou-se os 

anticorpos anti-caspase 3, anti-MCL-1, anti-BCL-XL e anti-β-actina (controle de massa).. 

 

Discussão 

 
Já é bem descrito na literatura que compostos heterocíclicos apresentam-se como uma ampla 

fonte de substâncias biológica e farmacologicamente ativas, a isatina é um exemplo 

importante desses precursores, pois sabe-se que é uma unidade farmacofórica de dois 

fármacos aprovados clinicamente para o tratamento do câncer: sunitinib e fosfato de toceranib 

(KAKKAR et al, 2019). 

Assim como nesse trabalho, estudos anteriores já demonstraram atividade citotóxica de adutos 

de isatina provenientes da MBHR diante de células de leucemia promielocítica (HL60), de 

carcinoma de mama (MCF-7) e de leucemia mieloide crônica (K562), no entanto, quando 

comparados os resultados, os MBHAs testados no presente estudo se mostraram mais 

citotóxicos demonstrando uma CI50 de 3,9μM diante de células MCF-7, de 0,044μM em 

células HL60 e de 3,62μM em K562 do aduto mais ativo, MBH 9 enquanto que os descritos 

na literatura apresentaram CI50 de 61,1μM em MCF-7, de 7,8μM em HL60 e 43μM em K562 

(LIMA-JUNIOR, C. G. et al, 2016). 
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Entre os adutos aqui testados, observou-se através do ponto de relação entre a estrutura 

química e a atividade dos compostos (SAR) que, aqueles que apresentavam na sua estrutura a 

porção nitrila foram mais ativas enquanto que os que possuíam a porção carboximetiléster, 

foram menos citotóxicos diantes das linhagens tumorais avaliadas. 

A fragmentação nuclear é a principal característica da apoptose, sendo utilizada como um 

marcador da indução desse tipo de morte celular (MAJTNEROVÁ e ROUŠAR, 2018), aqui 

foi possível observar esse indicador aumentado a partir das primeiras 24h através da análise 

de alterações morfológicas a partir da coloração por May-Grunwald-Giemsa bem como 

através de ensaios em citometria de fluxo, sugerindo a indução de apoptose em linhagem 

tumoral K562, com destaque para o aduto MBH 9, que se demonstrou mais citotóxico. A 

indução de morte pode também ser respaldada pela diminuição da proliferação celular devido 

a redução da população nas fases S/G2/M, quando comparadas ao controle negativo, 

indicando uma menor síntese de DNA, menor preparo para o evento mitótico e, 

consequentemente, uma redução de células em mitose, no entanto, por não terem promovido 

nenhuma parada em uma etapa específica do ciclo celular, sugerimos que a atuação desses 

adutos seja através de outro mecanismo ainda desconhecido. 

Observou-se nas células submetidas ao tratamento com 6μM e 12μM do MBH 9 uma 

redução da caspase-3 total, bem como nas tratadas com 16μM do MBH 6 indicando sua 

clivagem. Sabe-se que para atuar na cascata apoptótica, esta proteína precisa ser clivada, no 

entanto, esse processo pode desempenhar um efeito anti ou pró-apoptótico (ZAMAREV, A, et 

al, 2017). De acordo com os resultados aqui obtidos, sugerimos que o efeito da clivagem da 

caspase-3 tenha culminado na ativação da apoptose, pois sabe-se que proteínas da família Bcl-

2 possuem um papel central no controle da via intrínseca da apoptose através de alterações 

no permeabilidade da membrana externa mitocondrial e liberação do citocromo C, bem como 

já é descrito que proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 apresentam-se em maiores 

concentrações em diversos tipos de câncer, bem como que a super expressão dessas moléculas 

contribui tanto para o surgimento quanto para a progressão do tumor (HATA et. al, 2015). 

Estudos anteriores demonstraram que na leucemia mieloide crônica, a inibição de BCL-XL e 

de MCL-1, a partir de inibidores de tirosina quinase, culminou em um aumento de sobrevida 

em modelos murinos (BATHIA, R, 2017), como nossos resultados demonstraram 
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uma redução significativa dessas proteínas nas células K562 tratadas com os adutos aqui 

testados, se faz possível sugerir o papel promissor destes derivados na terapia antileucêmica. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

MBHAs derivados da isatina se mostraram citotóxicos diante de seis linhagens tumorais. 

Diante da linhagem K562, os adutos MBH 6 e 9, foram os mais seletivos e, dentre estes, 

observou-se que a atividade do MBH 9 é mais tempo-dependente quando comparada ao MBH 

6, no entanto, este aduto é mais eficiente na indução de apoptose nas primeiras 24h. 
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ANEXO I - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA 

EM PESSOAS (CEP-UFPE) 
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