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RESUMO 

 

Dentre os tumores cerebrais primários, o glioblastoma (GBM) é o mais comum, 
apresentando alta taxa de mortalidade e morbidade. O tratamento convencional 
desses tumores tem surtido pouco efeito, com alta taxa de recorrência e progressão 
da doença.  Neste trabalho, buscou-se aprimorar o conhecimento sobre a biologia 
destes tumores e, utilizando polifenóis amplamente distribuídos na natureza, 
procurar novas formas de terapia. Nesta tese demonstrou-se que o tratamento com 
resveratrol e quercetina diminuíram o número de células de maneira tempo e dose 
dependente em linhagens de GBM humano (U87 e U138), de camundongo (GL261) 
e de rato (C6), sendo a última a mais sensível e a utilizada neste trabalho. Esse 
efeito foi observado apenas em linhagens tumorais, não ocorrendo em cultura 

primária de astrócitos. Resveratrol em altas doses (50 M) induziu apoptose, 
necrose e parada no ciclo celular. Agudamente, o tratamento com doses baixas de 

resvetraol (10 M) mais quercetina (25 M) – 24 a 72 h - induziu apoptose, enquanto 
cronicamente – 12 dias – induziu senescência celular. Esses efeitos não ocorreram 
quando esses compostos foram utilizados isoladamente. Até então, a indução de 
senescência pela combinação destes compostos não tinha sido demonstrada. Como 
provável mecanismo de ação demonstrou-se que o tratamento combinado destes 
polifenóis induziu senescência através da indução de quebra dupla de DNA e 
ativação da via da p53. O tratamento com as drogas isoladas não induziu dano ao 
DNA. A partir de então, investigou-se o efeito destes compostos em um modelo in 
vivo de implante de gliomas em ratos. Inesperadamente, a quercetina (50 mg/kg/dia 
intraperitoneal (i.p.)) induziu aumento do volume tumoral, o que não foi observado 
com o resveratrol (30 mg/kg/dia i.p.) e com a combinação de resveratrol mais 
quercetina. Para explicar este efeito prevalente do resveratrol nós elaboramos as 
seguintes hipóteses: 1. necrose/angiogênese: por diminuir a necrose o resveratrol 
pode ter diminuido a angiogênese, que pode ter sido aumentada pela quercetina;  2. 
Modulação do sistema imunológico: a quercetina foi capaz de imunussuprimir os 
animais (por diminuir a proliferação das células T-periféricas após estimulação por 
fitohemaglutinina e concanavalina A) e a combinação de resveratrol mais quercetina 
aumentou a estimulação das células T periféricas. Hipoteticamente, atribuiu-se a 
divergência entre o efeito antitumoral in vitro e in vivo à ausência de senescência 
neste último, o que pode ser indicado pela ausência da diminuição do índice 
mitótico. Além disso, o estresse da cultura, um fator indutor de senescência celular, 
é perdido no modelo in vivo. Com base nos resultados aqui apresentados concluí-se 
que o resveratrol e a quercetina possuem um potencial antitumoral em gliomas in 
vitro que precisa de estudos mais aprofundados in vivo para melhorar o 
conhecimento dos efeitos exercidos por estes afim de se estabelecer uma dose 
segura para o tratamento dessa e de outras doenças para as quais essas moléculas 
possam vir a ser utilizadas. 
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ABSTRACT 

Glioblastoma (GBM) is the most common primary brain tumor, with high 
mortality and morbidity. The conventional treatment of these tumors has little effect, 
with high recurrence and progression of the disease. In this work, we set out to better 
understand the biology of these tumors, looking for new treatment approaches, and, 
by using polyphenols widely spread on nature, seek for new forms of therapy. In this 
thesis we demonstrated that the resveratrol and quercetin treatment decreased the 
cell number in a time and dose dependent manner in GBM cell lines from human 
(U87 and U138), mouse (GL261) and rat (C6) being the last the most sensitive and 
therefore the cell line used in this work. This effect was not observed in primary 

astrocyte cell culture. Higher doses of resveratrol (50 M) induced apoptosis, 
necrosis and cell cycle arrest. Acutely, the treatment of lower doses of resveratrol (10 

M) plus quercetin (25 M) – 24 to 72 h - induced apoptosis while chronically – 12 
days – this treatment induced cell senescence. These effects did not occur when the 
compounds were utilized alone. Until now, the induction of senescence by the 
combination of these compounds had not been demonstrated. As a probable 
mechanism of action it was showed that the cotreatment of these polyphenols 
induced senescence through inducing DNA damage by generating DNA double 
strand breaks and activating the p53 pathway. The treatment with the drugs alone did 
not induce DNA damage. These findings lead us to investigate the effect of these 
compounds in an in vivo rat glioma experimental model. Unexpectedly, quercetin (50 
mg/kg/day) induced an increase in the tumor volume, which was not observed for 
resveratrol (30 mg/kg/dia) and the combination of the resveratrol plus quercetin. To 
explain this prevalent effect of resveratrol it was elaborated the following hypotheses: 
1. necrosis/angiogenesis: by decreasing the necrosis, resveratrol can diminish the 
angiogenesis, that can be increased by quercetin; 2. modulation of immunological 
system: quercetin was able to imunossupress the animals (by diminishing the 
peripherical T-cells proliferation upon phytohemmaglutinin and concanavalin A 
stimulation) and the combination of resveratrol plus quercetin increased the 
peripherical T-cell proliferation. Hypothetically, the divergence between the in vitro 
and in vivo antitumoral effect was attributed to the absence of senescence induction 
in the latter that can be indicated by the lack of mitotic index decrease. Besides, the 
culture stress, a senescence inductor factor, is lost in the in vivo model. Based in the 
results presented here, we concluded that resveratrol and quercetin have a potential 
antitumoral effect in GBM in vitro and this potential needs more in vivo studies to 
better harvest this potential and to establish a safe concentration to treat this and 
other diseases in which these compounds could be used. 
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APRESENTAÇÃO 

Esta tese está organizada em seções dispostas da seguinte maneira: 

Introdução; Desenvolvimento - artigo científico publicado e artigos a serem 

submetidos; Discussão; Conclusões; Perspectiva; Referências Bibliográficas e 

Anexos. 

A Introdução apresenta o embasamento teórico que nos levou a formular a 

proposta do trabalho e os objetivos gerais e específicos desta tese.  

Os materiais, métodos, resultados e as referências específicas de cada artigo 

encontram-se no corpo de cada trabalho, os quais estão apresentados na forma de 

artigos científicos denominados capítulos 1, 2 e 3 da seção de Desenvolvimento. 

A seção Discussão contém uma interpretação geral e uma análise global dos 

resultados obtidos nos diferentes trabalhos, bem como a formulação das novas 

hipóteses que surgiram com este trabalho. 

A seção Conclusões aborda as principais conclusões obtidas neste trabalho. 

A seção Perspectivas suscita as novas idéias propostas para testar as novas 

hipóteses que as conclusões geraram. 

A seção Referências Bibliográficas cita as referências utilizadas na seção 

introdução e discussão. 

Na seção Anexo encontra-se o Curriculum Vitae modelo padrão lattes/CNPq 

da autora deste trabalho. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Gliomas 

1.1.1 Epidemiologia 

 

Gliomas são os tumores primários mais comuns do sistema nervoso central, 

correspondendo a 70 % de todos os tumores cerebrais primários. O mais comum e 

maligno de todos os gliomas é o glioblastoma (GBM - glioma de grau IV, segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS)). A incidência anual de gliomas malignos é 

aproximadamente 7 casos para cada 100 mil pessoas. A cada ano, mais de 20 mil 

novos casos são diagnosticados nos Estados Unidos (OHGAKI et al., 2004; OHGAKI 

E KLEIHUES, 2005; LOUIS et al., 2007). Embora relativamente incomuns, os 

gliomas malignos apresentam alta taxa de morbidade e mortalidade, apresentando 

uma sobrevida média de apenas 12 a 15 meses para pacientes com GBM e 2 a 5 

anos para pacientes com glioma anaplásico (WEN E KESARI, 2008). 

Em consonância com o observado em outros países do mundo, os registros de 

câncer no Brasil revelam um aumento das taxas dos tumores malignos de cérebro. 

As taxas de mortalidade por esta doença, ajustadas por idade pela população 

mundial, cresceram de 5,85/100 mil pessoas/ano em 1975 para 6,4/100mil 

pessoas/ano nos Estados Unidos (CBTRUS, 2009) e no Brasil, passou de 2,24/100 

mil em 1970 para 3,35/100 mil em 1998, correspondendo a um aumento de 50 % 

(MONTEIRO E KOIFMAN, 2003). A incidência do tumor é maior em homens do que 

em mulheres (7,45 versus 5,17/100 mil pessoas/ano) e o risco de desenvolver este 

câncer durante a vida é de 0,65 % para homens e 0,5 % para mulheres (CBTRUS, 

2009). A incidência de GBM em caucasóides é aproximadamente o dobro da de 

negróides (CBTRUS, 2009) e maior do que asiáticos (KURATSU et al., 2001), dado 

válido também para crianças (STILLER E NECTOUX, 1994). Segundo estudo 

realizado por Monteiro e Koifman (2003), o óbito por câncer de cérebro corresponde 

a 4,4 % do total de mortes por câncer no Brasil, tendo maior prevalência em 

indivíduos acima dos 65 anos. 

Alguns autores (PRESTON-MARTIN, 1996; LEGLER et al., 1999), 

consideraram a tendência ascendente das taxas de incidência de tumores de 

cérebro um artefato relacionado à introdução de técnicas diagnósticas mais precisas 

e menos invasivas (tomografia computadorizada de crânio e ressonância 
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magnética), ao aumento dos registros, à ampliação do acesso à atenção médica 

para as várias camadas da população, à modificação na composição etária 

populacional levando a um aumento da população idosa. Outros autores sugerem 

uma forte participação de fatores genéticos, hormonais e ambientais (BOHNEN E 

KURLAND, 1995). Condições relacionadas com os antecedentes patológicos 

pessoais como traumatismo craniano, epilepsia, viroses e outras infecções, padrão 

de dieta, contato com animais, exposição domiciliar a pesticidas e exposição à 

radiação eletromagnética (ionizante e não ionizante), têm sido associadas ao 

aumento do risco para câncer de cérebro (PRESTON-MARTIN, 1996). A exposição 

ocupacional a derivados do petróleo, a produção de borracha e agroquímicos 

também tem sido relacionada a um maior risco de desenvolvimento da doença 

(BREM et al., 1995; INSKIP et al., 1995). 

Outro problema relacionado aos gliomas são os gastos anuais diretos e 

indiretos com os pacientes, que nos Estados Unidos podem chegar a 104 bilhões de 

dólares (TURINI E RADAELLI, 2001). Apesar disso, este tumor permanece 

incurável, e, mesmo lançando mão dos tratamentos atualmente disponíveis, (cirurgia 

e/ou quimioterapia e/ou radioterapia) a sobrevida média ainda é baixa e a 

porcentagem de pacientes que sobrevivem mais de 5 anos é de apenas 3 a 10 % 

(STUPP et al., 2009). Outro fator importante de mencionar é que a qualidade de vida 

destes pacientes desde o diagnóstico até o óbito é extremamente prejudicada. O 

paciente pode apresentar ataques epiléticos, perda da audição ou visão, fraqueza, 

comprometimento motor, dificuldades para falar ou caminhar e alterações de 

personalidade e raciocínio (TURINI E RADAELLI, 2001).  Muitos pacientes com 

glioma vêm a óbito devido à progressão local da doença ou de outras complicações 

associadas, como trombose e embolia pulmonar (PYTEL E LUKAS, 2009). 

Metástases sistêmicas destes tumores são extremamente raras (TEMPLETON et al., 

2008). 

1.1.2 Patologia e Etiologia 

Gliomas são histologicamente heterogêneos e invasivos e são classificados de 

acordo com os critérios estabelecidos pela OMS, que os dividem em 4 graus de 

malignidade baseado nas características histopatológicas e no prognóstico destes 

(KLEIHUES et al., 2000; LOUIS, et al., 2007). Gliomas de grau I, conhecidos como 
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astrocitoma pilocítico, são geralmente benignos, podendo ser curados por cirurgia; 

gliomas de grau II, ou astrocitoma difuso, possuem baixo grau de malignidade, mas 

dificilmente são curáveis por cirurgia, tendo uma sobrevida média de 10 a 15 anos; 

gliomas de grau III, astrocitoma anaplásico, são malignos e levam à morte em até 5 

anos; glioma de grau IV, conhecido como GBM, possui alto grau de malignidade, 

sendo letal dentro de 12 a 15 meses. Setenta por cento dos tumores de grau II 

transformam-se em grau III ou IV em 5 a 10 anos (HOLLAND, 2001a). 

Os astrocitomas anaplásicos são caracterizados por celularidade aumentada, 

atipia nuclear e alta atividade mitótica. Os GBMs contêm áreas proeminentes de 

proliferação microvascular, necrose ou ambos. Variantes pouco comuns de GBMs 

incluem gliosarcomas, que contêm elementos sarcomatosos; GBM de células 

gigantes, que possuem células gigantes multinucleadas; GBM de pequenas células, 

que são associados com amplificação do receptor de fator de crescimento epidermal 

(EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor) e GBM com aspecto oligodendroglial, 

que são associados ao melhor prognóstico dentro dos GBMs (LOUIS et al., 2007). 

GBMs primários e secundários são subtipos distintos de doenças, afetando 

pacientes de diferentes idades e se desenvolvendo através de diferentes 

mecanismos (KLEIHUES et al., 2007). A maioria dos casos (aproximadamente 90 %) 

são GBMs primários, que se desenvolvem rapidamente de novo, sem evidências 

clínicas ou histológicas de lesões malignas precursoras e acometem principalmente 

indivíduos idosos. GBMs secundários desenvolvem-se através da progressão de um 

glioma de baixo grau, como astrocitoma difuso ou astrocitoma anaplásico e se 

manifestam em indivíduos mais jovens (KLEIHUES et al., 2007). Detalhes gerais que 

caracterizam a maioria dos glioma estão ilustrados na figura 1.  
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Figura 1- Aberrações genéticas e cromossômicas envolvidas na gênese dos GBMs. SE – 
Superexpresso, amp – amplificado, mut – mutado. PTEN - Proteína homóloga fosfatase/tensina 
deletada do cromossomo 10 (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10); 
PDGFR – Receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor 
receptor); CDK- cinase dependente de ciclina (Cyclin-dependent Kinase); RB- Retinoblastoma; MDM - 
Murine Double Minute; LOH – perda da heterozigosidase (loss of heterozigozity); Bcl2L 12 – Bcl2 like 
12. Adaptado de FURNARI et al., 2007.  

 

A origem celular dos GBMs primários ainda é motivo de controvérsia. Estudos 

mais antigos propõem uma origem através de uma célula glial madura, já 

diferenciada, que adquiriria características de célula tronco através de sucessivas 

mutações, transformando-se em um tumor. Esta hipótese advém do fato de que 

muitos gliomas possuem similaridades morfológicas e compartilham alguns 

marcadores específicos com astrócitos, como a proteína glial fibrilar ácida, S100B, 

etc. (VAN MEIER, 2009). Além disso, estas células seriam as únicas com 

capacidade proliferativa no cérebro adulto. Porém, com a descoberta das células 

tronco cerebrais, no início da década de 90 (REYNOLDS E WEISS, 1992; LOIS E 

ALVAREZ-BUYLLA, 1993), e com a descoberta de que algumas células de leucemia 

se originavam de células tronco (BONNET E DICK, 1997), surgiu a hipótese de que 

as células tumorais cerebrais se originariam de células tronco indiferenciadas que, 

ao sofrerem alterações genéticas, derivariam células tumorais (PARDAL et al., 

2003). Essa hipótese foi reforçada após a observação de que células tumorais que 

expressam um marcador de células tronco (CD133) possuem uma capacidade 
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aumentada de originar tumores quando implantadas em cérebro de camundongo 

(SINGH et al., 2004b). Além disso, muitos gliomas possuem similaridades com 

outros tipos de células gliais, apresentando, muitas vezes dentro do mesmo tumor, 

características de astrócitos e oligodendrócitos (HOLLAND, 2001b). Ambas as 

hipóteses são aceitas, porém a da origem através de células tronco tumorais tem 

ganhando força conforme o surgimento de novas evidências (SINGH et al., 2004a).  

 

1.1.3 Tratamento 

 

O tratamento para GBM recém diagnosticado consiste em ressecção cirúrgica 

máxima seguida de radioterapia e tratamento concomitante com o adjuvante 

temozolamida (TMZ). Outro adjuvante utilizado é a carmustina em cápsulas de 

biopolímeros implantadas diretamente na cavidade criada pela ressecção cirúrgica. 

Ao se dissolver lentamente, a cápsula vai liberando a carmustina diretamente no 

local onde havia a lesão (este medicamento é conhecido comercialmente como 

GLIADEL®Wafer, WESTPHAL et al., 2003; GLIADEL, 2010). GBMs recorrentes são 

reoperados e tratados com carmustina (GLIADEL) ou outros quimioterápicos 

convencionais (iomustina, procarbazina, carboplatina, irinotecan, etoposídeo), 

bevacizumab mais irinotecan e/ou terapias experimentais (revisado em 

SATHORNSUMETEE et al., 2007). 

Com o avanço sobre o conhecimento da biologia dos gliomas, novos 

tratamentos têm sido propostos e testados, dentre eles terapia antiangiogência (com 

anticorpos monoclonais anti-VEGF - fator de crescimento vascular endotelial - 

vascular endothelial growth factor), pequenas moléculas inibidoras de tirosina 

cinase, anticorpos, RNA interferente e terapia gênica. Porém, muito ainda precisa 

ser feito para compreender melhor as características moleculares desta doença, a 

fim de aumentar a sobrevida destes pacientes ou até mesmo curá-los (YAMANAKA 

E SAYA 2009). 

 

1.1.4 Principais Alterações Genéticas 

 

Um estudo recente realizado pelo Cancer Genome Atlas Research Network 

(2008) mapeou as alterações genéticas dos gliomas e as separou em 3 grupos 

principais: alterações nas vias de sinalização mediada por receptores de tirosina 
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cinase (RTK – receptor of tirosine kinase), alterações na via da p53 e na via da 

proteína supressora de tumor RB, conforme ilustra a figura 2. 

 

Figura 2 – Frequentes alterações em 3 vias de sinalização críticas em GBMs. a-c: Alterações nas 
sequências primárias e mudanças significantes no número de cópia dos componentes das vias de 
sinalização RTK, RAS/PI3K (fosfatidilinositol 3 cinase – phosphoinositide 3 kinase)(a), p53(b) e RB(c). 
Vermelho indica alterações genéticas ativadoras, com genes frequentemente alterados em vermelho 
mais intenso. Azul indica alterações inativadoras, com azul escuro correspondendo a maior 
porcentagem de alteração. CCND2 – ciclina D2; NF1- neurofibromatose 1 (neurofibromatosis 1); 
FOXO - forkhead box-containing protein O; ERBB2 - homólogo 2 do oncogene viral da leucemia 
eritroblástica (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2); MET - fator de transição 
mesenquimal-epitelial, (mesenchymal-epithelial transition factor); AKT - Homóloga Celular ao 
Oncogene Viral v-AKT (Também conhecida como PKB - Proteína cinase B). Adaptado de CANCER 
GENOME ATLAS, 2008. 

 
1.1.4.1 Alterações na Via de Sinalização Mediada por RTK 

 

RTK são uma família de proteínas transmembrana que exibem grande 

diversidade nas regiões extracelulares, entretanto compartilham um domínio tirosina 

cinase intracelular bastante conservado (ROBINSON et al., 2000). A sinalização 

intracelular é disparada pela oligomerização e ativação do domínio tirosina cinase e 

a subsequente fosforilação de múltiplos substratos que, por sua vez, recrutam 
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proteínas de associação, levando à ativação de Ras, PI3K, entre outros. Estas vias 

podem levar à diferenciação e ao crescimento celular (SCHLESSINGER, 2000). 

Estes receptores representam a maior classe de protooncogenes envolvidos na 

progressão e na metástase de células cancerosas (ULLRICH E SCHLESSINGER, 

1990). Por esta razão, vários RTK são intensamente estudados na busca de alvos 

para intervenção terapêutica (ZWICK et al., 2001). 

Dentre os diferentes tipos de RTK, os EGFR, PDGFRA, MET, ERRB2, são 

encontrados alterados em gliomas. A amplificação do EGFR ocorre em 

aproximadamente 40 % dos GBMs primários (OHGAKI et al., 2004; CANCER 

GENOME ATLAS, 2008) e raramente nos secundários (OHGAKI et al., 2004), o 

ERBB2 (8 %), PDGFRA (13 %), e MET (4 %) estão alterados em GBMs (CANCER 

GENOME ATLAS, 2008).  

Receptores de fatores de crescimento, tais como EGFR e outros citados acima, 

tornam-se ativados quando o ligante (exemplo EGF ou TGF – fator de crescimento 

tumoral - tumor growth factor) liga-se ao receptor e este recruta a PI3K para a 

membrana. PI3K fosforila e ativa alvos como a proteína AKT e a proteína alvo de 

rapamicina de mamífero (mTOR - mammalian target of rapamycin) que resultam em 

proliferação e sobrevivência. A PTEN que geralmente atua como supressor tumoral 

inibindo a sinalização mediada por PI3K por defosforilar o fosfatidilinositol 3,4,5-

trifosfato (PIP3 - phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate), pode também estar 

associada a gliomagênese devido à perda de função originada por mutações 

(CANTLEY E NEEL, 1999). A PTEN está mutada em 15 a 40 % dos GBMs e quase 

exclusivamente em GBMs primários (DUERR et al., 1998; OHGAKI et al., 2004).  

Mutações ou deleções homozigotas no supressor tumoral NF1 são 

encontradas em 23 % dos GBMs. O silenciamento do NF1 pode ativar a via da Ras, 

que causa proliferação celular descontrolada. Mutações do complexo da PI3K 

causando a expressão constitutiva desta são registradas em 15 % das amostras de 

GBMs (CANCER GENOME ATLAS, 2008). 

 

1.1.4.2 A Via do Supressor Tumoral p53 

 

O supressor tumoral p53 é um fator de transcrição com uma alta atividade 

antitumoral que é controlada por seu regulador negativo MDM2 através de um 

mecanismo de retroalimentação. O produto do oncogene MDM2 é uma ubiquitina 
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ligase que está superexpressa em muitos tumores. Ele liga em p53 e inibe sua 

função por modular sua atividade transcricional e promover sua degradação. O gene 

p14ARF codifica uma proteína que liga diretamente em MDM2 e inibe a degradação 

de p53 (KAMIJO et al., 1998; POMERANTZ et al., 1998). 

Mutações no gene da p53 são as primeiras alterações genéticas detectáveis 

em dois terços dos astrocitomas difusos. Esta freqüência é similar em astrocitoma 

anaplásico e em GBMs secundários, derivados dos antecessores. Mutação no gene 

da p53 também ocorre como um evento em GBMs primários (CANCER GENOME 

ATLAS, 2008). Mutações ou deleções homozigotas do gene da p53 foram 

encontradas em 35 % dos casos em um estudo de coorte consistindo 

predominantemente de GBMs primários.  Amplificação de MDM2 está presente em 

14 % dos GBMs (CANCER GENOME ATLAS, 2008) e exclusivamente em GBMs 

primários sem a mutação no gene de p53 (REIFENBERGER et al., 1993). A perda 

da expressão de p14ARF é observada frequentemente em GBMs (76 %), e está 

correlacionada com deleção homozigota ou metilação do promotor do gene p14ARF 

(NAKAMURA et al., 2001) sendo a última mais freqüente em GBM secundário do 

que em primário (NAKAMURA et al., 2001). 

