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RESUMO 

 

A Silibinina é um flavonoide de ocorrência natural, isolado a partir dos frutos e sementes do 

Cardo-mariano (Silybum marianum). Dados recentes têm demonstrado a eficácia deste 

fitoquímico na prevenção e tratamento de tumores da bexiga (in vitro e in vivo), tornando-o 

um agente antineoplásico promissor. Mutações no gene TP53 são as alterações mais comuns 

em células de câncer de bexiga e estão relacionadas à resposta ao tratamento. Assim, o 

presente estudo objetivou avaliar o potencial antineoplásico e os possíveis mecanismos de 

ação da silibinina em células uroteliais de carcinoma de bexiga com diferentes status do gene 

TP53 (RT4 - tumor de baixo grau, com gene TP53 selvagem; T24 - tumor de alto grau, com 

gene TP53 mutado). As células foram tratadas com diferentes concentrações de silibinina para 

os ensaios de citotoxicidade, sobrevivência celular e clonogênica, para o teste do cometa, para 

os experimentos de ciclo celular e apoptose e para a análise da expressão dos genes RASSF1 e 

HDAC1. Os resultados mostraram aumento de danos primários no DNA para ambas as 

linhagens celulares. Além disso, diminuição da taxa de proliferação celular após 48 horas de 

tratamento em células TP53 mutado, mas não em células do tipo selvagem, foi observada. No 

entanto, após 72 horas de tratamento com a silibinina, diminuição da proliferação celular em 

ambas as linhagens celulares foi demonstrada. No teste de sobrevivência clonogênica, a 

silibinina induziu a diminuição significativa da capacidade de formação de colônias em T24 e 

RT4 células. Aumento das taxas de apoptose iniciais foram observados em ambas as 

linhagens celulares enquanto as taxas de apoptose tardia só foram detectadas na linhagem 

T24. Alterações na cinética do ciclo celular não foram observadas. Da mesma maneira, 

alterações na expressão dos genes RASSF1 e HDAC1 não foram detectadas. Em conclusão, a 

silibinina promoveu a diminuição da capacidade proliferativa em linhagens celulares de 

carcinoma urotelial de bexiga por meio da indução de danos na molécula de DNA e ativação 

de mecanismos de morte celular independentes do status de TP53. Esses resultados fornecem 

informações relevantes que poderão contribuir na elucidação dos mecanismos de ação da 

silibinina no tratamento do câncer de bexiga. 

 

 

Palavras-chave: Câncer de bexiga, Gene TP53, Silibinina, Apoptose, Ciclo celular, 

Citotoxicidade, Teste do cometa. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Silibinin is a naturally occurring flavonoid isolated from milk thistle fruit and seeds (Silybum 

marianum). Recent data have shown its effectiveness in preventing and treating bladder 

tumors (in vitro e in vivo), making it a promising antineoplastic agent. TP53 mutations are the 

most common alterations in bladder cancer cells, and are related to treatment responsiveness. 

Thereby, in this study we investigated the mechanism of action of silibinin in bladder 

urothelial carcinoma cells with different TP53 gene status (RT4 - low grade tumor, with wild 

type TP53 gene; T24 – high grade tumor and mutated TP53 gene). Cells were treated with 

different concentrations of silibinin for cell survival assay, clonogenic survival assay, comet 

assay and for the experiments of cell cycle and apoptosis and for the analysis of expression of 

HDAC1 and RASSF1 genes. The data showed increased primary DNA damage levels in both 

cell lines. Furthermore, the results demonstrated decreased cell proliferation rates after 48 

hours of treatment in the TP53 mutated cells, but not in TP53 wild type cells. However, after 

72 hours of treatment with silibinin observed decrease in cell proliferation in both cell lines. 

The clonogenic survival assay revealed significant decreases in RT4 and T24 cell colonies. 

Increased early apoptosis rates were observed in both cell lines, while late apoptosis rates 

were only detected in T24 cells. No changes in cell cycle kinetics were observed. The 

treatment with silibinin did not cause alterations in the expression of HDAC1 and RASSF1 

genes. In conclusion, silibinin promoted decreased proliferative capacity in cell lines of 

bladder urothelial carcinoma possibly by inducing DNA damage and activation of cell death 

independent of TP53 status. These results provide relevant information that could contribute 

to the elucidation of the mechanisms of action of silibinin in the treatment of bladder cancer. 

 

 

 

Keywords: Bladder Cancer, Gene TP53, Silibinin, Apoptosis, Cell cycle, Cytotoxicity, 

Comet assay. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As neoplasias malignas estão entre as principais causas de morte no Brasil e no 

mundo, responsável por 8,2 milhões de óbitos em 2012, segundo dados da Agência 

Internacional para a Pesquisa em Câncer (IARC) e da Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(INCA, 2014). Dentre estes tumores, destacam-se os de bexiga, como a neoplasia maligna 

geniturinária mais comum (JEMAL et al., 2007), apresentando alta prevalência, 

principalmente em países industrializados. Este tipo de tumor representa uma das neoplasias 

de maior custo financeiro para os sistemas de saúde, devido às metodologias de diagnóstico, 

altas taxas de recorrência, acompanhamento clínico periódico e longo período de tratamento 

(SIEVERT et al., 2009); com gastos estimados em torno de US$ 3 bilhões por ano nos 

Estados Unidos (KONETY; JOYCE; WISE, 2007). 

Mais de 90% dos cânceres de bexiga originam-se no urotélio, o epitélio transicional 

especializado da bexiga urinária. Este tipo tumoral tem dois fenótipos biológicos distintos: o 

tumor papilífero e o carcinoma urotelial invasivo muscular. Os tumores papilíferos 

representam uma forma indolente de câncer urotelial e o seu prognóstico é difícil, uma vez 

que podem resultar no carcinoma urotelial invasivo muscular, que possui alto potencial 

maligno e pobre resposta terapêutica e sobrevida (MITRA; DATAR; COTE, 2006). Mutações 

no gene TP53 são as alterações mais comuns em tumores de bexiga músculo invasivo, sendo 

frequentemente associados à malignidade, metástase e recorrência tumoral (CHENG et al., 

2011; BAITHUN et al., 2001). Além disso, vários estudos sugerem que células mutadas para 

o gene TP53 são mais resistentes à terapia antineoplásica (ESUVARANATHAN et al, 2007; 

SAINT et al., 2004). 

O tratamento para o câncer de bexiga baseia-se em procedimentos cirúrgicos 

(ressecção transuretral, cistectomia radical) associados ou não ao tratamento químico e/ou 

radioterápico ou ainda à imunoterapia, dependendo do estádio do tumor (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2015a). No entanto, essas abordagens terapêuticas não são 

completamente eficazes, apresentando limitações. Um dos principais problemas está ligado ao 

desenvolvimento gradual de resistência tumoral frente a tais terapias; além de baixas taxas de 

sobrevida (WANG et al., 2012). Embora a quimioterapia e a radioterapia contra o câncer 

sejam eficazes, não se pode desconsiderar os efeitos secundários deletérios decorrentes de tais 

tratamentos como: fadiga, dor, diarréia, náuseas, vômitos, perda de cabelo, dentre outros (QI 

et al., 2010). A cisplatina, por exemplo, é um composto antineoplásico utilizado no tratamento 

de vários tipos de cânceres, em especial no carcinoma de bexiga, estando relacionada ao 
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desenvolvimento de efeitos colaterais como a neuropatia periférica, ototocicidade e 

nefrotoxicidade (SÁNCHEZ-SUÁREZ et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Assim, torna-se 

relevante a busca de novas abordagens terapêuticas para o tratamento do câncer, que 

objetivem o aumento da eficácia do tratamento associado à diminuição dos efeitos deletérios.  

Nos últimos anos, a busca por substância biologicamente ativas e por novas terapias 

antitumorais cresceu significativamente. Moléculas ativas derivadas de compostos naturais 

são fontes promissoras de futuros fármacos, podendo ser mais eficazes, proporcionando 

menor toxicidade para o uso na quimioprevenção e no tratamento de pacientes com câncer 

(WANG et al., 2010). Neste contexto, a silibinina, um composto químico natural da família 

das Flavonolignanas, derivada de sementes da planta Cardo-mariano (Silybum marianum; 

alcachofra selvagem), vem se destacando em inúmeros estudos (in vitro e in vivo) por sua 

atividade antineoplásica contra diversos tipos de tumores como os de pele, cólon, mama, 

próstata, rim e bexiga (AGARWAL et al., 2006; CHEUNG et al., 2010; RAMASAMY; 

AGARWAL, 2008). De fato, este composto induziu apoptose em células de câncer de bexiga 

humana (linhagem 5367) mediada pela ativação de mecanismos de morte mitocondrial 

(ZENG et al., 2011). Outros autores mostraram eficácia antitumoral da silibinina contra 

células tumorais de bexiga humana (linhagem RT4) por meio da inibição da proteína 

survivina (proteína inibidora da apoptose que é pouco expressa em condições normais e super 

expressa em vários tipos de tumores) e aumento na expressão de p53 (SINGH et al., 2008), 

além da clivagem de PARP e inibição do crescimento celular (TYAGI et al., 2003).  

Embora diversos estudos tenham demonstrado a ação da silibinina sobre o ciclo 

celular e o processo de apoptose, seu mecanismo de ação não está ainda completamente 

elucidado. Nesse sentido, o presente estudo buscou compreender os possíveis mecanismos 

moleculares promovidos, in vitro, pela silibinina em células de carcinoma de bexiga com 

diferentes status do gene TP53 (RT4 – TP53 selvagem / T24 – TP53 mutado). Assim, este 

estudo justifica-se pela necessidade de se explorar princípios ativos que sejam efetivos e 

menos tóxicos para o tratamento do carcinoma de bexiga, uma vez que os fármacos 

disponíveis atualmente são, muitas vezes, de alto custo e tóxicos aos pacientes. Além disso, a 

identificação de compostos naturais que possam ser utilizados na prevenção e no tratamento 

de doenças merece destaque pela possibilidade de serem de baixo custo e, consequentemente, 

mais acessíveis à população.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Neoplasias Malignas 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, as neoplasias malignas são as principais 

causas de morbidade e mortalidade no mundo, sendo consideradas grave problema de saúde 

pública. O perfil ascendente desse conjunto de doenças faz com que seja esperado um 

aumento de 70% dos casos ao longo das próximas duas décadas (WHO, 2015). Estima-se que 

em 2030, em consequência do crescimento e envelhecimento da população, juntamente com a 

diminuição das mortes por doenças infecciosas e da mortalidade infantil, sejam notificados 

21,4 milhões de novos casos e 13,2 milhões de mortes em função dos tumores malignos 

(INCA, 2014), tornando-o responsável pela maior taxa de mortalidade global ultrapassando 

até as doenças cardíacas (WHO, 2007).  

