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RESUMO 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO RADIOMODIFICADOR DO RESVERATROL 

SOBRE CÉLULAS DE CÂNCER DE MAMA (MCF-7) IRRADIADAS 

 

 

AUTORA: Isabel Cristina da Costa Araldi 

ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann 

CO-ORIENTADORA: Ivana Beatrice Mânica da Cruz 

 

As neoplasias malignas constituem um problema de saúde pública, sendo que, cerca de 

600 mil novos casos de câncer estão previstos para o Brasil no biênio 2016-2017. Neste 

contexto, o câncer de mama (CM) é o mais incidente em mulheres, atingindo cerca de 

28% das brasileiras. A radioterapia constitui em uma modalidade terapêutica 

amplamente empregada no tratamento de CM em diversos estágios. Porém, 

radiorresistência, síndrome cutânea da radiação, incidência de novas neoplasias em 

células saudáveis irradiadas compõem os principais efeitos colaterais dessa prática. 

Dessa forma, este trabalho buscou investigar o potencial do resveratrol (RV) como 

radiomodificador do tipo radiossensibilizador em células de CM da linhagem MCF-7. 

Para isso, as células foram tratadas inicialmente com diferentes doses de RV (0, 10, 30 e 

100µM) por 24 horas e então foram expostas à radiação ionizante (RI) (0, 1, 2 e 3 

grays). Os resultados mostraram que a combinação de tratamentos mais citotóxica foi 

10 µM e 3 grays, sendo essas doses escolhidas para os testes complementares. A análise 

de morte celular através de citometria de fluxo mostrou que em culturas de 24 horas 

após a RI a necrose/senescência parece estar relacionada à citoxicidade, além da 

ativação da via extrínseca da apoptose, fenômeno que ficou claro ao observar a alta 

atividade das caspases 3 e 8 e baixa na relação bax/bcl-2. Testes envolvendo o 

metabolismo oxidativo mostraram que RV+RI são eficazes juntos, no sentido de 

proporcionar alto dano oxidativo ao DNA, proteínas e lipídios celulares, bem como 

diminuir a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase 

(CAT). A alta expressão de p53, não está envolvida primeiramente na apoptose 

intrínseca, mas sim no bloqueio da fase S do ciclo celular, que foi observado em 

culturas de células 72 horas após a RI. Assim, a condição pro-oxidante estabelecida pela 

combinação dos tratamentos, junto ao alto nível de expressão de p53 permite sugerir 

que a diminuição expressiva da proliferação celular em culturas de 72 horas parece estar 

relacionada a parada irreversível de crescimento ligada a necrose/senescência, bem 

como a ativação da apoptose. 

 

 

Palavras-chave: Radiação ionizante. Resveratrol. Radioterapia. Neoplasias. 

Radiossensibilização. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

EVALUATION OF RESVERATROL RADIOMODIFIER EFFECT ON 

IRRADIATED BREAST CANCER CELLS (MCF-7) 

 

 

AUTHOR: Isabel Cristina da Costa Araldi 

ADVISOR: Liliane de Freitas Bauermann 

CO-ADVISOR: Ivana Beatrice Mânica da Cruz 

 

Malignant neoplasias constitute a public health issue, with around 600 thousand new 

cases of cancer projected to be diagnosed in Brazil between 2016 and 2017. In this 

context, breast cancer is the most common type in women, reaching around 28% of 

Brazilian women. Radiation therapy is a therapeutic modality commonly applied in 

cases of breast cancer in different stages. However, radioresistance, cutaneous radiation 

syndrome and the occurrence of new neoplasias in healthy cells are the main side effects 

of this practice. Therefore, the aim of this work was to assess the potential of resveratrol 

(RV) as a radiosensitizer radiomodifier on breast cancer cells of the lineage MCF-7. For 

this end, cells were initially treated with different RV doses (0, 10, 30 and 100µM) for 

24 hours and then exposed to ionizing radiation (IR) (0, 1, 2 e 3 grays). The results 

show that the most cytotoxic treatment combination was 10µM and 3 grays, which were 

the doses chosen for the additional tests. Cellular death assessment through flow 

cytometry showed that, in 24 hours cell cultures after IR, necrosis/senescence seem to 

be related to cytotoxicity, besides the activation of extrinsic apoptosis. This 

phenomenon was clear when the high activity of caspases 3 and 8, and the low bax/bcl-

2 ratio were observed. Tests involving oxidative metabolism show that RV and IR are 

effective together, causing great oxidative damage in DNA, proteins and cellular lipids, 

as well as diminishing the activity of the antioxidative enzymes dismutase (SOD) and 

catalase (CAT). The high expression of p53 indicates not to be primarily related to 

intrinsic apoptosis, but to be indeed related to the interruption of cell cycle in the S 

phase, which was observed in 72 hours cellular cultures after IR. Thus, the pro-

oxidative condition established by the treatment combination, together with the high 

level of the p53 expression, allow us to suggest that the significant decrease of cellular 

proliferation in 72 hours cultures seems to be related to the irreversible growth 

interruption linked to necrosis/senescence, as well as apoptosis activation. 

 

 

Keywords: Ionizing radiation. Resveratrol. Radiotherapy. Neoplasias. 

Radiosensitization. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As células somáticas normais possuem capacidade de divisão limitada, sendo que após 

determinados eventos de replicação, ocorre parada do crescimento celular. Entretanto, podem 

ocorrer alterações que acarretam na perda de controle do ciclo celular, conduzindo ao 

desenvolvimento de câncer (KING, 2007). 

Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA) (2015a), câncer é o nome 

dado a um conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o crescimento desordenado 

de células que invadem os tecidos e órgãos, podendo se disseminar para outras regiões do 

corpo. Por apresentarem alta velocidade na divisão, estas células tendem a ser muito 

agressivas e de difícil controle, o que determina a formação de tumores ou neoplasias 

malignas.  

São estimados para o Brasil, no biênio 2016-2017, aproximadamente 600 mil novos 

casos de câncer. Excetuando-se os casos de câncer de pele não melanoma, as neoplasias com 

maior frequência serão em homens: câncer de próstata (28,6%), pulmão (8,1%), intestino 

(7,8%), estômago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Em contrapartida, nas mulheres, os cânceres 

de mama (CM) (28,1%), intestino (8,6%), colo do útero (7,9%), pulmão (5,3%) e estômago 

(3,7%) estarão entre os mais incidentes (BRASIL, 2015b). 

De acordo com Torre et al. (2015), estima-se que 14,1 milhões de novos casos de 

câncer e 8,2 milhões de mortes por câncer ocorreram no ano de 2012 em todo o mundo. Os 

cânceres de pulmão e mama são os mais frequentemente diagnosticados e as principais causas 

de morte por câncer em homens e mulheres, respectivamente, tanto em termos globais como 

em países menos desenvolvidos. 

O tratamento do câncer pode ser realizado através da quimioterapia, radioterapia e 

intervenção cirúrgica. A combinação de mais de uma modalidade terapêutica pode ser 

utilizada, sendo uma prática comum no tratamento da maioria das neoplasias malignas 

(BRASIL, 2011). 

A radioterapia é amplamente utilizada por causar lesões nas células tumorais, 

diretamente em suas moléculas de DNA ou indiretamente em suas moléculas de água, através 

da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (DOBRZUŃSKA, 2013).  Entretanto, 

esses danos também podem acometer as células saudáveis dos tecidos adjacentes que 

inevitavelmente são irradiadas, em virtude de que o campo de irradiação, por mais que 

delimite a região do tumor, a região espalhada ainda é capaz de atingir tecidos circunvizinhos 

à área. Ao nível celular, a irradiação do tecido sadio pode levar à morte celular ou mesmo 
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mutações no DNA, o que pode levar ao surgimento de tumores secundários. Em relação aos 

pacientes, esta exposição indesejada pode levar ao surgimento de efeitos adversos como 

inflamação. 

Acredita-se que determinados produtos naturais possuam capacidade de modificar a 

resposta da RI nos tecidos biológicos. Desta forma, é interessante a busca de substâncias 

radiomodificadoras naturais, visando potencializar o tratamento radioterápico sobre as células 

cancerígenas, mitigando os efeitos deletérios causados pela radiação às células circunvizinhas, 

aliado a facilidade de obtenção e consumo de tais compostos. Dentre os produtos naturais 

amplamente utilizados e com várias propriedades biológicas já descritas na literatura destaca-

se o resveratrol (RV).  