 

1.1.4.3 A Via da Proteína RB 

 

RB controla a progressão no ciclo celular através da passagem da fase G1 

para a fase S. O complexo CDK4/ciclina-D1 fosforila RB, induzindo a liberação do 

fator de transcrição E2F, que ativa genes envolvidos nesta transição (SHERR E 

ROBERTS, 1999). p16INK4a liga a CDK4, inibindo o complexo CDK4/ciclina D1, 

inibindo assim a progressão de G1 para S. Dessa forma, a perda da função normal 

de RB pode resultar da expressão alterada dos genes de p16INK4a e CDK4, bem 

como a perda da própria proteína através de alterações no seu próprio gene. A via 

da p16INK4a/RB parece ser uma via importante tanto em GBM primário quanto em 

secundário. Deleção homozigota de p16INK4a foi mais freqüente em GBM primário do 

que em secundário (NAKAMURA et al., 2001), mas não houve diferença significativa 

na freqüência total das alterações de p16INK4a (como deleção  ou metilação do 

promotor) (NAKAMURA et al., 2001). Amplificação do gene CDK4 foi visto em 18 % 

e deleção homozigota ou mutação no gene RB foi vista em 11 % (CANCER 

GENOME ATLAS, 2008). 
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1.1.5 Linhagens tumorais 

 

Historicamente, uma das principais dificuldades para descobrir novas drogas 

para o tratamento de câncer e predizer sua atividade clínica é a falta de um modelo 

em laboratório que recapitule a total complexidade da doença. No entanto, linhagens 

celulares derivadas de tumores têm sido amplamente utilizadas para estudo da 

biologia tumoral bem como para avaliação de potenciais agentes candidatos a 

quimioterápicos. Embora células cultivadas às vezes possuam propriedades 

distintas daquelas que as originaram, recentes tecnologias que facilitam a análise 

em paralelo de diversas linhagens juntamente com a análise genômica, que define 

as características genéticas de cada uma, tem tornado essa ferramenta de estudo 

bastante eficaz na investigação de novas drogas bem como na predição de 

biomarcadores moleculares (SHARMA et al., 2010). 

O desenvolvimento de linhagens celulares comerciais tem como principal 

vantagem o fato de constituírem uma fonte quase inesgotável de amostras celulares 

com relativa uniformidade de características biológicas. Outra vantagem deste 

modelo é que estas linhagens são capazes de formar tumores quando implantadas 

em animais, permitindo um melhor entendimento acerca da patofisiologia do tumor in 

vivo, isto é, o estudo das interações com o microambiente tumoral, invasão ao tecido 

circundante, metástases, entre outros. Além disso, este modelo permite um melhor 

estudo a respeito de drogas com potenciais quimioterápicos (SHARMA et al., 2010). 

No estudo de gliomas, o desenvolvimento de linhagens celulares a partir de 

gliomas humanos ou de animais trouxe grandes avanços a respeito da compreensão 

destes tumores. Cada linhagem possui características moleculares distintas, 

permitindo um estudo mais detalhado de cada componete no processo tumoral. As 

diferentes linhagens utilizadas nesta tese bem como algumas de suas principais 

características moleculares estão ilustradas na tabela 1. 
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Tabela 1: Estado dos genes TP53, PTEN, p16/CDKN2A, p14ARF ou p19ARF em diferentes 
linhagens de GBMs. 

                Gene    

Linhagem 
TP53 PTEN p16/CDKN2A 

p14ARF(humanos)ou 

p19ARF (roedores) 

U87-MGh Selvagem1 Mutada1 Deletada1 Deletada1 

U138-MGh Mutado1 Mutada1 Deletada1 Deletada1 

U251-MGh Mutado1 Mutada1 Deletada1 Deletada1 

C6r Selvagem2 Selvagem3 Deletada4 Deletada4 

GL261c Mutado5 Deletada3 ND ND 

ND – Não Disponível; h - proveniente de humanos; r - proveniente de rato; c - proveniente de 
camundongo. Fonte: 1 – ISHII et al., 1999; 2 - STOCKMANN-JUVALA et al., 2006; 3 - LEDUR, 2006; 
4 - SCHLEGEL et al., 1999; 5 – SZATMÁRI et al., 2006. 
 

 

1.2 Resveratrol (3,5,4´-trihidroxiestilbeno) 

 

1.2.1 A Molécula 

 

A palavra resveratrol tem origem latina, onde ―Res‖ significa ―que veio de‖, 

―veratrum‖ designa a planta onde foi primeiramente descoberta e ―ol‖ indica a 

presença do grupamento álcool na sua estrutura. O resveratrol foi detectado em 

mais de 70 espécies de plantas, compreendidas em 32 gêneros (revisado em 

AGGARWAL et al., 2004). Alguns exemplos estão mostrados na figura 3, tais como 

uvas (50 - 100 mg/g), vinho tinto (8,7 - 30,7 M), frutas  vermelhas, amendoim, 

nozes, entre outras  (CARERI et al., 2003 ). 
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Figura 3.  Estrutura e fontes do resveratrol. Fonte: HARIKUMAR E AGGARWAL, 2008. 

O resveratrol, como o nome refere, foi primeiro isolado da raiz da planta 

Veratrum grandifolorum O.Loes, em 1940 (TAKAOKA) e, quase vinte anos mais 

tarde, da raiz de uma planta tradicional da cultura chinesa e japonesa Ko-jo-kon 

(Polygonum cuspidatum) por Nonomura e col. (1963). Esta planta era usada na 

medicina tradicional asiática para tratar dermatite supurativa, gonorréia e 

dislipidemia (SOLEAS et al., 1997). 

O resveratrol é sintetizado nas plantas em resposta a estresses ambientais, 

tais como radiação UV e ataque de fungos, sendo assim classificado como uma 

fitoalexina (LANGCAKE E PRYCE, 1976). Por definição, fitoalexina é um produto do 

metabolismo secundário da planta, ou seja, não é essencial para os processos 

metabólicos básicos, e é sintetizado de novo, no momento em que a planta 

necessita se defender das condições ambientais adversas (KUC, 1995). No caso 

das uvas, o resveratrol é produzido quando esta é infestada pelo fungo Botrytis 
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cinera. Esta produção ocorre na epiderme da folha e na casca do fruto, não sendo 

sintetizado na parte carnosa (CREASY E COFFEE, 1988). 

O resveratrol pertence à classe dos estilbenos. A estrutura da molécula 

consiste em dois anéis fenólicos unidos por uma ligação dupla, que permite uma 

orientação cis e trans (figura 3), sendo a forma trans mais estável e biodisponível. O 

precursor do resveratrol é a fenilalanina e a enzima estilbeno sintase catalisa a 

conversão desta em resveratrol (JEANDET et al., 2002). Muitos pesquisadores estão 

tentando transferir o gene da estilbeno sintase para outras plantas a fim de melhorar 

a tolerância a fitopatógenos e aprimorar a qualidade nutricional dos alimentos. A 

transferência deste gene e a detecção do produto resveratrol foram realizadas com 

sucesso em tabaco, arroz, maçã, trigo, entre outros (revisado em DELAUNOIS et al., 

2009).  

 

1.2.2 Resveratrol e a Saúde Humana 

 

Embora a descoberta do resveratrol tenha ocorrido na década de 40, foi 

apenas nos anos 90 que se iniciaram os primeiros estudos mostrando os efeitos 

benéficos do resveratrol à saúde humana, quando foi atribuído a ele, ao menos em 

parte, alguns dos efeitos do ―Paradoxo Francês‖ (KOPP, 1998). Este paradoxo 

resultou da observação de que a mortalidade por doenças cardiovasculares era 

relativamente baixa na França, apesar do alto consumo de gorduras saturadas. A 

única correlação encontrada foi o maior consumo moderado de vinho tinto (2-3 

copos/dia). Como o resveratrol está presente no vinho tinto e o consumo desta 

bebida protege contra doenças cardiovasculares (RENAUD et al., 1998) foi 

hipotetizado que o resveratrol seria o responsável por estes efeitos, mesmo 

considerando que o vinho contém diversos outros polifenóis (quercetina, 

catequinas), taninos e álcool, que também poderiam contribuir para este efeito. 

Desde então, dezenas de trabalhos são publicados anualmente mostrando que 

o resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressão de diversas doenças, incluindo 

câncer (JANG et al., 1997), doenças cardiovasculares (BRADAMANTE et al., 2004) 

e neurodegenerativas (JANG E SURH, 2003; ZAMIN et al., 2006). Foi demonstrado 

também que o resveratrol pode mimetizar os efeitos da restrição calórica e prevenir 

diversos processos do envelhecimento, aumentando a longevidade (BAUR et al., 

2006). 
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1.2.3 Farmacocinética e Toxicologia 

 

Um estudo sobre biodisponibilidade do resveratrol em humanos foi realizado 

por Walle e col. (2004). Neste estudo, 5 e 6 indivíduos saudáveis receberam 

resveratrol marcado (14C) por via oral (25 mg) ou intravenosa (i.v. - 0,2 mg). A 

medida da radioatividade total nestes indivíduos demonstrou uma alta absorção 

(aproximadamente 70 %) após administração via oral, neste caso sem distinguir o 

resveratrol de seus metabólitos. Muita da radioatividade foi observada na urina (53,4 

- 84,9 % e 42,3 - 83,2 % após administração oral e i.v., respectivamente) e nas fezes 

(0.3 - 38,1 % via oral e 0,6 - 22,7 % via i.v.). A máxima concentração observada no 

plasma após 1 h de administração via oral foi aproximadamente 22 nM, com um 

segundo pico após 6 h. Na via i.v. a concentração de resveratrol no plasma foi de 36 

- 45 nM e não houve um segundo pico. Após administração i.v., o resveratrol foi 

distribuído por todo organismo, e provavelmente absorvido pelos tecidos antes de 

chegar à circulação enterohepática. A meia vida da radioatividade total encontrada 

no plasma foi de 10 h, para ambas as vias de administração. 

Por ser lipossolúvel, o resveratrol consegue atravessar a barreira 

hematoencefálica e atingir o cérebro. Em um estudo realizado com ratos tratados via 

oral com 20 mg/kg de resveratrol, a concentração encontrada no cérebro após 10  

minutos foi de 0.11 nmol/g (ASENSI et al., 2002), ou seja, 0,46 nM (considerando a 

densidade do tecido cerebral de 1,04 g/mL (CARROLL et al., 2002)). 

O resveratrol é glicuronado no fígado e sulfatado tanto no fígado quanto no 

duodeno. Os principais derivados do resveratrol são trans-resveratrol-3-O-

glicuronídeo, trans-resveratrol-4´-O-glicuronídeo, e trans-resveratrol-3-O-sulfato (YU 

et al., 2002). Análise cinética da transformação do resveratrol sugere que, no fígado, 

a glicuronidação é favorecida sobre a sulfatação, com velocidades similares de 

reação. A absorção do resveratrol se dá basicamente no intestino (figura 4). 
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 Figura 4. Vias de absorção, transporte, metabolismo e excreção do resveratrol. GLCRES, 

resveratrol-3-O--glicosídeo; SULRES, resveratrol-3-sulfato; GLURES, resveratrol-3-O--glicuronídeo. 
Adaptado de SIGNORELI, 2005. 

 
Crowell e col. (2004) realizaram um estudo toxicológico em ratos, 

administrando 0,3, 1 e 3 g/kg/dia de trans-resveratrol (doses equivalentes a 21, 70 e 

210 g/dia em um humano de 70 kg) por gavagem durante 4 semanas.  Apenas 2 dos 

40 ratos que receberam a dose maior morreram. Muitos efeitos adversos associados 

a nefrotoxicidade foram encontrados com a dose maior. Nenhum efeito adverso em 

humanos foi encontrado após o consumo de 5 g/70 kg e uma única dose em 104 

pacientes (BOOCOCK et al., 2007). 

 

1.2.4 Alvos Moleculares 

 

A diversidade dos efeitos biológicos observados para o resveratrol consiste na 

capacidade deste afetar diversos alvos moleculares. Estes alvos podem ser 

divididos em duas categorias: aqueles modulados por interação física direta com o 
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resveratrol (figura 5) e aqueles modulados indiretamente, através da mudança nos 

níveis de expressão de diversos genes (figura 6). Estudos demonstram que o 

resveratrol pode interagir diretamente com a proteína cinase C (PKC – protein 

kinase C), aromatase, integrinas, proteína de resistência a múltiplas drogas 1, 

albumina, DNA topoisomerase II, lipoproteínas plasmáticas, ácidos nucléicos, DNA 

polimerase  e , entre outras (revisado em HARIKUMAR E AGGARWAL, 2008). 

Em muitos casos a interação do resveratrol com estas proteínas leva à inativação da 

molécula. 

 

Figura 5. Moléculas com as quais o resveratrol se liga diretamente. NQO2 - NAD(P)H:quinone 
oxidoreductase 2. Adaptado de HARIKUMAR E AGGARWAL, 2008. 

 

Tem sido demonstrado também que o resveratrol inibe o crescimento de vários 

tipos celulares através da modulação de produtos de genes regulatórios do ciclo 

celular, como RB, CDKs, ciclinas e c-myc (oncogene myc) (figura 6). Este composto 

também é capaz de induzir apoptose através do aumento da atividade de p53 e da 

diminuição de produtos gênicos antiapoptóticos, como a Bcl-2 (proteína 2 de linfoma 

de células B - B-cell lymphoma protein 2), Bcl-xl (Proteína de isoforma longa 

relacionada a Bcl2 - Bcl2 related protein, long isoform), proteína inibidora de 

apoptose ligada ao X (XIAP - X-linked inhibitor of apoptosis protein), survivina e fator 

associado ao receptor TNF2 (TRAF2 - TNF receptor-associated factor 2). A 

modulação de proteínas cinases também está associada ao efeito regulatório do 
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crescimento celular mediado pelo resveratrol. Este também inibe a angiogênese e 

vias metastáticas, mediadas através da expressão de metaloproteinase de matriz 

(MMPs - matrix metalloproteinase), VEGF, catepsina D, molécula de adesão 

intracelular (ICAM - intracellular adhesion molecule) e E-selectinas (revisado em 

HARIKUMAR E AGGARWAL, 2008).  

Os efeitos antioxidantes do resveratrol podem ser mediados através da 

capacidade deste induzir o aumento da expressão e a atividade de enzimas 

antioxidantes como catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa 

peroxidase (GPx). Os efeitos antiinflamatórios são mediados através da regulação 

negativa de vários marcadores como do fator de necrose tumoral (TNF - tumor 

necrosis factor), ciclooxigenase-2 (COX-2), óxido nítrico sintase induzível (iNOS – 

inductible nitric oxide synthase), proteína C-reativa (CRP - C-reative protein), 

interferon- , e várias interleucinas (IL). (Revisado em HARIKUMAR E AGGARWAL, 

2008). 

Estudos anteriores indicam que o resveratrol ativa sirtuína 1 (SIRT1), uma 

desacetilase dependente de NAD+, que atua sobre diversos substratos dentre eles 

histonas, p53, RB, Atg, entre outros, sendo um mediador essencial de longevidade 

em células normais sob restrição calórica (HOWITZ et al., 2003; TAYLOR et al., 

2008). Como inibidor de histona desacetilase (HDAC – histone deacetylases), SIRT1 

diminui a expressão gênica, principalmente sob condições de deficiência energética 

(TAYLOR et al., 2008). Após um dano causado ao DNA, SIRT1 desacetila p53 e 

diminui seu papel de fator de transcrição (CHEN et al., 2005). Além disso, foi 

demonstrado que SIRT1 desacetila Ku70, ativando o reparo do dano e evitando que 

a célula entre em apoptose (JEONG et al., 2007). SIRT1 também induz autofagia, 

por ativar diversos componentes dos autofagossomos (Atgs) (LEE et al., 2008a). 

Porém, um estudo recente, realizado por Pacholec e col. (2010) demonstrou que o 

resveratrol não ativa SIRT1 diretamente. Neste trabalho ele sugere que o resveratrol 

atua como uma molécula ―promíscua‖ ativando diversos transportadores, receptores, 

enzimas, íons e que, dependendo da célula e do estado metabólico desta, o 

resveratrol terá diferentes efeitos. 
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Figura 6. Produtos gênicos modulados pelo resveratrol. A descrição das abreviaturas encontra-se 
na seção Lista de abreviaturas, no início desta tese. Adaptado de HARIKUMAR E AGGARWAL, 
2008. 

 
1.2.5 Resveratrol e Gliomas 

 

Desde o primeiro trabalho demonstrando o efeito antitumoral do resveratrol, 

que reduziu em 98 % o crescimento de câncer de pele em camundongos após 

aplicação tópica (JANG et al., 1997), diversos outros estudos vêm sendo realizados 

adicionando mais evidências e reforçando o efeito anticarcinogênico deste composto 

(revisado em KUNDU E SURH, 2008). 

Jang e col. (1997) também sugeriram que o efeito antitumoral do resveratrol se 

daria nas três fases desta doença: iniciação, promoção e progressão. Atualmente, 

dados demonstram que o resveratrol também pode inibir metástases, angiogênese, 

induzir apoptose, parada no ciclo celular e senescência em diversos tumores 

(AGGARWAL et al., 2004; HEISS et al., 2007). Como exemplo, encontra-se tumor de 

cólon, mama, fígado, pâncreas, estômago, próstata, linfoma, mieloma, melanoma, 

pulmão, esôfago, etc. (revisado por SHAKIBAEI et al., 2009) 

Diversos efeitos contra doenças neurodegenerativas têm sido atribuídos ao 

resveratrol, tais como proteção contra isquemia, Alzheimer (MARAMBAUD et al., 

2005) , Parkinson (JIN et al., 2008), entre outros (ANEKONDA, 2006). Ao mesmo 

tempo, estudos in vitro, utilizando o resveratrol em linhagens de gliomas humanos 

U251 e U87 e de rato C6 (JIANG et al., 2005; MICHELS et al., 2006; JIANG et al., 
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2009) demonstraram um forte efeito antitumoral. Um estudo realizado in vivo, onde 

uma linhagem de glioma de rato RT2 foi implantada subcutaneamente em ratos 

tratados intraperitonealmente com resveratrol, mostrou uma diminuição no 

crescimento do tumor (TSENG et al., 2004). Outro estudo semelhante foi realizado 

utilizando implante subcutâneo de células de neuroblastoma em camundongos e 

posterior tratamento com resveratrol onde foi demonstrado que esse aumentou a 

apoptose e diminuiu o crescimento das células cancerosas (CHEN et al., 2004).  

Visto que o resveratrol tem um amplo espectro de ação, podendo atingir 

diversos alvos moleculares, mais estudos necessitam ser feitos a fim de 

compreender melhor os efeitos desta molécula. Cabe também ressaltar que o efeito 

do resveratrol varia de acordo com o tipo celular, com o estado metabólico da célula 

e com a concetração utilizada. Apesar disso, esta molécula permanece promissora 

com relação a terapias farmacológicas. 

 

1.3 Quercetina (3,3´,4´,5,7-pentahidroxiflavona) 

 

1.3.1 A Molécula 

 

A quercetina é uma das principais moléculas pertencente à família dos 

flavonóides, cuja característica principal é uma estrutura de três anéis (A, C e B) com 

um esqueleto difenilpropano (C-6-C-3-C-6), como ilustrado na figura 7. Os anéis são 

derivados do metabolismo da glicose, sendo o anel A biossintetizado pela 

condensação de 3 moles da coenzima malonil-CoA (FORMICA E REGELSON, 

1995). 
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Figura 7. Fontes naturais e estrutura química da quercetina. 

 

Os flavonóides fazem parte dos compostos do metabolismo secundário das 

plantas e tem um papel importante na fisiologia destas. Eles respondem a luz, 

protegendo contra os danos causados pela radiação UV, controlam os níveis de 

auxinas, que são os reguladores do crescimento e diferenciação da planta 

(HARBORNE, 1986). Outras funções descritas são atividade antibacteriana e 

antifúngica (TOMAS-BARBERAN et al., 1988). São os flavonóides os responsáveis 

por muitas propriedades organolépticas da planta, deixando a planta com gosto 

desagradável, evitando a predação. Também são responsáveis pela cor, odor, 

afetando a polinização, ou estimulando ou evitando a alimentação dos insetos 

(HEDIN E WANGEA, 1986).  

Cebola (284 - 486 mg/kg), brócolis (30 mg/kg), tomate (8 mg/kg), alface (14 

mg/kg), chá verde (10 - 25 mg/L), maçã (21 - 72 mg/kg), vinho tinto (13 - 16 M), 

suco de uva (23 - 30 M), azeite de oliva, frutas vermelhas, alcaparras, entre outras, 

representam as principais fontes de quercetina na dieta humana, conforme ilustrado 

na figura 7 (HERTOG et al., 1992; 1993). A quercetina é encontrada na natureza 

principalmente na forma de glicosídeo, onde ao menos um grupo hidroxila é 

substituído por vários tipos de açúcares. A solubilidade em água aumenta 

proporcionalmente à quantidade de grupos açúcares conjugados. Ela foi 
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primeiramente isolada e identificada em 1936, por Szent-Gyorgyi (HARBORNE, 

1988).  

As propriedades físicas da quercetina são atribuídas ao seu caráter hidrofóbico 

e estrutura co-planar. A atividade química da quercetina pode ser atribuída à 

propriedade de doar elétrons (atividade redutora), que se faz devido à presença do 

grupo fenólico (MURAKAMI et al., 2008). 

 

1.3.2 Quercetina e a Saúde Humana 

 

Diversos efeitos biológicos foram demonstrados para a quercetina. Um dos 

mais poderosos é o efeito antioxidante, demonstrado principalmente in vitro, 

protegendo contra espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive oxygen species) - 

incluindo superóxidos - e de nitrogênio, como óxido nítrico (BOOTS et al., 2008). A 

quercetina também reduz os níveis da lipoproteína de baixa densidade (LDL - low 

density lipoprotein), reduzindo o risco de doenças cardíacas e aterosclerose (LOKE 

et al., 2008), além de diminuir a pressão sangüínea e melhorar doenças 

relacionadas à hiperglicemia (EDWARDS et al., 2007;  RIVERA et al., 2008; FANG 

et al., 2008). A quercetina também possui propriedades neuroprotetoras, 

antialérgicas, antiinflamatória, antiagregante palquetário, anticatarata e antitumoral 

(revisado em BISCHOFF, 2008).  

Baseado nestes estudos, há uma enorme propaganda recomendando o 

consumo diário de quercetina, in natura ou como suplemento alimentar 

(THEOHARIDES E BIELORY, 2004), com doses diárias de 200 a 1200 mg (PDRNS, 

2001). Além disso, a quercetina tem sido adicionada a diversos alimentos, entre eles 

cereais matinais, goma de mascar, gorduras e óleos, grãos e massas, doces, leite, 

bebidas gasosas, sucos de frutas, etc. (List of Existing Food Additives (MHLW, 

1996)). Um cálculo estimado do consumo de quercetina, considerando as fontes 

naturais e os aditivos nos alimentos, estimou uma ingestão média de 

aproximadamente 4,7 mg de quercetina/kg de peso corporal/ dia (o que daria 226 

mg/pessoa/dia), um valor próximo dos níveis mínimos recomendados (HARWOOD 

et al., 2007). Em uma revisão realizada por Harwood e col. (2007) sobre os efeitos 

tóxicos do consumo de quercetina foi concluído que este composto é seguro, sem 

efeitos adversos a saúde, desde que em doses moderadas, ou seja, aquelas 

encontradas nos alimentos. 
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1.3.3 Farmacocinética e Toxicologia  

 

Como ilustrado na figura 8, a quercetina pode ser metilada, sulfatada ou 

glicuronada (90 %) em um grupo hidroxila nas células absortivas do epitélio 

intestinal, após ingestão de sua forma aglicona. Um estudo realizado in vivo em 

pacientes ileostomizados mostrou que quercetina glicosídeo é eficientemente 

hidrolizada no intestino delgado e a forma aglicona absorvida em média 65 - 81 % 

(WALLE et al., 2000). Estudos em indivíduos humanos saudáveis onde a quercetina 

aglicona marcada (14C) foi administrada oralmente mostraram uma absorção de 36 - 

53 %, com uma meia vida de 20 - 72 h (WALLE et al., 2001). Uma pesquisa com 10 

indivíduos saudáveis que receberam 500 mg de quercetina três vezes ao dia (junto 

com as refeições) durante 7 dias encontrou um pico de quercetina no plasma de 1,5 

M após 3,5 h da última dose recebida (MOON et al., 2008).  