O câncer é uma doença caracterizada pela proliferação desordenada de células, que se 

inicia por meio da expressão ou ativação de reguladores positivos e supressão funcional dos 

reguladores negativos de proliferação. Assim, o câncer, de uma maneira geral, pode ser 

considerado uma doença do ciclo celular (PARK; LEE, 2003). Nas células somáticas o 

fenômeno da divisão celular ocorre em quatro fases distintas (G1, S, G2, M) (Figura 1), sendo 

a transição entre estas etapas um processo fortemente regulado por proteínas específicas 

(BLACK; BLACK, 2012). Essas proteínas fazem parte de uma família de enzimas 

denominadas quinases dependentes de ciclinas (CDK2, CDK4, CDK6, CDK1 e CDC2), as 

quais são ativadas através de sua ligação com subunidades reguladoras chamadas de ciclinas 

(A, B, D e E) (MALUMBRES, 2014; MALUMBRES; BARBACID, 2009). O complexo 

CDK-ciclina formado atua na fosforilação da proteína Rb (retinoblastoma) liberando fatores 

essenciais para a transcrição de genes ligados a proliferação celular (SINGH; JOHNSON; 

CHELLAPPAN, 2010). O controle negativo do ciclo celular é exercido pelos inibidores de 

CDK (CDKI), que atuam como freios para a progressão da divisão celular em resposta a 

sinais regulatórios por meio da inibição da fosforilação da proteína Rb. Todo esse aparato de 

controle do ciclo celular é extremamente importante para a homeostase tecidual. Análises 

moleculares indicam que anormalidades em reguladores como as CDK, CDKI e ciclinas 

ocorrem na maioria dos tumores humanos (PARK; LEE, 2003). 

 

 



16 

 

  

Figura 1: Progressão do ciclo celular. Fases distintas: crescimento inicial (G1), síntese de DNA (S), intervalo 

(G2) e mitose (M). Após o ponto de restrição, o ciclo celular é irreversivelmente comprometido com a divisão 

celular. Fonte: adaptado de PARK; LEE (2003). 

 

O prosseguimento do ciclo celular de uma fase para outra é controlado pela ação de 

genes que atuam positivamente ou negativamente em pontos de checagem, os chamados 

checkpoints, avaliando os sinais de crescimento, tamanho da célula e a integridade do DNA 

(PARK; LEE, 2003; POEHLMANN; ROESSNER, 2010). Duas grandes classes de genes, 

denominados de proto-oncogenes e genes supressores tumorais, têm grande importância para 

a regulação do ciclo celular e, consequentemente, para o desenvolvimento do câncer 

(LODISH et al., 2000). Os proto-oncogenes (por exemplo: RAS, MYC e ERK) desempenham 

um papel fundamental no processo de proliferação celular, enquanto os genes supressores 

tumorais (por exemplo: TP53, Rb e CDKN2a) atuam impedindo o prosseguimento do ciclo. 

Assim, mutações em tais genes podem romper o equilíbrio entre proliferação e morte celular, 

propiciando o crescimento desordenado das células (SEVER; BRUGGE, 2015). Nesse 

sentido, três importantes classes de genes com papel fundamental na manutenção da 

integridade genômica e, portanto, para o processo de carcinogênese, são os genes: 

housekeepers, os quais estão envolvidos na manutenção da função celular; e os genes 

supressores de tumores (caretakers e gatekeepers), que atuam no reparo de danos ao DNA,  

na regulação negativa da proliferação celular e na indução de apoptose (OLIVEIRA; ROSS; 

FLETCHER, 2005; RUSSO et al., 2000; WANG, 2014). 

A maioria dos tumores têm sua gênese como consequência de alterações genéticas, 

que podem ser herdadas ou adquiridas espontaneamente em decorrência de danos no DNA 

induzidos por carcinógenos ambientais ou por erros na replicação. Estas alterações conferem 

uma vantagem seletiva às células e assim promovem o crescimento e progressão tumoral 

http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
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(SEVER; BRUGGE, 2015). É provável que múltiplas mutações no DNA de uma célula sejam 

necessárias para que ocorra a transformação maligna. Além disso, somente um número 

reduzido de genes alterados por mutações são responsáveis pelo processo carcinogênico 

(VOGELSTEIN et al., 2013). Entretanto, podemos ainda considerar que numerosas vias estão 

envolvidas no desenvolvimento de um fenótipo mutador; dentre estas, podemos citar os 

defeitos em vias relacionadas ao processo de reparo de DNA (LODISH et al., 2000; MILLER, 

1996), ocorrência de anormalidades cromossômicas, alterações em regiões de microssatélites 

(LOEB; LOEB, 1999) e alterações epigenéticas (SHARMA; KELLY; JONES, 2010). 

De uma forma geral, a instabilidade genômica intrínseca das células neoplásicas 

propicia a aquisição de mutações adicionais, que permitem que as “tais células” adquiram 

características biológicas essenciais para a progressão e metastização. Dentre essas 

características, destaca-se a capacidade de replicação indefinida (imortalidade celular), a 

autossuficiência em sinais de crescimento, inativação de genes supressores de crescimento, a 

resistência à morte celular, a capacidade de indução da angiogênese, a capacidade de invasão 

e metástase por meio da ativação de genes de remodelação da matriz extra-celular, dentre 

outros (Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011). 

 

 
 

Figura 2: Ilustração representativa das seis alterações biológicas adquiridas durante o desenvolvimento das 

neoplasias, que propiciam o crescimento maligno. Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011). 

 

 

 

 



18 

 

Bexiga Urinária 

 

A bexiga urinária humana, anatomicamente, é um órgão muscular oco, dotado de 

grande elasticidade e situado na cavidade pélvica, posterior a sínfise púbica (TORTORA, 

2007). Sua principal função é armazenar temporariamente a urina, mantendo sua composição 

semelhante à produzida pelos rins (LEWIS, 2000). 

O volume comportado pela bexiga está em torno de 700 a 800 ml, porém em mulheres 

esse valor é menor devido ao fato do útero ocupar o espaço superior à bexiga urinária. O 

aporte sanguíneo para a bexiga é realizado através da artéria vesical superior, artéria vesical 

média, artéria vesical inferior e veia ilíaca interna (TORTORA, 2007).  

Considerando as características histológicas (Figura 3), a bexiga é composta pelas 

camadas adventícia, muscular, submucosa, lâmina basal e uma camada de células epiteliais 

(urotélio) que revestem o lúmen (YOUNG et al., 2006). Quando observado em corte 

transversal, o urotélio é composto por três camadas celulares morfologicamente distintas, 

denominadas de células basais, células intermediárias e células superficiais (LEWIS, 2000; 

ORABI et al., 2013; RICHTER; MOIZE, 1963). O urotélio é impermeável, virtualmente, a 

todas as substâncias presentes na urina e no sangue, com exceção daquelas que sofrem 

transporte ativo; entretanto, produtos químicos, radiação e infecções podem levar à perda da 

função de tal barreira (LEWIS, 2000). 

 

 

Figura 3: Diagrama da histologia da bexiga urinária. Fonte: adaptado de ORABI et al. (2013). 
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Neoplasias Malignas da Bexiga 

 

Os tumores malignos que acometem a bexiga são classificados de acordo com o tipo 

celular afetado em: carcinomas de células uroteliais (CCU), que têm origem no epitélio 

transicional especializado da bexiga; adenocarcinomas, que se iniciam a partir de células 

glandulares secretoras; carcinomas de células escamosas, que acometem as células delgadas e 

planas; carcinoma de pequenas células, cuja gênese dá-se nas células neuroendócrinas; e os 

sarcomas, que se iniciam nas células do músculo da bexiga (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2015b). Cerca de 90% dos tumores malignos da bexiga são do tipo carcinoma de 

células uroteliais (CCU) (MOYER, 2011). Destes, aproximadamente 70-85% apresentam-se 

macroscopicamente sob a forma não invasiva, restritos ao revestimento epitelial interno da 

bexiga (estádios Ta, T1 e carcinoma in situ), e são comumente denominados de carcinoma de 

bexiga não músculo invasivo (CBNM). Os demais casos de CCU referem-se a carcinomas 

músculo invasivos (CBMI), os quais invadem a camada muscular, podendo disseminar-se 

para outros órgãos ou gânglios linfáticos (ANASTASIADIS; DE REIJKE, 2012; BURGER et 

al., 2013; GRIFFITHS, 2013; MOYER, 2011). 

Os carcinomas uroteliais não invasivos apresentam um prognóstico difícil, uma vez que 

possuem alta taxa de recorrência. Além disso, aproximadamente 45% destes tumores podem 

progredir para a forma músculo invasivo, que têm alto potencial maligno e pobre resposta 

terapêutica (VAN RHIJN et al., 2009; YOUSSEF; LOTAN, 2011). A heterogeneidade dos 

tumores superficiais em relação à histologia e manifestação clínica dificulta a previsão do 

comportamento biológico desse tipo de tumor e a escolha do tratamento mais adequado 

(REDONDO-GONZALEZ et al., 2015). Tais fatores tornam esse tipo de tumor um dos mais 

caros nos Estados Unidos, com um custo total (desde o diagnóstico até a morte) de US$ 

96.000 a US$ 187.000 por paciente (BOTTEMAN et al., 2003). 

A classificação dos tumores em estádios é de extrema importância para o prognóstico 

do paciente, auxiliando na escolha do tratamento mais adequados; além de permitir previsões 

sobre o curso da doença, uma vez que as taxas de sobrevida são diferentes quando o tumor se 

restringe ao órgão de origem e quando se espalha metastaticamente (ONCOGUIA, 2015a; 

INCA, 2015a). O sistema de classificação e estadiamento mais utilizado para o câncer de 

bexiga é o Sistema TNM (tumor, nódulo e metástase) de classificação dos Tumores Malignos, 

da União Internacional Contra o Câncer (UICC) (Tabela 1), que foi estabelecido por volta de 

1950, sendo a última edição (6°) lançada em 2002, após uma revisão consensual com a 

aprovação de todos os comitês nacionais do TNM (INCA, 2004).  
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O presente sistema de classificação dos tumores malignos avalia a extensão anatômica 

do tumor primário em superficial ou invasivo (representado pela letra T), a ausência ou 

existência de disseminação do tumor para linfonodos regionais (representado pela letra N) e a 

ausência ou presença de metástase em outras partes do corpo (representado pela letra M). A 

adição de números a estes três parâmetros indica a extensão da doença maligna. O conjunto 

dessas informações é considerado uma ferramenta importante para a descrição do 

estadiamento clínico do tumor (INCA, 2015a).  