O RV é um metabólito secundário produzido por plantas como a videira (Vitis sp.), em 

resposta adaptativa ao estresse químico e mecânico. Apresenta diversas atividades biológicas 

já descritas, como antioxidante, anti-inflamatória e quimioterápica. Ele foi capaz de atuar 

contra diferentes tipos de câncer, incluindo o câncer de mama (RAI et al. 2016; POZO-

GUIZADO et al. 2002, 2005). 

Logo, o presente estudo pretende investigar os efeitos do RV sobre células de câncer 

de mama da linhagem MCF-7 submetidas à RI (raios-X). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CICLO CELULAR E CÂNCER 

 

A proliferação celular ordenada ocorre através de ciclos celulares, que por sua vez são 

divididos em intérfase e fase mitótica. Durante a intérfase a célula prepara-se para a divisão 

celular, tendo alta atividade metabólica. É dividida em três fases: G1, S e G2. A fase S 

corresponde a replicação do DNA e as fases G são períodos em que ocorre duplicação de 

componentes citosólicos. Células que permanecem muito tempo em G2 e que não possuem 

capacidade de divisão, são ditas estar no estado G0. A mitose (M), por sua vez, consiste na 

divisão celular propriamente dita, na qual a célula-mãe divide-se em duas células filhas de 

igual número cromossômico (TORTORA, 2010). A Figura 1 mostra as diferentes fases do 

ciclo celular. 

 

 

 Figura 1 - Diferentes fases do ciclo celular 

 
 
Fonte: Marcel Jacques, adaptado de Alberts (2010). 

 

 

Nas células humanas, existem mecanismos capazes de controlar a divisão celular, que 

podem ser ativados nos casos de danos ao DNA celular. A proteína p53 desempenha atividade 
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supressora tumoral através da interrupção da proliferação celular e da apoptose ou morte 

celular programada (VOUSDEN, 2002; RIVOIRE et al., 2001; BOLASÉLL et al., 2000). Em 

situações fisiológicas, p53 atua no reparo de danos durante as fases G1 ou S do ciclo celular, 

sejam eles induzidos ou espontâneos (BOLASÉLL et al., 2000). Caso haja falha nos 

mecanismos de reparo, seus níveis aumentam e inicia-se o processo de indução da apoptose, 

ou bloqueio irreversível do crescimento ligado à senescência (GUDKOV, KOMAROVA, 

2003).   

Havendo mutação de p53 ocorre a redução da possibilidade de eliminação de células 

geneticamente danificadas, o que pode levar ao início de um processo carcinogênico, visto 

que a consequência é a produção de proteínas sem capacidade de reparar danos ao DNA e que 

também não atua na via indutora de morte celular (RIVOIRE et al., 2001; VAGUNDA et al., 

2006). 

Outra forma de controle da divisão celular é através da limitação de números de vezes 

que determinadas células possam se dividir, devido ao encurtamento telomérico e a baixa 

ação da telomerase nestas células. Quando esse número de divisões é alcançado, a célula entra 

em senescência, o que não ocorre em casos de células cancerígenas, uma vez que aumentam a 

atividade da enzima telomerase, tornando-se praticamente imortalizadas (BOGO, 2009).   

As neoplasias malignas ou câncer resultam de crescimento e proliferação celulares 

anormais, cuja propriedade característica é a capacidade de invasão de tecidos adjacentes 

através da corrente sanguínea ou vasos linfáticos, e formação de tumores secundários, 

denominados metástases (ALBERTS, 2010).  

Neste sentido, os cânceres são classificados de acordo com os tecidos e tipos celulares 

dos quais derivam. Os derivados de células epiteliais são os carcinomas, de células de tecido 

conectivo e muscular são os sarcomas e os demais são leucemias e linfomas, por sua vez, são 

os que derivam de células da linhagem branca ou de suas precursoras (ALBERTS, 2010). 

 

2.2 CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer de mama (CM) é o câncer mais frequentemente diagnosticado e a principal 

causa de morte por câncer entre as mulheres em todo o mundo, com número estimado de 1,7 

milhões de casos e 521.900 mortes, em 2012. Sozinho, o CM é responsável por 25% de todos 

os casos de câncer e 15% de todas as mortes por câncer entre as mulheres (TORRE et al., 

2015).  
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Muitos fatores estão envolvidos no desenvolvimento desta neoplasia, os 

genéticos/hereditários, comportamentais/ambientais, endócrinos/história reprodutiva e idade. 

A Figura 2 exemplifica os fatores etiológicos envolvidos no desenvolvimento do câncer de 

mama (TAVASSOLI, DEVILEE, 2003). 

 

Figura 2 - Fatores etiológicos envolvidos no desenvolvimento do câncer de mama 

 

Fonte: Adaptado de Tavassoli, Devilee (2003). 
 

 

O carcinoma da mama invasivo é um grupo de tumores epiteliais malignos 

caracterizados por invasão de tecidos adjacentes e uma marcada tendência à metástase para a 

locais distantes. A grande maioria destes tumores são adenocarcinomas e acredita-se que 

sejam derivados do epitélio parenquimatoso mamário, particularmente células da unidade 

lobular ductal terminal (TDLU). Carcinomas de mama exibem uma vasta gama de fenótipos 

morfológicos, tipos histopatológicos específicos e possuem determinados prognósticos ou 

características clínicas (TAVASSOLI, DEVILEE, 2003). 

Um importante parâmetro utilizado para escolha do melhor tipo de tratamento é o 

nível de estadiamento do CM. Essa avaliação tem como objetivo proporcionar um bom 

prognóstico às pacientes de CM. O estadiamento clínico do CM envolve o cálculo 

aproximado do tamanho do tumor e a estimativa do envolvimento dos linfonodos axilares, 

pelo exame físico e a mamografia. Os tumores podem ser classificados em: estágio I (tumores 

< 2 cm e confinados à mama), estágio II (tumores < 5 cm com envolvimento ou não dos 

linfonodos axilares móveis), estágio IIIa (tumores > 5 cm, acompanhados ou não por 

envolvimento de linfonodos axilares), estágio IIIb (lesões mais avançadas) e estágio IV (todos 

os tumores com metástase à distância) (SINGLETARY, CONNOLLY, 2008). 
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2.2.1 Diagnóstico 

 

Com o intuito de facilitar a detecção precoce do CM é indicado o autoexame de mamas 

periódicos em mulheres sem sintomas. Ele consiste de uma técnica padronizada de 

observação e palpação das mamas. Segundo as Diretrizes para a Detecção Precoce do Câncer 

de Mama no Brasil (BRASIL, 2015c), o Ministério da Saúde indica os sinais clínicos 

considerados como referência urgente para exames complementares de diagnóstico, tais 

como: 

- Aparecimento de nódulo mamário em mulheres com idade maior que 50 anos. 

- Nódulo mamário em mulheres com mais de 30 anos, persistentes em mais de um ciclo 

menstrual.  

- Nódulo mamário endurecido e fixo ou em crescimento, em mulheres, independente da 

idade. 

- Lesão da pele não responsiva a tratamentos tópicos. 

- Tumor palpável unilateral em homens acima de 50 anos. 

- Aumento progressivo do tamanho da mama com a presença de sinais de edema, como 

pele com aspecto de casca de laranja. 

- Alteração na forma do mamilo. 

Em relação ao diagnóstico das lesões palpáveis, a ultrassonografia (USG) é o método 

recomendado de avaliação por imagem, em mulheres até 34 anos e para mulheres com 35 

anos ou mais indica-se a mamografia. Em contrapartida, para o diagnóstico das lesões não 

palpáveis, é seguida a proposta do Breast Imaging Reporting and Data System (BI-RADS®), 

publicado pelo Colégio Americano de Radiologia (ACR) e recomendada pelo Colégio 

Brasileiro de Radiologia (CBR). Dependendo da categoria na qual as lesões mamárias se 

encontram, são indicados controles radiológicos além do histopatológico. Neste último, o 

resultado apresenta a descrição das características da neoplasia, do estado linfonodal, do 

comprometimento das margens cirúrgicas de ressecção e o resultado dos marcadores 

prognósticos avaliados por imunohistoquímica (BRASIL, 2004). 

  



18 
 
 

2.2.2 Tratamento  

 

As modalidades terapêuticas empregadas no tratamento do CM são a cirurgia e a 

radioterapia, para o tratamento loco-regional, e quimioterapia e hormonioterapia, para 

tratamento sistêmico (BARROS et al., 2001).  

Em casos de detecção precoce, há maior possibilidade de cura, enquanto que em caso 

de metástases, o objetivo do tratamento é melhorar a qualidade de vida e prolongar a 

sobrevida da paciente (BRASIL, 2016). 

Para a escolha do melhor esquema terapêutico são levados em conta o estadiamento da 

doença, idade, comorbidades, menopausa, além de preferências da paciente (BRASIL, 2016). 