Em um trabalho realizado por de Boer e col. (2005), utilizando quercetina 

suplementada na dieta de ratos, foi encontrada uma ampla distribuição tecidual 

desta após 11 semanas. No cérebro, após administração de 500 mg/kg, a 

concentração de quercetina observada foi de 0,06 nmol/g e, quando a 

suplementação foi realizada por 3 dias observou-se uma concentração de 0,7 nM, 

sugerindo que este composto consegue atravessar a barreira hematoencefálica e 

alcançar concentrações detectáveis no cérebro. Os derivados ou a quercetina 

restante são metabolizados no fígado (3 %) e no rim (revisado em HARWOOD et al., 

2007).  A excreção da quercetina se dá pela urina, bile e fezes (10 %) e em forma de 

CO2 (23 - 81 %) pela respiração (WALLE et al., 2001).  
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Figura 8. Representação esquemática da absorção, metabolismo e excreção da 
quercetina em mamíferos. COMT - catecol-O-metiltransferase.  Adaptado de HARWOOD et al., 
2007. 

 
Embora pouco investigada, a toxicidade da administração da quercetina não 

tem sido relada nos estudos clínicos randomizados duplos-cego, realizados em 

humanos (FERRY et al., 1996; SHOSKES et al., 1999; KIESEWTTER et al., 2000; 

LOZOYA et al., 2002). Nestes trabalhos, a quercetina foi administrada via oral, em 

cápsulas ou em forma de extrato de plantas, em doses de 3 a 1000 mg/dia por mais 

de 12 semanas. Nenhum destes estudos registrou efeitos tóxicos, seja em variações 

hematológicas, renais, hepáticas, bioquímicas, etc. Além disso, uma série de 

estudos epidemiológicos têm relacionado o alto consumo de frutas e verduras com 

alto teor de quercetina a efeitos benéficos à saúde humana, como já mencionado 

anteriormente (HARWOOD et al., 2007). 

 

1.3.4 Alvos Moleculares 

 

Em nível molecular, a quercetina atua como agente anticâncer por reduzir a 

expressão de oncogenes tais como H-ras, c-myc e K-ras (RANELLETTI et al., 2000; 

LEE et al., 2008b), induzir a fosforilação de p53 e aumentar o conteúdo total desta 

proteína (TANIGAWA et al., 2008) e estimular a expressão de proteínas que 
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controlam o ciclo celular, entre elas p21, p27, ciclina D1 (CASAGRANDE E 

DARBON, 2001;  TANIGAWA et al., 2008), favorecendo a parada no ciclo celular. 

A quercetina inibe também diferentes proteínas tirosina, serina e treonina 

cinases, cuja atividade está ligada a vias que induzem a sobrevivência celular 

(proteína cinase ativata por mitógenos - MAPK - mitogen activated protein kinase, 

AKT) (SPENCER et al., 2003). Este composto é conhecido como um potente inibidor 

da PI3K, que é essencial para ativação da AKT e sua estrutura foi usada como 

modelo para desenvolver o inibidor seletivo de PI3K LY294002 (LY) (VLAHOS et al., 

1994; AGULLO et al.,1997 ; HAGIWARA et al., 1988). 

Em modelos animais, a quercetina induz apoptose (MOURIA et al., 2002), 

aumentando a relação Bax (proteína Bcl2 associada ao X - Bcl2 associated X 

protein)/Bcl-2  (TANIGAWA et al., 2008), aumentando a liberação de citocromo-c da 

mitocôndria, aumentando a ativação de caspase-3 e caspase-9 (WANG et al., 1999). 

A quercetina também modula vias de sinalização envolvida na produção de 

mediadores pró-inflamatórios, inibindo a expressão da iNOS, inibindo a degradação 

de IKB (inibidor do fator de transcrição nuclear kappa de células B ativadas – NF-B) 

que se liga e estabiliza NF-KB, cuja dissociação do inibidor resulta  na translocação 

para o núcleo e conseqüente ativação da expressão de  proteínas pró-inflamatórias 

(CHO et al., 2003). Quercetina também inibe COX-2 (CHEN et al., 2001), PKC e 

MMP-9, (LIN et al., 2008). Muitos desses efeitos são atribuídos ao seu forte caráter 

antioxidante (BOOTS et al., 2008). 

Quercetina tem se mostrado um inibidor de topoisomerase I e II 

(CONSTANTINOU et al.,1995). O primeiro estudo a sugerir uma interação direta da 

quercetina com o DNA foi realizado por Alvi e col. (1986). Neste estudo, os autores 

sugeriram que a quercetina inicialmente interage e estabiliza o DNA na sua estrutura 

secundária, porém, em tempos prolongados de exposição, a quercetina leva à 

ruptura da dupla hélice. Outros estudos surgiram desde então, indicando que a 

quercetina pode induzir dano ao DNA por diversos mecanismos (revisado por GATZ 

E WIESMULLE, 2008), inclusive inibição da DNA polimerase (ONO E NAKANE, 

1990). 
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1.3.5 Quercetina e Gliomas 

 

Estudos in vitro utilizando linhagens de glioma têm avaliado o efeito antitumoral 

da quercetina (CHEN et al., 2006; BRAGANHOL et al., 2006; KIM, et al., 2008). No 

trabalho realizado por Braganhol e col. (2006) foi demonstrado que a quercetina 

induz morte por apoptose e necrose na linhagem de glioma humano U138, porém 

protege culturas organotípicas de hipocampo de rato da morte celular induzida por 

privação de oxigênio e glicose (POG). Isso indica que esta molécula pode ter um 

efeito protetor em tecido sadio e um efeito destruidor de células neoplásicas. Porém, 

os mecanismos pelo qual a quercetina estaria induzindo a morte destes gliomas 

estão pouco claros. 

Até o presente momento, e para nosso conhecimento, nenhum estudo em 

modelos de glioma in vivo foi realizado com quercetina. Também não há estudos em 

humanos correlacionando consumo de quercetina com menor incidência desta 

doença ou com menor agressividade desse tumor.   

 

1.3.6 Quercetina e Resveratrol  

 

Diversos estudos epidemiológicos têm associado um alto consumo de frutas e 

verduras a um menor risco de desenvolver câncer, doenças cardíacas e 

neurodegenerativas ao longo da vida. Desde que estes estudos iniciaram, muitos 

pesquisadores começaram a isolar os compostos presentes nestes vegetais a fim de 

elucidar qual destes seria o principal responsável pelos efeitos benéficos. Muitos 

compostos foram isolados, porém a baixa concentração encontrada de cada um 

deles suscitou o fato de que os efeitos benéficos destes alimentos se dariam pela 

combinação de diversos compostos e pelo consumo diário, ao longo da vida 

(revisado em RUSSO, 2007). 

Assim, começaram a surgir trabalhos avaliando o efeito da combinação de dois 

ou três compostos (quercetina, resveratrol, genisteína, catequinas, etc), mostrando 

um efeito sinérgico ou aditivo destes (SOLEAS et al., 2002; PARK et al., 2008; 

SCHLACHTERMAN et al., 2008) em modelos tumorais, corroborando a hipótese de 

que o efeito benéfico dos vegetais não reside em apenas um composto isolado, mas 

sim na combinação destes. 
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Nenhum trabalho foi até então realizado estudando o efeito da combinação do 

resveratrol e da quercetina em modelo de glioma, seja in vitro ou in vivo. Estudos 

epidemiológicos não encontraram uma associação entre hábitos de dieta e 

incidência de glioma na população, porém o alto consumo de polifenóis está 

associando à diminuição de diversas doenças neurodegenerativas, tais como 

isquemia, Parkinson, Alzheimer (PAN et al., 2003; SIMONYI et al., 2005; SINGH et 

al., 2008).  

 

1.4 Mecanismos de morte celular 

 

Diversos tipos de morte celular têm sido descritos. Dentre os mais estudados 

encontra-se a necrose, apoptose, morte celular autofágica, e processos que 

envolvem erros na mitose e parada irreversível no crescimento, como catástrofe 

mitótica e senescência celular (FORMIGLI et al., 2000; SPERANDIO et al., 2000; 

DEBNATH et al., 2005; CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007; GALLUZZI et al., 2007).  

A morte celular pode ser classificada de acordo com a aparência morfológica 

do processo letal - conforme ilustrado na figura 9 - critérios enzimáticos (envolvendo 

caspases, nucleases, catepsinas), aspectos funcionais (programada ou acidental, 

fisiológica ou patológica) ou características imunológicas (imunogênicas ou não 

imunogênicas). A tabela 2 ilustra algumas destas características que distinguem os 

diferentes tipos de morte. 
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Figura 9. Características morfológicas ultraestruturais da morte celular por microscopia 
eletrônica. (a) Apoptose – Linhagem de câncer de pulmão de não-pequenas células (H1975) 
sofrendo apoptose induzida por inibidor de EGFR. Nota-se a diminuição do tamanho celular e a 
condensação nuclear. (b) Autofagia – Células de tumor epitelial (HeLa) tratada com tapsigargina. 
Nota-se o acúmulo de vacúolos citoplasmáticos com membrana dupla (setas) contendo organelas e 
parte do citosol. (c) Necrose. Carcinoma humano de cólon (HCT116) respondendo a estimulo 
necrótico. Nota-se o núcleo (N) ainda intacto com nucléolos, porem a membrana plasmática e o 
citoplasma já em degradação. (d) Catástrofe mitótica. Células HCT116 tratadas com inibidores de 
microtúbulos (taxanos), exibindo mitoses multipolares aberrantes (AM) e multinucleação (M). 
Adaptado de GALLUZZI et al., 2007. 
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Tabela 2.  Comparação das alterações morfológicas dos diferentes tipos de morte celular.  

Caracterísitca Apoptose Necrose Autofagia Catástrofe 

Mitótica 

Senescência 

Quantidade 
de células 
afetadas 

Uma célula ou 
um pequeno 
grupo 

Em geral 
muitas 
células 
contíguas 

Pode-se en-
contrar em 
muitas células, 
contíguas ou 
não (pela libe-
ração de pro-
dutos da auto-
digestão) 

Uma célula ou 
um pequeno 
grupo 

Pode-se 
encontrar em 
muitas células, 
contíguas ou 
não. 

Morfologia 
geral da 
célula 

Encolhimento 
celular e 
convolução 

Turgescên-
cia celular 

Aumento da 
granulosidade 
celular, sem 
padrão de 
alteração no 
tamanho 

Células gigan-
tes com diver-
sos núcleos 

Aumento de 
tamanho 
celular 

Alterações 
nucleares 

Picnose e 
cariorexis 

Cariólise, 
picnose e 
cariorexis 

Sem 
condensação 
da cromatina 

Micronucleação 
e multinuclea-
ção; arranjos 
cromossômicos 
aberrantes 

Focos asso-
ciados a hete-
rocromatina 

Alterações da 
membrana 

Membrana 
celular intacta 

Ruptura da 
membrana 
celular 

Ruptura e 
fragmentação 
da membrana 
no final do 
processo 

Membrana ce-
lular intacta ini-
cialmente, po-
dendo ou não 
haver fragmen-
tação no final 
do processo 

Membrana 
celular intacta 

Alterações no 
citoplasma 

Retenção do 
citoplasma em 
corpos 
apoptóticos 

Vacuoliza-
ção e de-
generação 
organelar, 
seguido de 
liberação 
do citoplas-
ma no 
meio 
extracelular 

Maciça vácuo-
lização do cito-
plasma (vesí-
culas autofág-
cas com mem-
brana dupla) 

Sem alterações 
significativas  
no citoplasma e 
seus 
componentes 

Achatamento 
celular, aume-
nto da granu-
losidade e 
acidificação do 
citoplasma; 

Resposta 
imune 

Sem resposta 
inflamatória 

Resposta 
inflamatória 

Sem resposta 
inflamatória 

Sem resposta 
inflamatória 

Sem resposta 
inflamatória 

Gasto 
energético 

Com gasto de 
energia 

Sem gasto 
de energia 

Com gasto de 
energia 

Sem gasto de 
energia 

Sem gasto de 
energia 

 

1.4.1 Apoptose 

 

O termo apoptose foi primeiro usado por Kerr e col. (1972) para descrever uma 

forma de morte celular morfologicamente distinta da forma clássica observada na 

necrose. Atualmente, a apoptose é reconhecida e aceita como um importante 

mecanismo de morte celular programada, que envolve a eliminação de determinada 

célula.  
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A apoptose ocorre normalmente durante o desenvolvimento e o 

envelhecimento, além de atuar como um mecanismo de manutenção da população 

celular tecidual. Também ocorre como mecanismo de defesa em reações 

imunológicas ou quando células danificadas por alguma doença ou toxina precisam 

ser eliminadas (ELMORE, 2007).  Neste caso, danos extensivos ao DNA levam à 

ativação de uma cascata de sinalização culminando em apoptose. 

Algumas células expressam o receptor Fas (Ácido graxo sintetase - Fatty acid 

synthetase receptor) ou TNF que podem levar à apoptose através da interação com 

um ligante. Além disso, apoptose é um processo coordenado e dependente de 

energia que envolve a ativação de proteases chamadas caspases e uma complexa 

cascata de eventos iniciada por um estímulo específico que acaba por levar à morte 

celular (ELMORE, 2007). 

Várias mudanças morfológicas detectáveis em microscópio ópticos são 

características do processo apoptótico (HACKER, 2000). Durante as fases iniciais, 

encolhimento celular e picnose são visíveis (KERR et al., 1972), onde também se 

observa um citoplasma denso e organelas empacotadas em pedaços ainda 

menores. Picnose é a condensação da cromatina e é a forma mais característica da 

apoptose. Estas mudanças subcelulares que ocorrem durante este processo podem 

ser melhor visualizadas através do microscópio eletrônico (figura 9) (HACKER, 

2000). 

Extensivas ―bolhas‖ de membrana (blebbing) são observadas e seguidas por 

cariorexis (fragmentação nuclear) e separação da célula em fragmentos ou corpos 

apoptóticos durante um processo chamado ―brotamento‖ (budding). Corpos 

apoptóticos consistem de citoplasma com organelas empacotadas com ou sem 

fragmentos nucleares (HACKER, 2000). Estes corpos são fagocitados por 

macrófagos, células parenquimais ou células neoplásicas, e degradadas em 

fagolisossomos. Todo este processo se dá sem desencadear resposta inflamatória, 

sendo considerada uma morte ―limpa‖ (KUROSAKA et al., 2003). 

Duas vias de inicialização da apoptose podem ser observadas: a via intrínseca 

e a via extrínseca (figura 10). 

Na via intrínseca (KROEMER, 2003) múltiplos sensores, incluindo proteínas 

com domínio BH3 e a proteína p53, reagem em resposta a diferentes condições 

estressantes ou dano ao DNA e ativam uma cascata de sinais que culminam na 

permeabilização da membrana mitocondrial externa (MOMP – mitochondrial outer-
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membrane permeabilization) (MARTINOU E GREEN, 2001). A liberação de 

proteínas do espaço intermembranas para o citosol permite a formação do 

apoptossoma, um complexo ativador de caspases formado por APAF-1 (fator 

ativador de protease apoptótico - apoptotic protease activating factor 1), caspase-9 e 

citocromo-c, resultando na ativação das caspases efetoras que são responsáveis 

pela degradação das estruturas celulares (FERRI E KROEMER, 2001).  

A via extrínseca é iniciada na membrana plasmática pela ativação de 

receptores de morte como os da família TNFR que incluem Fas/CD95 e TRAIL 

(ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF - TNF-related apoptosis inducing 

ligand) (CHOI E BENVENISTE, 2004). A trimerização do receptor induzida pela 

ligação ligante-receptor resulta no recrutamento e ativação de proteínas adaptadoras 

como FADD/TRADD (Domínio de morte associado a Fas/domínio de morte 

associado a TNFR1 - Fas-associated death domain/TNFR1-associated associated 

death domain) que levam à ativação da caspase 8, que propaga o sinal de morte de 

3 maneiras: 1 - pela proteólise direta e ativação das caspases efetoras; 2 - pela 

proteólise da proteína de domínio BH-3 Bid (Domínio agonista de morte de interação 

com BH3 – BH3 interacting domain death agonist), translocação da tBid (Bid 

truncada - truncated Bid) para a mitocôndria e conseqüente MOMP; 3 - pela ativação 

de cinases RIP1 (proteína de interação ao receptor 1 - receptor-interacting protein 1) 

e JNK (cinase c-Jun N-terminal - c-Jun N-terminal kinase), que levam ao 

translocamento da tBid para o lisossomo e causam a permeabilização da membrana 

lisossomal dependende de Bax, resultando na liberação de catepsina B/D, mediando 

proteólise geral e MOMP (BOYA et al., 2003; DIETRICH et al., 2004). 
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Figura 10. As duas principais vias que levam à apoptose. AIF – fator inductor de apoptose 
(Apoptosis-inducing factor); Bak – antagonista de morte Bcl-2 (Bcl-2 antagonist killer); DISC – 
complexo sinalizador inductor de morte (death-inducing signaling complex); EndoG - endonuclease G; 
LMP – Permeabilização da membrana lisossomal (lysosome membrane permeabilization);  Adaptado 
de VICENCIO et al.; 2008.  

 
Como citado na seção 1.1.4 desta tese, muitas vias que induzem apoptose em 

glioma estão inibidas e muitas vias que inibem a apoptose estão ativadas. Diversos 

trabalhos têm buscado formas de alterar estes genes, através do uso de ferramentas 

de biologia molecular como transfecção viral para silenciar genes superexpressos 

(com RNA de interfêrencia) ou recolocar genes deletados ou superexpressar genes 

pró-sobrevivência que estão pouco expressos. Outra forma de utilizar esta via como 

forma de terapia é empregar fármacos ou compostos que modulem estas vias, 

inibindo genes ou proteínas pró-sobrevivência e estimulando genes ou proteínas 

indutoras da apoptose. Muitos trabalhos têm mostrado que o resveratrol e a 

quercetina modulam proteínas que estão na rota apoptótica, como já descrito acima, 

indicando a possibilidade destas drogas exercerem efeito antitumoral, inclusive em 

gliomas. 
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1.4.2 Necrose 

 

Outro tipo de morte celular descrito é a necrose, que é considerada um 

processo tóxico onde a célula é vítima passiva e sofre uma morte independente de 

energia. Necrose é um processo degradativo em que ocorre cariólise e aumento do 

volume celular, com formação de vacúolos citoplasmáticos, ruptura e desagregação 

das organelas e da membrana celular (KERR et al., 1972; MAJNO E JORIS, 1995; 

TRUMP et al., 1997). A perda da integridade da membrana celular e a liberação do 

conteúdo citoplasmático para o tecido circundante liberam sinais quimiotáticos, 

causando o recrutamento da resposta inflamatória (SAVILL E FADOK, 2000; 

KUROSAKA et al., 2003). A necrose é um processo descontrolado e passivo que 

afeta diversas células dentro de um tecido, enquanto a apoptose é um processo 

controlado que afeta uma única célula ou alguns grupos pequenos. A necrose em 

geral é desencadeada por dois mecanismos distintos: falta de suplemento 

energético ou dano direto à membrana celular (ZEISS, 2003).  

Algumas vezes é difícil distinguir a necrose da apoptose por técnicas 

histológicas convencionais. Além disso, esses dois processos podem ocorrer 

simultaneamente. Muitas vezes a célula inicia um processo apoptótico, mas acaba 

por morrer por necrose devido à falta de energia ou indisponibilidade de caspases 

(LEIST et al., 1997; DENECKER et al., 2001). O que vai determinar o tipo de morte 

celular são os sinais de morte, o tipo celular, o estágio do desenvolvimento do tecido 

e estado fisiológico da célula (FIERS et al., 1999; ZEISS, 2003). A figura 11 traz uma 

ilustração sobre as diferenças morfológicas entre apoptose e necrose. 
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Figura 11. Ilustração da apoptose e da necrose. Adaptado de VAN CRUCHTEN E VAN DEN 
BROECK, 2002.  

 

1.4.3 Autofagia 

 

A autofagia é outro processo que pode levar à morte celular. A autofagia é 

coordenada pelos genes Atgs que levam à degradação de organelas e proteínas e, 

como a apoptose, é geneticamente programada e conservada. Este processo 

envolve a formação de vesículas formadas por uma membrana dupla, contendo 

componentes celulares que se ligam aos lisossomos, formando os 

autofagolisossomos. Neste local ocorre a degradação dos componentes 

intravesiculares, resultando em diversos produtos que podem ser reutilizados pelas 

células (SHINTANI E KLIONSKY, 2004; BAEHRECKE, 2005). Desta maneira, a 

autofagia atua como um mecanismo pró-sobrevivência, principalmente em 

condições adversas, como depleção de nutrientes e oxigênio. Entretanto, este 

processo tem um caráter autolimitante e pode acabar resultando em morte celular 

autofágica (ou morte celular programada do tipo II) quando altos níveis de 

intensidade ou duração deste processo ocorrerrem (LEVINE E YUAN, 2005). 

Apesar deste papel ambíguo, em células cancerosas, vários trabalhos têm 

demonstrado que a autofagia pode ser um importante mecanismo anticâncer visto 

que a expressão de beclina-1, um gene fundamental para autofagia, está 

diretamente correlacionada à sobrevivência (CHENG et al., 2009). Além disso, a 
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autofagia é induzida por tratamentos físicos e químicos, como com TMZ, rapamicina, 

radiação gama, ceramida e resveratrol, sendo uma alternativa promissora para o 

tratamento de gliomas (ESHLEMAN et al., 2002; KANZAWA et al., 2004; ITO et al., 

2005; MICHELS et al., 2006; LEFRANC E KISS, 2006;). 

Gliomas são mais sensíveis a agentes que induzem autofagia do que 

apoptose, como a TMZ (LEFRANC E KISS, 2006). Além disso, estruturas 

características do processo autofágico são encontradas em gliomas de pacientes 

(ALVA et al., 2004). Como em outros tipos de câncer, a expressão de beclina 1, um 

gene fundamental ao processo autofágico, é inversamente relacionada a 

malignidade dos tumores cerebrais (MIRACCO et al., 2007). No nosso grupo de 

pesquisa, Filippi-Chiela e col., 2010 (manuscrito submetido) encontraram que o 

resveratrol induz autofagia em três linhagens de GBM humana, levando à parada na 

progressão do ciclo celular e à indução de apoptose. 

 

1.4.4 Catástrofe mitótica 

 

A catástrofe mitótica tem sido considerada um tipo de morte celular que resulta 

da entrada prematura e inapropriada da célula em mitose e pode ser causada por 

estresse químico ou físico, como radiação ionizante, drogas estabilizadoras de 

microtúbulos, e drogas anticâncer que causam defeito nos pontos de checagem do 

ciclo celular (VAKIFAHMETOGLU et al., 2008). A principal característica morfológica 

deste processo é a formação de envelope nuclear ao redor dos grupos de 

cromossomos mal-agregados. Outras características são a incompleta síntese de 

DNA, a condensação prematura dos cromossomos e o aumento do tamanho celular 

(MACKEY et al., 1988; IANZINI E MACKEY, 1997). Na apoptose também observa-se 

a condensação cromossômica, porém há um encolhimento do citoplasma e 

fragmentação nuclear, o que não se observa na  catástrofe mitótica. Se a catástrofe 

mitótica pode ser considerada um tipo de morte celular per se ou apenas um evento 

inicial que acabará por resultar em morte celular necrótica ou apoptótica ainda é 

controverso e muitos estudos precisam ser realizados a fim de elucidar melhor estes 

eventos (GALLUZZI et al., 2007; VAKIFAHMETOGLU et al., 2008). 
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1.4.5 Senescência Celular 

 

A senescência celular foi primeiramente descrita há mais de 4 décadas quando 

Hayflick e col. (1965) mostraram que células normais têm uma capacidade 

proliferativa limitada quando estão em cultura. Estas células permanecem viáveis 

por semanas, mas não conseguem crescer nem se dividir, apesar da presença de 

nutrientes, espaço e fatores de crescimento no meio. Em geral estas células param 

irreversivelmente no ciclo celular na fase G1 (CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007).  