 

     Tabela 1: Classificação dos tumores de bexiga através do sistema TNM - tumor, nódulo e metástase 

 

Classificação TNM da UICC, 2002 

Bexiga 

TX – O tumor primário não pode ser avaliado 

T0 – Não há evidência de tumor primário  

Ta – Carcinoma papilífero não-invasivo 

Tis – Carcinoma in situ: “tumor plano”  

TI – Tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial 

T2 – Tumor que invade músculo  

T2a – Tumor que invade musculatura superficial (metade interna) 

T2b – Tumor que invade a musculatura profunda (metade externa) 

T3 – Tumor que invade tecido perivesivcal 

T3a – Microscopicamente  

T3b – Macroscopicamente (massa extravesical) 

T4 – Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas: próstata, útero, vagina, parede 

pélvica ou parede abdominal 

T4a – Tumor que invade a próstata, útero ou vagina 

T4b – Tumor que invade parede pélvica ou parede abdominal  

N – Linfonodos regionais  

NX – Os linfonodos regionais não podem ser avaliados  

N0 – Ausência de metástase em linfonodo regional 

NI – Metástase, em um único linfonodo, com mais de 2 cm ou menos em sua maior dimensão 

N2 – Metástase, em um único linfonodo, com mais de 2 cm e até 5cm em sua maior dimensão, ou 

em múltiplos linfonodos, nenhum com mais de 5 cm em sua maior dimensão 

N3 – Metástase em linfonodo com mais de 5 cm em sua maior dimensão 

M – Metástase à distância  

MX – A presença de metástase à distância não pode ser avaliada  

M0 – Ausência de metástase à distância  

MI – Metástase à distância 

Fonte: adaptado de POMPEO et al. (2008). 
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A determinação das categorias T, N e M permite a classificação da fase global do câncer 

de bexiga em estágios (0, I, I I, I I I e IV), os quais permitem uma homogenidade em relação 

às taxas de sobrevida em cada grupo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015c).  

 Estágio 0a (Ta, N0, M0): carcinoma papilar não-invasivo (Ta), confinado ao urotélio, 

com ausência de metástase em linfonodos e ausência de metástase à distância. 

  Estágio 0is (Tis, N0, M0): carcinoma de células não invasivo (Tis), conhecido como 

carcinoma in situ (CIS), apresenta crescimento no urotélio, com ausência de metástase 

em linfonodos e ausência de metástase à distância. 

 Estágio I (T1, N0, M0): invasão do tecido conjuntivo, abaixo do urotélio, com 

ausência de metástasie em linfonodos e ausência de metástase à distância.  

 Estágio II (T2a ou T2b, N0, M0): invasão da camada muscular da bexiga, com 

ausência de metástase em linfonodos e ausência de metástase à distância. 

 Estágio III (T3a, T3b, ou T4a, N0, M0): invasão do tecido adiposo, podendo ter se 

espalhado pela próstata, útero ou na vagina, com ausência de metástase em linfonodos 

e ausência de metástase à distância. 

 Estágio IV (T4b, N0, M0): invasão da parede da bexiga, do abdômen ou da pélvica, 

com ausência de metástase para os linfonodos e para órgãos distantes. 

 Estágio IV (T, N1 a N3, M0 ou M1): invasão da parede da bexiga, do abdômen ou da 

pélvica, com presença de metástase para os linfonodos e ausência (MO) ou presença 

(M1) de metástase para órgãos distantes. 

 
 

Figura 4: Extensão anatômica de tumores malignos nas camadas histológicas da bexiga urinária, classificação 

TNM. Fonte: adaptado de KNOWLES (2006). 
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Incidência do Câncer de Bexiga 

 

O carcinoma de bexiga é o tumor maligno mais comum do trato urinário, 

representando o 7
o
 tipo de câncer mais comum em homens e 17

o
 tipo mais comum em 

mulheres em todo o mundo. Anualmente, são diagnosticados como novos casos cerca de 

110.500 homens e 70.000 mulheres sendo que cerca de 17.000 pacientes norte-americanos 

morrem em decorrência de tal doença (BURGER et al., 2013). 

Para os anos de 2014 e 2015 eram esperados, no Brasil, cerca 6.750 novos casos de 

câncer de bexiga em homens e 2.190 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 

6,89 casos a cada 100 mil homens e 2,15 casos a cada 100 mil mulheres. Os dados referentes 

à incidência segundo a distribuição geográfica aponta esta doença como sendo a 6
o 

neoplasia 

de maior incidência entre os homens na região Sudeste, 7
o
 na região Centro-Oeste, 8

o
 na 

região Sul, 11
o
 na região do Norte e a 13

o
 na região do Nordeste. Em mulheres, esta neoplasia 

ocupa a 13
o
 posição dentre os tumores de maior incidência na região Centro-Oeste e Norte e a 

14
o
 posição na região Sul, Sudeste e Nordeste (INCA, 2014).    

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação espacial das taxas brutas estimadas para o ano de 2014 de incidência de câncer de 

bexiga no Brasil. Os valores representam número de casos/100.000 homens e mulheres. Fonte: adaptado de 

INCA (2014). 
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Alterações Moleculares em Carcinomas de Células Uroteliais 

 

O comportamento característico do carcinoma de células uroteliais da bexiga têm 

proporcionado a identificação de inúmeras anormalidades genéticas, estruturais e numéricas 

(VOLANIS et al., 2010). As modificações moleculares que contribuem para a carcinogênese 

do CCU podem ser decorrentes de alterações cromossômicas (numéricas e/ou estruturais), 

gênicas (mutações, amplificações, etc), epigenéticas, dentre outras. Tais anomalias podem 

promover modificações no perfil transcricional, traducional e, também, alterar a atividade de 

proteínas (Figura 6) (CHENG et al., 2011). 

A deleção parcial do cromossomo 9 é a alteração cromossômica mais frequente nos 

carcinomas uroteliais de bexiga. Na maioria das vezes o braço longo do cromosso 9 é afetado 

(9q22, 9q32-33, 9q34), porém deleções no braço curto também foram relatados, sendo grande 

as taxas de deleção do gene CDKN2A (locus 9p21), o qual codifica as proteínas p16 (INK4a) 

e a p14 (ARF), reguladoras do ciclo celular (CHAPMAN et al., 2005; VOLANIS et al., 

2010). Essas alterações em genes cujas proteínas são importantes para a regulação do ciclo 

propiciam um desequilíbrio entre as taxas de proliferação e morte celular. 

A caracterização das alterações genéticas associadas aos carcinomas de células 

transicionais de bexiga revelam a presença de duas vias moleculares distintas que contribuem 

para a formação de tumores invasivos ou superficiais, os quais possuem comportamento 

clínico divergentes (HAN; WOLFF; LIANG, 2012). Mutações no gene TP53 são mais 

frequentes no carcinoma in situ e em tumores invasivos pouco diferenciados, enquanto 

mutações no gene FGFR3 (fator de crescimento de fibroblastos do receptor 3) são mais 

frequentes nos tumores papilares de baixo grau com prognósticos favoráveis (BAKKAR et 

al., 2003; HERNÁNDEZ et al., 2005; SPRUCK et al., 1994; RHIJN et al., 2004). O gene 

TP53 codifica a proteína nuclear p53 que por meio de sua ligação ao DNA em regiões 

específicas, regula a transcrição de genes importantes no controle do ciclo celular (SOUSSI; 

WIMAN, 2007). Em resposta a danos no DNA, ocorre a tradução da proteína p53, cujo 

acúmulo nuclear inibe a progressão do ciclo celular da fase G1 para a fase S, e induz a 

transcrição de genes de reparo que permitem a sobrevivência celular. Porém, se o erro não for 

reparado ou se os danos forem extensos, a proteína p53 ativa genes envolvidos nas vias 

intrínsecas e extrínsecas da apoptose, levando a célula à morte, impedindo assim, que a 

mutação se perpetue (NISHIYAMA; WATANABE; OGAWA, 2008; SENGUPTA; HARRIS, 

2005). 
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Figura 6: Mecanismos moleculares da carcinogênese urotelial. Deleção de fragmentos cromossômicos, 

mutações genéticas, alterações epigenéticas e alterações em microRNAs (miRNAs) estão associados ao 

carcinoma urotelial de bexiga e ao seu comportamento biológico. Essas alterações propiciam a perda de controle 

do ciclo celular, diminuição das taxas de apoptose, indução da angiogênese, instabilidade genômica e 

autossuficiência em crescimento. Fonte: adaptado de CHENG et al. (2011). 

 

As alterações epigenéticas também desempenham um papel importante na iniciação e 

progressão do câncer. Estudos demonstram a existência de anormalidade nos padrões de 

metilação do DNA, modificações pós-traducionais em proteínas histonas e desrregulação na 

expressão de microRNAs em diferentes tipos de tumores (PORTELA; ESTELLER, 2010; 

RODRÍGUEZ-PAREDES; ESTELLER, 2011).  

A metilação é um processo de modificação do DNA que consiste na adição covalente 

de um grupo metil ao carbono 5 da citosina nas ilhas CpG, que se encontram próximas as 

regiões promotoras de genes (HAN; WOLFF; LIANG, 2012). Esta reação é catalisada pelas 

DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e a hipermetilação destas regiões 

promove o silenciamento, decorrente do impedimento espacial da ligação de fatores de 

transcrição (HAMIDI; SINGH; CHEN, 2015). A repressão do processo de transcrição por 

meio da metilação do DNA é um processo crucial na regulação da expressão gênica. 

Entretanto, alterações nesse mecanismo têm sido associadas à gênese de neoplasias 
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(RIVENBARK et al., 2012). No CCU de bexiga, alguns genes supressores de tumores, 

incluindo o CDH1, RASSF1, APC e CDH13, apresentam-se frequentemente hipermetilados, 

sendo consequentemente silenciados, levando a exacerbação da proliferação celular 

(MARUYAMA et al., 2001). 

RASSF1 (Ras-association domain family 1), um importante gene supressor de tumor  

localizado no cromossomo 3p21.3 têm sido amplamente investigado em diferentes tipos de 

neoplasias (DAMMANN et al., 2000; GAO et al., 2012). Este gene desempenha um  

importante papel no controle do ciclo celular, estabilização dos microtúbulos, adesão celular e 

morte por apoptose (AGATHANGGELOU; COOPER; LATIF, 2005). A hipermetilação da 

região promotora de RASSF1 é um dos eventos epigenéticos mais frequente em tumores 

humanos, incluindo os de pulmão, mama, ovário, rins, fígado, próstata e bexiga (DAMMANN 

et al., 2005; DAMMANN; TAKAHASHI; PFEIFER, 2001; VAN DER WEYDEN; ADAMS, 

2007). Em pacientes com câncer de bexiga, a frequencia de metilação deste gene é cerca de 

8,4 vezes maior do que em pessoas que não apresentam o tumor (GAO et al., 2012).  