A Tabela 1 mostra um resumo dos esquemas terapêuticos preconizados pelo INCA, de acordo 

com o estadiamento da doença. 

 

 

Tabela 1 - Esquemas terapêuticos empregados no tratamento do câncer de mama 

 

Estágios Esquema terapêutico  

I e II 1º Cirurgia e tratamento complementar com radioterapia em alguns casos. 

2º Tratamento sistêmico em situações de risco de recorrência (idade da 

paciente, comprometimento linfonodal, tamanho tumoral, grau de 

diferenciação). 

III 

 

1º Tratamento sistêmico (geralmente quimioterápico). 

2º Tratamento local (cirurgia e radioterapia). 

 

IV 

 

1º Tratamento sistêmico. 

Tratamento local apenas em casos de indicações restritas. 

 
Fonte: Adaptado de BRASIL (2016). 

 

 

2.3 RADIAÇÃO IONIZANTE E RADIOTERAPIA 

 

A radiação ionizante (RI) é a radiação eletromagnética ou partícula de alta energia 

que, ao interagir com o meio absorvedor, possui a propriedade de transferir, de forma integral 
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ou parcial, energia para os átomos e moléculas deste meio, resultando no fenômeno chamado 

ionização (KAPLAN, 1978).  

Nas células vivas, a RI pode provocar alterações químicas e biológicas. Isto pode 

ocorrer de forma direta através da interação com biomoléculas e causando a quebra de 

ligações químicas. Desta forma, pode danificar diretamente a principal molécula celular, o 

DNA, através da quebra de uma ou ambas as fitas. Indiretamente, a radiação interage com 

moléculas de água, o maior constituinte celular, provocando o rompimento de suas ligações 

(radiólise), culminando na produção de Radicais Livres (RLs) e Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs) (Figura 3). Logo, estes produtos da radiólise da água podem interagir e 

provocar danos em ácidos nucleicos, proteínas e lipídios celulares (AZZAM et al., 2012). 

 

 

  
 

 

Fonte: Marcel Jacques, adaptado de CNEN. 

 

 

Figura 3 - Radiólise da água 
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Por ter esse mecanismo de ação, a RI é amplamente utilizada no tratamento de 

neoplasias. Cerca de 50% dos pacientes com câncer são tratados com RI. Em muitos casos, 

ela é eficaz, causando o desaparecimento do tumor e controle da doença. Nos demais, pode 

levar a regressão do tamanho do tumor, o que alivia a pressão, reduz hemorragias, dores e 

outros sintomas, proporcionando alívio aos pacientes (BRASIL, 2011; HILLMAN, SINGH-

GUPTA, 2011). 

A teleterapia, é uma modalidade de radioterapia em que a fonte de radiação é externa 

ao paciente, ou seja, não invasiva, posicionada a no mínimo 20 cm de sua superfície. É 

empregada para o tratamento de tumores superficiais ou localizados a uma profundidade de 

aproximadamente 10 cm no paciente ou então em situações de intervenção radiocirúrgica. 

Dessa forma, são utilizados, na maioria das aplicações, feixes de raios γ das máquinas de 

telecobaltoterapia ou raios-X e elétrons de altas energias gerados por aceleradores lineares. 

(SILVA, 2008). 

No Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM), é amplamente utilizado o 

acelerador linear para o tratamento radioterápico (Figura 4).  

 

 Figura 4 - Acelerador linear do HUSM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Isabel Cristina da Costa Araldi. 
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Este equipamento usa microondas de freqüência de 3,0 GHz para acelerar elétrons, 

através de um tubo linear. Os elétrons ganham energia viajando em fase com o campo elétrico 

que é formado no interior do tubo acelerador. O próprio feixe de elétrons de alta energia pode 

ser usado no tratamento de tumores superficiais, ou pode atingir um alvo para produzir raios-

X para tratar tumores profundos (SILVA, 2008). 

Para o planejamento e execução do tratamento radioterápico no Brasil, são seguidas a 

norma ICRU-50 (Internacional Commission on Radiation Units and Measurements) e a 

ICRU-62. Elas contêm informações para prescrição, registro e relato dos tratamentos com 

feixes de fótons (BRASIL, 2000). 

Segundo essas normas, a determinação da área a ser irradiada é iniciada antes mesmo 

do planejamento, onde se define o GTV (“gross tumor volume”/volume tumoral) e CTV 

(“clinical target volume”/volume alvo). Durante o planejamento, são determinados órgãos de 

risco, o ITV (“internal target volume”/volume interno do alvo e PTV (“planning target 

volume”/volume de panejamento). Após o planejamento, são definidos mais dois volumes, o 

volume tratado e o volume irradiado (BRASIL, 2000). A Figura 5 esquematiza as áreas 

irradiadas enquanto a Tabela 2 apresenta a definição dos diferentes volumes utilizados como 

referência para o tratamento radioterápico 

   

Figura 5 - Esquema terapêutico do planejamento de irradiação  

 

Fonte: Marcel Jacques, adaptado de Brasil (2000). 
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Tabela 2 - Descrição dos volumes de tratamento adotados na radioterapia 

 
Volume Definição 

GTV – Volume 

Tumoral Visível 

É relacionado à área com maior concentração de células 

malignas. Sua delimitação é feita por análise da anatomia 

topográfica e biologia celular.  

CTV – Volume 

Tumoral Clínico 

Corresponde ao volume de tecido com GTV visível e/ou doença 

maligna microscópica subclínica. O delineamento do CTV é 

determinado por meio de anatomia topográfica, sem levar em 

consideração a movimentação do paciente e órgãos, e também, 

fatores técnicos.  

ITV – Volume 

Interno do Alvo 

Volume é a soma do CTV com a IM (margens internas), isto é, 

leva em consideração a variação da posição e forma. 

PTV – Volume de 

Planejamento 

O PTV é o CTV acrescido das margens de erros (IM + SM - 

Margem de Set-up (posicionamento)). Busca garantir que todos 

os tecidos inclusos no CTV recebam a dose prescrita. 

Volume Tratado  

VT é o volume de uma isodose de escolha do radioterapeuta a 

fim de alcançar o objetivo do tratamento. Leva em considerações 

limitações técnicas.  

Volume Irradiado 

 

Corresponde ao volume tecidual que recebe uma dose 

significativa em relação a tolerância dos tecidos normais. É 

limitado de acordo com a técnica de tratamento utilizada. 

 

Fonte: Adaptado de BRASIL (2000). 

 

No entanto, existem algumas limitações decorrentes da aplicação desta modalidade 

terapêutica, sendo eles os efeitos colaterais imediatos e tardios e a radiorresistência das 

células tumorais (HILLMAN, SINGH-GUPTA, 2011). No caso de pacientes em tratamento 

de CM, o tratamento radioterápico conduz frequentemente à síndrome cutânea da radiação, 

com sensação de queimadura e peso na região irradiada além de inchaço. Outro efeito 

colateral comum relatado é o cansaço. Essas alterações tópicas tendem a desaparecer em até 

12 meses, e, em alguns pacientes, a mama pode ficar com aspecto mais rígido e de menor 

tamanho. Algumas mulheres relatam dor na mama. E, em menor proporção, pode ocorrer 

fratura da costela, e o desenvolvimento de novos tumores (NCCN, 2012). 
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Uma maneira de amenizar os efeitos colaterais e potencializar o efeito da RI sobre 

células tumorais é a utilização de compostos radiomodificadores do tipo 

radiossensibilizadores.  

 

2.4 RADIOMODIFICADORES E RADIOSSENSIBILIZADORES 

 

Radiomodificadores são substâncias capazes de reduzir os efeitos prejudiciais da RI. 

Para a clínica, é interessante que os radiomodificadores tenham nenhuma ou baixa toxicidade 

e ação sinérgica com outras drogas. Ainda não existem compostos que possuam estas 

propriedades, e dentre os já desenvolvidos, a Amifostina
® 

mostrou-se mais eficiente, sendo 

autorizada apenas para o tratamento radioterápico do câncer de cabeça e pescoço 

(ANDRADE et al., 2009), porém, apresenta elevada toxicidade (HALL, 2006). Assim, para 

células de câncer a redução dos efeitos deletérios ao organismo se dá através do emprego de 

substâncias/esquemas terapêuticos que atuem na radiossensibilização, potencializando o 

tratamento radioterápico.  

Os radiossensibilizadores são agentes químicos ou farmacológicos que aumentam os 

efeitos letais da radiação se for administrada de forma concomitante. Foram descobertos ao 

longo dos anos muitos compostos que modificam a resposta à radiação nas células de 

mamíferos, mas não são utilizados na prática porque eles não mostram um efeito diferencial 

entre tumores e tecidos normais, ou seja, aumentam a sensibilidade de células tumorais e 

normais na mesma medida (HALL, 2006). 