Após a descoberta deste fenômeno, duas hipóteses aparentemente 

contraditórias foram levantadas. A primeira delas veio do fato de que muitas células 

cancerosas proliferam indefinidamente em cultura. A senescência foi proposta como 

um mecanismo anticâncer ou supressor tumoral. Neste contexto, a senescência 

celular foi considerada benéfica porque protegeria os organismos do câncer, uma 

das principais doenças ―encurtadoras‖ da longevidade. A segunda hipótese surgiu 

do fato de que a regeneração e o reparo tecidual diminuem com a idade, portanto a 

senescência celular seria um mecanismo pró-envelhecimento. Assim, surgiu o nome 

senescência, que é derivado do latim ―senex”, que significa homem velho ou idoso. 

Em biologia celular, senescência celular às vezes é chamada de envelhecimento 

celular ou senescência replicativa (CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007). Atualmente, 

drogas que induzem senescência celular têm sido amplamente estudadas como 

terapia anticâncer (COLLADO E SERRANO, 2010). 
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Figura 12. Vias de sinalização envolvidas no processo de indução de senescência. 
Círculos azuis representam fatores de transcrição, círculos verdes claro representam proteínas 
fosfatases, círculos verdes escuro representam enzimas diversas, círculos vermelhos representam 
proteínas cinases inibidoras de CDKs, círculos cinza representam setas com ponta em flecha 
representam sinais estimulatórios diretos, setas com ponta reta representam sinais inibitórios diretos. 
Abreviaturas descritas na seção Lista de Abreviaturas, no início desta tese. Adaptado de CELL 
SIGNALING TECHNOLOGY, 2010. (www.cellsignal.com) 

 
Células senescentes possuem uma morfologia característica, que inclui um 

tamanho muito maior e um formato achatado em cultura. Existem poucos 

marcadores de senescência, sendo os mais usados a medida da atividade de -

galactosidase ácida, focus de heterocromatina e acúmulo de grânulos de lipofuscina 

(ITAHANA et al., 2007; KURZ et al., 2007). Há diversos estímulos que conduzem à 

senescência, entre eles encurtamento dos telômeros, dano ao DNA, perturbação da 

cromatina, estresse oxidativo e indução por oncogenes em células transformadas 

(CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007, VAN HEEMST et al., 2007).  

Tanto telômeros disfuncionais quanto dano ao DNA genômico disparam uma 

cascata de sinalização que levam à parada na progressão no ciclo celular para que 

a célula possa tentar reparar o dano (DI LEONARDO et al., 1994; D‘ADDA DI 

FAGAGNA et al., 2004). Dano ao DNA causado por ROS também tem sido 

relacionado à indução de senescência celular (TOUSSAINT et al., 2000; BEN-

PORATH E WEINBERG, 2005; SUZUKI E BOOTHMAN, 2008). Muitas proteínas 

http://www.cellsignaling.com/
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participam deste processo, entre elas a proteína mutada da ataxia telangiectasia 

(ATM - ataxia telangiectasia mutated), cinase de ponto de checagem 2 (ChK2 -

Checkpoint Kinase 2), proteínas adaptadoras (53BP1 - proteína ligada a p53, p53 

Binding Protein 1,  e MDC1 - proteína de ponto de checagem 1 mediadora de dano 

ao DNA, mediator of DNA damage checkpoint protein‑1) e modificadores da 

cromatina como a histona H2AX fosforilada (H2AX) (CAMPISI E DI FAGAGNA, 

2007). Quebra de fita dupla de DNA também pode induzir senescência através de 

ativação de p53 e p16. Muitos quimioterápicos utilizados na clínica induzem um 

severo dano ao DNA e tumores que possuem a p53 selvagem mostram-se muito 

mais sensíveis à senescência (RONINSON, 2003). 

O estado da cromatina determina quais genes serão ativados (eucromatina) ou 

silenciados (heterocromatina), e isto depende principalmente das modificações das 

histonas (por exemplo, acetilação e metilação). Interessantemente, moléculas que 

inibem a HDAC (HDAi – inibidor de HDCA), que promovem a formação da 

eucromatina, induzem senescência (MUNRO et al., 2004). HDAi pode induzir a 

expressão de p16 e p21 e, por induzir a atividade de ATM, pode causar senescência 

mediada por p53 (BAKKENIST  E KASTAN, 2003; MUNRO et al., 2004). 

Oncogenes são versões mutadas de genes normais que têm potencial de 

transformar células. Células normais respondem à ativação de muitos oncogenes 

entrando no estado de senescência. Este fenômeno foi primeiro observado quando a 

Ras foi superexpressa em células de fibroblasto (SERRANO et al., 1997).  

Subsequentemente, outros membros da via da Ras e proteínas nucleares pro-

proliferativas (E2F1) mostraram induzir senescência quando superexpressas em 

células não transformadas (LIN et al., 1998; ZHU et al., 1998; DIMRI et al., 2000; 

MICHALOGLOU  et al., 2005). Importante enfatizar que a super-expressão destes 

genes geralmente não induz senescência em linhagens de câncer (COLLADO E 

SERRANO, 2010). 

Apesar de diferentes, em geral estes sinais estimulatórios acabam convergindo 

em duas vias efetoras principais, a via da p53 e da p16/RB (figura 12). Em 

condições normais, a proteína supressora tumoral p53 é continuamente 

poliubiquitinada pela proteína MDM2, o que leva à sua degradação mediada por 

proteassomo. Após estímulos estressores ou dano ao DNA, a atividade de MDM2 é 

suprimida, levando ao acúmulo de p53 e expressão dos alvos transcricionais dessa 
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como, por exemplo, o inibidor de CDK, p21, levando conseqüentemente a uma 

parada no ciclo celular (VICENCIO et al., 2008).  

Na segunda via, quando a proteína p16 tem sua expressão aumentada após 

estresse celular ou dano ao DNA, ela acaba por inibir CDK. Com a CDK inibida, a 

proteína RB se mantém hipofosforilada e ligada ao fator de transcrição E2F, que 

desta forma fica inibido. Assim, a célula para a sua progressão no ciclo celular 

(VAZIRI E BENCHIMOL, 1999; HELMBOLD et al., 2006). Outras proteínas 

envolvidas com o processo senescente podem ser encontradas na figura 12.  

Como descrito anteriormente, a apoptose é um resposta extrema ao estresse 

celular e representa um importante mecanismo supressor tumoral. Não está claro o 

que determina se uma célula sofrerá apoptose ou senescência. Um fator que parece 

determinar o tipo de morte é o tipo celular: células epiteliais e fibroblastos 

danificados tendem a senescer, já linfócitos tendem a entrar em apoptose. Porém, 

apesar destes processos parecerem mutuamente exclusivos, muitas vezes a célula 

pode sofrer um ou outro, dependendo da natureza e da intensidade do dano ou do 

fator estressor (revisado em CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007). 

Alguns estudos realizados com linhagens de gliomas tratadas com o 

quimioterápico TMZ encontraram que esta droga pode induzir senescência celular 

(HIROSE et al., 2001; PAPAIT et al., 2009). Outro trabalho também mostrou a 

indução da senescência nestes tumores irradiados com feixes de íons de carbono 

(JINNO-OUE et al., 2010). Gliomas que tiveram o gene da p16 superexpresso 

também mostraram uma diminuição do crescimento celular e fenótipo senescente 

(UHRBOM et al., 1997; FUEYO et al., 1996), sugerindo que a indução de 

senescência nestes tumores seria uma maneira de eliminar estas células. 

O resveratrol vem sendo amplamente divulgado como uma molécula pró-

longevidade, inibindo o envelhecimento e mimetizando os efeitos da restrição 

calórica. Porém, recentemente, Heiss e col. (2007) demonstraram que o tratamento 

crônico com resveratrol (30 M) induz parada no crescimento celular por induzir 

senescência em linhagem de câncer de cólon HCT116. Neste trabalho, foi 

observado também que o resveratrol estaria aumentando a produção de radicais 

livres e ativando a via da p38 e causando estresse replicativo, ativando a via da 

ATM, aumentando a fosforilação da p53 e induzindo aumento na expressão de p21.  

Em outro trabalho, utilizando linhagem de osteosarcoma (U2OS) e 

adenocarcinoma de pulmão (A549), resveratrol (20 e 50 M) induziu senescência 
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por mediar instabilidade genômica e telomérica e aumentar a expressão de BRCA1 

(câncer de mama 1 - breast cancer 1), ciclina B1, p21 e induzir a fosforilação de RB 

e H2AX (RUSIN et al., 2009).  

Até o presente momento, nenhum estudo mostrou a indução de senescência 

por quercetina ou pela combinação de resveratrol e quercetina em modelos 

tumorais. Kuo e col. (2004) mostraram que a quercetina pode modular p53 e p21, 

moléculas de sinalização envolvidas na indução da senescência, em linhagem de 

carcinoma de pulmão, mas neste trabalho foi observada indução de apoptose. Em 

outro trabalho, utilizando linhagem de células linfoblastóides humanas, a quercetina 

induziu a fosforilação da ATM, da H2AX e da p53, indicando que esta estaria 

induzindo dano ao DNA. Contudo, neste estudo, não houve avaliação de indução de 

morte celular ou indução de senescência (YE et al., 2004). 

 

1.5 Dano ao DNA e Reparo 

 

A manutenção da estabilidade genômica que um organismo necessita para 

sobreviver requer não apenas um mecanismo extremamente acurado para replicar o 

DNA, mas também um mecanismo para reparar lesões acidentais que ocorrem 

continuamente. Estas lesões, causadas por agentes exógenos químicos (ex. 

metilmetanosulfonato), físicos (ex. radiação ultravioleta), agentes endógenos (ex. 

ROS) e lesões espontâneas devido à instabilidade das ligações químicas dos 

nucleotídeos, são geralmente corrigidas por um eficiente mecanismo de reparo de 

DNA. Estas modificações do DNA são as principais fontes de variabilidade genética, 

contudo muitas vezes estas resultam em doenças, como o câncer. (ALBERTS et al., 

2008). 

Os principais danos à molécula de DNA compreendem modificações químicas 

que ocorrem nas bases nitrogenadas (purinas e pirimidinas), na desoxirribose e na 

ponte fosfodiéster. De todas as alterações químicas que podem ocorrer no DNA, as 

bases modificadas são as mais comuns (SLUPPHAUG et al., 2003; EVANS et al., 

2004). 

Algumas lesões espontâneas ao DNA são originadas por desaminação 

hidrolítica da citosina, gerando uma base aberrante como a uracila, ou por 

depurinação, ou seja, a perda de bases púricas (adenina e guanina) (BARNES E 

LINDAHL, 2004). Lesões causadas por oxidação direta as purinas e as pirimidinas 
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dos ácido nucléicos podem levar à formação de quebras em uma das cadeias do 

DNA (quebra simples) ou quebras simples em posições aproximadamente simétricas 

nas duas cadeias do DNA (quebras duplas). Além disso, quebras simples podem 

gerar quebras duplas durante a replicação (BERRA et al., 2006). 

O sistema de reparo de dano ao DNA foi descrito em todos os seres vivos, e 

possui um alto grau de conservação em espécies filogeneticamente distantes 

(HOEIJMAKERS, 1993a, b). A importância que a manutenção da integridade do 

genoma possui é evidente também devido ao grande investimento que a célula faz 

em enzimas de reparo (ALBERTS et al., 2008). Basicamente, o sistema de reparo 

pode ser reunido em 3 grupos principais: reparo direto, reparo por excisão-

ressíntese e reparo recombinacional (EISEN E HANAWALT, 1999; FRIEDBERG, 

2003). 

O reparo direto se diferencia das outras vias de reparo de DNA por duas 

características principais: uma única enzima é suficiente para a retirada da lesão, e 

não há necessidade de substituição da base lesada: a estrutura original da molécula 

de DNA é recuperada com a reversão da lesão. São três os mecanismos conhecidos 

de reparo direto: fotorreativação, alquiltransferência e o reparo direto oxidativo 

(AGNEZ-LIMA et al., 2003). 

O mecanismo de fotorreativação utiliza a luz vizível para reverter os danos 

causados por irradiação UV no DNA, como a formação de dímeros de pirimidinas. A 

enzima responsável por este reparo é a fotoliase. A fotoliase tem dois cromóforos 

que captam um fóton, cuja energia é utilizada para reverter o dímero, ou seja, 

quebrar as ligações covalentes entre as pirimidinas, resultando na estrutura 

molecular original do DNA (THOMPSON E SANCAR, 2002; AGNEZ-LIMA et al., 

2003; FRIEDBERG, 2008). 

Alquiltransferência é um dos três mecanismos conhecidos para remoção de 

adutos alquil (metil, etil, etc.) das bases do DNA. Grupos alquil são incorporados ao 

DNA em consequência de reação com agentes químicos alquilantes (como TMZ) ou 

enzimáticos (metilases). As proteínas que exercem a atividade de alquiltransferases 

(por exemplo as metiltransferases) captam os grupos alquil do DNA para seus 

resíduos de cisteína. Este é um mecanismo altamente específico, mas dispendioso, 

já que a proteína não é regenerada após sua atividade de transferência destes 

grupos alquil (KAINA E CHRISTMANN, 2002; AGNEZ-LIMA et al., 2003; 

CHRISTMANN et al., 2003).  
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O reparo oxidativo direto representa outra forma de remoção de danos de 

alquilação. Esse sistema foi descrito apenas recentemente, após anos de estudos 

com a proteína AlkB, pela verificação de similaridade estrutural dessa proteína com 

enzimas dependentes de alfa-cetoglutarato, oxigênio e ferro (II). Assim, conseguiu-

se demonstrar que essa enzima cataliza a eliminação do grupo metil das bases 

lesadas 1-metil-adenina e 3-metil-citosina, que são revertidas para adenina e 

citosina, respectivamente, numa reação dependente de alfa-cetoglutarato, oxigênio e 

ferro (II). Essa é uma reação oxidativa, havendo liberação do grupo metila na forma 

de formaldeído, revertendo a lesão para base não modificada (FALNES et al., 2002; 

TREWICK et al., 2002; AGNEZ-LIMA et al., 2003).  

O reparo por excisão-ressíntese requer a ação coordenada e sequencial de 

várias enzimas no DNA lesado. Pode-se resumir as vias de reparo por excisão-

ressíntes em três etapas: a) a porção alterada da fita de DNA danificada  é 

reconhecida e retirada por nucleases e helicases, que hidrolisam as ligações 

fosfodiésteres adjacentes à lesão, resultando em uma região de DNA simples fita; b) 

essa região simples fita é corrigida por processo de polimerização, pela DNA 

polimerase, que utiliza a fita intacta como molde; c) o processo é finalizado pela 

DNA ligase, que une as extremidades da fita recém sintetizada ao restante da 

molécula de DNA (AGNEZ-LIMA et al., 2003). Os sistemas de reparo por excisão-

ressíntese de DNA podem ser classificados de acordo com o tipo de alteração que 

ocorre nesta molécula e como ela é removida e são classificados em três grupos 

principais: (i) a excisão de bases (BER – base excision repair) (BOITEUX E 

GUILLET, 2004); (ii) a excisão de nucleotídeos (NER – nucleotide excision repair) 

(PRAKASH E PRAKASH, 2000; CHRISTMANN et al., 2003) e (iii) o reparo de erros 

de emparelhamento de bases (MMR - mismatch repair) (CHRISTMANN et al., 2003). 

Tanto as vias de reparo direto, quanto as de excisão são essenciais para a remoção 

de bases modificadas e adutos, de forma que respondem por grande parte da 

atividade de reparo de DNA na célula (MEMISOGLU E SAMSON, 2000). 

O BER é responsável pelo reparo das bases nitrogenadas e dos açúcares 

modificados dos nucleotídeos trifosfatados, como oxidações, desaminações 

espontâneas e alquilações (DIZDAROGLU, 2005; DIZDAROGLU et al., 2008). O 

mecanismo de BER envolve a formação de uma série de complexos enzimáticos, 

consistindo basicamente em 4 etapas, sendo a primeira o reconhecimento da lesão 

e clivagem da ligação glicosídica por uma glicosilase, seguida pela clivagem da 
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ligação fosfodiester por uma endonuclease. Isso gera um sítio apurínico ou 

apirimidínico que é então preenchido através da polimerização e ligação de um 

nucleotídeo pela DNA polimerase e DNA ligase, respectivamente (DIZDAROGLU, 

2005). 

O reparo via NER (via RAD3) é um mecanismo mais genérico e flexível, que 

repara lesões que causam distorções na dupla hélice de DNA. NER envolve a 

formação de um complexo enzimático que se inicia pelo reconhecimento da lesão e 

abertura da dupla hélice de DNA, seguida da clivagem das extremidades da lesão 

por endonucleases e liberação do fragmento de DNA e posterior polimerização e 

ligação da região removida (SCHARER, 2008). 

O reparo MMR corrige pares errôneos de bases e alças desemparelhadas no 

DNA, eventualmente introduzidos por erros de replicação, ou lesões que interfiram 

com a atividade replicativa das DNA polimerases. Nesse mecanismo, a metilação é 

utilizada como sinal para discriminação da fita a ser reparada, uma vez que esta só 

ocorre algum tempo após a replicação do DNA. A fita filha, não metilada 

temporariamente (recém-sintetizada), é atacada por enzimas de reparo, e o trecho 

contendo a base incorreta é excisado. O reconhecimento das bases mal 

emparelhadas é realizado por um dímero da proteína MutS, que se liga nas lesões e 

se associa a proteína MutL, ativando a endonuclease MutH. A fita a ser eliminada é 

discriminada por MutH ao identificar o sítio GATC hemimetilado próximo a lesão. 

Após a incisão na fita recém-sintetizada, ocorre a excisão do trecho danificado a 

partir deste ponte onde a MutH cortou a fita de DNA e a molécula original é 

restaurada pela ação da DNA polimerase replicativa e ligase (AGNEZ-LIMA et al., 

2003; CHRISTMANN et al., 2003; SCHOFIELD E HSIEH, 2003). 

O reparo recombinacional (via RAD52) ocorre para reparar lesões do tipo 

quebra de DNA gerada por agentes endógenos e físico-químicos, sendo do tipo 

recombinação homóloga (HR – homologous recombination), bastante precisa, ou 

junção de pontas não homóloga (NHEJ – non-homologous end joining 

recombinarion), sujeita a erros (VIAU, 2009). 

Na HR ocorre a ressecção nucleotídica da fita 5´-3´, promovida pelo complexo 

MRX (Mre11, Rad50 e Xrs2p) (GILL E FAST, 2007). Essa ressecção possui, como 

objetivo, a geração de extremidades invasivas do tipo 3´ fita simples, que 

possibilitam o processo recombinacional. Uma vez que as extremidades 3´fita 

simples estejam disponíveis, a proteína Rad51 liga-se a estas e inicia o evento de 
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invasão a uma fita homóloga não danificada, que é usada como molde pela DNA 

polimerase. Desta maneira, a região 3´ terminal da fita danificada é restaurada e, 

terminada a extensão, as extremidades livres são novamente reunidas pela DNA 

ligase I (JACKSON, 2002). 

A NHEJ está presente quando há necessidade de religar duas extremidades de 

DNA, resultantes de uma quebra, que não possuam homologia entre si. Além disso, 

pequenas regiões de homologia existentes entre duas fitas não homólogas de DNA 

podem ser utilizadas para reparação (SHRIVASTAV et al., 2008). Embora os 

mecanismos moleculares da via NEHJ não sejam totalmente conhecidos, a 

maquinaria básica consiste nas proteínas Xrcc4, na DNA ligase IV, no heterodímero 

Ku70/Ku80, bem como na subunidade catalítica da proteína cinase dependente de 

DNA (DNA-PKcs - DNA-dependent protein kinase) (DUDASOVA et al., 2004; 

WETERINGS et al., 2009). 

O reconhecimento e a sinalização de dano ao DNA é um pré-requisito para a 

subsequente resposta celular, como reparo da lesão, parada no ciclo celular e 

apoptose. A parada no ciclo celular evita que a célula se divida e propague o erro às 

células filhas. No momento em que a reparação é concluída, a célula retorna a 

crescer e a proliferar normalmente. Porém, se o erro tiver sido muito grande e a 

célula não conseguir realizar um reparo eficiente do DNA, a célula entra em 

apoptose (HARRISON E HABER, 2006). 

O reconhecimento da quebra do DNA é realizado por um grupo de proteínas, 

entre as quais se encontram ATM (SMITH et al., 1999), proteína relacionada a ATM 

e Rad3 (ATR - ataxia telangiectasia and Rad3 related) e DNA-PK (HARTLEY et al., 

1995).  Ativação de ATM se dá preferencialmente em resposta à radiação ionizante e 

quebra de fita dupla de DNA. Sabe-se que o complexo MRE11-RAD50-Nbs1 (MRN) 

atua como um sensor para a ATM e a recruta para o local da quebra na molécula de 

DNA (LEE E PAULL, 2005). ATM é uma proteína homóloga a integrantes da família 

da PI3K (SAVITSKY et al., 1995) e, após sua ativação, ATM fosforila a histona 

H2AX, que parece recrutar fatores de reparo, como RAD51 e BRCA1  (CELESTE et 

al., 2002; REDON et al., 2002). ATM também causa a estabilização de p53, 

permitindo então sua fosforilação, resultando, através da ativação de múltiplas 

etapas, na parada da progressão do ciclo celular. ATM também induz a ativação da 

Chk2, uma proteína cinase relacionada aos pontos de checagem na transição G1/S 
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e da fase S e que, por sua vez, também fosforila p53 (revisado em CHRISTMANN et 

al., 2003) . 

A proteína ATR é ativada principalmente durante a quebra de fita simples de 

DNA. Esta proteína ativada fosforila e ativa a cinase de ponto de checagem 1 (Chk1 

– checkpoint kinase1) que fosforila e induz a degradação de cdc25A, levando a 

parada na progressão do ciclo celular. ATR também fosforila e ativa diversas 

proteínas de reparo de DNA, como RAD17 (POST et al., 2001) e BRCA1 (TIBBETTS 

et al., 2000). Assim, a fosforilação de diversas proteínas por ATM/ATR, 

principalmente Chk1, Chk2 e p53 é crucial para levar à parada no ciclo celular, 

apoptose e reparo de DNA (figura 13). 

 

Figura 13 – Sinalização mediada por ATM/ATR em resposta ao dano ao DNA, no controle 
do ciclo celular e na indução da apoptose. Adaptado de CHRISTMANN et al., 2003. 
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1.6 Hipótese do trabalho 

 

Devido ao fato de o resveratrol e a quercetina se mostrarem potenciais drogas 

antitumorais, nós hipotetizamos que estes compostos seriam eficazes em induzir a 

morte celular em gliomas. 

 

 

1.7 Objetivos Gerais 

 

Avaliar o efeito antitumoral do resveratrol e da quercetina em um modelo de 

glioma in vitro e in vivo e investigar potenciais mecanismos de ação. 

 

1.7.1 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito antitumoral do resveratrol e da quercetina em diversas 

linhagens de GBM humano, em uma linhagem de rato e em uma de 

camundongo (Capítulo 1). 

 Verificar os efeitos das drogas sobre a progressão do ciclo celular e indução 

de morte celular apoptótica, necrótica e senescência celular (Capítulo 1). 

 Avaliar o efeito destas drogas sobre a via de sinalização PI3K, envolvida na 

sobrevivência e crescimento celular (Capítulo 1). 

 Investigar a indução de senescência celular e suas possíveis causas, como 

estresse oxidativo, dano ao DNA ou outras vias de sinalização clássicas 

(Capítulo 2). 