Outro importante mecanismo epigenético com destaque no contexto do câncer são as 

modificações pós-traducionais nas porções N-terminais das histonas, tais como a metilação, 

acetilação, fosforilação e ubiquitinação. Entre essa modificações covalente, a acetilação é a 

mais bem compreendida (LAKSHMAIAH et al., 2014). Têm sido demonstrado que a 

desacetilação (remoção de grupos acetil) aberrante das histonas pelas histona-desacetilases 

(HDACs) leva ao empacotamento da cromatina, resultando na repressão da transcrição de 

genes envolvidos na diferenciação celular, apoptose e parada do ciclo celular (GLOZAK; 

SETO, 2007; LANE; CHABNER, 2009). HDAC1 e HDAC2 são consideradas as principais 

desacetilases envolvidas nos tumores humanos (SEGRÉ; CHIOCCA, 2011). Estudos 

demonstram que o gene HDAC1 está fortemente ligado a diminuição da expressão de 

importantes reguladores do ciclo celular, tais como p21, p27, p57e p53 (CHEN et al., 2015 ; 

YAMAGUCHI et al., 2010; ZHOU et al., 2015; ZUPKOVITZ et al., 2010). O silenciamento 

de HDAC1 em células tumorais leva a parada do ciclo celular em G1 ou G2 / M  e 

consequentemente inibição da proliferação celular (SENESE et al., 2007). Em células de 

tumor de bexiga, o tratamento por 48 horas com ácido valpróico, inibidor de histona-

desacetilases classe I (HDAC1, 2, 3 e 8), levou a diminuição da sobrevivência celular de 

forma dose dependente, sendo esse resultado atribuído ao aumento da proteína p21 (OZAWA 

et al., 2010). Além disso, elevados níveis de HDAC1 foram detectados em pacientes com 

carcinoma urotelial de bexiga (POYET et al., 2014; WILD et al., 2005). 
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Fatores de Risco Associados ao Câncer de Bexiga 

 

O fator de risco mais consolidado para o câncer de bexiga é o tabagismo, responsável 

por cerca de 23% de todo os casos diagnosticados em mulheres e por 50% de todos os casos 

diagnosticados em homens (ZEEGERS et al., 2004). Mais de 60 substâncias formadas a partir 

da combustão dos derivados do tabaco já foram classificadas como carcinogênicas, estando 

estas associadas à formação de aductos de DNA, induzindo alterações de bases específicas em 

genes cruciais para o desenvolvimento neoplásico (WALLERAND et al., 2005). 

Este tipo de tumor é aproximadamente 3 a 4 vezes mais comum em homens do que em 

mulheres (KIRKALI et al., 2005); porém, a maior prevalência dessa doença em homens não 

pode ser totalmente explicada pela ocupação ou pela maior incidência de fumantes no sexo 

masculino, uma vez que estudos laboratóriais sugerem que esteroides sexuais possuem efeitos 

fisiológicos distintos no trato urinário inferior, estimulando a carcinogênese (ou não inibindo) 

no tecido da bexiga urinária (CANTOR; LYNCH; JOHNSON, 1992). De fato, um estudo 

com mulheres demostrou que a menopausa está associada a um aumento do risco de 

desenvolvimento do câncer de bexiga, sugerindo o efeito protetor dos hormônios femininos 

(MCGRATH; MICHAUD; DE VIVO, 2006). 

A atividade ocupacional é o segundo fator de risco mais importante para o 

desenvolvimento de neoplasias na bexiga urinária; sendo responsável por até 20% de todos os 

casos (VINEIS; SIMONATO, 1991; VOLANIS et al., 2010), destacando-se a exposição de 

trabalhadores às aminas aromáticas (benzidina, ẞ-naftilamina e 4-aminobifenil) e                            

2-cloroanilina nas indústrias químicas, de corantes, de borracha, de plástico e de pesticidas 

(LETAŠIOVÁ et al., 2012). Estima-se que o período de latência entre a exposição química e 

o início dos sinais clínicos esteja ligado ao acúmulo da dose, variando de 30 a 50 anos 

(VOLANIS et al., 2010).  

Indivíduos em iguais condições de exposição a determinado carcinógeno químico 

podem ter suscetibilidade diferencial. Esse fato pode ser atribuído aos polimorfismos 

genéticos em enzimas de metabolização de xenobióticos e mutações em genes de reparo de 

DNA (CARREÓN et al., 2006; VOLANIS et al., 2010). A maioria dos compostos 

carcinogênicos são biotransformados em espécies reativas que se ligam ao DNA, causando 

algum tipo de dano. A glutationa S-transferase (GST), por exemplo, cataliza a conjugação da 

glutationa com substratos eletrofílicos sendo uma importante linha de defesa contra espécies 

reativas. A distribuição polimórfica de enzimas metalizadoras de xenobióticos na população 

de uma forma geral, pode dar origem a diferenças de susceptibilidade entre indivíduos para 
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desenvolvimento do carcinoma de bexiga (MATIC et al., 2014). De fato, YANG et al. (2015) 

verificaram que o polimorfismo no gene que codifica a enzima NAD (P) H: quinona 

oxidorredutase (NQO1), predispõem ao desenvolvimento do câncer de bexiga. 

A idade é hoje amplamente aceita como um dos fatores de risco para o 

desenvolvimento do carcinoma de bexiga, uma vez que a ocorrência é maior em idosos. A 

maioria dos diagnósticos ocorre entre os 65 e 70 anos (KIRKALI et al., 2005; SHARIAT; 

MILOWSKY; DROLLER, 2009). O aumento da incidência de câncer em função da idade tem 

sido interpretado como decorrente da aquisição progressiva de mutações e alterações na 

expressão de diversos genes como nos supressores de tumores, genes de reparo do DNA e nos 

proto-oncogeneses (PARK; LEE, 2003). 

Na África e no Oriente Médio o processo inflamatório crônico provocado pela 

infecção pelo parasito Schistosoma haematobium, é considerado como um fator de risco ao 

desenvolvimento de carcinoma de células escamosas da bexiga (ALMEIDA et al., 2014). A 

infecção por esse parasito está ligada ao consumo de água contaminada (BOTELHO et al., 

2013). Fatores de risco adicionais para o desenvolvimento de neoplasias de bexiga incluem à 

exposição ao vírus Papiloma Humano (HPV) (BARGHI et al., 2012), a exposição de 

pacientes à radioterapia (SANDHU et al., 2006) e à ingestão de arsênio presente em água 

contaminada (CHIOU et al., 2001). 

 

Sintomas e Diagnóstico 

 

Os sintomas para o carcinoma de bexiga podem muitas vezes estarem ausentes, 

fazendo com que o paciente assintomático descubra os primeiros indícios da doença por meio 

dos exames de rotina (GROSSMAN et al., 2005; SHARP; BARNES; ERICKSON, 2013). As 

manifestações clínicas não específicas, comuns a outras enfermidades e a inexistência de um 

esquema de triagem eficiente tornam a detecção precoce do carcinoma de bexiga um 

obstáculo a ser vencido pela medicina, uma vez que o diagnóstico precoce assume um papel 

importante na redução da taxa de morbidade e mortalidade (CHADE et al., 2009; LATINI et 

al., 2010). 

A hematúria é o sintoma mais comum no câncer de bexiga ocorrendo em 

aproximadamente 85% dos pacientes, podendo ser classificada em micro-hematúria ou 

macro-hematúria (KIRKALI et al., 2005; LATINI et al., 2010). A macro-hematuria 

(macroscópica) é facilmente reconhecida pela grande perda de eritrócitos que leva a alteração 

da cor da urina enquanto a micro-hematúria (microscópica) é identificada pela presença de 
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três ou mais eritrócitos por campo de avaliação no sedimento urinário, diagnosticado na 

citologia urinária (DAVIS et al., 2012; SHARP; BARNES; ERICKSON, 2013). 

Adicionalmente, sinais e sintomas como aumento da frequência urinária, incontinência 

urinária, disúria (sensação de dor, ardor, ou desconforto ao urinar), dor na parte superior do 

abdômen ou nas costas devido à obstrução da uretra, edemas de membros inferiores e a 

detecção de uma massa pélvica palpável, podem indicar a existência da malignidade na 

bexiga urinária (KIRKALI et al., 2005).  

A cistoscopia convencional é considerada o padrão ouro para o diagnóstico do 

carcinoma de bexiga devido a sua alta sensibilidade. Porém é um procedimento de alto custo, 

traumático, invasivo e desconfortável para o paciente (CHADE et al., 2009; HAN; WOLFF; 

LIANG, 2012). Essa metodologia consiste na visualização do interior da bexiga através da 

inserção do cistoscópio pela uretra, por onde é possível obter informações sobre o local, 

número, tamanho, forma, aparência (papilar ou sólido) dos tumores permitindo, também, a 

descrição das anormalidades da mucosa (BABJUK et al., 2011). Como limitação, as lesões 

planas como o carcinoma in situ não são muito bem detectadas por esse procedimento 

(DENZINGER et al., 2007).  

A citologia urinária é uma técnica não invasiva com sensibilidade razoável para 

detecção de tumores de alto grau, mas com sensibilidade fraca para tumores de baixo grau 

(LOTAN; ROEHRBORN, 2003). Cerca de 60% dos casos de carcinomas de bexiga de alto 

grau não são diagnosticados pela citologia urinária, sendo apenas um método auxiliar à 

citoscopia e ao exame histopatológico (CHADE et al., 2009). A realização deste exame requer 

um citopatologista experiente e qualificado uma vez que a análise é qualitativa, tornando o 

método caro e subjetivo (SIMON; LOKESHWAR; SOLOWAY, 2003). 

A investigação por imagens como a urografia intravenosa, tomografia 

computadorizada e a ultrassonografia transabdominal também são ferramentas utilizadas para 

a detecção inicial do câncer de bexiga devido a simplicidade e disponibilidade (BABJUK et 

al., 2011; WANG et al., 2009).  