Um parâmetro empregado na avaliação da radiossensibilização induzida por 

compostos é a capacidade de atuar na citotoxicidade e diminuição da proliferação celular 

(FANG, et al. 2013). 

Em relação ao ciclo celular, sabe-se que a sensibilidade à RI aumenta nas fases mais 

proliferativa (fase M e G2), sendo que a mesma diminui na síntese de DNA (fase S). 

Especificamente para nêutrons e raios-X a maior sensibilidade à radiação é observada na 

mitose e a menor sensibilidade no final da fase S (ANDRADE, BAUERMANN, 2010). 

Segundo Andrade e Bauermann (2010), os mecanismos envolvidos nas alterações da 

radiossensibilidade ao longo do ciclo não estão completamente elucidados, tendo dois 

modelos propostos e indícios de relação genótipo-dependente. O primeiro modelo leva em 

consideração as mudanças no enovelamento e quantidade de material genético. Assim, a fase 

da mitose é muito radiossensível devido ao alto nível de compactação do DNA, o que o torna 

inacessível às enzimas de reparo (SEGRETO, 2000). Já o segundo modelo defende a ideia de 
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que existe a correlação entre a radiossensibilidade da célula e a variação dos níveis de 

sulfidrila nas diferentes etapas do ciclo celular, sendo a radiossensibilidade proporcional à sua 

concentração (ANDRADE, BAUERMANN, 2010). 

Alguns compostos naturais têm demonstrado potencial na radiossensiblização de 

células tumorais, como a curcumina, isoflavonas da soja e resveratrol (GIRDHANI et al. 

2009; HILLMAN, SINGH-GUPTA, 2011; FANG, 2012, 2013).  

 

2.5 RESVERATROL 

 

Estudos recentes têm demonstrado que a dieta inadequada pode influenciar no 

desenvolvimento do câncer. Nos Estados Unidos da América (EUA), são estimadas que 1/3 

das mortes relacionadas ao câncer poderiam ser evitadas através de uma modificação na dieta, 

sugerindo que o aumento do consumo de frutas, vegetais e grãos pode ser usado como uma 

estratégia para reduzir a incidência de câncer (VENUGOPAL, LIU, 2012). Dessa forma, 

alimentação saudável é reconhecida para prevenção e tratamento do câncer (GREENWALD, 

2004; ABUAJAH et al., 2015). 

O resveratrol (RV) (3,5,4’ – trihidroxiestilbeno) é um composto polifenólico, incluso 

no grupo das fitoalexinas sintetizado nas plantas em resposta ao estresse em casos de ataque 

fúngico, dano mecânico e radiação ultravioleta (SAUTTER et al., 2005). Dentre as plantas 

que o produzem, destacam-se as videiras (Vitis labrusca, Vitis vinífera) e a casca da uva é a 

porção da planta onde há maior concentração desse composto. Logo, tanto o vinho como o 

suco de uva constituem boas fontes de RV.  

As plantas sintetizam duas formas isoméricas de RV: o trans-resveratrol (trans-3,5,4'-

trihidroxiestilbeno) e o cis-resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno). Contudo, a forma cis é 

pouco estável, e transforma-se em trans na presença de luz visível (RODRÍGUEZ et al., 

2012). 

Dentre as inúmeras atividades descritas para este polifenol, destacam-se ação 

antioxidante (LEONARD et al., 2003; MARTÍN et al., 2004), cardioprotetora (HUNG et al., 

2000; GURUSAMY et al., 2010), anti-inflamatória (SUBBARAMAIAH et al., 1998), além 

de atividade antitumoral (KULKARNI, CANTÓ, 2015; SCHNEIDER et al., 2000). Em 

relação à atividade quimioterápica, o RV mostrou-se eficaz contra linhagens de câncer de 

mama, tireóide, leucemia, câncer cólon retal, ovário e próstata (FANG et al., 2013; RAI  et 

al., 2016). 
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Pozo-Guizado (2002, 2005) elucida a influência do RV sobre a apoptose em células de 

CM da linhagem MCF-7. Além disso, Rai et al. (2016), observaram a ação 

quimiossensibilizadora do RV em células MCF-7 e MDA-MB 231, por meio da inibição da 

proliferação celular e indução da apoptose potencializando o efeito da doxorrubicina, fármaco 

utilizado no tratamento quimioterápico do CM. 

Entretanto, embora existam alguns estudos que mostram o potencial de algumas 

substâncias naturais como radiossensibilizadoras (HILLMAN, SINGH-GUPTA, 2011; 

PORTO, 2012), existe uma carência de estudos relacionando a ação radiossensibilizadora do 

RV em CM.  

 

 

Figura 6 - Formas isoméricas do resveratrol. 

 
 

Fonte: Adaptado de Rodríguez et al. (2012). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito radiomodificador do RV em células de câncer de mama da linhagem 

MCF-7 expostas à RI. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

A partir da exposição das células neoplásicas MCF-7 ao RV e a RI, pretende-se avaliar 

seus efeitos: 

- Na viabilidade e proliferação celular, por meio dos testes de citotoxicidade do 

Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT), morte e distribuição de 

células no ciclo celular por meio de análise de citometria de fluxo. 

- Em marcadores do metabolismo oxidativo, através do teste das substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), teste de carbonilação de proteínas, atividade enzimática da 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e quantificação da 

8-hidroxi-2’-desoxiguanosina; 

- Na atividade de enzimas associadas à apoptose, caspase 3 e caspase 8. 

- Na expressão de genes associados à apoptose e à proliferação celular (Bax, Bcl-2 e 

p53). 
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS  

 

A metodologia e os resultados deste estudo estão organizados sob a forma de um 

manuscrito científico submetido na revista Toxicology in Vitro. 

 

Título: The in vitro resveratrol effect on MCF-7 breast cancer cells ionizing radiation exposed 
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Abstract 

 

Radiation therapy is commonly applied in cases of breast cancer. However, radioresistance 

and side effects are limiting factors of this practice. Therefore, studying substances that can 

enhance the radiation effect and, at the same time, protect normal cells is very relevant. Thus, 

the aim of this work was to assess the radiosensitizer effect of resveratrol (RV) on breast 

cancer cells (MCF-7). A bigger cytotoxic and antiproliferative effect was observed in the 

treatment with 10µM of resveratrol + 3 ionizing radiation (IR) grays. Our results indicate that, 

after 24 h of cell culture, an induction of necrosis/senescence occurred, besides the activation 

of extrinsic apoptosis pathway through a decrease of Bax/Bcl-2 ratio and a high activity of 

caspases 3 and 8. Moreover, our data show that this treatment affects oxidative cell 

metabolism, increasing oxidative protein, lipid and membrane damage, and also acts to 

decrease the antioxidant enzyme activity. The antiproliferative effect on 72 h cultures may be 

associated with the high expression of p53 and interruption of cell cycle in the S phase. 

Therefore, our results suggest that resveratrol has a potential in the radiosensitization of breast 

cancer cells. 

 

Keywords 

 

Radiotherapy; Breast cancer; Resveratrol; Antioxidant; Radiomodifier; Radiosensitizer. 
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Introduction 

 

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer and the major cause of cancer 

death among women worldwide. This cancer is solely responsible for 25% of all cancer cases 

and 15% of all cancer deaths among women [1,2]. Due to the complex breast cancer biology, 

it is necessary to use multiple therapeutic modalities, including combinations of radiation and 

chemotherapy in addition to surgery [3]. Therefore, approximately 50% of cancer patients are 

treated with ionizing radiation (IR) to destroy cancer cells, and it plays an important role in 

local control after surgery [3,4]. 

Despite the clinical relevance of IR, radioresistance is one of the great problems that 

hinder the breast cancer treatment due to intrinsic radiosensitivity of each individual [5,6]. A 

strategy to minimize this problem could be the use of active molecules, which could 

selectively act to increase the radiosensitivity of breast tumor cells. Moreover, these 

molecules could also mitigate the effects of IR in tissue adjacent healthy cells irradiated 

during radiotherapy treatment, and even the bystander effect. 

Resveratrol (RV) (3,5,4’–trihydroxystilbene) is a phytoalexin synthesized in plants in 

response to stress caused by fungal attack, mechanical damage and ultraviolet radiation [7]. 

Among several biological functions assigned to it, there is a chemotherapeutic activity against 

breast and other cancers, such as leukemia, lymphomas, and colon, prostate, liver, melanoma, 

lung, head, neck and pancreas cancer [8 ,9,10,11]. 