 Verificar o efeito antitumoral destes polifenóis in vivo, num modelo de 

implante de gliomas em cérebro de rato (Capítulo 3). 
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Abstract 

We previously showed that the combination of resveratrol (Rsv) and quercetin 

(Quer) induced senescence-like growth arrest in C6 glioma cell line. Here, we 

investigated the mechanisms by which this process can occur in this cell line. We first 

investigated the minimum time and dose needed for senescence induction. We found 

that the minimum dose necessary to observe this effect was the combination of Rsv 

(10 M) plus Quer (25 M), after 7 days of treatment. After that, we investigated 

some classic pathways involved with senescence induction such as p53 and 

retinoblastoma (RB) using a glioma cell line mutated for p53 (U251) and analyzing 

the phosphorylation status of RB and the immunocontent of p27 and p15. When we 

treated U251 cell line, no senescence was observed and the cell growth was bigger 

than C6. There were no differences in the phosphorylation of RB or immunocontent 

of p15 and p27. Furthermore, we analyzed other pathways involved with senescence 

by using inhibitors of p38 (SB203580), ERK (PD98059) and mTOR (rapamycin). We 

did not find any difference in the senescence induction or cell growth when cells were 

treated with the inhibitors plus polyphenols. We tested if this effect was mediated by 

DNA damage and/or oxidative stress. DNA damage induction was shown by comet 

assay after 24 h of Rsv(10 M) plus Quer(25 M) treatments, but not for the same 

concentrations alone. H2AX also increased with 10 M Rsv plus 25 M Quer, 

indicating that the drugs combination induced DNA double strand break. There were 

no alterations in oxidative stress status. We concluded that Rsv and Quer are 

inducing DNA damage and consequently inducing senescence-like growth arrest. 

The damage seems to be a DNA-double strand break, since H2AX is considered a 

marker for the formation of this process, and this should be dependent of p53.  

 

Keywords: Resveratrol, Quercetin, glioma, senescence, DNA damage, p53. 

 

 

Abreviation: ATM - ataxia telangiectasia mutated; ATR - ataxia-telangiectasia-

mutated andRad3-related; C – control; CPD - cumulative population doublings; 

DMSO-dimethylsulphoxide; DSB - DNA double strand breaks; ERK1/2 - 

Extracelullarly Regulated Kinase 1/2; GBM - Glioblastoma;  H2DCF-DA - 2´,7´-

dichlorodihydrofluorescein diacetate; MAPK - Mitogen Activated Protein Kinase; MEK 

- Mitogen-activated ERK-activating kinase; mTOR -mammalian Target of Rapamycin; 

PD - PD98059; PRAK- p38-regulated/activated protein kinase; pRB -phospho-

Retinoblastoma; Quer - Quercetin; RAP – rapamycin;  ROS - Reactive Oxygen 

Species; Rsv – Resveratrol; SA-β-gal - Senescence-associated-β-galactosidade; SB 

- SB203580; X-gal - 5-bromo-4chloro-3-indolyl β-D-galactoside; -H2AX - 

phosphorylated histone H2AX;   
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1. Introduction  

 

Glioblastoma (GBM) is the most common and lethal primary malignant brain 

tumor. Although considerable progress has been made using multimodal treatment 

approaches, such as surgery, radiatiotherapy and chemioterapy, the impact of these 

advances on clinical outcomes has been disappointing. GBM is defined by the 

features of uncontrolled cellular proliferation, diffuse infiltration, necrosis, robust 

angiogenesis, intense resistance to apoptosis, and genomic instability [1]. 

Resveratrol (trans-3,4,-5-trihydroxystilebene) (Rsv) and quercetin (3,3´,4´,5,7-

pentahydroxylflavone) (Quer) are natural polyphenols found in fruits and vegetables 

such as onions, apples, peanuts, grapes and, consequently in grape products and 

red wine [2, 3]. A voluminous number of evidences suggest that an increased 

consumption of fruit and vegetables reduce the incidence of chronic disease, such as 

cancer, cardiovascular disease and other aging-related pathologies. For this reason, 

several studies have been done seeking for a specific compound responsible for 

these human´s health beneficial effect. The results found pointed out to a 

combination of plants compounds as responsible for these effects because of the 

little concentration and the molecular multitargets for each one [reviewed in 4, 5, 6].  

Cellular senescence is a potent anti-cancer mechanism controlled by tumor 

suppressor genes, particularly p53 and phospho-Retinoblastoma (pRB), which is 

characterized by the irreversible loss of proliferation. Senescence induced by DNA 

damage, oncogenic stimulation, oxidative stress or excessive mitogenic imput, 

serves as a barrier that counteracts cancer progression [7]. DNA damage, in 

humans, particularly if it entails formation of DNA double-strand breaks (DSBs), 

provides a signal for phosphorylation of histone H2AX on Ser 139 (H2AX) [8]. The 

phosphorylation is mediated by ataxia telangiectasia mutated (ATM) [9], ataxia-

telangiectasia-mutated and Rad3-related (ATR) [10] and/or DNA-dependent protein 

kinase [11], and occurs in nucleosomes along a megabase domain of DNA on each 

flank of the DSB. Numerous signalling and repair proteins including the M/R/N 

complex (Mre11/Rad50/Nbs1), BRCA1 and the p53 binding protein 1 colocalize with 

H2AX in the DNA damage foci [12-15] that are detected in senescent cells [16]. 

We have previously demonstrated that chronic treatment of C6 glioma cell line 

with the combination of Rsv and Quer reduced the cell growth and induced 
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senescence like-growth arrest [17]. In the present work we investigate some 

mechanisms by which these drugs could induce this senescent phenotype. 

  

2. Material and methods 

 

2.1 Cell culture 

 

Rat C6 and human U251 glioma cells were obtained from American Type 

Culture Collection (Rockville, MD). All culture materials were obtained from GIBCO 

Laboratories (Grand Island, NY). Cells were cultured in DMEM low glucose 

supplemented with 5 % fetal bovine serum (10 % for U251 cells), 0.1 % 

amphoterecin B and 1 % penicillin/streptomycin at 37 ºC/5 % CO2 in a humidified 

incubator. 

 

2.2 Cell treatments 

 

Rsv and Quer were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO) and 

administered for indicated time in the following concentrations: Rsv (5 or 10 M), 

Quer (10 or 25 M), the combination of Rsv (5 M) plus Quer (10 M), and the 

combination of 10 M Rsv plus 25 M Quer. The p38 mitogen activated protein 

kinase (MAPK) inhibitor SB203580 10 M (SB) and mitogen-activated ERK-activating 

kinase/extracelullarly regulated kinase (MEK/ERK 1/2) MAPK inhibitor PD98059 20 

M (PD) were obtained from Calbiochem (San Diego, CA). Mammalian target of 

rapamycin (mTOR) inhibitor rapamycin 10 nM (RAP) was obtained from Sigma. All 

drugs were dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO, Acros Organics, NJ). DMSO 

was present in the control (C) wells at a maximum concentration of 0.5 %.  

 

2.3 Long term culture of cells and determination of population doublings 

 

Cells were plated at each passage in 24-well plates at a density of 50,000 

cells/well and exposed to DMSO or different concentrations of Rsv and Quer or 

inhibitor SB, PD and RAP with medium and treatments renewal every 48 h. Confluent 

cells were passaged, and population doublings (PD) were determined according to 
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the formula PD= Log N(t) x Log (N(to))/ Log 2, where N(t) is the number of cells per 

well at time of passage, and N(to) is the number of cells seeded at the previous 

passage [18]. The sum of cumulative PDs (CPDs) was plotted against time of culture. 

 

2.4 Senescence-associated-β-galactosidade (SA-β-gal) staining  

 

After indicated days in culture, cells were washed in PBS, fixed in 3 % 

formaldehyde for 15 min at room temperature, washed, and incubated with fresh SA-

β-gal staining solution containing 1 mg/mL 5-bromo-4chloro-3-indolyl β-D-galactoside 

(X-gal, Sigma), 40 mM citric acid/sodium phosphate, pH 6,0, 5 mM potassium 

ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl for 12-16 h at 

37 °C [19]. Results are present as ratio of SA-β-gal-positive cells to total cells of at 

least three fields of three experiments. 

 

2.5 Alkaline comet assay.  

 

The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al., 1988 with 

minor modifications [20-23]. After treatments, cells were embedded in 0.75 % low 

melting point agarose, and immediately spread onto a glass microscope slide 

precoated with a layer of 1 % normal melting point agarose. The slides were then 

incubated in lysis solution (2.5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 1 % Triton X-100 

and 10 % DMSO, pH10.0) at 4 °C for at least 1 h. After the lysis procedure, the slides 

were placed on a horizontal electrophoresis unit with fresh alkaline buffer (300 mM 

NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13.0) for 20 min at 4 °C. Slides were stained using a silver 

staining protocol as described in Nadin et al., 2001 [24] and gels were analyzed 

using an optical microscope. One hundred cells of two replicate slides were selected 

and analyzed for DNA migration. Methyl methanesulphonate (MMS) (0.4 mM for 2 h) 

was used as a positive control. 

One hundred cells were scored visually according to the tail length and the 

amount of DNA present in the tail. Each comet was given an arbitrary value ranging 

from 0 (undamaged) to 4 (maximally damaged) [25]. Damage index was thus 

assigned to each sample and can range from 0 (completely undamaged: 100 cells × 

0) to 400 (with maximum damage: 100 cells × 4).  
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2.6 Flow-cytometric Determination of Total Reactive Oxygen Species (ROS) 

 

For determination of total ROS levels, cells were treated as indicated and then  

incubated with 10 M 2´,7´-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA) 

(Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA), which is cleaved by intracellular 

esterases and transformed to a fluorescent dye when oxidized at 37 °C for 30 min 

prior to immediate analysis by flow cytometry Guava EasyCyte (Guava Technologies, 

Hayward, CA). The mean fluorescence of 5,000 analyzed cells (corrected for 

autofluorescence) of each treatment group was taken as a measure for the total ROS 

load. H2O2 (0.2 mM for 2 h) was used as a positive control. 

 

2.7 Immunoblotting 

 

Preparation of protein samples and western blot were performed as described 

previously with minor modifications [26]. Whole-cell lysate (80 g) was 

electrophoresed and electroblotted onto a PVDF membrane (Amersham Pharmacia 

Biotech, Piscataway, NJ, USA). The membrane was blocked in 5 % skimmed 

milk/TBST for an hour and probed overnight with antibodies to H2AX (1:1,000 

dilution; Cell Signaling, Beverly, MA), pRB, (1:1,000; Cell Signaling), p15 (1:1,000; 

Cell Signaling) and p27 (1:1,000; Cell Signaling), phospho-p38 (pp38) (1:1,000; Cell 

Signaling), p38 (1:1,000; Cell Signaling), phospho-ERK1/2 (pERK1/2)(1:1,000; Cell 

Signaling). Bound antibody was detected with appropriate horseradish peroxidase-

labeled secondary antibodies (1:2,000; Cell Signaling) using enhanced 

chemioluminescence and X-ray films (Kodak X-Omat, Rochester, NY). The optical 

density of the bands was obtained with Bio-Rad software (Quantity One; Hercules, 

CA). 

 

2.8 Statistical analysis 

 

 All data were expressed as mean  SEM (standard error of the mean) and were 

analyzed using a one way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey post hoc 

test for multiple comparisons. Differences with p<0.05 were considered significant. 
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Analyses of the data were performed using the software Biostat 5.0 (Belém, PA, 

Brazil). 

3. Results 

 

We have previously demonstrated that 12 days of 10 M Rsv plus 25 M Quer 

treatment induced senescence-like growth arrest in C6 cells [17]. In this work, we first 

analyzed if lower doses of Rsv and Quer could induce the same effect. We treated 

C6 cells with 5 M Rsv, 10 M Quer and 5 M Rsv plus 10 M Quer and found a 

decrease in the cell growth with 5 M Rsv plus 10 M Quer (Fig. 1B). However, this 

effect was less pronounced than 10 M Rsv plus 25 M Quer treatment (Fig. 1A). 

Also, the previously obtained senescence induction by higher doses (Fig. 1C and E) 

was not observed with lower doses (Fig. 1D). A clear senescent phenotype was 

detected between 5 and 7 days of 10 M Rsv plus 25 M Quer treatment (Fig. 1C 

and E). 
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Fig. 1 – Lower dose limit for induction of senescence with the combination of Rsv and Quer: 
Time and dosage effect of Rsv and Quer on cumulative population doubling (A and B) and 
senescence-like growth arrest (C and D) in C6 cells. C6 cells were cultivated in the 
continuous presence of treatments as described in the methods section and cumulative 
population doublings (CPD) were plotted against time (A and B). After this time, cells were 

stained for SA--gal and photographed (E and F). The bar graph represents the ratio of SA-

-gal-positive(+) cells to total cells of at least three fields of three independent experiments 
(C and D). Each time point or bar represents the mean ± SEM. ANOVA followed by Tukey´s 

post test. Scale bar 10M. **p < 0.01 from C. 

 

There are many stimuli able to induce cellular senescence. In spite of the 

diversity of these stimulatory signals, they only converge onto two major effector 

pathways: the p53 and the pRB pathways [27]. On this base, we first tested the 

involvement of p53 by measuring the senescence induction by Rsv and Quer in a cell 

line deficient in this protein, U251 [28].  Fig. 2A shows that combined 10 M Rsv plus 

25 M Quer induced cell growth arrest, however did not induced senescence (Fig. 

2B). We also found that the ability of Rsv and Quer to induce cell growth arrest was 

far greater in C6 than in U251 (Fig. 1A), suggesting that senescence-like growth 
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arrest is important to the antiproliferative effect observed upon Rsv plus Quer 

cotreatment, corroboring that this phenotype needs a functional p53 protein. 

 Fig. 2 - Rsv and Quer effect on cumulative population doubling (A) and senescence-like 
growth arrest (B) in U251 cells. U251 cells were cultivated in the continuous presence of 
treatments as indicated in the methods section and cumulative population doublings (CPD) 
were plotted against time (A). Each time point represents the mean ± SEM. After this time 

cells were stained for SA--gal and photographed (B). ANOVA followed by Tukey´s post test. 

Scale bar 10M. *p < 0.05 from C. 
 

We therefore assessed if Rsv and Quer could modulate the pRB pathway. To 

this end we treated C6 cells with 10 M Rsv, 25 M Quer and cotreatment for 24 h 

and analyzed the phosphorylation status of RB by western blot. No clear change was 

observed in the levels of pRB in cells treated with Rsv and Quer (Fig. 3). Moreover, 

levels of p15 and p27, inhibitors of CDK4/6 and CDK2 respectively [29, 30], which 

have RB as a target, was only slightly increased.  Altogether, these data suggest that 

RB pathway is probably not involved in the senescence response induced by Rsv 

and Quer (Fig. 3).  

 

 Fig. 3 – Effect of Rsv and Quer on the 
phosphorylation status of RB and immunocontent 

of p15 and p27. C6 cells were treated with 10M 

Rsv, 25M Quer or 10M Rsv plus 25M Quer for 
24 h. Lysates were subjected to western blot 
analysis. Representative blots of three 
independent experiments are shown and the 
numbers below the blots depict values of 
densitometric evaluation as mean (x) ± SEM. 
ANOVA was followed by Tukeys post test.  LC – 
Loading control. 
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p38 MAPK was shown as a positive regulator of senescence [31-33]. Therefore, 

we tested the involvement of this pathway in Rsv and Quer senescence-like growth 

arrest induction. For this we analyzed the CPD and SA--gal staining of C6 cells after 

incubating cells with the p38 inhibitor SB. As indicated by figure 4A and D, we did not 

find any difference between Rsv and Quer treatments plus cotreatment with SB, 

indicating that the decreased cell growth observed does not require an increase in 

p38 activity. When cells were treated only with SB, there was a tendency to increase 

cell growth, suggesting that when p38 is activated, it can decrease cell growth, at 

least in part. The phosphorylation status of p38 was efficiently decreased by SB as 

showed by the western blot image (Fig. 4A insert). 

Studies have indicated that the ability of Ras to induce senescence depends on 

the Raf-MEK-ERK MAPK pathway [34, 35]. Next, we assessed whether this way was 

involved in Rsv and Quer triggering cellular senescence. Thus we incubated C6 cells 

with MEK inhibitor PD plus Rsv and Quer. We found an unexpected additive effect of 

10M Quer and PD in decreasing CPD (Fig. 4B), but this effect was not observed 

with the senescent phenotype (Fig. 4D). Other treatments have shown a similar result 

to Rsv and Quer alone (Fig. 1B). The pMEK was efficiently inhibited by PD as shown 

by the western blot image of a downstream protein ERK1/2 (Fig. 4B insert). 
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Fig. 4 – Effect of p38, MEK/ERK1/2 and mTOR inhibitor cotreatment with Rsv and Quer on 
cumulative population doubling (A to C) and senescence-like growth arrest (D) in C6 cells. 
Western blot images are shown to confirm the inhibition of the phosphorylation of p38 and 
ERK1/2 by SB and PD respectively after 30 min of treatment (inserted on figures A and B - 
top). C6 cells were cultivated in the continuous presence of treatments as indicated in the 
methods section and cumulative population doublings (CPD) were plotted against time (A, B, 
C). Each time point represents the mean ± SEM of three independent experiments. After this 

time cells were stained for SA--gal and photographed. The bar graph represents the ratio of 

SA--gal-positive (+) cells to total cells of at least three fields of three independent 
experiments (D). ANOVA followed by Tukey´s post test.  *p<0.05, **p < 0.01 from C, a – 
different from Rsv or Quer alone. 

 

mTOR has emerged as a major effector of cell growth and proliferation by 

regulating protein synthesis [36]. mTOR inhibitors have been used in clinical trials as 

a chemotherapeutic drug [37, 38], with positive results for refractory renal cell 

carcinoma. We found a decrease in cell growth when we used RAP, 5M Rsv plus 

RAP and 10 M Quer plus RAP comparing to control, 5M Rsv and 10 M Quer 

alone, respectively (Fig. 4C). No cellular senescence was observed (Fig. 4D), 

indicating that another way of growth inhibition is occurring. 

As aforementioned, there are many stimuli conducive to cellular senescence. 

Among them, DNA damage and oxidative stress are the most common [16, 39]. To 

establish whether Rsv and Quer were inducing DNA damage that could lead to 

senescence, we analyzed the DNA damage by single-cell electrophoresis under 

alkaline conditions (alkaline comet assay).  The results (Fig. 5A) showed that 24 h of 
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cotreatment of Rsv plus Quer induced DNA damage similar to the positive control, 

MMS. This finding prompted us to investigate if this damage was a DNA DSB. 

Indeed, this damage also lead to an increase in the H2AX (Fig. 5B), an early event 

in the recognition of DNA DSB [8], corroborating that DNA damage induced by Rsv 

plus Quer may be DSB.  

Fig. 5 – Rsv and Quer effect on DNA damage, H2AX and ROS production. (A) C6 cells 

were treated with 10 M Rsv, 25 M Quer or 10 M Rsv plus 25 M Quer and comet assay 
was performed 1 or 24 h latter. Methyl methanesulphonate (MMS) (0.4 mM for 2 h) was used 

as a positive control. (B) Effect of Rsv and Quer on  H2AX. C6 cells were treated with 10 M 

Rsv, 25 M Quer or 10 M Rsv plus 25 M Quer for 24 h. Lysates were subjected to western 
blot analysis. Representative blots of four independent experiments are shown and the 
numbers below the blots depict values of densitometric evaluation. (C) C6 cells were treated 
as indicated for 24 h and total ROS levels were determined by H2DCF-DA staining and flow 
cytometric analysis. The graph depicts the fluorescence intensity. H2O2 (0.2 mM for 2 h) was 
used as a positive control.  

 

Induction of DNA damage by ROS has been described extensively [40, 41]. 

Next, we evaluate if DNA damage induced by Rsv plus Quer treatment were 

accompanied by an increase in ROS production. DNA damage observed here was 

not mediated by ROS, since employing the redox-sensitive fluorescent dye H2DCF-

DA (detecting all intracellular ROS, namely H2O2, superoxide, and peroxynitrite) and 

subsequent analysis by flow cytometry did not show an obvious increase in this 

parameter (Fig. 5C). 

 

4. Discussion 

 

Understanding the molecular mechanisms of Rsv and Quer-induced 

senescence may facilitate the development of additional therapeutic interventions for 

the prevention and treatment of glioma. In this report, we have focused on the 
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mechanism of action purported to Rsv and Quer in senescence induction. Our results 

demonstrated that cotreatment of Rsv and Quer induce DNA DSB resulting in 

senescence like-growth arrest probably by activating p53. 

We initially investigated the lowest doses needed to induce the senescent 

phenotype. We found that the minimum concentration necessary to induce 

senescence is combined 10 M Rsv plus 25 M Quer, and this phenotype is 

apparent after 5 to 7 days of treatment.  It is important to establish the in vitro dosage 

necessary to induce senescence-like growth arrest due to the fact that just lower 

concentrations are attainable in vivo [42-45]. For instance, Moon et al. [42] in a 

clinical study, found that the average peak plasma concentration of total Quer for 10 

subjects was 1.5 M at 3.5 h when dosing 500 mg Quer three times daily with meals. 

In other work, animals treated with Quer for 3 days with 500 mg/kg, the concentration 

obtained in the brain was 0.7 nM [43]. Asensi et al. [44] showed that 11 min after oral 

administration to rats of 20 mg of Rsv/kg the brain concentration found was 0.46 nM. 

Cellular senescence is a stress response that is characterized by a robust 

inhibition of cell proliferation; this often becomes irreversible and independent of the 

initial stress trigger [45]. Signalling by oncogenic proteins, oxidative damage and 

persistent DNA damage are among the best-studied triggers of senescence [45]. In 

spite of the diversity of these stimulatory signals, they converge onto two major 

effector pathways: the p53 pathway and the pRB pathway [27]. Rsv and Quer are 

inducing senescent phenotype by activating p53 since a cell line deficient in this 

protein (U251) did not show senescence induction after Rsv plus Quer cotreatment, 

although a reduction in cell growth was observed. Moreover, there was no difference 

in phosphorylation of RB among treatments and we only found a slight increase in 

p15 and p27 upon polyphenols treatments suggesting that the expression levels of 

these proteins are not major player in the senescence induction by Rsv and Quer. 

The signals that induce a DNA damage response, such as chemotherapeutic 

drugs (such as etoposide or cyclophosphamide) or telomere dysfunction appear to 

drive senescence primarily via p53 pathway. Interestingly, many of these senescent 

phenotypes can be rescued by p53 inactivation, indicating a pivotal role for p53 in 

DNA damage-induced senescence [46, 47]. Moreover, cancer cells that retain intact 

p53 are much more susceptible to senescence in response to chemotherapy [48-50]. 

These results corroborate with ours findings, that showed that a p53 deficient cell 

line, U251, was less sensible to the drugs that C6 which has a functional p53. 
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Furthermore, other groups have found that 100 M Rsv induced apoptosis and 150 

M induced autophagy in U251 glioma cell line [51, 52]. Since we observed a 

reduction in U251 cell growth after cotreatment with 10 M Rsv and 25 M Quer we 

suggest that these coumpounds may be inducing apoptosis and/or autophagy 

instead of senescence in this cell line. 

Studies have indicated that the ability of Ras to induce senescence depends on 

the Raf-MEK/ERK MAPK pathway [34, 35] and is accompanied by upregulation of 

p16INK4A, p53, p14/p19ARF, and/or p21WAF1 [53, 54] and silencing of E2F target genes 

[55].  Recently, studies have shown that Ras-induced senescence also requires 

activation of p38 [56-58] following by activation of PRAK (p38-regulated/activated 

protein kinase) that mediates senescence by phosphorylation of p53 [59]. Since we 

proposed that Rsv plus Quer were inducing senescence by activating p53, we also 

investigated the potencial involvement of the MAPKs pathways in this effect. We did 

not find any difference in the cell growth after incubating cells with combined Rsv 

plus Quer plus p38 and MEK1/2 inhibitors, reforcing the theory that p53 are being 

activated by DSB DNA damage. 