Diante do grande interesse no diagnóstico precoce e da utilização de testes não 

invasivos, os biomarcadores tumorais surgem como uma excelente alternativa para triagens e 

diagnósticos de pacientes. Nos últimos anos, muitos trabalhos têm sido dedicados à 

descoberta de moléculas que sejam biomarcadores para a detecção precoce e prognóstico do 

CCU, e que superem as limitações da cistoscopia e da citologia. Alguns exemplos são: o 

antígeno de Lewis X (antígeno carboidrato de superfície celular, o qual é expresso 

significativamente no urotélio em tumores de bexiga), NMP22 (proteína da matriz nuclear), 



29 

 

BCLA-4 (proteína da matriz nuclear), survivina (proteína inibidora da apoptose), telomerase, 

produto da degradação da fibrina, ácido hialurônico e a hialuronidase (CHADE et al., 2009; 

SIMON; LOKESHWAR; SOLOWAY, 2003). Embora progressos tenham sido conquistados 

nesta área com a demonstração do uso clínico de alguns biomarcadores, nenhum destes 

citados acima atendem a todos os critérios necessários para um biomarcador tumoral ideal 

(CHADE et al., 2009) 

Atualmente o UroVysion Bladder Cancer Kit (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, 

USA), baseado no método de FISH (hibridização in situ fluorescente) foi desenvolvido para 

detectar alterações numéricas (aneuploidias) nos cromossomos 3, 7 e 17 e deleção do locus 

9p21 em células uroteliais presentes na urina, por meio de sondas centroméricas acopladas à 

fluoróforos (TILKI et al., 2011; TINAWI-ALJUNDI et al., 2015). Estudos demonstram que 

UroVysion é mais sensível do que a citologia urinária para a detecção precoce do câncer de 

bexiga, em todos os estádios e graus do tumor (HALLING; KIPP, 2008). Porém essa 

metodologia possui alto custo e necessidade de grande volume de urina (TILKI et al., 2011). 

 

Tratamento 

 

Diferentes protocolos terapêuticos estão disponíveis para o tratamento de pacientes 

com carcinoma da bexiga. Estes incluem o procedimento cirúrgico, terapia biológica, 

radioterapia e quimioterapia. Esses esquemas terapêuticos baseiam-se no grau e estadiamento 

do tumor, idade e histórico do paciente, sendo administrados isolados ou em combinação. O 

procedimento mais praticado em carcinomas uroteliais superficiais papilares de baixo grau 

inclui a resecção tumoral endoscópica durante a cistoscopia, seguido da administração 

intravesical do Bacillus Calmette-Guerin (BCG), tratamento que tem efeitos colaterais bem 

conhecidos como gripe, febre, calafrios, fadiga, irritabilidade vesical e sepse (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2015d; VAN LINGEN et al., 2013). Em tumores mais agressivos, 

como o músculo invasivo, é adotado a cistectomia radical que consiste na remoção total da 

bexiga com posterior reconstrução cirúrgica da mesma, para o armazenamento e eliminação 

da urina (HERR et al., 2004; ONCOGUIA 2015b).  

A radioterapia é indicada como uma opção viável ao tratamento de tumores invasivos 

em pacientes idosos, substituindo a cistectomia, uma vez que o índice de sobrevida entre 

pacientes submetidos a tais procedimentos é equivalente, porém com a vantagem da 

preservação do órgão (KOTWAL et al., 2008). 
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A quimioterapia intravesical com Mitomicina, Tiotepa e Epirrubicina também têm 

sido utilizada como uma alternativa. Entretanto, estes tratamentos não demonstram impacto 

sobre a sobrevida em longo prazo ou progressão da doença (RETZ et al., 2013). 

Medicamentos administrados intravesicalmente geralmente possuem ação restrita ao órgão 

alvo, com pouco ou nenhum efeito sobre células em outras partes do corpo, evitando-se 

muitos efeitos colaterais que são comuns na quimioterapia sistêmica. Uma vez que as células 

malignas que invadiram camadas mais profundas da parede da bexiga não são tratadas pela 

quimioterapia intravesical, essa via é recomendada apenas para o tratamento de carcinomas 

não invasivos. Os principais efeitos colaterais deste tipo de tratamento são a irritação e 

sensação de ardor na bexiga (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015d). 

Outra forma de tratamento para os carcinomas de células uroteliais é a quimioterapia 

combinada de Metotrexato, Vinblastina, Doxorrubicina e Cisplatina (protocolo conhecido 

como MVAC) ou a combinação de Gencitabina e Cisplatina (MCANINCH et al., 2010). O 

efeito sinérgico da combinação Gencitabina e Cisplatina em comparação com o protocolo 

MVAC (primeiro esquema de sucesso) têm demonstrado eficácia semelhante e menores 

efeitos tóxicos aos pacientes no tratamento do câncer de bexiga (VON DER MAASE et al., 

2000). A quimioterapia por ser um tratamento sistêmico têm ação tanto em células tumorais 

como em células normais do organismo, o que proporciona efeitos colaterais intensos e que 

dependem do tipo de medicamento, da dose administrada e da duração do tratamento. De 

forma geral, os efeitos colaterais comuns à maioria dos tratamentos quimioterápicos são: 

náuseas e vômitos, perda de apetite, alopécia, inflamações na boca, diarréia, infecção, 

sangramento ou hematomas, fadiga e neuropatia periférica (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2015e). Na maioria dos protocolos antineoplásicos, a ação de tais fármacos está 

ligada ao bloqueio da divisão e indução da morte celular; dentre esses compostos os mais 

empregados na clínica média são: os alquilantes, antimetabólicos, os antibióticos antitumorais 

e os inibidores mitóticos (INCA, 2015b). Entretanto, os efeitos colaterais intensos decorrentes 

da alta toxicidade e da ausência de seletividade desses tratamentos são grandes empecilhos 

para adesão dos pacientes (IHBE-HEFFINGER et al., 2004). 
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Fitoquímicos 

 

A grande diversidade de moléculas químicas encontradas em milhões de espécies de 

plantas, animais e microrganismos, faz com esses sejam uma interessante fonte para a busca 

de novas substâncias candidatas ao tratamento e prevenção de doenças que afetam a espécie 

humana (DA ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN, 2001). Atualmente, devido ao aumento 

da incidência de neoplasias malignas e dos efeitos secundários graves decorrentes do uso dos 

quimioterápicos e da radioterapia, vários fitoterápicos obtidos a partir de plantas medicinais, 

com possíveis propriedades antitumorais estão sendo estudados como uma alternativa mais 

segura para o tratamento adjuvante de pacientes com câncer, uma vez que tais compostos 

apresentam como vantagens a melhor compatibilidade com o organismo humano, poucos 

efeitos colaterais e menor custo (ALI et al., 2012; ARORA et al., 2010). Neste contexto, os 

metabólitos secundários (compostos orgânicos metabolizados pelas plantas) como os 

alcaloides, os terpenos, os taninos e os flavonoides despertam grande interesse, não apenas 

pelas atividades biológicas exercidas nas plantas em resposta aos estímulos ambientais, mas 

também pela sua atividade farmacológica (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Dentre estes, os 

flavonoides, compostos polifenólicos que são abundantes em frutas e legumes têm merecido 

destaque devido a sua atividade antioxidante, anti-inflamatória, antitumoral e 

imunomoduladora (GONZÁLEZ-GALLEGO et al., 2010; LAMBERT et al., 2005). 

Estruturalmente os flavonoides são compostos aromáticos que possuem 15 átomos de carbono 

arranjados em um esqueleto básico, formado por dois anéis benzênicos ligados a um anel 

pirano, em um sistema C6-C3-C6. Dependendo da posição da ligação dos anéis benzênicos e 

do estado de oxidação do anel pirano, os flavonoides são classificados como flavononas, 

flavonas, antocianina, flavanas, flavonois e isoflavonoides (BEECHER, 2003; PEREIRA; 

CARDOSO, 2012). 

Aproximadamente 50% dos agentes quimioterápicos aprovados são derivados de 

produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). A Vincristina, Irinotecano, Paclitaxel e 

Etoposido são algunas exemplos de fármacos provenientes de compostos naturais, que estão 

inseridos no tratamento do câncer (DA ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN, 2001). Entre 

as novas moléculas ativas, o flavopiridol (flavonoide) um análogo semi-sintético isolado da 

Dysoxylum binectariferum (planta da família das Meliaceae) destaca-se por ser o primeiro 

CDKI, o qual impede a progressão do ciclo celular e consequentemente o crescimento das 

células neoplásicas (TAKADA; AGGARWAL, 2004; WANG; REN, 2010; WIRGER et al., 

2005). 
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Silibinina 

 

A silibinina, uma flavolignana de ocorrência natural isolada do Cardo-mariano 

(Silybum marianum), vem se destacando por suas propriedades medicinais no tratamento de 

inúmeras doenças e por seus promissores efeitos no tratamento de diversos tipos de neoplasias 

malignas (MILIĆ et al., 2013). O Cardo-mariano é uma planta da família Asteraceae (gênero 

Silybum), nativa da região do mediterrâneo e do sudoeste da Europa, utilizado desde a 

antiguidade na medicina popular devido seus efeitos protetores sobre o fígado, além de ser 

consumido como suplemento alimentar em todo o mundo (RAMASAMY; AGARWAL, 

2008; VAID; KATIYAR, 2010; WELLINGTON; JARVIS, 2001).  

 

 

Figura 7: Cardo- mariano (Silybum marianum). Fonte: adaptado de LUPER (1998). 
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A silimarina, o extrato bruto das sementes e frutos do Cardo-mariano é composto por 

uma mistura de aproximadamente 65-80% de flavolignanas (silibinina A, silibinina B, 

isosilibinina A, isosilibinina B, silicristina, isosilicristina e silidianina) com uma pequena 

quantidade quase imperceptível na cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) do 

flavonoide taxifolina, e cerca de 20-35% de ácidos graxos e outros compostos polifenólicos 

(KIM et al., 2003). 

Medicamentos fitoterápicos compostos pelo extrato padronizado de Cardo-mariano 

(80% de silimarina) estão dispóniveis no mercado em diferentes formas farmacêuticas 

(drágea, cápsula e suspensão oral), com o nome comercial de Legalon e Thisilyn que são 

utilizados no tratamento dos distúrbios digestivos decorrentes das hepatopatias (KROLL; 

SHAW; OBERLIES, 2007). 

 O componente principal da silimarina é a silibinina (A e B), que estruturalmente se 

apresenta sob a forma de dois diasteroisômeros em proporção de 1:1. Entretanto, a 

biotransformação da silibinina é estereoespecífica. Estudos têm demostrado que silibinina B 

sofre conjugação com o ácido glicurônico pela ação da enzima UGT (Uridina-Difosfato-

Glicuronosil-Transferases), presente nos microssomos hepáticos, mais rapidamente do que 

silibinina A, levando à formação preferencial de um conjugado muito mais polar e, portanto, 

facilmente excretado pelo organismo em comparação à silibinina livre (HAN et al., 2004; 

JANČOVÁ et al., 2011). 