Despite existing some studies evaluating RV effect on cancer cells exposed to IR, 

investigations in breast cancer cells are still incipient. There are few previous studies 

investigating the possible radio sensitizing effects of RV in cancer [12,13,14,15]. Therefore, 

we decided to investigate the in vitro effects of RV on the irradiation response in MCF-7 

breast cancer cells; evaluating viability, apoptosis induction, and proliferative cell modulation. 
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Material and Methods 

 

The investigation was performed using the human breast cancer cell line MCF-7 

(ATCC® HTB-22™) in controlled conditions. The cells were exposed to RV and IR. Their 

effect on viability, cell proliferation, cell cycle modulation and oxidative metabolism 

parameters were subsequently evaluated. 

 

Cell culture conditions 

 

The cancer cell line was cultured in Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) with 

10% fetal bovine serum (FBS), supplemented with 1% penicillin/streptomycin and 

amphotericin B. The cells were cultured at 37°C with 5% CO2 and were expanded to reach the 

optimal amount for the experiments. Cell suspension was placed  in  cell culture bottles (2.5 × 

105 cells/well). 

 

Treatment with RV and IR 

 

After cell attachment, seventy percent confluent MCF-7 cells were treated with RV 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 0, 10, 30 e 100 μM concentrations   for 24 h. Then, 

the cell culture bottles (75 cm2) containing Hank’s solution were irradiated with X-rays (1, 2 

and 3 Gy) on an Elekta linear accelerator, Precise System model (Elekta, Stockholm, Sweden) 

at room temperature. Further, the cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere 

with 5% CO2 for 24 and 72 h in order to realize the assays. 

 

Viability and cell proliferation assay 

 

The MCF-7 viability and cellular proliferation were firstly evaluated by MTT Assay. 

The supernatant of the treatments was removed and the cells were resuspended in phosphate 

buffer (PBS, 0.01 M; pH 7.4). The MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- diphenyltetrazolic 

bromide) reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was dissolved in a 5 mg/mL PBS 

added into a 96-well plate containing the sample treatments and was incubated for 1 h at 

37°C. Next, the supernatant was removed   from the wells and the cells were resuspended in 

200μL of DMSO (dimethyl sulfoxide). The absorbance at 560 nm was read in the 
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fluorimeter[16]. 

After viability and cell proliferation assays, the best doses of RV and IR for further 

analysis were chosen. 

 

Apoptosis and cell cycle by flow cytometry 

 

Complementary analysis of flow cytometry was performed to confirm the treatment 

cytotoxicity using Annexin-V-FITC and Propidium Iodide (PI) staining kit (BD 

Pharmingen™). Annexin-V-FITC can detect early apoptotic process, whereas PI allows late 

or necrotic apoptotic cells to be identified. The detection is completed through the bond the 

cell receptors form with these fluorescents antibodies, Annexin-V and PI. The analysis was 

performed following the manufacturer's instructions. Briefly, cells were seeded in 6-well 

plates at 1 × 106 cells per well in 2 mL of different treatments in DMEM and were incubated 

for 24 h. Following incubation, the cells were trypsinized in order to ensure that they were 

detached, and washed twice with cold PBS before being resuspended in 1X Binding Buffer at 

a concentration of 1 × 106 cells/mL. After transferring the cells into 100μL of the solution (1 × 

105 cells), the contents were placed into a 5 mL culture tube. The resuspended cells were 

subjected to a gentle vortex and stained with 5 μL of Annexin-V-FITC and 5 μL of PI. Right 

after a short incubation (15 min) in the dark at room temperature, 400 μL of 1X Binding 

Buffer was added to each tube, and the cell fluorescence was analyzed by flow cytometry 

according to the manufacturer's specifications [17]. 

The cell cycle analysis [18] was also performed using flow cytometry after 24 h of the 

cells’ irradiation process. The PI reagent binds to the DNA by intercalating between the bases 

with little or no sequence preference. PI also binds to RNA, making it necessary to treat with 

nucleases in order to distinguish between RNA and DNA staining. In our work, cells were 

seeded in 6-well plates at 5 × 104 cells per well in 2 mL of different treatments in DMEM and 

were incubated for 24 h. Following incubation, the cells were trypsinized, washed with PBS 

and resuspended in 70% ethanol. Next, the cells were stored at −20 °C overnight. In order to 

conduct the analysis, the cells were centrifuged and washed once with PBS, before being 

resuspended in 500μL PI-solution in PBS: 50 μg/mL PI from 50× stock solution (2.5 mg/mL) 

0.1mg/mL RNase A 0.05% Triton X-100 and incubated for 40 min at 37°C. Lastly, 3 mL 

of PBS were added to wash the cells and to perform resuspension in 500μL PBS in order to 

conduct flow analysis. 

Furthermore, we determined the influence of this treatment on caspases 3 and 8 
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activities by Assay Kits, Fluorimetric (BioVision, Mountain View, CA). The fluorescence 

intensity of caspase-3 and caspase-8 were recorded at a 400 nm wavelength for excitation, and 

at a 505 nm wavelength for emission. The caspase’s activity was calculated as Fluorescence 

intensity (FI)/min/ml=ΔFlt/(t x v), where ΔFlt = difference in fluorescence intensity between 

time zero and time t minutes, t = reaction time in min, and v = volume of sample in mL. All 

results were obtained from three independent experiments. Protein content was determined by 

Labtest® kit. 

 

Gene expression analysis by RT-PCR (qRT-PCR) analysis 

 

Total RNA was extracted using Trizol, accordingly to the manufacturer's instructions 

(Ludwing-Biotec, Brazil). The extracted RNA was measured by Thermo Scientific 

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer at a 532 nm wavelength. In order to execute the reverse 

transcription, RNA was used, whereby the samples of RNA (1 μg/mL) were added to 0.2 μL 

of DNAase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C for 5 min, followed 

by heating at 65 °C for 10 min. The cDNA was generated with 1 μL of Iscript cDNA and 4 

μL of Mix Iscript (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-USA). The reaction consisted on the 

upcoming steps: heating at 25 °C for 5 min, at 42 °C for 30 min, and at 85 °C for 5 min, 

following incubation at 5 °C for 60 min. qRT-PCR was performed in the Passo One Plus 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) with SYBR Green PCR master mix (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) at 95 °C for 3 min, 40 cycles of 95 °C for 15 s, and 60 °C 

for  1 min. The  reactions of each sample were made in triplicate, using 0.5μM of each primer 

and 2X Power SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

for the final volume of 15 μL. The Beta-acting gene played the housekeeping role [19]. Table 

1 shows the primers used on qRT-PCR analysis. 

 

Table 1 here 

 

Oxidative metabolism assays 

 

To evaluate the MCF-7 cells response in relation to RV plus IR on oxidative 

metabolism markers, we performed the protein carbonylation assay according to Montagner et 

al. [20]. The thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay, 8- hydroxy-2'-

deoxyguanosine, activity of antioxidant enzymes, catalase (CAT), superoxide dismutase 
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(SOD) and glutathione-peroxidase (GPx) determination  using Kits Abcam according to the 

instructions of the manufacturer with microplate reader Thermo Scientific Multiskan® EX. 

Statistical analysis 

 

The results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). All 

experiments were replicated three times. To perform the statistical analysis, we used mean ± 

standard error of each independent experiment. 

To calculate means of each treatment, outliner's data from repeated wells with 

variation bigger than 20% were excluded, since it clearly represented experimental errors. The 

results related to viability and antiproliferative effect of RV and IR were expressed as a 

percent (%) of control group. Therefore, the data were submitted to two- way analysis of 

variance (ANOVA), followed by the Tukey Test. The statistical tests were performed using 

Graph Pad Prism Software. 

 

Results 

 

The RV effects at different concentrations of breast cancer irradiated at 1, 2 and 3 Gy 

were evaluated in 24 h cell cultures (Figure 1). The radiosensitivity effect of RV was not 

dose-dependent since a higher cytotoxic effect was found when breast cancer was exposed to 

10 μM RV at 3 Gy IR. 

 

Figure 1 here 

 

Potential apoptosis induction by RV treatment was evaluated and the results are 

presented in Figure 2. As expected, IR triggered higher necrosis on breast cancer cells. The 

RV treatment with and without IR did not change this pattern. A complementary analysis did 

not found activation of genes associated with intrinsic apoptosis pathway (Bax/Bcl-2 ratio and 

p53) when compared with the control group. However, caspases 3 and 8 were upregulated in 

cells that were only irradiated and exposed to RV plus IR, indicating activation of extrinsic 

apoptosis pathway. 