Elevated ROS, such as hydrogen peroxide (H2O2), superoxide anion (•O-
2) and 

hydroxyl radical (OH) have been widely accepted as a causative trigger for 

senescence-like growth arrest [60], moreover, increased levels of ROS lead to DNA 

oxidative damage. The resulting DNA lesions include base modifications, base loss, 

single-strand DNA breaks and through single-strand DNA breaks clustering even 

DSBs [61, 40]. We tested whether Rsv and Quer were increasing ROS. As expected, 

these compounds did not increase the ROS, suggesting that DNA DSB is being 

mediated by another way, probably p53 pathway. 

Data presented herein demonstrated that combined 10 M Rsv plus 25 M 

induced DNA DSB assessed by comet assay and increased H2AX. In a recent 

review, Gatz e Wiesmuller [62] discuss the existing data on Rsv direct and indirect 

effects on genome integrity, as well as related compounds such as Quer. The impact 

of Rsv on genome stability is highlighted by findings indicating that Rsv affects all 

aspects of DNA metabolism, i.e. DNA replication, recombination, repair, relaxation 

and telomere maintenance, but the exact mechanism of interaction between Rsv and 

Quer on the induction of DNA damage remains unclear. 
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New clues to the underlying mechanisms have come from a number of reports 

suggesting physical and biochemical interactions between Rsv and DNA [62]. In vitro 

studies revealed that Rsv directly binds DNA and RNA [63, 64], and comparable 

results were obtained with Quer [65]. It should be noted that in contrast with Quer, 

Rsv itself is not a DNA intercalator [66, 67]. Topoisomerases function to maintain 

normal DNA topology, a critical requirement for each cellular activity that involves 

DNA strand separation, including DNA replication, recombination and RNA 

transcription [68]. In two studies, Rsv was characterized as a class II (catalytic) 

inhibitor of topoisomerases II with an IC50 of 66–79 M [69, 70]. Activities of Rsv 

toward topoisomerases I or topoisomerases II as a poison were not detected up to 

doses of >400 M [74]. For comparison, Quer was demonstrated to be a catalytic 

inhibitor of both, topoisomerases I and topoisomerases II [69]. 

Significantly, recent studies have revealed that activation of ATM and ATR 

could be a central effect of Rsv that underlies cell cycle regulation and the newly 

described activation of fidelity control mechanisms in DNA DSB repair involving p53 

[71]. Taken together, straightforward conclusions on the mechanistic basis for the 

observed effects on genome stability cannot be drawn, as they very much depend on 

the chemopreventive agent chosen and the treatment conditions applied.  
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Abstract 

We have previously demonstrated that resveratrol (Rsv) and quercetin (Quer), two 

polyphenols widely found in vegetables, decreased glioma cell growth in vitro. Here, we 

asked whether these compounds could inhibit and/or decrease glioma growth in an in vivo rat 

model. We found that intraperitoneal daily Rsv(30mg/kg), Quer(50 mg/kg) and combined Rsv 

plus Quer treatment did not decrease tumor growth after 10 days of treatments. Instead we 

observed an increase in tumor volume after 15 days of Quer treatments that was blocked with 

combined Rsv plus Quer treatment. We observed that Rsv sligthly reduced the coagulative 

necrosis, an indicator of bad prognosis. Rsv also sligthly reduced the lymphocitic infiltration, 

that is a marker of good prognosis. This reduction was not observed in peripheral T-cells 

indicating that Rsv can reduce the T-cell tumor recruitment. Because we found a reduction in 

the body weight in animals that receive Rsv and combined Rsv plus Quer after 15 days of 

glioma implantation we examined whether these compounds could induce some 

hepatotoxicity. We did not find alteration in the liver pathology and the liver serum enzymes 

after treatments. Taken together these results show that Rsv and Quer did not decrease tumor 

growth in a rat glioma model. Despite our previous in vitro studies and reports in the literature 

that indicate that these compounds had antitumoral properties, the present result is a word of 

caution that has to be considered in the design of clinical trials and the indiscriminate use of 

these polyphenols as dietary supplements. 

Keywords: Resveratrol, Quercetin, Glioblastoma, in vivo glioma model, tumor cell 

growth 
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Introduction 

 

Gliomas are the most common primary brain tumors, with a worldwide annual 

incidence of around 7 cases per 100,000 individuals [1]. The most frequent and most 

malignant gliomas are glioblastoma (GBM) that occur typically in older adults. Grossly, 

GBMs are heterogeneous intraparenchymal masses that show evidence of necrosis and 

hemorrhage. Microscopically, they consist of several cell types: the glioma cells proper, 

hyperproliferative endothelial cells, macrophages and trapped cells of the normal brain 

structures that are overrun by the invading glioma [2, 3]. Peritumor brain tissue shows various 

types of inflammatory responses, including activated macrophages and microglia, 

hypertrophic reactive astrocytes, vascular invasion and edema formation [4]. Despite the 

multimodal therapy approach, that basically consist in surgery followed by radio and/or 

chemotherapy, the prognostic remains very poor, with the majority of patients succumbing to 

the disease within a year [5]. 

Resveratrol (trans-3,4,-5-trihydroxystilebene) (Rsv) is present in a number of plant, 

such as nuts, peanuts, grapes and consequently in red wine and grape juice [6]. Studies have 

suggested that Rsv can prevent the progression of a wide variety of pathologies, including 

vascular diseases, ischemic injuries, cancers, and neurodegenerative processes [7-10]. In 

1997, it was reported that Rsv (1–25M) inhibited the initiation and promotion of 

hydrocarbon-induced skin cancer in mice, as well as the progression of breast cancer in this 

species [11]. Its anticancer activity against human neoplasm was shown utilizing in vivo 

animals‟ models as well as human cancer cell lines, including those from breast [12-13], 

prostate [14-15], colon [16], brain [17-18] and oral squamous carcinoma [19].  Different 

mechanisms of cancer cell death induction were proposed for Rsv, including cell cycle arrest 

and apoptosis induction [20], autophagy cell death [21], necrosis [22] and senescence [17, 

23]. The cell death phenotype is dependent on cell type and metabolic state of the cell, with 

Rsv being considered a promiscuous molecule able to activate many molecular targets [24].  

Quercetin (3,3´,4´,5,7-pentahydroxylflavone) (Quer) is a typical flavonoid present in the 

plant kingdom as a secondary metabolite found in red onions, grapes, apples, berries, cherries, 

broccoli, citrus fruits, tea (Camellia sinensis) and, at particularly high concentrations (180 mg 

per 100 g), in capers and lovage [25]. As cited by Middleton et al. (2000) [26] and Erlund 

(2004) [27], anti-oxidant, anti-carcinogenic, anti-inflammatory, and cardioprotective 

properties are several key biological functions ascribed to Quer. Middleton et al. (2000) [26] 

stressed the anti-carcinogenic properties of Quer that includes inhibition of the growth of cells 
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derived from human cancers such as those of stomach [28], colon [29, 30], brain [31], prostate 

[32] and breast [33]. Additionally, it suppresses the growth and development of uterine 

cervical cancer [34], melanomas [35], and intestinal tumors [36] in whole mice. At the 

molecular level, Quer acts as anticancer agent by down-regulating the expression of 

oncogenes (H-ras, c-myc and K-ras) and anti-oncogenes (p53) [37], or up-regulating cell 

cycle control protein (p21WAF1 and p27KIP1) [38]. In addition, Quer inhibits different tyrosine 

and serine–threonine kinases, whose activities are linked to survival pathways such as MAPK 

and AKT/PKB [39]. 

We have previously demonstrated the combined effect of Rsv plus Quer in decreasing 

cell growth and inducing senescence-like growth arrest in chronically treated glioma cell line 

[17]. In this work we asked whether these drugs could inhibit and/or decrease glioma tumor 

growth in an in vivo rat model of glioma extensively used to test antitumoral interventions 

[40-42]. 

 

Methods 

 

Cell culture 

 

 All culture materials were obtained from GIBCO Laboratories (Grand Island, NY). C6 

rat glioma cell line was obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, 

Maryland). Cells were grown in Dulbecco‟s modified Eagle‟s medium (DMEM, pH 7.4) plus 

0.1 % amphoterecin B, 1 % penicillin/streptomycin and supplemented with 5 % fetal bovine 

serum. Cells were kept at a temperature of 37 
o
C, a minimum relative humidity of 95 %, and 

an atmosphere of 5 % CO2. 

 

Glioma implantation 

 

Rats (male Wistar, 8-weeks old) anesthetized with 90 mg/kg ketamine plus 12 mg/kg 

xylazine (Agener, Pouso Alegre, MG, Brazil) i.p. (intraperitoneal) were placed in a 

stereotactic frame and 5x10
5
 C6 cells in a volume of 3 L were injected at a depth of 6 mm in 

the right striatum with a Hamilton syringe. Injection coordinates with regard to bregma were 

0.5 mm posterior and 3.0 mm lateral. All procedures used in the present study followed the 

„„Principles of Laboratory Animal Care” of the National Institutes of Health (NIH) and were 

approved by the local Ethical Committee (protocol number 2008229). 
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Treatments 

 

A stock solution of Rsv was prepared in ethanol (50 mg/mL). Just before the animals 

injection the sock solution was dissolved in saline [43]. The maximal final ethanol 

concentration never exceeded 0.6 mL/kg.  Quer suspension was prepared in 0.2 % Tween-80 

saline solution (10 mg/mL) followed by sonication [44]. Five days after glioma implantation, 

the rats, divided in four groups, received: group 1 - the vehicle where drugs were dissolved 

(saline + ethanol + 0.2 % Tween-80) corresponding to control (C) group; group 2 - Rsv (30 

mg/kg) (Chengdu Hawk Bio Engineerin, China); group 3 Quer (50 mg/kg) (Sigma Chemical, 

St. Louis, MO); group 4 - Rsv (30 mg/kg) plus Quer (50 mg/kg) i.p. daily for 10 or 15 days, 

as indicated. Fifteen or 20 days after glioma implantation, the rats were sacrificed by 

decapitation and the isolated brain immersed in 10 % paraformaldehyde in phosphate saline. 

After post-fixation for 24 h, the brains were sectioned into 4 M and stained with 

Hematoxylin/Eosin (HE). Blood samples were collected for posterior enzymatic assays (-

glutamyl transferase, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), 

(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil).  

The liver was also removed, sectioned and fixed with 10 % paraformaldehyde for 

pathological analysis. For body weight analysis, the experimental groups were compared to 

the control group. The spleen was removed and placed in DMEM medium to posterior T-cell 

proliferation test. 

 

Pathological analysis and tumor volume quantification  

 

At least five HE sections from each animal were analyzed by a pathologist, blinded for 

the experimental treatment regimen, to mitotic index, coagulative necrosis and lymphocytic 

infiltration. For tumor size quantification, the slices were imaged using a digital camera and 

tumor volume was calculated using Image J software (NIH Image, Rockville, MD). 

 

Cell proliferation/viability assay 

 

T-cell proliferative responses were determined by a modified colorimetric assay [45] as 

described [46]. A single cell suspension of splenocytes from rats was obtained and cells were 

incubated at 8 × 10
5
 cells/mL with 1 % phytohaemagglutinin (PHA) (Sigma Chemical) or 2.5 
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mg/L concanavalin A (ConA) (Invitrogen, Carlsbad, CA). In the last 4 days of culture, 100 μl 

of the supernatant was gently discarded and 30 μL freshly prepared MTT [3-(4,5-diamethyl 2-

thiazolyl) 2,5 diphenyl-2H-tetrazolium, Sigma] solution (5 mg/mL in RPMI-1640) was added 

to each well. The cell cultures were incubated for 4 h at 37° in a 5 % CO2 atmosphere. The 

dehydrogenase enzymes in metabolically active cells convert this substrate to formazan, 

producing a dark blue precipitate. After complete removal of the supernatant, 100 μL of 

dimethyl sulphoxide (Sigma) was added to each well. The optical density (OD) was 

determined using a Biorad ELISA plate reader at wavelengths of 570 and 630 nm.  

 

Statistical analysis 

 

Data are expressed as mean ± S.E.M (standard error of the mean) and analyzed for 

statistical significance by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post-hoc for 

multiple comparisons (Tukey‟s test) using Biostat 5.0 software (Belem, PA, Brazil). 

Differences between mean values were considered significant when p < 0.05. For the 

pathological parameters, the Chi-Square test was used. 

 

Results 

 

To investigate whether the induction of glioma cell death by Rsv and Quer previously 

found in vitro [17] could be effective also in vivo we implanted C6 glioma cells in the 

striatum of adult Wistar rats. After 5 days of glioma implantation we treated rats with daily 

i.p. injections of Rsv (30 mg/kg), Quer (50 mg/kg) or both for 10 days. There was no 

reduction in the tumor volume among the groups (Fig. 1). On the contrary, we noted a 

tendency of increase in the tumor volume in rats treated with Quer. Histopathological analysis 

of implanted tumors confirmed that they have characteristics that resemble human GBMS, 

with C6 cells demonstrated to grow in the intracerebral, intraventricular and intraparenchymal 

spaces (data not shown).   
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Fig. 1 – Effect of Rsv and Quer on tumor volume of implanted glioma. Tumor volume was measured 

15 days after implantation of C6 cells, corresponding to 10 days of  Rsv and Quer treatment.  At right 

side representative tumor images stained with HE are shown.  The values were presented as means ± 

S.E.M of 8 animals per group. Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey´s post-test. Scale 

bars 1mm. 

Gliomas from the untreated group presented a high mitotic index, nuclear 

pleomorphism, foci of tumor necrosis and lymphocytic infiltration, which are characteristics 

of GBMs in humans (Fig. 2) [42]. Although no statistical significant differences were 

observed among the groups in histopathological analysis, a slight reduction in necrosis and 

lymphocytic infiltration was found in Rsv plus Quer group (Table 1).  

 

 Fig. 2: Histological analysis of implanted gliomas. 

The sections of implanted rat glioma were stained 

with HE, as described in Section 2. Representative 

pictures of histological characteristics that define 

GBMs, as seen in rats implanted with gliomas (control 

group). Necrosis (N), and lymphocytic infiltration 

(arrow) were observed. Scale bars 10 µM. 

 

 

 

 

 

 

This finding led us to hypothesize that the time of treatment had been insufficient to 

observe some effect, since our previous data had indicated that the combined effect of Rsv 

plus Quer is mainly due to senescence induction that, in vitro, becomes clear after 4 to 5 days 

[17]. Therefore we treated the animals for 15 days. However, this only increased the positive 

effect that Quer produced on the tumors, with no treatment producing any reduction in tumor 

volume (Fig. 3). This increase was not observed in rats cotreated with Rsv plus Quer, 
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indicating that the Rsv was able to block the increase induced by Quer. Histopathological 

analysis showed that Rsv and cotreatment of Rsv plus Quer reduced the necrosis levels from 

100 % of the tumors (control group) to 50 % and 55 % of the tumors, respectively (Table 1). 

Moreover, these treatments also reduced lymphocytic infiltration from 85 % (control) to 37 % 

for Rsv and 45 % for cotreatment.  

Table 1. Histological characteristics of implanted gliomas.  

 The histological variables (coagulative necrosis and lymphocytic infiltration) were regarded as 

present or absent. Mitosis were counted in ten high power fields (HPF) of the tumor, and the average 

of this counting was used as mitotic index (means ± S.E.M.). In which variable the left column 

indicates the characteristics after 15 days of glioma implantation (10 days of Rsv and Quer treatments) 

and the right column represent the characteristics after 20 days of glioma implantation (15 days of Rsv 

and Quer treatments). 

 

Fig. 3 – Effect of Rsv and Quer on tumor volume of implanted glioma. Tumor volume was measured 

20 days after implantation of C6 cells, corresponding to 15 days of  Rsv and Quer treatment. At right 

side representative tumor images stained with HE are shown.  The values were presented as means ± 

S.E.M of 8 animals per group. Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey´s post-test. 

*Significantly differente from control with p<0.05. Scale bar 1mm. 

Since we found a slight decrease in lymphocytic infiltration in tumor area after Rsv and 

Rsv plus Quer treatments we wondered whether this effect was mediated by a decrease in 

systemic lymphocytic proliferation or just the tumor lymphocytic recruitment. For this, we 

analyzed the T-cell proliferation stimulated with PHA and ConA. Unexpectedly, we found an 

increased T-cell proliferation from rats cotreated with Rsv plus Quer. This effect can also be 

observed after PHA e ConcA stimulation in this group (Fig. 4). Rats that were treated with 
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Quer presented a slight reduction in T-cell proliferation and rats treated with Rsv had similar 

effect to control. 

 Fig. 4: T-cell proliferation in 

vitro. Splenocytes from 4 rats 

after 20 days of glioma 

implantation were incubated with 

PHA, ConcA or only DMEM 

(normal) for 3 days. After, MTT 

assay was performed. Data are 

expressed as percentage of 

control.*Significantly different 

from control (normal) with 

p<0.05. Bars indicate 

mean±S.E.M, ANOVA, followed 

by Tukey´s test, n=4 in 

triplicates.  

 

We next compared the body weight of rats with implanted gliomas treated with Rsv and 

Quer. Until de thirteenth day of glioma implantation the body weight from treated rats did not 

differ from control group (Fig. 5A), however from fifteenth day, the rats treated with Rsv or 

Rsv plus Quer showed a diminished body weight (Fig. 5B). For this reason we investigated 

whether these drugs were inducing hepatoxicity by measuring the hepatic enzymes -glutamyl 

transferase, ALT and AST in the rat blood serum. None of the treated animals presented 

significant alterations in the investigated enzymes, discarding hepatic alterations in the 

animals (Fig. 6A, B and C). Microscopic investigation of the liver by HE analysis 

demonstrated absence of signs of toxicity (data not shown). 

 

Fig. 5: Body weight of animals with implanted gliomas. Animals were treated for 10 or 15 days as 

described in methods. Weights were observed daily. The values are represented as means ± S.E.M of 

the animals used in this study (n = 8 animals per group). Data were analyzed by ANOVA followed by 

Tukey´s test. *Significantly different from the control group (p < 0.01). 
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Fig. 6. Effect of Rsv and Quer on plasma transaminases activity after 20 days of glioma implantation. 

After 15 days of treatment, plasma was acquired followed by measurement of the activity of AST 

(aspartate aminotransferase) (A), ALT (alanine aminotransferase) (B) and -glutamyl transpherase 

(C).The values are represented as means ± S.E.M of the 4 animals per group. Data were analyzed by 

ANOVA followed by Tukey´s test.  

 

Discussion 

 

We have previously demonstrated that Rsv and Quer treatment caused cytotoxic effects 

on glioma cell lines in an additive way [17]. It is well known that in vitro assays for growth 

and invasion only represent isolated aspects of the multiples process of the in vivo tumor 

growth [47]. For this reason, in the present work, we examined the effect of Rsv and Quer 

treatment using an in vivo glioma model that, despite its limitations, is useful for the study of 

growth, angiogenesis, immunology and invasion of gliomas [42] since it is stablished in the 

brain and presents several features observed in human GBMs. We found that Rsv did not 

change the volume in the rat tumor model while Quer increased the tumor volume after 15 

days of treatment. Interestingly, the rats that received Rsv plus Quer did not show an increase 

in the tumor volume, presenting the same size as rats that receive only Rsv (Fig. 1 and 3). 

The in vivo antitumor effects of Rsv has been studied in several reports [reviewed 48]. 

Rsv treatment (40 mg/kg/day for 28 days) efficiently suppressed the growth rate of 

neuroblastomas subcutaneously implanted and increased apoptosis, which was accompanied 
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by down-regulation of p21 and up-regulation of cyclin E [49]. Rats treated with Rsv (40 

mg/kg/day, i.p.) had slower glioma growth rates in a subcutaneously inoculated Fischer rat 

RT-2 glioma, which correlated with tumor blood flow (indicated by the color Doppler 

vascularity index) and microvessel density (marked by the expression of CD31) [50]. Such 

differences from our work might be related to the animal models used, the amount of tumor 

cells inoculated, characteristics of the tumor cells or the plasma level of Rsv, and particularly 

the place of tumor implantation. Similarly to the our data, Tseng et al. [51] found that Rsv (40 

mg/kg/day, i.p.) had no effect in decreasing tumor growth on intracerebral gliomas model 

(RT2 glioma cell line implanted in Fisher rats). They found that only an increased dose (100 

mg/kg/day) affected intracerebral tumors growth and prolonged animal survival.  

Numerous reports on the chemopreventive and anti-genotoxic effects of Quer have been 

published [reviewed in 52]. There are, however, studies that do appear to show an increased 

risk of tumors with Quer administration. In a study by Pamukcu et al. [53], albino Norwegian 

rats were fed a diet supplemented with 0.1 % Quer for 406 days. By the conclusion of the 

experiment, 80 % of treated rats had developed intestinal tumors and 20 % had bladder 

tumors. No tumors of either type were seen in control animals. Mean survival time was 

similar in treated and untreated animals [53]. This work raises similar concerns to our work 

that Quer may have a pro-tumoral effect.  

The anticancer effect of mixture of polyphenols has been investigated. Schlachterman et 

al. [54], showed that combined dietary polyphenols Rsv, Quer and catechin at 0.5, 5, or 25 

mg/kg reduced primary tumor growth of breast cancer xenografts in a nude mouse model. 

Intravenous administration of pterostilbene, a Rsv analogue, and Quer (20 mg/kg/day) to mice 

inhibits (73 %) metastatic growth of B16M-F10 melanoma cells in the liver, a common site 

for metastasis development [55]. Unexpectedly we found that Quer increased the tumor 

volume and Rsv was able to revert this effect but the combined anti-tumoral effect observed 

in vitro was not observed in vivo. 

What makes treatment regimen that induces a very strong reduction in cell number due 

to apoptosis and senescence in vitro increase the tumor size in vivo, mainly considering the 

use o the exact same cell line? We considered three hypotheses: 1. modulation of the immune 

system, 2. angiogenesis and 3. stress from cell culture.  

The immunodeficient status associated with gliomas was described more than twenty 

years ago. Initially, it was noted that the cellular immune response of patients and animals 

with gliomas was impaired [56-58]. The first reports described a lack of proliferation of the 

peripheral T cells of these patients after exposure to PHA [57, 58]. The aggressive nature of 
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gliomas is closely related to their capacity to evade the anti-tumoral immune response. Palma 

et al [59] investigated two hundred selected patients who were operated for GBM for the 

incidence of the lymphocytic infiltration in the histological slides and its possible relevance to 

a better clinical course. The group that exhibited a definite lymphocytic infiltration had a 

significantly longer preoperative history and postoperative survival than the other groups that 

presented slight or no infiltration. The mechanisms implicated in this phenomenon are only 

partially understood. Here, we found that lymphocytic infiltration was reduced by Rsv plus Quer. 

We tested if peripheral T cells of these rats were also affected. After exposure T cells to PHA 

and ConA we observed that T-cells proliferation was highest in rats treated with Rsv plus 

Quer, suggesting that these drugs had no negative, even positive, effect on peripheral T-cells 

proliferation and that an systemic immunosuppresion is not responsible for the reduction in 

lymphocytic infiltration and increase in glioma size.  

When normal cells are cultured in vitro, they enter senescence after some divisions [60]. 

Cancer-derived cell lines obviously somehow are able to circumvent this senescence, but 

which, as we have shown, can be re-activated [17]. It is reasonable to think that this 

reactivation with the combination of Rsv plus Quer requires the stressful conditions of the cell 

culture, since we did not observe significant reduction in mitotic index in the tumors of rats 

treated with the Rsv plus Quer.  

Regions of necrosis and microvascular proliferation characterize high-grade malignant 

gliomas and are associated with bad prognosis [61, 62]. Evidence suggests that the necrotic 

regions may initially represent a migratory response to local hypoxia (perhaps brought about 

by coagulopathic events), followed by frank necrosis. The cells that palisade around the 

necrosis elaborate angiogenic (e.g., VEGF - vascular endothelial growth factor) and other 

growth factors, contributing to the marked angiogenesis in these tumors (including the so-

called glomeruloid blood vessels) [62]. In recent years, Rsv has been found to inhibit 

angiogenesis [51, 63-65] and decrease VEGF expression in a rat glioma model [51]. Here, we 

found that Rsv treatment alone reduced the necrosis and this effect was also observed in 

cotreatment of Rsv and Quer. This effect can explain, at least in part, the Rsv prevalent effect 

above the rise in tumor volume observed with Quer treatment.  