 

 

  

Figura 8: Fórmula estrutural dos diasteroisômeros (A e B) da molécula de silibinina, flavonoide bioativo isolado 

a partir de frutos e sementes do Cardo-Mariano (Silybum marianum). Fonte: adaptado de GAZÁK; 

WALTEROVÁ; KREN (2007). 
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Considerando a sua farmacocinética, a silibinina não tem uma boa biodisponibilidade, 

e, semelhante a outras flavolignanas, possui baixa solubilidade em água e má absorção 

intestinal (LOGUERCIO; FESTI, 2011). Ensaios pré-clínicos e clínicos revelam baixas 

concentrações de silibinina no plasma após administração oral. No entanto, o 

desenvolvimento de formulações e modificações estruturais da molécula da silibinina têm 

possibilitado melhores resultados em relação à absorção deste composto. Como exemplos 

dessas intervenções farmacotécnicas, a formulação combinada de silibinina e fosfatidilcolina, 

denominada de silipide ou silibina phytosome, patenteada pelo nome de Siliphos® vêm 

demonstrando melhor velocidade de absorção (KIDD; HEAD, 2005; MORAZZONI et al., 

1993). Muitos estudos, voltados para inserção de silibinina em estruturas de liberação de 

fármacos como em microesferas, nanoestruturas lípidicas e micelas estão sendo conduzidos 

com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade de tal composto (JAVED; KOHLI; ALI, 

2011; JIA et al., 2010; YU et al., 2010). 

Em relação à toxicidade como agente terapêutico, ensaios clínicos randomizados têm 

demonstrado que a silibinina e a silimarina são bem toleradas e em grande parte livres de 

efeitos adversos. Porém foram observados toxicidade hepática, aumento dos níveis de alanina 

aminotransferase (ALT) e hiperbilirrubinemia em ensaios clínicos com pacientes com câncer, 

quando o tratamento foi conduzido utilizando-se altas concentrações de silibinina phytosome 

(entre 10 a 20 gramas ao dia) . Em relação à segurança do uso destes compostos em crianças 

ou em idosos, ainda não existem estudos (LOGUERCIO; FESTI, 2011).  A natureza átoxica, 

juntamente com o potencial antineoplásico, faz da silibinina um candidato adequado para 

estudos de quimioprevenção e tratamento do câncer (SINGH; AGARWAL, 2004). 

A silimarina tem sido utilizada tradicionalmente desde a antiguidade como um 

hepatoprotetor contra envenenamento por cogumelos Amanita e contra metabólitos reativos 

provenientes de medicamentos ou de outros compostos químicos (FLORA et al., 1998; 

LOGUERCIO; FESTI, 2011). Inicialmente, a maioria das pesquisas e aplicação do extrato do 

Cardo-mariano foram dirigidas para doenças do fígado, particulamente para a proteção contra 

cirrose e hepatite. Os primeiros indicios do potencial da silimarina como um agente  

quimiopreventivo para o tratamento do câncer surgiram apenas  no ano de 1990 (KROLL; 

SHAW; OBERLIES, 2007). Entretanto, atualmente, diversos estudos vêm demonstrando a 

atividade anti-tumoral in vivo e in vitro da silibinina, contra vários tipos de neoplasias, como 

em tumores de pele, cólon, mama,  próstata, rim e de bexiga (CHEUNG et al., 2010). 

Os possíveis mecanismos relacionados à ação antineoplásica da silibinina estão 

ligados à indução da apoptose, inibição da angiogênese, atividade anti-inflamatória, inibição 
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da divisão celular, regulação do ciclo celular,  inibição da invasão celular e do processo de 

metástase (Figura 10) (RAMASAMY; AGARWAL, 2008). Ensaios clínicos com a silibinina 

para o tratamento de diversos tipos de tumores estão sendo realizados para o esclarecimento 

da ação desse composto (LOGUERCIO; FESTI, 2011). 

 

  

Figura 9: Possíveis mecanismos relacionados à atividade antineoplásica do composto silibinina. Fonte: adaptado 

de RAMASAMY; AGARWAL (2008). 

 

Em relação ao potêncial antineoplásico na bexiga, silibinina e silmarina demonstraram 

ser bons agentes quimiopreventivos na inibição do crescimento e progressão de lesões 

invasivas na bexiga de camundongos em comparação com o grupo não tratado. Tais 

compostos também induziram a diminuição da proliferação celular, aumento da apoptose e 

diminuição da expressão de survivina no urotélio desses animais (TYAGI et al., 2007). Em 

células de carcinoma urotelial de bexiga (linhagem RT4), o tratamento com silibinina 

promoveu diminuição da expressão de survivina, ativação das caspases, clivagem de PARP e 

inibição do crescimento celular (TYAGI et al., 2003). Outro estudo utilizando a mesma 

linhagem celular, sugere que os possíveis mecanismos envolvidos na apoptose mediada pela 

silibinina, envolvam a transcrição da proteína p53 juntamente com ativação de caspase-2 e 

clivagem de Cip1 / p21 (TYAGI et al., 2006).  

Diante das evidências do potencial antineoplásico da silibinina como um 

quimiopreventivo e quimioterápico, estudos sobre os possíveis mecanismos moleculares 

tornam-se relevantes para a futura inserção deste composto na prática clínica. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o potencial antineoplásico e os possíveis mecanismos de ação da silibinina em 

células tumorais de bexiga com diferentes status de mutação do gene TP53 (RT4 - tumor de 

baixo grau, com gene TP53 selvagem; e T24 - tumor de alto grau e TP53 mutado). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar os efeitos citotóxicos decorrentes do tratamento com silibinina em diferentes 

concentrações; 

 Avaliar a sobrevivência celular após tratamento com silibinina em diferentes 

concentrações; 

 Avaliar, por meio do teste de sobrevivência clonogênica, a capacidade de formação de 

clones de ambas as linhagens tumorais de bexiga após o tratamento com silibinina; 

  Avaliar a possível genotoxicidade da silibinina pelo teste do cometa;  

  Avaliar, por meio da citometria de fluxo, o efeito da silibinina sobre a cinética do ciclo 

celular e as taxas de apoptose; 

 Avaliar a expressão dos genes RASSF1 e HDAC1 após tratamento com silibinina; 

 Avaliar a relação entre o status do gene TP53 e a possível genotoxicidade da silibinina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Linhagens Celulares 

 

As linhagens celulares de carcinomas uroteliais de bexiga humana RT4 (tumor de 

baixo grau com gene TP53 selvagem) e T24 (tumor de alto grau com gene TP53 mutado) 

foram adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), 

Rio de Janeiro, Brasil. A linhagem celular T24 possui uma deleção da tirosina 126 no gene 

TP53 e a linhagem RT4 não apresenta mutação específica (COOPER et al., 1994). 

As células permaneceram armazenadas em nitrogênio líquido (-195 ºC), em alíquotas 

de 1x10
6
 células/ml de solução de congelamento contendo DMSO a 10%. Para a realização 

dos experimentos as células foram descongeladas e cultivadas em monocamadas, em frascos 

de cultura de 25 cm³ contendo meio DMEM e HAM F10 (Sigma - Aldrich), suplementados 

com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de estreptomicina (Sigma - Aldrich) e 1% de 

penicilina (Sigma - Aldrich), e incubadas em estufa a 37 ºC em atmosfera com 5% de CO2 

(dióxido de carbono). As células foram visualizadas em microscópio de luz invertida a cada 

48 horas, realizando-se a troca do meio de cultura e a lavagem com solução de Hanks 1X (0,4 

g de KCL, 0,06 g de KH2PO4, 0,04 g de Na2HPO4, 0,35 g de NaHCO3, 1 g de glicose, 8 g 

de NaCl, H2O q.s.p 1000 ml) para a remoção das células mortas. Após a adição do novo meio 

de cultura as células foram novamente levadas para a incubação em estufa de CO2 a 37 ºC.  

Ao atingirem o estado de confluência as células foram submetidas ao subcultivo 

celular. Para isso, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com solução de 

Hanks 1X. Em seguida foi adicionada solução de 0,25% de tripsina/EDTA 1X (Invitrogen) 

por 5 minutos em estufa de CO2 a 37 ºC até o desprendimento das células, sendo aplicadas 

leves batidas no fundo do frasco apenas para auxiliar a remoção celular. A inibição da tripsina 

foi realizada pela adição de meio de cultura completo (DMEM/ F10 suplementados com soro 

fetal bovino 10%) ao frasco de cultura celular.  A contagem de células foi realizada na câmara 

de Neubauer antes do plaqueamento a fim de que a mesma quantidade de células fosse 

colocada em cada poço das placas. 
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4.2 Silibinina 

 

O composto químico silibinina (2,3-Dihydro-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-

(hydroxymethyl)-6-(3, 5,7-trihydroxy-4-oxobenzopyran-2-yl)benzodioxin) de massa 

molecular 482.44 g/mol e fórmula química: C25H22O10, foi adquirido da Sigma-Aldrich, 

número CAS 22888-70-6. As diluições de tal composto foram realizadas utilizando-se DMSO 

a 2% em meio de cultura completo. 

 

4.3 Testes de Citotoxicidade e Sobrevivência Celular 

 

O possível efeito da silibinina na sobrevivência celular e sua citotoxicidade foram 

avaliados utilizando-se o Cell Proliferation Kit II (XTT, Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany). Este kit baseia-se na redução do sal amarelo tetrazólio XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-

nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida) pelas enzimas mitocondriais das células 

ativas, formando o corante formazan alaranjado, solúvel em água. O resultado da absorbância 

do produto dessa reação, aferido nos comprimentos de onda de 492 nm e 690 nm, é 

diretamente proporcional ao número de células viáveis na amostra. Em relação a outros sais 

do tipo tetrazólio, este método tem como vantagem o elevado grau de sensibilidade, 

reprodutibilidade e rapidez de análise, uma vez que não há necessidade de solubilizar os 

cristais de formazan antes da leitura da absorbância, como acontece ao utilizar-se o MTT 

(Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-tetrazólio) (ROEHM et al., 1991). Para o 

teste de citotoxicidade e de sobrevivência celular foram plaqueadas 6 x 10
4 

células em placas 

de 12 poços e, após 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentrações da 

silibinina (50, 75, 100, 150, 200, 250 µM)  por 24 horas para o teste de citotoxicidade e 48 e 

72 horas para o teste de sobrevivência celular. Células tratadas apenas com DMSO a 2% 

foram cultivadas como controle negativo. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. Após os tratamentos com silibinina, retirou-se o meio de cultura e as células 

aderidas foram lavadas com solução de Hanks 1X, sendo cada um dos poços acrescidos com 1 

mL de meio sem fenol red (meio incolor). Em seguida, as células foram incubadas com 60 µL 

do mix de reação do kit XTT (composto por: 1 mL de XTT Labelling Reagente e 20 µL de 

Electro-coupling Reagent) por 90 minutos, em estufa de CO2 a 37 ºC, procedendo-se à leitura 

em espectrofotômetro NanoVue (Ge HealtheCare, EUA) nos comprimentos de onda de em 

492 nm e 690 nm. Os experimentos foram realizados com iluminação indireta e as placas 

foram cobertas com papel alumínio para impedir o contato com a luz. 
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4.4 Teste de Sobrevivência Clonogênica 

 

O teste de sobrevivência clonogênica foi realizado para avaliar a capacidade das 

células em formarem colônias (células filhas) após o tratamento com silibinina. Assim, 

aproximadamente 1x10
6
 células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm³ com meio 

DMEM e HAM F10 (Sigma - Aldrich), suplementados com 10% de soro fetal bovino 

(Cultilab), 1% de estreptomicina (Sigma - Aldrich) e 1% de penicilina (Sigma - Aldrich). 