 

Figure 2 here 

The RV effect on oxidative metabolism of breast cancer with and without IR  was also 
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analysed (Figure 3). In 24 h cell cultures, IR presented similar protein carbonylation levels to 

the ones in the control cells. However, RV triggered higher protein carbonylation levels and 

this effect was highly potentiated when cells were concomitantly treated with RV and IR. 

However, this effect disappeared in 72 h cell culture cells. Whereas any treatment increased 

significantly lipoperoxidation of 24 h  cell cultures, in 72 h higher lipoperoxidation levels 

where observed in breast cancer  cells exposed to RV. This result was potentiated when cells 

were concomitantly treated with RV plus IR. IR or IR plus RV presented a strong genotoxic 

effect on breast cancer cells evaluated by 8-deoxyguanosine levels. However, cells exposed 

just to RV did not change the DNA damage pattern when compared to untreated control 

group. 

Treatment modulated significantly antioxidant enzymes levels. Cells treated just with 

RV presented higher SOD and catalase levels than the control group. However, levels of this 

enzyme were lower in the presence of IR or IR plus RV. On the other  hand, all treatments 

increased significantly GPx levels in relation to the control group. 

 

Figure 3 here 

 

An exploratory analysis by MTT assay of RV effect on the breast cancer cell cycle 

was performed (Figure 4A). Results showed that, when cells were concomitantly treated with 

10 uM RV and IR, a strong cell proliferative inhibition was observed in breast cancer cell 

cultures. The other RV concentrations did not showed similar results. 

Cell cycle analysis showed an important synergic effect between RV and IR, since 

cells concomitantly exposed to these agents interrupted cell cycle in the S phase (Figure 4B). 

Isolated cells exposed to RV or IR did not showed any effect on breast cancer cultures. 

 

Figure 4 here 

 

Discussion 

 

Radioresistance is a great problem related with the radiotherapy used to treat breast 

cancer. Therefore, investigations searching radiomodifiers molecules that could potentiate IR 

effect are relevant. Considering the robust evidence that RV has antitumor effect, the present 

study investigated the interaction between IR and RV on breast cancer cells. In general, our 
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results indicated that RV could improve IR. 

Treatments showed an increased of cytotoxic effects in 24 h culture MCF-7 cells at 

10uM plus 3 grays. This fact may be associated with antitumor activity described on RV in 

cancer cells [21,22] associated with RI effects such as EROs production. 

Lang et al [23] demonstrated the influence of RV concentration on cellular viability 

treating ovarian cancer cells (OVCAR-3) with 30 and 100uM for 48 h with RV. The highest 

concentration presented a high rate of premature apoptosis, late/necrosis, whereas the lowest 

decreased these levels considerably. These results help to explain the cytotoxic effects found 

on our work, since, besides the decline of viable cells in 10uM+3Gy, we observed necrosis 

followed by apoptosis as the major types of death on treatments RV, IR, RV+IR, possible 

influenced by doses and exposure time. The cytotoxic effect of RV+IR may be due to the 

sensitizer effect of RV, which added  to that of IR, is known to lead to cellular death by 

necrosis and apoptosis [24]. 

Flow citometry analyses appoint to cells that were only irradiated showing more 

apoptosis index then others, which is evidenced for caspases 3 and 8 activities. RV+IR 

treatment also showed high caspases activities. Thus, the Bax/Bcl-2 ratio and caspases 

activities suggest extrinsic apoptosis pathway activation for RV+IR treatment. 

Kim et al [25] studied different doses of RV (0; 12.5; 25; 50 e 100) in MCF-7 cells  

treated for  48 hours.  RV proved to  help  decreasing cell  viability and   inducing apoptosis 

in a dose-dependent manner, with bax increase, bcl-2 decrease and caspase 9 activation. 

Pozo-Guisado et al [8] also observed an increase in the MCF-7 cells' apoptosis index, 

given that from 50uM, RV induced a decrease of bcl-2 in a dose-dependent manner. This 

result is in accordance with the ones found on our experiment, since there was no increase rate 

of bax/bcl-2 in the treatments at a 10 uM of RV. Therefore, it is possible to suggest that low 

doses of RV, IR and RV+IR can active first the extrinsic apoptosis pathway. 

In our work, 10 uM of RV alone was not enough to increase caspases activity, 

however, it increased p53 activity. The p53 protein has an essential role in tumoral 

suppression [26,27]. The major p53 expression was found in RV treatment. This result is in 

accordance to other researches that indicate the antiproliferative effect of this polyphenol. 

Chin et al [28] treated MDA-MB-231 breast cancer cells with RV (10 μM RV for 4 h daily × 

6 d ) and observed an increase of this gene expression. Kundu & Surh [29] showed the 

antiproliferative effect of RV, acting on D1 cyclin and Cdk4 in human prostate (DU-145) 

(MCF-7) and breast cancer cells, associated with an induction of p53 and p21
WAF1/CIP1

. 

RV+IR treatment also presented a high level of p53, higher than the one of cells that 
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were only irradiated. This can be explained by the influence association of the p53 expression 

activation by RV allied with damage to the double-strand DNA due to irradiation 

consequences, which was demonstrated by the high production of 8- deoxiguanosine. 

It is believed that the damage caused to the DNA, allied with the oxidative 

mitochondrial damage in response to IR, has caused the p53 expression. The p53 

superexpression is characterized by acting to retain cells in G1 and S cellular cycle or 

stimulate cells to enter apoptosis [30,26], besides being associated to [12,28]. 

According to Waring & Müllbacher [30] a p53 increase leads to a higher Fas 

transcription, which leads to the apoptotic cellular death through caspases 8 activation.  

In relation to oxidative metabolism, RV increased the lipid peroxidation and protein 

carbonylation index. The ROS increase by RV was detected in previous researches, associated 

with the apoptosis induction [31, 24]. Filomeni et al observed in MCF-7 cells treated with RV 

(50 µg/mL), besides ROS, an increase of MDA. Lang et al also detected an increase of ROS 

by RV in ovarian cancer cells. The group that received RV+IR  showed  an  even  higher 

increase  of this  oxidative damage.  This  allows us to infer that RV increased oxidative 

damage caused by radiation, since radiolysis is IR's first line of actuation [32]. 

The most expressive damage caused by IR is the rupture of double-strand DNA, 

caused by ROS, such as OH [33]. This was highlighted by the higher 8-deoxiguanosina index. 

This marker's second higher index was during RV+IR treatment, which also explains the high 

rate of oxidative damage to DNA. The SOD, CAT and GPx activity was higher in cells 

treated only with RV. The reason for that is probably an adaptive response to damage caused 

by ROS. It is important to emphasize that the combination  of treatments decreased SOD and 

CAT activity in comparison to the non-treated group. Unfortunately, there is a lack of 

literature data about the effects of RV+IR in these oxidative metabolism markers in cancer 

cells. The works that have associated this treatments assess cellular viability and proliferation 

through markers of cellular cycle control, apoptosis, senescence and necrosis [12,15,34,35]. 

Cells cultivated for 72 h after IR presented less proliferation when previously treated 

with 10uM of RV+ 3 IR grays. These results contrast with those of Kim et al., who noted less 

proliferation with a higher dose of RV, however, RV exposure time was longer. Moreover, 

cellular cycle analysis by flow citometry allows us to observe arrest  at phase S of the cellular 

cycle in cells exposed to RV+IR. Joe et al [36], testing only 300uM dose of RV 24 h in MCF-

7, HCE-7 and SW480, noted arrest at the S phase of the cycle, and the D1 cyclin expression 

seemed to be the first to be affected in this process. Kuwajerwala [37], treating prostate cancer 

cells with RV, observed an increase of cells in the S phase together with an inhibition of DNA 
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synthesis. These results can be explained by a negative feedback mechanism in which 

transcriptional repressors, like E2F6, act at the end of the S phase and inactivate transcription 

in a timely manner [38]. 

Fang et al, studying the radioresistant melanoma cell lines SK-Mel-5 and HTB- 65, 

suggest a synergistic radiosensitizing effect of RV, since an apoptosis induction was observed 

together with expression downregulation of the cyclins pro-proliferative molecules B and D, 

cdk2, and cdk4. Fang et al observed the antiproliferative effects of RV+IR in prostate cancer 

cells with senescence and apoptosis induction associated with high expression of p-H2A.X, 

p15, p21, p53, and lower cyclins B and D, and cdk2. Luo et al hypothesize in their work that 

RV makes tumoral cells sensible to premature senescence caused by radiation in lung cancer 

cells (NSCLC), through DNA damage due to ROS. 