In a number of studies Quer was found to inhibit several steps of angiogenesis, 

including proliferation, migration and differentiation of endothelial cells [66-68]. However, 

following administration of Quer, the glucuronide (3G) and sulphate (3S) derivatives of Quer 

predominate [69]. Donini et al. [70] found that Quer conjugates exhibit divergent effects on 

the endothelium and on angiogenesis. On one hand, Quer3G and Quer itself have no effect, at 
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least at the concentration 1 M, on quiescent endothelium, while they inhibit endothelial 

functions and in vivo angiogenesis elicited by VEGF. On the other hand, Quer3S increases 

significantly the growth of quiescent endothelial cells reaching maximal activity at 1 M, 

while it has no effect on cell proliferation stimulated by VEGF. 

Another important feature to mention is the concentration achieved in the brain after the 

treatments. We did not measure and do not know the plasma level in the rats treated with 30 

mg/kg/day Rsv or 50mg/kg/day Quer. Studies in rodents indicate that Rsv and Quer cross the 

intact blood–brain barrier and reach concentrations in the range of 0.1 and 0.3 mol/kg, 

respectively [71, 72]. Glioma growth may break the blood–brain barrier, probably increasing 

the concentration reachable inside the glioma. One report mentioned that oral administration 

of 28 mg of Rsv to male rats achieves a peak plasma level >20 ng/ml after 1 h [73]; 

accordingly, we estimated that a single dose of 30 mg/kg might result in a peak plasma level 

of ~20 M that is close to the dose that we demonstrated inhibited glioma cell proliferation in 

vitro and induce senescence-like growth arrest [17]. 

It is worthwhile noting that Rsv is not toxic to primary astrocyte cultures and both Rsv 

and Quer are protective against oxygen and glucose deprivation in hippocampal organotypic 

cultures [10, 31] making these agents ideal for therapeutic intervention in central nervous 

system tumors. Moreover, other works described a protective action of Rsv to non-cancerous 

cells from several tissues [24]. The lack of liver toxicity in animals treated with Rsv 

corroborate these observations and open the possibility for higher concentrations of Rsv and 

Quer to be tested. Here, we show that Rsv and Quer did not decrease tumor growth in a rat 

glioma implantation model. However our previous studies and the literature indicate that these 

compounds had strong antitumoral properties [11-17]. Further studies are warranted to better 

determine the reasons by which these differences were found. These differences may lay in 

the heterogeneity of tumor cell lines, the animal model, the doses of the compounds, the time 

lapse between cell implantation and the beginning of treatments, the amount of cell implanted, 

and others.  

Several clinical trials in humans are being made to test the efficiency of Rsv and Quer to 

treat several diseases, including cancer, neurodegenerative and aging-related pathologies. 

Moreover, Rsv and Quer have been commercialized as “miracle” phytotherapics drugs and 

people are taking them as if the chance of unwanted side effects was null. Thus, since we 

found that Quer can induce the glioma cell growth and because some properties of Quer, Rsv 

and other polyphenols are not well elucidated in vivo, it is very important to better elucidate 
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the effects of these compounds in animal models of some diseases before jumping to 

widespread human use. 
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3 DISCUSSÃO 

 

Dentre os tumores cerebrais primário, o GBM é o mais comum, apresentando 

alta taxa de mortalidade e morbidade. A terapia convencional para GBMs recém 

diagnosticados, que inclui ressecção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia com 

TMZ, tem surtido pouco efeito, com alta taxa de recorrência e progressão da doença 

(LOUIS, 2006). Dessa forma, torna-se urgente a busca por novas terapias a fim de 

aumentar a sobrevida destes pacientes. Os consideráveis avanços sobre o 

entendimento da biologia celular e molecular dos GBMs têm permitido o 

desenvolvimento de novas drogas direcionadas a alvos moleculares específicos 

envolvidos na iniciação, progressão e manutenção dos tumores 

(SATHORNSUMETEE E RICH, 2008). Neste trabalho, buscou-se aprimorar o 

conhecimento sobre a biologia dos GBMs, bem como procurar novas formas de 

terapia utilizando polifenóis amplamente distribuídos na natureza. 

Inicialmente, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito antitumoral in vitro do 

resveratrol e da quercetina em linhagens de GBM humano (U87-MG e U138-MG), de 

rato (C6) e de camundongo (GL261) com diferentes doses e em diferentes tempos. 

A contagem do número de células indicou que tanto o resveratrol quanto a 

quercetina reduziram significativamente o número de células (capítulo 1 – figura 1). 

Ambos os compostos mostraram um efeito tempo e dose dependente, sendo as 

doses de resveratrol 50 M e de quercetina 100 M as que apresentaram uma maior 

redução no número de células após 72 h de tratamento. Interessantemente, quando 

foi realizado o tratamento combinado de doses menores de resveratrol (10 M) e de 

quercetina (25 M) foi observado um efeito aditivo e semelhante ao observado com 

as doses maiores isoladas.  

Até onde vai o nosso conhecimento, esse é o primeiro trabalho a mostrar o 

efeito antitumoral da combinação de resveratrol e quercetina em gliomas. A 

vantagem da terapia que utiliza a combinação de diversos compostos em baixas 

concentrações é a minimização dos efeitos tóxicos e a redução do custo do 

tratamento quando comparado ao uso individual e em doses altas de cada composto 

(RUSSO, 2007).  

Em um estudo prévio, foi demonstrado o efeito neuroprotetor do resveratrol em 

culturas organotípicas de hipocampo de rato submetidas à privação de oxigênio e 
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glicose (POG) (ZAMIN et al., 2006). As mesmas doses de resveratrol que mostraram 

um efeito neuroprotetor também mostraram um efeito antitumoral em glioma 

(capítulo 1). Isso sugere que este composto tem potencial citotóxico para células 

neoplásicas e citoprotetor para células sadias. Em outro trabalho, realizado por 

Braganhol e col. (2006), utilizando a quercetina no modelo supracitado, foram 

encontrados resultado similares aos obtidos com o resveratrol, onde a quercetina 

mostrou um efeito neuroprotetor frente à POG em culturas organotípicas de 

hipocampo. No mesmo trabalho, foi mostrado o efeito antitumoral em linhagens de 

glioma U138-MG, utilizando as mesmas concentrações que se mostraram 

neuroprotetoras. Diversos estudos têm demonstrado o efeito neuroprotetor do 

resveratrol e da quercetina em modelos de doença de Alzheimer, Parkinson, entre 

outros, e o efeito antitumoral em diferentes modelos, corroborando com o caráter 

duplo – antitumoral e neuroprotetor - destes compostos (seção 1.2.5 e 1.3.5).  

Nesta tese, pra adicionar mais uma evidência de ausência de toxicicidade em 

células sadias, culturas primárias de astrócitos foram tratadas com resveratrol, nas 

mesmas doses e tempos utilizados nas linhagens de GBM (capítulo 1 - figura 2C e 

2D). Após 72 h de tratamento, não foi encontrado aumento de morte celular, 

corroborando com os resultados prévios obtidos. Essa característica torna esse 

composto bom candidato à utilização em terapias antitumorais, porém os 

mecanismos de ação que expliquem este efeito ambíguo ainda não foram 

esclarecidos. 

A ausência de toxicicidade destes compostos também foi demonstrada no 

modelo in vivo, onde a análise da atividade de enzimas marcadoras de lesão 

hepática (aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, -glutamil 

transferase) não foi alterada nos animais tratados com resveratrol e quercetina em 

relação ao controle (capítulo 3 – figura 6). A análise histopatológica do fígado 

tambem não revelou alterações (dados não mostrados), sugerindo que estes 

compostos não apresentam toxicicidade.  

Dentre as linhagens de GBM estudadas, a C6 e a GL261 foram as mais 

sensíveis à indução de morte mediada por resveratrol e quercetina. Assim, optou-se 

por dar prosseguimento a este estudo utilizando apenas a linhagem C6. Além disso, 

o projeto inicial contemplava experimentação animal in vivo e essa linhagem, por ser 

isogênica para ratos e mostrar características semelhantes aos tumores encontrados 

em humanos (BENDA et al., 1965; GROBBEN et al., 2002), foi escolhida para este 
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propósito. Dessa maneira, poderia ser possível comparar os efeitos observados in 

vitro com os efeitos encontrados in vivo. 

As diferentes respostas de cada linhagem frente ao mesmo tratamento podem 

ser explicadas pelas diferentes características que cada uma apresenta. Por 

exemplo, a linhagem U87-MG e a U138-MG possuem a proteína PTEN deletada, a 

linhagem U138-MG é mutada para TP53, já a C6 possui ambas as proteínas 

funcionais (ISHII et al., 1999; YANG et al., 2008). A heterogeneidade dos tumores é 

um dos principais desafios para quem os estuda e busca um tratamento para os 

pacientes acometidos dessa doença. 

O próximo passo foi avaliar o tipo de morte celular induzida pelos tratamentos. 

Os resultados mostraram que a dose de 50 M de resveratrol induziu necrose, 

apoptose e parada no ciclo celular na fase G1 após 24 h de tratamento (capítulo 1- 

figura 2 e 3). O tratamento combinado de resveratrol 10 M mais quercetina 25 M 

induziu apenas apoptose. A quercetina sozinha (100 M) não induziu nem necrose 

nem apoptose, apenas um bloqueio na fase S do ciclo celular após 24 h de 

tratamento. 

É interessante ressaltar que a apoptose só foi detectada a partir de 48 h de 

tratamento com 50 M de resveratrol. Dessa forma a seguinte hipótese foi 

formulada: O resveratrol causou parada no ciclo celular em uma grande parte das 

células e depois levou essas a apoptose. As células que não pararam no ciclo 

celular morreram por necrose e os 5 % de células restantes, que resistiram à morte, 

foram as responsáveis pela ausência de bloqueio no ciclo celular obtida nos tempos 

de 48 e 72 h. A confirmação desta hipótese poderia ser obtida com análise 

microscópica individual ou uma curva de tempo mais detalhada, que ainda não pode 

ser realizada. 

Como citado na seção 1.1.4.1 desta tese, a via da PI3K/AKT está superativada 

em GBM, induzindo crescimento, proliferação e sobrevivência celular. Os resultados 

mostraram que ambas as drogas (resveratrol 10 M e quercetina 25 M) inibiram a 

fosforilação/ativação da AKT, sendo o efeito da combinação dessas o mais 

pronunciado (capítulo 1 - figura 4A). Esse efeito não se deu via diminuição do 

imunoconteúdo da PTEN (capítulo 1 - figura 4B).  

Para confirmar que a redução no número de células ocorreu devido à inibição 

da AKT pelos polifenóis, as mesmas foram tratadas com o inibidor da via, LY, a fim 
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de comparar o seu efeito com o observado para as drogas. Enquanto o cotratamento 

de resveratrol 10 M mais quercetina 25 M reduziu a fosforilação da AKT para 34 

% e o número de células para 20 % (em relação ao controle), o LY reduziu para 26 e 

70 %, respectivamente (capítulo 1 - figura 4C). Dessa forma, esses resultados 

indicam que apenas a inibição da fosforilação da AKT pelos compostos não é 

suficiente para causar a redução no número de células, indicando que outros 

mecanismos devem estar envolvidos nesse efeito. 

No trabalho referido anteriormente (ZAMIN et al., 2006) observou-se que o 

resveratrol na concentração de 50 M aumentava a fosforilação da AKT após POG, 

desta forma protengendo as células do hipocampo da morte celular induzida por 

esse evento. Quando as culturas foram cotratadas com LY mais resveratrol e 

posteriormente expostas à POG, o efeito neuroprotetor do resveratrol não foi 

observado. Esse conjunto de resultados aponta para a diversidade de ações do 

resveratrol e seu amplo espectro de alvos moleculares (KUNDU E SURH, 2008). 

Embora sejam células provenientes do mesmo órgão, as características das células 

que compõem uma fatia de hipocampo cerebral e a variabilidade de uma linhagem 

de GBM limitam a comparação. 

Um trabalho realizado por Heiss e col. (2007) mostrou que o tratamento crônico 

com resveratrol (30 M) induziu senescência celular em linhagem de câncer de 

cólon humano HCT116. Dessa forma, resolveu-se investigar o efeito do resveratrol e 

da quercetina na indução da senescência na linhagem de glioma C6. Os resultados 

mostraram que após 12 dias de tratamento contínuo com 25 M de resveratrol e o 

cotratamento com resveratrol 10 M mais quercetina 25 M levou à indução de 

senescência e à diminuição do crescimento celular (capítulo 1 - figura 5A, B, C). 

Importante notar que quando utilizadas sozinhas, resveratrol 10 M e quercetina 25 

M não tiveram esse efeito.  

Embora estes resultados tenham corroborado aqueles descritos por Heiss e 

col. (2007) e a hipótese inicial tenha sido confirmada, os resultados não deixaram de 

ser surpreendentes. Classicamente, o resveratrol e a quercetina são consideradas 

moléculas prólongevidade, promissoras no tratamento de doenças relacionadas ao 

envelhecimento, como síndrome metabólica, entre outros (RUSSO, 2007; 

HARIKUMAR E AGGARWAL, 2008). Demonstrar que esses compostos também 

induzem senescência em linhagens tumorais adicionou mais uma evidência para o 
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fato destes polifenóis possuirem diversos alvos e efeitos. Ao nosso conhecimento, 

este foi o segundo trabalho a demonstrar esse efeito pró-senescência do resveratrol 

em tumores e o primeiro a demonstrar isso em GBMs e utilizando a combinação 

desses dois polifenóis.  Após a publicação do estudo descrito no primeiro capítulo, 

outro trabalho surgiu demonstrando a indução de senescência em linhagens de 

osteosarcoma e carcinoma de pulmão (RUSIN et al., 2009) pelo resveratrol.  

No capítulo 2 buscou-se a dose mínima capaz de induzir senescência. Após 

tratar as células com a combinação de resveratrol 5 M e quercetina 10 M não 

houve indução de senescência, apenas foi observado uma redução no crescimento 

celular. Porém, essa redução foi menor do que a causada pela combinação das 

doses de 10 e 25 M respectivamente (capítulo 2 - figura 1). Assim, a dose mínima 

requerida para a manifestação do fenótipo senescente foi a combinação de 

resveratrol 10 M e quercetina 25 M por um tratamento mínimo de 5 a 7 dias. 

A partir desses resultados, prosseguiu-se a investigação dos mecanismos de 

indução da parada no crescimento celular e de senescência mediada por essas 

drogas. O resultado obtido na figura 4 (capítulo 1) indicou que o tratamento agudo 

com a combinação dessas drogas reduziu a fosforilação da AKT, porém essa 

redução não foi suficiente para causar a inibição do crescimento celular. Dessa 

forma, verificou-se se a redução da fosforilação da Akt estaria tendo um efeito na 

redução do crescimento e indução de senescência pelo tratamento crônico. Para 

isso, as células foram tratadas cronicamente com LY. Novamente, o LY não foi 

capaz de causar diminuição no crescimento celular nem indução de senescência, 

corroborando com os resultados obtidos para o efeito agudo. 

O papel da AKT na indução de senescência ainda permanece controverso. 

Nogueria e col. (2009) demonstraram que a ativação da AKT induziu senescência 

prematura em cultura de fibroblasto de embrião de camundongo, e esta indução foi 

mediada pelo aumento de ROS induzido por AKT. Porém, outro trabalho mostrou 

que ao restaurar o gene RASSF1A em células tumorais, houve um aumento da 

indução da senescência após ativação da via Ras-MEK-ERK (Ras-Cinase ativadora 

de ERK ativada por mitógenos-Cinase regulada extracelularmente - Ras-mitogen 

activated ERK activating kinase-Extracellularly regulated kinase) e da inativação da 

via da AKT (THALER et al., 2009). Novamente, diferentes respostas podem ser 
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obtidas ao estimular a mesma via, dependendo do tipo celular, da intensidade do 

estímulo e outros parâmetros que fazem a biologia celular tão diversa. 

Foi observado que após 12 dias em cultura, quase todas as células tratadas 

com a combinação de 10 M de resveratrol e 25 M de quercetina estavam 

senescentes. Embora a senescência seja considerada um processo irreversível 

(COLLADO et al., 2007), resolveu-se testar a capacidade dessas células se 

recuperarem do tratamento crônico. Para isso foi realizado um ensaio de formação 

de colônia com as células restantes do tratamento por 12 dias. Estas foram 

plaqueadas em baixa densidade e permanecerem sem tratamento por 7 dias. Os 

resultados obtidos mostraram que a formação de colônias foi reduzida para 40 % 

com tratamento prévio de resveratrol 25 M e com a combinação de 10 M de 

resveratrol e de 25 M quercetina. Provavelmente estas células foram as que 

sobreviveram ao tratamento de 12 dias, pois não foi observado indução de 

senescência ao final do ensaio clonogênico (capítulo 1 - figura 5D e E). 

Uma vez constatada a indução de parada no crescimento celular e a indução 

da senescência pelo resveratrol e pela quercetina, resolveu-se investigar melhor os 

mecanismos de ação destas drogas. Para tal, no capítulo 2 foram estudadas 

diversas vias clássicas de indução de senescência, como a via da p53, da pRB, da 

p38, da ERK e da mTOR (essa menos evidente no processo de senescência e mais 

no processo de indução de autofagia) (COLLADO E SERRANO, 2010). Os 

resultados indicaram que a combinação de 10 M de resveratrol e 25 M quercetina 

modularam principalmente a via da p53, diminuindo a curva de crescimento da 

linhagem deficiente nesta proteína (U251) sem induzir senescência.  Essa 

diminuição da curva de crescimento foi menor do que a observada em C6. Trabalhos 

prévios utilizando a linhagem U251 e o tratamento com resveratrol mostraram que 

esse é capaz de induzir apoptose nesta linhagem (em concentrações próximas a 

100 M) (JIANG et al., 2005) e autofagia (150 M) (LI et al., 2009).  

Dessa forma, foi formulada a seguinte hipótese: Em C6 foi observada a 

ocorrência de apoptose e senescência, o que levou a uma redução drástica na curva 

de crescimento. Em U251, não foi observada senescência, apenas uma moderada 

redução na curva de crescimento. Visto que a literatura relata que o resveratrol 

nessa linhagem causa apoptose e autofagia, concluí-se então que a ocorrência 
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concomitante da apoptose e da senescência foram os principais causadores da 

morte celular observada em C6. 

Dentre os diversos estímulos que podem conduzir a senescência, um deles é a 

indução de dano ao DNA (CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007). Através da realização 

de um ensaio de cometa alcalino, verificou-se que após 24 h do cotratamento de 10 

M de resveratrol e 25 M de quercetina houve um aumento no índice de dano ao 

DNA (capítulo 2 - figura 5A). Esse dano envolveu quebra dupla de DNA, o que foi 

demonstrado pelo aumento da H2AX (capítulo 2 - figura 5B), que é um indicador 

deste tipo de lesão (ROGAKOU et al., 1998). Além disso, quebras simples podem 

gerar quebras duplas durante a replicação celular (BERRA et al., 2006). 

Outro estímulo indutor de senescência é o aumento de ROS (CHEN et al., 

1995). Esse pode disparar senescência diretamente ou por induzir dano oxidativos 

nas bases do DNA (SLUPPHAUG et al., 2003). Essas lesões podem ocorrer devido 

à oxidação direta dos ácidos nucléicos ou, muitas vezes, podem levar à formação de 

quebras em uma das cadeias do DNA ou quebras simples em posições 

aproximadamente simétricas nas duas cadeias do DNA (SLUPPHAUG et al., 2003). 

Embora predomine na literatura que os polifenóis utilizados neste trabalho têm uma 

forte ação antioxidante (RUSSO, 2007), decidiu-se investigar se estes compostos 

não estariam, neste caso, aumentando a produção de ROS. Em acordo com os 

relatos da literatura (RUSSO, 2007), os resultados indicam que não houve aumento 

na produção de ROS pela combinação de 10 M de resveratrol e de 25 M de 

quercetina, com essa última apresentando um moderado efeito antioxidante 

(capítulo 2 - figura 5C).  

Como a combinação de resveratrol e quercetina pode causar tantos efeitos que 

não são observados quando estas moléculas são utilizadas individualmente, 

principalmente senescência e quebras duplas de DNA? Estariam elas atuando em 

vias diferentes? Estaria o resveratrol aumentando a disponbilidade e/ou estabilidade 

da quercetina ou vice-versa? Estaria um mediando um efeito inicial essencial para o 

efeito posterior do outro? Para isso, foram geradas algumas hipóteses baseadas nos 

resultados obtidos e na literatura, que serão descritas a seguir. 

Essas moléculas, principalmente o resveratrol, possuem diversas formas de 

interação com o DNA já descritas e foram aprofundadamente revisadas por Gatz e 

Wiesmuller (2008). Diversos trabalhos descreveram que o resveratrol pode afetar 
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vários aspectos do metabolismo do DNA, dentre eles a replicação, recombinação, 

reparo, relaxamento e manutenção dos telômeros (GATZ E WIESMULLER, 2008).  

Foi demonstrado que tanto o resveratrol quanto a quercetina interagem 

diretamente com o DNA, ligando-se a esse, sendo a quercetina um possível agente 

intercalante (ALVI et al., 1986; FUKUHARA E MIYATA, 1998; SNYDER E GILLIES, 

2002; WEBB E EBELER, 2004; USHA et al., 2005). Além disso, em dois estudos, o 

resveratrol foi caracterizado como um inibidor catalítico de topoisomerase II (CHO et 

al., 2000; JO et al., 2005) e a quercetina um inibidor catalítico de topoisomerase I e II 

(CHO et al., 2000).  

Assim a seguinte hipótese foi formulada: 

A quercetina intercala entre as bases do DNA, o que leva a uma mudança na 

conformação dessa molécula. Com a inibição das topoisomerases, tornada mais 

forte pela associação dos dois compostos, o DNA sofre uma torção grande demais, 

o que acaba causando uma quebra nas suas fitas. Essa quebra leva a ativação da 

via da p53, causando uma parada no ciclo celular, e recrutamento de mecanismos 

de reparo a fim de corrigir o dano. Como esse dano é grande demais para ser 

eficientemente reparado, algumas células entram em apoptose e outras ficam em 

um estado de senescência. Cabe ressaltar que a parte inicial desta hipótese não foi 

testada nesta tese. Testes in vitro e com inibidores específicos de topoisomerase 

são necessários para a confirmação dessa hipótese. 

Uma vez que estes resultados foram obtidos, resolveu-se verificar se estes 

compostos teriam um efeito antitumoral in vivo. Para elucidar tal questão, foi 

utilizado um modelo de implante da linhagem C6 em cérebro de ratos, modelo este 

amplamente empregado na literatura (TAKANO et al., 2001; MORRONE et al., 2006; 

CHEKHONIN et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2009). 

Surpreendentemente, ao final de 10 dias de tratamentos i.p. com resveratrol 30 

mg/kg e quercetina 50 mg/kg , o volume do tumor não foi alterado nesses grupos. O 

grupo tratado apenas com quercetina apresentou uma tendência a um aumento no 

volume tumoral (capítulo 3 – figura 1). Dessa forma, decidiu-se prolongar o tempo de 

tratamento para 15 dias. Dessa vez, o aumento do tamanho do tumor induzido pelo 

tratamento com quercetina foi considerado estatisticamente significativo, sendo os 

demais grupos iguais ao controle (capítulo 3 – figura 1). 

É interessante ressaltar que os animais tratados concomitantemente com 

resveratrol e quercetina apresentaram um efeito similar ao tratamento com 
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resveratrol sozinho, não mostrando o aumento observado com a quercetina. Isso 

leva a crer que o resveratrol está inibindo a estimulação do crescimento tumoral 

mediado pela quercetina. Mas de que maneira isso estaria ocorrendo? Porque os 

dados in vitro não se repetiram in vivo? Levantaram-se então quatro hipóteses para 

explicar esse fenômeno: 1. Hipótese necrótica/angiogênica; 2. Modulação do 

sistema imunológico; 3. Estresse da cultura; 4. Concentração das drogas no cérebro. 