Após 24 horas as células foram tratadas com silibinina nas concentrações de 100, 115, 150, 

200 µM e com DMSO a 2% (controle negativo). Após o período de tratamento (24 horas), as 

células foram lavadas, tripsinizadas e cerca de 1 x 10
3 

células foram semeadas em frascos de 

cultura de 25cm³. As culturas foram incubadas em estufa a 37 
o
C, por 15 dias, até que as 

colônias ficassem visíveis, mas sem confluência. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas. Para a contagem das colônias, o meio de cultura foi retirado, as células lavadas 

com solução de Hanks 1X e coradas com Giemsa (0,05%). As colônias foram analisadas e 

quantificadas em microscópio invertido, sendo consideradas somente aquelas com mais de 50 

células. A eficiência na formação de colônias (EFC) foi calculada pela razão: 

 

EFC =   nº de colônias após o tratamento  x 100 

                          nº de colônias no controle 

 

4.5 Cinética do Ciclo Celular  

 

As células, nas diferentes fases do ciclo celular, apresentam diferentes quantidades de 

DNA, permitindo a análise quantitativa por meio da citometria de fluxo, após marcação com 

iodeto de propídio. Inicialmente, para a avaliação da cinética do ciclo celular, 2 x 10
5
células 

foram semeadas em placas de 12 poços contendo meio de cultura completo. Após 24 horas as 

células foram tratadas com silibinina nas concentrações de 100, 150 e 200 µM durante 48 

horas. Posteriormente, as células foram então desprendidas da placa utilizando-se solução de 

0,25% tripsina/EDTA 1X (Invitrogen), homogeneizadas em meio de cultura completo e 

centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos. O sedimento celular foi homogeneizado em 

200 µl de uma solução composta por: 50 µg / ml de iodeto de propídio, 0,1% de citrato de 

sódio e 0,1% de Triton X-100, e incubado em gelo, sob proteção da luz, durante pelo menos 

30 minutos. A porcentagem de células na fase G0/G1, S e G2 / M foi aferida usando-se o 

citômetro de fluxo Guava easyCyte (Millipore) e os dados analisados usando o software 
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GUAVA Cytosoft version 4.2.1. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Células tratadas apenas com DMSO a 2% foram cultivadas como controle negativo (sem 

tratamento com silibinina). 

 

4.6 Ensaio de Apoptose (Apoptosis Assay) 

 

Para a análise da taxa de apoptose, cerca de 2 x 10
5
células foram semeadas em placas 

de cultura de 12 poços contendo meio de cultura completo (DMEM/ F10 suplementados com 

soro fetal bovino 10%). Após 24 horas, as células foram tratadas com silibinina durante 48 

horas nas concentrações de 100, 150, 200 e 250 µM. Em seguida, reservou-se o meio de 

cultura, em tubo falcon de 15 mL, onde células não aderidas (não viáveis) se encontravam e 

procedeu-se a tripsinização (0,25% tripsina/EDTA 1X - Invitrogen) e coleta das células 

aderidas. Posteriormente, as células que estavam aderidas foram adicionadas ao meio de 

cultura contendo as células não aderidas; sendo então, centrifugadas e o sedimento celular 

homogeneizado em 100 µl de mix contendo reagente Anexina V e 7-aminoactinomicina D (7-

AAD) (Merck Millipore) e incubadas durante 20 minutos no escuro.  Logo em seguida, as 

células foram analisadas (5000 células por tratamento) no citômetro de fluxo Guava easyCyte 

(Millipore), utilizando o software do sistema GUAVA. A ligação do reagente Anexina V à 

fosfatidilserina externalizadas na superfície da membrana plasmática mostra-se útil na 

detecção de apoptose precoce. A incorporação de 7-AAD ao DNA, como um indicador da 

integridade estrutural da membrana celular, permite distinguir as células em processo de 

apoptose precoce das células inviáveis (SCHMID et al., 1994).  Células viáveis não são 

marcadas com 7-AAD, enquanto as células mortas permitem a penetração efetiva deste 

marcador. Assim, as células foram analisadas da seguinte forma: células não marcadas foram 

classificadas como "viáveis"; células marcadas apenas com anexina V foram classificadas em 

estado de “apoptose precoce”; células marcadas por anexina V e 7-AAD foram classificadas 

em estado “apoptose tardia”; e células marcadas apenas por 7-AAD foram classificadas como 

"mortas".  Células tratadas apenas com DMSO a 2% foram cultivadas como controle negativo 

(sem tratamento com silibinina). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. 
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4.7 Teste do Cometa (versão alcalina – Alkaline Comet assay) 

 

O teste cometa ou eletroforese em gel de células individualizadas (SCGE - Single cell 

gel eletrophoresis assay) foi utilizado para avaliar o potencial genotóxico do composto 

silibinina. A versão alcalina (pH >13) do teste é sensível para a detecção de danos primários 

no DNA como quebras de fita simples e dupla na molécula, sítios alcali-lábeis; sendo a 

metodologia conduzida de acordo com SINGH et al. (1988) com modificações propostas por 

TICE et al. (1991). Aproximadamente 6 x 10
4
células foram semeadas em placas de 12 poços 

contendo meio de cultura completo e após 24 horas foram tratadas com as concentrações de 

100, 115, 130 e 150 µM de silibinina.  Após 24 horas de tratamento o meio de cultura foi 

retirado e as células foram lavadas com solução de Hanks 1X. As células foram então 

tripsinizadas (0,25% tripsina/EDTA1X - Invitrogen). O conteúdo de cada poço da placa foi 

transferido para um microtubo previamente identificado que foi posteriormente centrifugado a 

1000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 200 µl de agarose 

de baixo ponto de fusão a 0,5% (37 ºC). Posteriormente, a suspensão celular foi colocada 

sobre duas lâminas previamente cobertas com uma camada de agarose de ponto de fusão 

normal a 1,5% e cobertas por uma lamínula. As lâminas foram preparadas em duplicata a 

partir de cada uma das triplicatas experimentais independentes, provenientes de cada 

concentração testada. Em seguida, as lâminas foram mantidas a 4 ºC, por 5 minutos, para 

polimerização da agarose e posterior retirada das lamínulas. As lâminas foram incubadas em 

solução de lise (2,5M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCL, 1% de N lauroil 

sarcosinato de sódio, 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO) a 4 ºC por 24 horas para a 

remoção de proteínas e membranas. Após este período, as lâminas foram retiradas da solução 

de lise e lavadas em PBS 1X por 5 minutos, sendo em seguida, dispostas em uma cuba de 

eletroforese horizontal contendo o tampão de corrida alcalino (NaOH 0,3 mM e EDTA 1 mM; 

pH> 13) a 4ºC; sendo mantidas em tal solução por 20 minutos para permitir a desespiralização 

do DNA. Posteriormente, procedeu-se com a corrida eletroforética conduzida a 25 V e 300 

mA por 20 minutos. Em seguida, as lâminas foram colocadas em solução de neutralização 

(0,4 M de Tris-HCL, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol absoluto. Para a coloração 

dos nucleóides foi utilizado o Sybr Gold (diluição de 1:10.000 – Invitrogen). Foram 

analisados 50 nucleóides por lâmina (totalizando 150 nucleóides por concentração), em 

microscópio de fluorescência acoplado ao sistema de análise de imagem (Comet Assay IV–

Perceptive Instyruments, UK), em aumento de 400x. O parâmetro utilizado para a mensuração 

dos danos no DNA foi o tail intensity (% de DNA na cauda do cometa). Como controle 
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positivo da corrida eletroforética foram utilizadas células tratadas com o composto alquilante, 

metil-metanosulfonato (MMS) (0,006 M, 5 min, 37°C; Sigma-Aldrich, Inc.; St. Louis, MO, 

EUA).  

 

 4.8 Expressão dos Genes RASSF1 e HDAC1  

 

Para a análise da expressão dos genes RASSF1 e HDAC1, cerca de 1 x 10
6 

células 

foram semeadas em placas de cultura de 12 poços contendo meio de cultura completo 

(DMEM/ F10 suplementados com soro fetal bovino 10%). Após 24 horas, as células foram 

tratadas com silibinina durante 24 horas nas concentrações de 135, 150 e 200 µM. Células 

tratadas apenas com DMSO a 2% foram cultivadas como controle negativo (sem tratamento 

com silibinina). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Após o período de 

tratamento, as células foram lavadas com solução de Hanks 1X, tripsinizadas (0,25% 

tripsina/EDTA1X - Invitrogen) e coletadas em eppendorfes de 1,5 ml. Posteriormente as 

células foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. Para a extração do RNA total foi 

utilizado o RNeasy Mini Kit® (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. As 

concentrações de RNA e as purezas foram determinadas em espectrofotômetro NanoVue (Ge 

HealtheCare, EUA). A transcrição reversa foi realizada utilizando 6 µl de tampão de reação 

(10X), 6 µl de Random Primer (10X),  2,5 µl de dNTP (25X) e 3 µL de MultiScribe (50 U/ml, 

High Capacity; Applied Biosystems). Após a incubação (25 °C durante 10 min, 37 °C durante 

duas horas e 4 ºC indeterminado), o cDNA foi armazenado a -20 °C.  Os níveis de expressão 

dos genes foram analisadas usando o sistema TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA). Cada poço da placa continha 2 µL de cDNA, 5 mL de Master Mix  TaqMan 2X 

(Applied Biosystems), 0,5 µl de 20X iniciadores / sonda (Assays-on-Demand gene expression 

products;Applied Biosystems) e 2,5 µL de água livre de DNAse e RNAse. Como controle 

endógeno foi escolhido o gene GAPDH. As amostras foram colocadas em placa de 96 poços e 

posteriormente no aparelho Applied Biosystems 7500 FAST Real-Time PCR System sob as 

seguintes condições de ciclagem: 94 ° C durante 10 min, seguido por 40 ciclos a 94 ° C 

durante 30 s e 60 ° C durante 1 min. Os dados de fluorescência foram recolhidos durante cada 

passo de anelamento / extensão. A aquisição dos dados foi feita através do software SDS, 

versão 1.2.3 (Sequence Detection Systems 1.2.3, 7500 Real-Time PCR Systems, Applied 