Following our results interpretation, we have observed radiosensitivity in vitro  of 

MCF-7 cells treated with RV. This treatment seems to have a synergic effect, which was 

observed by the increase of cytotoxicity, the decreased of cellular proliferation through the 

potentiation of damage caused by ROS in cellular macromolecules, besides arrest in the S 

phase of the cellular cycle, with activation of different pathways of cellular death, such as 

apoptosis and necrosis/senescence. Thus, more studies must be conducted in order to clarify 

the mechanisms related to cellular death potentiated by RV+IR due to the possibilities that 

RV links itself to various receptors and influences a number of metabolic routes in different 

cellular types. 
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Table 

 

Table 1. Gene primers list.  

 

Genes Primers  

 Sense Antisense 

β actina TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA 

p53 TTGGGTCTTTGAACCCTTGCT GTGCAGGCCAACTTGTTCAGT 

Bax CCCTTTTCTACTTTGCCAGCAA CCCGGAGGAAGTCCAATGT 

Bcl-2 GAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGT AGTCATCCACAGGGCGATGT 
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Figures  

 
Figure 1. Effect of resveratrol (RV), ionizing radiation (IR) and their combination (RV+IR) on MCF-7 

breast cancer cell line viability after 24 h cultures. (A) Viable cells frequency determined by MTT 

spectrophotometric assay. Treatments were compared by Two-way analysis of variance followed by 

Tukey post hoc test. Different letters indicate statistical difference among treatments (p ≤ 0.05). Data 

are shown as % of untreated control group; Mean ± SEM are obtained from three independent 

repetitions. 

 

 

 

 

 

Figure 2. Flow cytometry analysis with propidium iodide (PI) and Annexin V to evaluate the 

influence of treatments on necrosis and apoptosis induction (A). Caspases levels of MCF-7 breast 

cancer cells treated to resveratrol and ionizing radiation exposition. (B) Caspase 3, (C) Caspase 8. 

Representative Bax/Bcl-2 ratio of gene expression (D). p53 gene expression. Data of gene expression 

were normalized by β-actin gene. Mean ± SD and SEM are obtained from three independent 

repetitions. Different letters indicated significant differences (p < 0.05) by Two-way analysis of 

variance followed by Tukey post hoc test.  
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Figure 3. Effect of resveratrol, ionizing radiation and their combination in oxidative 

metabolism parameters. Protein carbonylation (A). MDA production by TBARS assay (B). 

DNA damage index by 8-Hydroxy-2′-deoxyguanosine assay (C). Activity of antioxidant 

enzymes SOD (D), CAT (E) and GPx (F). All experiments were performed in 24 h cell 

culture, except (B) which was performed in 72 h cell culture. Data are shown as % of 

untreated control group. Mean ± SEM are obtained from three independent repetitions. 

Different letters indicated significant differences (p < 0.05) by two-way analysis of variance followed 

by Tukey post hoc test. 
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Figure 4. Effect of resveratrol (RV), ionizing radiation (IR) and their combination (RV+IR) on MCF-

7 breast cancer cell line viability after 72 h cultures. (A) Cell proliferation frequency determined by 

MTT spectrophotometric assay. Treatments were compared by Two-way analysis of variance followed 

by Tukey post hoc test. Different letters indicate statistical difference among treatments (p ≤ 0.05). 

Data are shown as % of untreated control group. Mean ± SEM are obtained from three independent 

repetitions. (B e C) Distribution of total cells in each phase of cell cycle. Data were analysed with BD 

Accuri C6 software. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A radioterapia é uma etapa importante para o tratamento de muitos pacientes com CM. 

Apesar das vantagens relacionadas aos danos nas células tumorais, existem limitações que 

interferem no tratamento, como radiorresistência, efeito bystander e síndrome cutânea da 

irradiação. Logo a pesquisa de compostos ativos que potencializem seletivamente os efeitos 

da RI em células de câncer se faz necessário. Dessa forma, este estudo buscou investigar o 

efeito in vitro do RV em células de CM MCF-7 expostas à RI. Os resultados obtidos são 

discutidos a seguir.  

Primeiramente foi observado em culturas de 24 horas maior citotoxicidade com a dose 

de 10µM de RV + 3 grays de RI, evidenciada pelo teste MTT. Tal evento pode ser associado 

em decorrência da atividade quimioterápica atribuída ao RV, aliado aos efeitos deletérios da 

RI. A citotoxicidade inicial mostra estar associada à necrose/senescência e também à ativação 

da via extrínseca da apoptose. Esses eventos ficam mais claros ao analisar os dados obtidos 

por meio do teste de apoptose, relação bax/bcl-2, atividade das caspases e expressão de p53. 

A irradiação pode levar a morte celular através de apoptose, necrose (após catástrofe 

mitótica) e parada de crescimento irreversível ligada à senescência, na qual as células ficam 

metabolicamente ativas, porém incapazes de divisão (COHEN–JONATHAN et al., 1999; 

GUDKOV, KOMAROVA, 2003). Neste contexto, o RV tem mostrado efeito contra células 

tumorais por meio da indução de apoptose.  Kim et al. (2004), estudaram diferentes doses de 

RV (0; 12,5; 25; 50 e 100µM) em células MCF-7 tratadas por 48 horas. O RV mostrou atuar 

na diminuição da viabilidade celular, e indução da apoptose de maneira dose-dependente, com 

aumento de bax, diminuição de bcl-2 e ativação da caspase 9.  

Pozo-Guisado et al. (2005), também observaram aumento do índice de apoptose em 

células MCF-7 sendo que a partir de 50µM o RV induziu diminuição de bcl-2 de maneira 

dose-dependente. Esse resultado está em consonância com os encontrados nesse experimento 

pois a dose de 10 µM de RV não aumentou a taxa de bax/bcl-2 nas células tratadas, o que nos 

permite sugerir que baixas doses de RV, IR e RV+IR podem ativar primeiramente a via 

extrínseca da apoptose, uma vez que foi observada alta atividade das caspases.  

A proteína p53 exerce um papel fundamental na supressão do câncer (MIRZAYANS 

et al., 2013; EL-DEIRY, 2003). Em células tumorais que mantém sua funcionalidade normal, 

ela pode desempenhar efeito antiproliferativo através da indução da apoptose intrínseca 

(mitocondrial por ativação de bax) e extrínseca (por FAS, TNF e TRAIL) (FRIDMAN et al., 

2003). Em células irradiadas que escaparam da apoptose, após serem danificadas pela RI, 



47 
 
 

ocorre a catástrofe mitótica seguida de necrose, ou as células permanecem vivas mas com 

parada irreversível no crescimento, por meio da ação da p53. Além da p53, a constante 

exposição das células à EROs parece estar envolvida na manutenção da parada irreversível de 

crescimento (GUDKOV, KOMAROVA, 2003). 

Neste trabalho, observou-se maior nível de expressão de p53 nas células expostas 

somente ao RV. Esses resultados estão de acordo ao encontrado por Chin et al. (2014), que 

observaram efeito antiproliferativo do RV (10μM / 4 hs/ 6 dias) associado ao aumento da 

expressão de p53 em células de CM da linhagem MDA-MB-231. De forma similar, Kundu e 

Surh (2008) relataram efeito anti-proliferativo do RV, com atuação sobre  a ciclina D1 e Cdk4 

em células de câncer de próstata humana (DU-145) e de mama (MCF-7), associado com a 

indução de p53 e p21
WAF1/CIP1

. 

As células que receberam RV+RI também apresentaram altos níveis de expressão de 

p53, maior que das células somente expostas à RI. Isso pode ser explicado pela influência da 

ativação da expressão de p53 pelo RV aliado ao estímulo da expressão de p53 em decorrência 

do dano as duplas fitas de DNA causado pela RI, o que fica evidenciado pela alta produção de 

8-hidroxi-2’-desoxiguanosina nas células irradiadas. 

As EROs podem danificar macromoléculas celulares, favorecer a quebra de fitas 

duplas do DNA e ativar ambas as vias da apoptose. Essa ativação pode ocorrer por meio do 

acúmulo de ceramidas, envolvendo a ativação da esfingomielinase e por p53. As EROs 

podem influenciar na transcrição de p53, catástrofe mitótica, e parada irreversível do ciclo 

celular, levando a apoptose, necrose e senescência, respectivamente (GUDKOV, 

KOMAROVA, 2003). Ainda, as EROs estão ligados intimamente ao dano indireto da RI, 

fazendo parte da cascata de eventos que podem levar a morte celular. 

O aumento de EROs por RV foi detectado em pesquisas anteriores, associado a 

indução de apoptose (FILOMENI et al., 2007; LANG et al., 2015; SCARLATTI et al., 2007). 