A primeira hipótese é a de que a quercetina aumenta o volume tumoral por 

estimular a angiogênese. Nesse caso, o resveratrol bloqueia este estímulo, o que 

explica o efeito prevalente do resveratrol quando os dois tratamentos são 

combinados. Para formular essa hipótese, foram integramos dados da literatura com 

os resultados encontrados neste trabalho, que mostraram que o resveratrol diminuiu 

a necrose. 

Na literatura, regiões de necrose e proliferação microvascular são 

características de tumores cerebrais malignos de alto grau (III e IV) e são associados 

a mau prognóstico (KLEIHUES et al., 2000; LOUIS, 2006). Evidências sugerem um 

ciclo vicioso entre hipóxia, necrose, e angiogênese. Conforme o tumor cresce, a 

demanda energética aumenta. Essa demanda em geral não é suprimida, criando 

uma região de hipóxia, principalmente no centro do tumor. As células que adquirem 

certa resistência a essa condição conseguem migrar para a periferia do tumor e/ou 

para dentro do tecido sadio, criando uma região central altamente necrótica, e uma 

região perinecrótica (paliçada) de células tumorais densamente empacotadas. As 

células da paliçada liberam fatores angiogênicos como VEGF, aumentando a 

microproliferação vascular. Outra consequência da hipóxia é que esta pode levar a 

seleção clonal de células mais malignas, resistentes a apoptose e mutadas para p53 

(revisado em LOUIS, 2006). Esta seleção de clones mais agressivos resulta em um 

maior aumento da demanda energética, que aumenta a região de hipóxia e necrose, 

criando assim o ciclo vicioso. Esta constante seleção de células mais resistentes a 

condição de hipóxia pode explicar, ao menos em parte, a grande variabilidade 

encontrada dentro destes tumores. Reforçando a hipótese de que o resveratrol 

diminui a necrose por diminuir a angigênese (e assim revertendo o efeito da 

quercetina) estão trabalhos prévio, que demonstraram esta capacidade repressora 

angiogênica do resveratrol (HSIEH E WU, 1999; KIMURA E OKUDA, 2001; 

BRAKENHIELM et al., 2001) inclusive num modelo de gliomas in vivo (TSENG et al., 

2004).  
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A segunda hipótese é a de que a quercetina causa imunossupressão nos 

animais e esta está sendo revertida pelo resveratrol. A imunodeficiência em 

pacientes com gliomas já foi demonstrada (WOOD E MORANTZ, 1982; 1983) e a 

diminuição dos infiltrados linfocitário no tumor são associados a mau prognóstico 

(PALMA et al., 1978). Após a exposição à fitohemaglutinina e à concanavalina A das 

células T obtidas de cultura de baço dos animais com gliomas tratados com 

resveratrol e quercetina, observou-se que a proliferação das células T foi levemente 

menor em animais tratados com quercetina e maior nos animais tratados com a 

combinação de resveratrol e quercetina (capítulo 3 – figura 4), sugerindo que a 

quercetina isolada pode estar causando uma imunossupressão que é revertida pelo 

resveratrol. 

Por outro lado, a infiltração linfocítica dentro do tumor foi reduzida pela 

combinação de resveratrol e quercetina e por resveratrol sozinho após 10 dias de 

tratamento e novamente pela combinação após 15 dias de tratamento (capítulo 3 – 

tabela 1). Se a hipótese anterior da diminuição da angiogênese pelo resveratrol for 

confirmada, ela pode ser responsável por essa diminuição na infiltração linfocitária. 

Juntamente, a diminuição da necrose observada pelo resveratrol pode estar 

diminuido a liberação de fatores quimiotáxicos que recrutam células do sistema 

imunológico para o tumor. 

A terceira e a quarta hipóteses podem explicar porque o efeito antitumoral in 

vitro não se repetiu in vivo. A terceira hipótese baseia-se nas condições de estresse 

de cultivo celular. Quando células normais são cultivadas in vitro, elas entram em um 

estado de senescência após sofrerem algumas divisões (HAYFLICK, 1965). 

Linhagens celulares derivadas de tumores muitas vezes conseguem ultrapassar 

essa condição senescente, e proliferam continuamente até encontrarem um estímulo 

que as induza a entrar neste estado novamente (CAMPISI E DI FAGAGNA, 2007). 

Como neste trabalho atribuí-se o principal efeito antitumoral da combinação de 

resveratrol e quercetina à indução de senescência in vitro, este efeito pode estar 

sendo potencializado pelas condições de cultura, e uma vez que as células foram 

colocadas num ambiente in vivo, elas podem ter perdido a capacidade de entrar em 

senescência. A indução da senescência nos gliomas in vivo não foi medida, apenas 

observou-se que não houve diminuição do índice mitótico dos tumores, que pode ser 

um indício indireto de ausência de senescência. Assim como as demais hipóteses 
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formuladas anteriormente e sem comprovação experimental, fica como uma 

perspectiva de trabalho futuro. 

A quarta hipótese seria a de que as concentrações de resveratrol e quercetina 

que atingiram o cérebro foram muito baixas. Como demostrado na primeira figura do 

capítulo 2, doses menores do que 10 M de resveratrol e 25 M de quercetina 

tinham pouco efeito na indução de senescência in vitro.  A concentração dessas 

drogas in vivo não foi medida, apenas utilizou-se dados da literatura que mostraram 

que, em roedores, o resveratrol e a quercetina podem atingir concentrações no 

cérebro entre 0,1 e 0,3 mol/kg respectivamente (ASENSI et al., 2002; DE BOER et 

al., 2005). Importante avaliar também que o crescimento dos gliomas dentro do 

cérebro pode alterar a barreira hematoencefálica, aumentando a sua 

permeabilidade, permitindo que uma dose maior seja alcançada dentro do tumor. 

Bertelli e col. (1996) encontaram um pico de >20 ng/mL no plasma de ratos após 1 h 

de administração de 28 mg/kg de resveratrol via oral. Assim, estimou-se que uma 

dose de 30 mg/kg poderia resultar em um pico de 20 M, que está próximo da dose 

capaz de inibir o crescimento tumoral in vitro e induzir senescência. Contudo, deve-

se considerar que a dose que chega ao cérebro será muito menor. Assim, a 

ausência de efeito antitumoral do resveratrol in vivo pode ser devido a baixa 

concentração obtida no cérebro, insuficiente para inibir do crescimento tumoral. 

O efeito antitumoral do resveratol in vivo foi demonstrado em diversos estudos 

(revisado por BISHAYEE, 2009). Os diferentes resultados obtidos nesses trabalhos 

e no nosso podem ser explicados pelas diferentes variáveis utilizadas, tais como os 

modelos animais, a quantidade de células tumorais inoculadas, as características 

moleculares diversas de cada tumor e a quantidade de resveratrol utilizada no 

tratamento e a que atingiu determinado órgão em estudo. Diversos registros 

demonstrando os efeitos quimiopreventivo da quercetina têm sido publicados 

(revisado em MURAKAMI et al., 2008). Todavia, Pamukcu e col. (1980) alimentaram 

ratos com uma dieta suplementada com 1 % de quercetina por 406 dias e ao final do 

experimento 80 % dos animais tratados desenvolveram tumores intestinais e 20 % 

desenvolveram tumor de bexiga. Nenhum tumor foi encontrado nos animais controle 

levantando a possibilidade de a quercetina ter algum papel pró-tumoral. 

Apesar de não termos encontrado um efeito antitumoral in vivo do resveratrol e 

da quercetina ter causado um aumento do volume do tumor, não se pode descartar 



120 
 

essas moléculas como potenciais quimioterápicos, pois os resultados in vitro indicam 

um potencial antitumoral. Torna-se necessário uma melhor análise in vivo, alterando-

se alguns parâmetros, como por exemplo dosagem, via de administração, tempo, 

quantidade de célula implantada, etc.  

Como já mencionado na introdução desta tese, muitos pesquisadores estão 

tentando superexpressar o resveratrol em plantas (revisado em DELAUNOIS et al., 

2009) e a quercetina tem sido adicionada a diversos alimentos (List of Existing Food 

Additives (MHLW, 1996)), baseado nos estudos que mostraram efeitos benéficos à 

saúde em modelos in vitro, em animais e em estudos epidemiológicos associativos. 

O resveratrol e a quercetina podem ser encontrados em farmácias e são vendidos 

sem restrições. A facilidade em se adquirir esses compostos pode ser verificada num 

site de busca da internet bastante utilizado, como o GOOGLE. Ao colocar a palavra 

chave ―comprar resveratrol‖ aparecem mais de 30 mil anúncios em português e 746 

mil em inglês, com frases como estas: ―Prolonga a vida‖, ―A nova marca antiidade e 

antirrugas‖, ―O Elixir da Juventude‖. Já a busca por ―comprar quercetina‖ resultou em 

16 mil e 160 mil anúncios em português e inglês respectivamente, e a principal 

propaganda foi ―Antioxidante‖. É preciso ter muita cautela ao propor a utilização 

destes e outros compostos derivados de plantas como agentes terapêuticos, dado 

os resultados obtidos in vivo. Além disso, o fato de serem compostos naturais causa 

uma falsa sensação de segurança, os eximindo de qualquer efeito nocivo. Apesar 

disso, esses compostos ainda são bastante promissores, visto os resultados obtidos 

in vitro e os relatos da literatura (revisado em RUSSO, 2007) que apontam cada vez 

mais para a utilização da combinação de diversas substâncias, em baixas doses, 

similares às concentrações encontradas nos alimentos in natura. 
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4 CONCLUSÕES  

 

4.1 Principais Resultados Encontrados: 

 

 O resveratrol e a quercetina induziram diminuição do número de células de 

maneira tempo e dose dependente nas linhagens de glioma humano (U87 e 

U138), de camundongo (GL261), e de rato (C6), sendo a última a mais 

sensível; 

 O resveratrol e a quercetina não causaram efeito tóxico em cultura primária 

de astrócitos; 

 Resveratrol em altas doses (50 M) induziu apoptose, necrose, diminuição 

do índice mitótico e parada no ciclo celular e quercetina (100 M) induziu 

parada no ciclo celular; 

 O cotratamento agudo de resveratrol (10 M) e quercetina (25 M) – 24 – 

72 h - induziu diminuição do índice mitótico e levou a apoptose; 

 O cotratamento crônico de resveratrol (10 M) e quercetina (25 M) – 12 

dias – induziu senescência celular; 

 O modelo in vivo nos mostrou que o resveratrol 30 mg/kg/dia, quercetina 

50mg/kg/dia, e a combinação de ambos não foi capaz de reduzir o volume 

tumoral após 10 dias de tratamento. Além disso, a quercetina aumentou o 

volume desse após 15 dias de tratamento; 

 O resveratrol teve um efeito prevalente quando combinado com a 

quercetina visto que este foi capaz de impedir o aumento do volume tumoral 

induzido pela quercetina. 

 

4.2 Mecanismos Investigados Envolvidos nos Efeitos Observados 

Anteriormente: 

 O cotratamento agudo de resveratrol (10 M) e quercetina (25 M) levou a 

inibição da fosforilação da AKT; 

 O cotratamento agudo de resveratrol (10 M) e quercetina (25 M) – 24 h - 

induziu quebra dupla de DNA; 

 O cotratamento crônico de resveratrol (10 M) e quercetina (25 M) induziu 

senescência celular dependente de p53; 

 O resveratrol e a combinação das drogas reduziram a infiltração linfocitária 

nos tumores in vivo, principalmente após 15 dias de tratamento, bem com 

reduziram a incidência de necrose coagulativa neste período; 

 A combinação de resveratrol e quercetina aumentou a proliferação de 

células T periféricas após estímulo com fitohemaglutinina e concanavalina 

A. 
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4.3 Mecanismos Investigados Não Envolvidos na Indução de Senescência 

Mediada pelas Drogas: 

 Não houve alteração na fosforilação da proteína RB, nem no 

imunoconteúdo  da p15 e p27; 

 Não houve diferença na diminuição da morte celular ou indução da 

senescência ao associar o inibidor da p38 com o resveratrol e a quercetina; 

 Não houve diferença na diminuição da morte celular ou indução da 

senescência ao associar o inibidor da ERK1/2 com o resveratrol e a 

quercetina; 

 Não houve indução da senescência ao associar o inibidor da mTOR com os 

polifenóis. 

 Não houve aumento na produção de ROS após tratamento com resveratrol 

e quercetina.  

 

4.4 Mecanismos Investigados que Não Foram Alterados no Modelo de 

Gliomas In Vivo: 

 

 Não houve alteração no índice mitótico dos tumores dos ratos tratados com 

resveratrol e quercetina;  

 Não foi encontrado indício de lesão hepática nos ratos tratados com os 

polifenóis. 
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5 PERSPECTIVAS 

 

5.1 Modelo in vitro 

 

 Verificar por qual o mecanismo a combinação das drogas causa dano ao 

DNA, se por intercalação, inibição de topoisomerase, formação de adutos, 

entre outros; 

 Verificar se o resveratrol e a quercetina estão modulando o sistema de 

reparo, analisando por western blot diversas proteínas envolvidas neste 

processo; 

5.2 Modelo in vivo 

 Verificar o efeito do tratamento in vivo com resveratrol em doses maiores 

(50 – 100 mg/kg) e implantando uma menor quantidade de células 

tumorais (por exemplo 2x105);  

 Realizar pré-tratamento com resveratrol e quercetina pra investigar um 

potencial preventivo desses compostos. 

 Analizar quanto chega de resveratrol e quercetina no cérebro por técnicas 

de HPLC; 

 Tentar utilizar outras vias de administração do resveratrol e da quercetina, 

como por exemplo via oral. 

 Verificar se o resveratrol e a quercetina estão induzindo apoptose in vivo 

com anticorpos anti-bax, caspase ativada, TUNEL; 

 Verificar se o resveratrol e a quercetina estão induzindo senescência 

celular nos tumores; 

 Verificar se o resveratrol está diminuindo a angiogênese utilizando 

imunohistoquímica para VEGF; 

 Verificar se a quercetina esta aumentando o tamanho do tumor por induzir 

angiogênese tratando os animais com talidomida, um inibidor desse 

processo; 
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70. ZAMIN, Lauren Lúcia, CIMAROSTI, Helena, FROZZA, Rudimar Luiz et al. 
Estudo sobre o efeito neuroprotetor da Genisteína num modelo in vitro de morte celular: Envolvimento 
da fosforilação protéica em tirosina In: XVIII Reunião Anual da Federação de Sociedades de Biologia 
Experimental - FeSBE, 2003, Pinhais - PR. 
  XVIII Reunião Anual da Federação de Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE. , 2003.  
 
71. ZAMIN, Lauren Lúcia, CIMAROSTI, Helena, HORN, Ana Paula et al. 
Investigação do efeito neuroprotetor do 17 B-estradiol em fatias de cultura organotípica de hipocampo 
de rato submetidas à privação de oxigênio e glicose In: XV Salão de Iniciação Científica, 2003, Porto 
Alegre-RS. 
  XV Salão de Iniciação Científica. , 2003.  
 
72. ZAMIN, Lauren Lúcia, CIMAROSTI, Helena, FROZZA, Rudimar Luiz et al. 
Investigation of the neuroprotective effect of Genistein and Verification of the phosphorilation of 
tyrosine in an in vitro model of cellular death In: XXXII Reunião Anual da SBBq, 2003, Caxambu. 
  XXXII Reunião Anual - Programa e Resumos. , 2003.  
 
73. NASSIF, Melissa Calegari, CIMAROSTI, Helena, BALK, Rodrigo S., ZAMIN, Lauren Lúcia et al. 
Neuroprotective effect of 17 B-estradiol in Slices of rat hippocampus exposed to an in vitro model of 
ischemia In: XXXII Reunião Anual da SBBq, 2003, Caxambu. 
  XXXII Reunião Anual - Programa e resumos. , 2003.  
 
74. ZAMIN, Lauren Lúcia, CIMAROSTI, Helena, TAVARES, Alexandre Altino et al. 
ESTUDO  SOBRE O POTENCIAL EFEITO NEUROPROTETOR DA GENISTEÍNA NUM MODELO 
DE FATIAS HIPOCAMPAIS SUBMETIDAS À PRIVAÇÃO DE OXIGÊNIO E GLICOSE In: II Oficina de 
Neurociências, 2002, Garibaldi. 
  II Oficina de Neurociências. , 2002.  
 
75. ZAMIN, Lauren Lúcia, CIMAROSTI, Helena, TAVARES, Alexandre Altino et al. 
ESTUDO SOBRE O POTENCIAL EFEITO NEUROPROTETOR DA GENISTEÍNA NUM MODELO E 
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FATIAS HIPOCAMPAIS SUBMETIDAS À PRIVAÇÃO DE GLICOSE E OXIGÊNIO In: XIV Salão de 
Iniciação Científica, 2002, Porto Alegre. 
  XI Salão de Iniciação Científica. , 2002.  
 
76. CIMAROSTI, Helena, RODNIGHT, Richard, ZAMIN, Lauren Lúcia, TAVARES, Alexandre Altino et 
al. 
INVESTIGAÇÃO DO EFEITO NEUROPROTETOR DO LÍTIO NUM MODELO IN VITRO DE MORTE 
CELULAR In: II Oficina de Neurociências, 2002, Garibaldi. 
  II Oficina de Neurociências. , 2002.  
 
77. ZAMIN, Lauren Lúcia, TAVARES, Alexandre Altino, SALBEGO, Christianne Gazana et al. 
INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF LITHIUM: AN IN VITRO MODEL OF 
CELLULAR DEATH In: XI Congresso Brasileiro de Biologia Celular, 2002, Porto Alegre. 
  XI Congresso Brasileiro de Biologia Celular. , 2002.  
 
78. CIMAROSTI, Helena, RODNIGHT, Richard, TAVARES, Alexandre Altino, ZAMIN, Lauren Lúcia et 
al. 
INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF LITHIUM IN AN IN VITRO MODEL OF 
CELLULAR DEATH In: Farmápolis, 2002, Florianópolis. 
  XI Congresso Catarinense de Farmacêuticos e Bioquímicos. , 2002.  
 
 
Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido) 
 
1. CHIELA, Eduardo F. C., ZAMIN, Lauren Lúcia, SALBEGO, Christianne Gazana et al. 
Resveratrol potencializa o efeito da Temozolomida e induz autofagia em células de glioblastoma 
humano U87-MG In: II Simpósio Internacional Vinho e Saúde, 2008, Bento Gonçalves. 
  II Simpósio Internacional Vinho e Saúde. , 2008.  
 
Apresentação de Trabalho 
 
1. ZAMIN, Lauren Lúcia, CHIELA, Eduardo F. C., BARBIERI, Nicolle et al. 
Avaliação das propriedades antitumorais dos compostos bioativos do vinho Resveratrol e 
Quercetina e potenciais mecanismos de ação, 2008.  (Simpósio,Apresentação de Trabalho) 
 
2. ZAMIN, Lauren Lúcia 
Efeitos Neuroprotetores do Resveratrol, 2006.  (Conferência ou palestra,Apresentação de 
Trabalho) 
 
Demais produções bibliográficas 
 
1. CHIELA, Eduardo F. C., ZAMIN, Lauren Lúcia, LENZ, Guido 
Autophagy interplay with apoptosis and cell cycle in the growth inhibiting effect of resveratrol 
in. Artigo Submetido. :European Journal of Cell Biology, 2010. (Outra produção bibliográfica) 
 
 

Orientações e Supervisões 
 
Coorientações concluídas 
 
Trabalhos de conclusão de curso de graduação 
 
1. Eduardo Cremonese Filippi Chiela. Alterações celulares induzidas pelo resveratrol e efeito da 
combinação deste com temozolomida em células da linhagem de glioblastoma humano U87-
MG. 2008. Curso (Biomedicina) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
 
2. Patrícia Dillenburg Pilla. Efeito do resveratrol sobre células normais e tumorais (astrócitos e 
gliomas) do sistema nervoso central de ratos. 2006. Curso (Ciências Biológicas) - Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul 
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Eventos 
Participação em eventos 
 
1. Apresentação Oral no(a) II Simpósio Internacional Vinho e Saúde, 2008.  (Simpósio) 
Avaliação das propriedades antitumorais dos compostos bioativos do vinho Resveratrol e Quercetina 
e potenciais mecanismos de ação.  
 
2. Apresentação de Poster / Painel no(a) I IBRO/LARC Congress of Neuroscience of Latin 
American, Caribbean and Iberian Peninsula, 2008.  (Congresso) 
Resveratrol and Quercetin modulate PI3-K/Akt pathway and decrease the cell number of glioma 
lineage C6 and U87MG.  
 
3. Curso Básico de Citometria de Fluxo, 2008.  (Outra) 
 
4. Apresentação de Poster / Painel no(a) VII São Paulo Research Conferences Câncer: da 
Biologia Molecular ao Tratamento, 2007.  (Congresso) 
Resveratrol and Quercetin decrease the cell number and viability in several glioma lineages.  
 
5. Oncogenes and Human Cancer: the next 25 years, 2007.  (Congresso) 
 
6. Apresentação de Poster / Painel no(a) Simpósio Internacional Vinho e Saúde, 2005.  (Simpósio) 
Simpósio Internacional Vinho e Saúde.  
 
7. Apresentação de Poster / Painel no(a) II INTERNATIONAL CONGRESS ON 
NEUROREGENERATIOM, 2004.  (Congresso) 
II INTERNATIONAL CONGRESS ON NEUROREGENERATION.  
 
8. Apresentação Oral no(a) XV Salão de Iniciação Científica, 2003.  (Outra) 
XV Salão de Iniciação Científica.  
 
9. Apresentação de Poster / Painel no(a) XVIII Reunião Anual da Federação de sociedades de 
Biologia Experimental, 2003.  (Congresso) 
XVIII Reunião Anual da Federação de sociedades de Biologia Experimental.  
 
10. Apresentação Oral no(a) XXIX Semana Acadêmica de Estudos Farmacêuticos, 2003.  (Outra) 
XXIX Semana Acadêmica de Estudos Farmacêuticos.  
 
11. Apresentação de Poster / Painel no(a) XXXII Reunião Anual da SBBq, 2003.  (Congresso) 
XXXII Reunião Anual da SBBq.  
 
12. 9º Congresso Florestal, 2003.  (Congresso) 
 
13. Apresentação de Poster / Painel no(a) II Oficina de Neurociências, 2002.  (Oficina) 
II Oficina de Neurociência.  
 
14. Apresentação Oral no(a) XI Congresso Brasileiro de Biologia Celular, 2002.  (Congresso) 
XI Congresso Brasileiro de Biologia Celular.  
 
15. Apresentação Oral no(a) XIV Salão de Iniciação Científica, 2002.  (Outra) 
XIV Salão de Iniciação Científica.  
 
16. Apresentação Oral no(a) XXVIII Semana Acadêmica de Estudos Farmacêuticos, 2002.  (Outra) 
XXVIII Semana Acadêmica de Estudos Farmacêuticos.  
 
17. V Encontro Gaúcho de Imunologia, 2001.  (Encontro) 
________________________________________________________________________________ 
 

Outras informações relevantes 
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1 Monitoria da disciplina MAT02218 - Bioestatística. Realizada no período de 01/04/01 a 
15/05/02 sob a orientação da professora Sídia Maria Callegari Jacque, pela Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul.Estágio Docente na disciplina Biologia Molecular básica (BIO12007) para o curso 
de Ciências Biológicas, da UFRGS, no segundo semestre de 2006, totalizando 60hs, ministrando 
aulas teóricas e práticas sob a orientação do professor Dr. Henrique Ferreira.Participação no 
Processo Seletivo para a contratação de Professor Substituto na área de Biofísica Geral, do 
Departamento de Biofísica, do Instituto de Biociências da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 
tendo sido aprovada e classificada na sexta colocação. 
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