Filomeni et al. (2007) observaram em células MCF-7 tratadas com RV (50 µg/mL) além de 

EROs, aumento de MDA. Lang et al. (2015) em células de câncer ovariano detectaram 

aumento de EROs por RV. Scarlatti et al. (2007) ao tratarem células DU-145 com 16µM de 

RV por 72 horas e expor à 3 grays fracionados de RI, observaram que o RV agiu 

sinergicamente na indução de morte celular, sendo o acúmulo de ceramidas identificados 

nesse processo, possibilitando a ativação da apoptose.  

No presente estudo, as células que receberam RV+RI mostraram alto dano oxidativo, 

tendo o RV contribuído para o aumento de oxidação em macromoléculas, evidenciado pela 

maior taxa de peroxidação em proteínas em cultura de células de 24hs e lipídios, em cultura 
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de células 72 hs após RI. Assim, fica evidenciado que o dano da integridade das membranas 

se intensificam com o tempo, em decorrência do aumento da produção de EROs. A produção 

de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina foi alta nas células RV+RI, sendo maior que das células 

apenas expostas ao RV, indicando dano oxidativo genotóxico. Porém em RV+RI a produção 

foi menor que das células apenas irradiadas, possivelmente influenciado pela atividade 

scavenger do RV.  

A atividade da SOD, CAT e GPx foi maior em células apenas tratadas com RV. 

Provavelmente seja em virtude de uma resposta adaptativa aos danos causados por EROs. É 

importante salientar que a combinação de tratamentos diminuiu a atividade da SOD e CAT 

quando comparado ao tratamento RV. Infelizmente há uma escassez de dados literatura sobre 

os efeitos da RV+RI nestes marcadores de metabolismo oxidativo em células de câncer. Os 

trabalhos que associam esses tratamentos avaliam a viabilidade e proliferação celular, através 

de marcadores de controle do ciclo celular, apoptose, necrose e senescência (POZO-

GUISADO et al., 2002; FANG et al., 2012, 2013; LUO et al., 2013).  

Assim, é possível relacionar o aumento da atividade enzimática nas células expostas 

ao RV, com a funcionalidade antioxidante ou até mesmo uma resposta adaptativa ao aumento 

do dano oxidativo celular. Porém, o RV combinado à RI, atua na diminuição dos níveis dessas 

enzimas, e pode influenciar na manutenção do estado pro-oxidante, fator necessário para 

estímulo de rotas antiproliferativas.  

O funcionamento de um tratamento contra o câncer é diretamente proporcional a sua 

ação na diminuição da proliferação celular (FANG et al., 2013) e está relacionado com 

ativação de vias de morte e parada irreversível de crescimento. Células cultivadas por 72 hs 

após a RI apresentaram menor proliferação quando tratadas previamente com 10µM de RV+ 

3 grays. Kim et al. (2004), observaram menor proliferação celular com 100µM de RV. Porém, 

este trabalho avaliou a proliferação no tempo de 48 horas após a exposição. Além disso, os 

resultados mostraram o efeito da influência da combinação dos tratamentos RV+RI na 

diminuição expressiva da proliferação celular. 

A análise do ciclo celular por citometria de fluxo permitiu observar bloqueio na fase S 

do ciclo celular em células expostas à RV+RI. Sugere-se que esse fato esteja relacionado com 

a parada irreversível de crescimento ligado à senescência mediada pelo aumento da expressão 

de p53. Assim, mesmo as células estando vivas e metabolicamente ativas podem ter perdido a 

capacidade de divisão, o que explicaria a diminuição da proliferação celular em cultura de 72 

horas. Como mecanismo de controle do ciclo celular, a p53 é indutora da proteína 

p21
Waf1/Cip1/Sdi1

, que é um membro da família dos inibidores do ciclo celular, incluindo a p27 e 
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p57, e são capazes de inibir as CDKs (quinases dependentes de ciclinas), reguladores-chave 

do ciclo celular. Eles também são capazes de bloquear a replicação do DNA por ligação ao 

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) (MACIP et al., 2002). 

Joe et al. (2002) testando apenas a dose de 300µM de RV em MCF-7, HCE-7 e 

SW480 observaram bloqueio na fase S do ciclo, sendo que a expressão da ciclina D1 pareceu 

ser a primeira afetada nesse processo. Kuwajerwala et al. (2002) tratando células de câncer de 

próstata (LNCaP) com RV observaram que doses maiores que 15µM causaram aumento de 

células na fase S e inibição da síntese de DNA. Dessa forma, acredita-se que a apenas a dose 

de RV utilizada neste trabalho tenha sido insuficiente para desencadear aumento e bloqueio na 

fase S. Entretanto, a influência do RV, juntamente à da RI causaram este efeito. Logo, estes 

resultados podem ser explicados por um mecanismo de feedback negativo no qual repressores 

transcricionais, como E2F6, possivelmente atuaram no final da fase S inativando a transcrição 

em tempo hábil (BERTOLI et al., 2013) ou por meio da ligação dos inibidores do ciclo da 

família do p21 ao PCNA. 

Fang  et al. (2013) ao estudar linhagens de melanoma radiorresistentes SK-Mel-5 e 

HTB-65 sugerem efeito sinérgico radiossensibilizador ao RV, pois observaram indução de 

apoptose, juntamente com downregulation na expressão das moléculas pró proliferativas: 

ciclinas B e D, cdk2 e cdk4. Fang et al. (2012) observaram efeitos antiproliferativos de 

RV+RI em células de câncer de próstata com indução de senescência e apoptose, associados a 

alta expressão de p-H2A.X, p15, p21, p53, e baixa de ciclinas B e D e cdk2. Luo et al. (2013) 

hipotetizaram em seu trabalho que RV sensibiliza células tumorais à senescência prematura 

causada pela radiação em células de câncer de pulmão (NSCLC), por meio de dano ao DNA 

mediado por EROs. 

Esta pesquisa apresentou algumas limitações metodológicas, como: (a) por se tratar de 

um estudo in vitro, não permite extrapolação dos resultados para situações in vivo; (b) análise 

de marcadores limitados relacionados à proliferação celular, em relação ao alto número de 

receptores e vias metabólicas que o RV é capaz de exercer influência; (c) uso de uma única 

dose de RI, visto que em tratamento radioterápico os pacientes recebem várias doses 

fracionadas e que possuem efeito cumulativo.  

De qualquer modo as limitações descritas não diminuem a relevância dos resultados 

obtidos, mas sim indicam a necessidade de investigações adicionais.  

Nestes termos, o conjunto dos resultados sugere radiossensibilização in vitro do RV 

sobre células MCF-7. Este tratamento aparenta ter efeito sinérgico observado pelo aumento da 

citotoxicidade, diminuição da proliferação celular através da potencialização de danos 



50 
 
 

causados por EROs em macromoléculas celulares, além de parada na fase S do ciclo celular, 

com ativação de vias diferentes de morte celular, como necrose/senescência e apoptose.   
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A exposição das células MCF-7 ao RV e RI, foi citotóxica, envolvendo indução de 

necrose/senescência, ativação da rota apoptótica extrínseca, alta expressão de p53 e 

diminuição da proliferação celular.  

Essa diminuição da proliferação pode ser relacionada a condição pro-oxidante 

proporcionada por RV+RI, em virtude do aumento de danos oxidativos à proteínas e lipídios 

celulares, alta taxa de dano oxidativo ao DNA e diminuição da atividade de enzimas 

antioxidantes. 

Assim, o tratamento prévio à RI com RV exerceu influência sobre a sobrevivência 

celular, sugerindo ação radiomodificadora do tipo radiossensibilizadora ao RV em células de 

CM MCF-7. 

Levando em consideração os trabalhos na literatura, este estudo parece o primeiro 

trabalho a abordar o efeito do RV em células de CM expostas à RI, por meio da análise de 

marcadores de viabilidade e proliferação celular aliado a marcadores do metabolismo 

oxidativo.  

Como perspectivas futuras, pretende-se trabalhar com maior tempo de exposição ao 

RV, doses repetidas de RI, de modo a mimetizar o tratamento radioterápico, uma vez que este 

geralmente é fracionado. Essa perspectiva estende-se também para as células saudáveis, no 

sentido de verificar o efeito radiomodificador seletivo do RV, por meio da radioproteção das 

células saudáveis que inevitavelmente são irradiadas durante a radioterapia.  

Também é de interesse o trabalho com modelo in vivo para avaliação do 

comportamento dos resultados, tendo em vista a maior complexidade do sistema biológico, e 

maior aplicabilidade dos resultados para seres humanos. 
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ANEXO A – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO 
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ANEXO B – COMPROVANTE DE APROVAÇÃO GEP/HUSM 

 