Biosystems). Dados relativos a expressão dos genes foram analisados utilizando o método     

2
-ΔΔCT

 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).  
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4.9 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa estatístico SigmaStat 

3.5 for Windows (GmbH, Alemanha). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para se 

verificar a distribuição dos dados. Os dados gerados pelos testes de citotoxicidade celular, 

sobrevivência celular, teste do cometa, ensaio de apoptose, cinética do ciclo celular e 

expressão gênica foram avaliados por meio da análise de variância a um critério (oneWay- 

ANOVA) e posteriormente pelo teste de Tukey. Para o teste de sobrevivência clonogênica, 

devido á heterogenicidade dos dados procedeu-se a normatização dos valores por meio da 

transformação logarítmica seguido do teste de Tukey. Foram consideradas significativas as 

diferenças com p menor que 0,05 (p < 0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Citotoxicidade, Sobrevivência Celular e Sobrevivência Clonogênica 

  

A figura 10 mostra os resultados de citotoxicidade celular encontrado para as 

linhagens de carcinoma urotelial de bexiga T24 (tumor de alto grau; gene TP53 mutado) e 

RT4 (tumor de baixo grau; gene TP53 selvagem) após 24 horas de tratamento com silibinina 

em diferentes concentrações (50, 75, 100, 150, 200 e 250 µM). Os dados obtidos revelam uma 

diminuição significativa da proliferação celular na linhagem RT4 após 24 horas de tratamento 

com silibinina nas concentrações de 150 e 250 µM; porém, para a linhagem T24, a silibinina 

não foi citotóxica em nenhuma das concentrações estudadas (Figura 10).  

 

 

Figura 10: Citotoxicidade (escala logarítmica) nas linhagens celulares de carcinoma urotelial de bexiga T24 e 

RT4, 24 horas após o tratamento com silibinina em diferentes concentrações.*p <0,05 em relação ao controle 

(DMSO a 2%). Cada ponto do gráfico representa o valor médio obtido a partir de três experimentos 

independentes.  
 

A figura 11 representa as taxas de sobrevivência celular nas linhagens de carcinoma 

urotelial de bexiga T24 (tumor de alto grau; gene TP53 mutado) e RT4 (tumor de baixo grau; 

gene TP53 selvagem) após 48 horas de tratamento com silibinina em diferentes concentrações 

(50, 75, 100, 150, 200 e 250 µM). Os dados obtidos revelam uma diminuição significativa da 

proliferação celular na linhagem T24 após 48 horas de tratamento com silibinina nas três 

maiores concentrações (150, 200 e 250 µM); porém, para a linhagem RT4, a silibinina não 

promoveu alteração na taxa de proliferação celular em nenhuma das concentrações estudadas. 
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Figura 11: Sobrevivência celular (escala logarítmica) nas linhagens celulares de carcinoma urotelial de bexiga 

T24 e RT4, 48 horas após o tratamento com silibinina em diferentes concentrações.*p <0,05 em relação ao 

controle (DMSO a 2%). Cada ponto do gráfico representa o valor médio obtido a partir de três experimentos 

independentes.  

 

A figura 12 representa o perfil de sobrevivência celular nas linhagens de carcinoma 

urotelial de bexiga T24 e RT4 após 72 horas de tratamento com silibinina e em diferentes 

concentrações (50, 75, 100, 150, 200 e 250 µM). Os dados obtidos revelam uma diminuição 

significativa da proliferação celular em ambas as linhagens celulares de carcinoma de bexiga.  

 

 

Figura 12: Sobrevivência celular (escala logarítmica) nas linhagens celulares de carcinoma urotelial de bexiga 

T24 e RT4, 72 horas após o tratamento com silibinina em diferentes concentrações.*p <0,05 em relação ao 

controle (DMSO a 2%). Cada ponto do gráfico representa o valor médio obtido a partir de três experimentos 

independentes.  
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No ensaio de sobrevivência clonogênica, o tratamento com silibinina em todas as 

concentrações (100, 115, 150 e 200 µM) promoveu, em ambas as linhagens tumorais (T24 e 

RT4), diminuição estatisticamente significativa na capacidade de formação de colônias 

(Figura 13).  

 

  
Figura 13: Formação de colônias de células (escala logarítmica) para as linhagens celulares de carcinoma 

urotelial de bexiga T24 e RT4, 15 dias após o tratamento com silibinina em diferentes concentrações * p<0,05 

em relação ao controle (DMSO a 2%). Cada ponto do gráfico representa o valor médio obtido a partir de três 

experimentos independentes. 

 

5.2 Cinética do Ciclo Celular e Ensaio de Apoptose 

 

Não foram observadas alterações significativas na cinética do ciclo celular nas 

linhagens T24 e RT4, após 48 horas de tratamento com silibinina (Figura 14). Entretanto, 

observou-se um aumento estatisticamente significativo na porcentagem de células em 

apoptose tardia para a linhagem T24 tratadas com silibinina por 48 horas, nas concentrações 

de 150, 200 e 250 µM (Figura 15A); Além disso, na maior concentração testada (250 µM) 

observou-se também aumento das porcentagens de apoptose precoce. Para a linhagem RT4, 

detectou-se apenas o aumento significativo na porcentagem de células em apoptose precoce 

no tratamento com silibinina por 48 horas na concentração de 200 µM (Figura 15B). 
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Figura 14: Cinética do ciclo celular em células de carcinoma urotelial de bexiga T24 (A) e RT4 (B) tratadas 

com silibinina por 48 horas. Porcentagem de células em G1, S e G2/M expressas como a média de três 

experimentos independentes.* p<0,05 comparado com o controle (DMSO a 2%). 

 

 

 

 
 

 
Figura 15: Apoptose em células de carcinoma urotelial de bexiga T24 (A) e RT4 (B) tratadas com silibinina por 

48 horas. Porcentagem de células em necrose, apoptose tardia, apoptose precoce e viáveis expressas como a 

média de três experimentos independentes. *p <0,05 comparado com o controle (DMSO a 2%). 
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5.3 Teste do Cometa 

 

A Figura 16 apresenta os níveis do dano no DNA (tail intensity) nas linhagens de 

carcinoma urotelial de bexiga (T24 e RT4) após 24 horas de tratamento com silibinina em 

diferentes concentrações. O tratamento com silibinina na concentração de 150 µM promoveu, 

em ambas as linhagens, aumento estatisticamente significativo nos níveis de danos no DNA 

(Figura 16). 

 

 

 

Figura 16: Danos no DNA (tail intensity) em linhagens de carcinoma urotelial de bexiga RT4 e T24 tratadas 

com silibinina por 24 horas. Os valores são expressos como a média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes; * p <0,05 comparado com o controle DMSO (DMSO a 2%). Controle Negativo: células não 

tratadas; Controle positivo: células tratadas com o composto alquilante Metil-metanosulfonato (0,006 M). 

 

 

5.4 Expressão Gênica RASSF1 e HDAC1 

 

A figura 17 representa o perfil de expressão relativa por PCR em tempo Real (qRT-

PCR) dos genes RASSF1 e HDAC1. Não foram observadas alterações significativas na 

expressão dos genes RASSF1 e HDAC1 nas linhagens T24 e RT4 após 24 horas de tratamento 

com silibinina em nenhuma das concentrações estudadas (Figura 17). 
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Figura 17: Expressão relativa dos genes RASSF1 e HDAC1 em linhagens celulares de carcinoma urotelial de 

bexiga RT4 e T24, 24 horas após o tratamento com silibinina em diferentes concentrações. Os valores são 

expressos como a média ± desvio padrão de três experimentos independentes; Controle:  tratamento com 2% de 

DMSO; GAPDH: controle endógeno; * p <0,05 comparado com o controle (DMSO a 2%).  
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6. DISCUSSÃO 

 

Mutações no gene TP53 são eventos comumente associados aos carcinomas uroteliais 

invasivos, recorrentes e com pobre prognóstico (CHENG et al., 2011). A proteína codificada 

pelo gene em questão, a p53, possui várias funções incluindo parada do ciclo celular, 

senescência e morte por apoptose (ALEXANDROVA; MARCHENKO, 2015). Alguns 

autores tem mostrado que a presença de p53 selvagem impacta as decisões clínicas em relação 

às terapias (ZHANG et al., 2013). Além disso, a modulação da resposta celular em células 

TP53 mutado, após diferentes tratamentos, é mal compreendida uma vez que essa resposta 

depende de uma complexa cascata de sinalização sendo altamente célula/tecido específica 

(WELLER, 1998). 

O uso de produtos naturais para o tratamento de doenças, incluindo os tumores, é 

antigo (HALBERSTEIN, 2005). Alguns estudos tem mostrado que compostos derivados de 

plantas tem efeitos terapêuticos sobre vários tipos de tumores, incluindo alterações em 

mecanismos de sinalização molecular (ARAVINDARAM; YANG, 2010), indução de 

apoptose e atividade antiproliferativa (BHATTACHARYA et al., 2012; SAVIO et al., 2014). 

No entanto, o conhecimento limitado sobre a eficácia destes fitoquímicos, e a falta de 

evidências científicas para provar seus efeitos benéficos, dificultam a incorporação de tais 

compostos naturais na prática clínica (AHMAD et al., 2012). A silibinina, uma flavolignana 

natural obtida de sementes do Cardo-mariano (Silybum marianum), tem mostrado potencial 

antineoplásico para diversos tipos de tumores, exibindo efeitos antiproliferativo, anti-

inflamatório, antimetastático, antiangiogênico e pró-apoptótico (LI et al., 2010). Entretanto, 

os eventos moleculares relacionados à ação da silibinina ainda não foram completamente 

elucidados. Portanto, com base no potencial antineoplásico deste composto e considerando 

que as mutações no gene TP53 podem influenciar a resposta ao tratamento antineoplásico, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar os possíveis mecanismos de ação da silibinina 

em células tumorais de bexiga (RT4 e T24), com diferentes status do gene TP53. 

 Nossos dados demonstraram que a silibinina, foi citotóxica apenas para linhagem RT4 

(TP53 selvagem). A presença da p53 selvagem funcional está associada a uma boa resposta 

inicial à quimioterapia (COTE et al., 1997). A silibinina diminuiu a proliferação de células 

T24 nas maiores concentrações testadas após 48 horas de tratamento. Entretanto, nenhuma 

diferença significativa foi observada para as células RT4. Por outro lado, após 72 horas de 

tratamento, observou-se diminuição significativa da proliferação celular em ambas as 

linhagens celulares de carcinoma de bexiga. Colaborando com esse resultado, o ensaio de 



51 

 

sobrevivência clonogênica mostrou diminuição da formação de clones em células com o gene 

TP53 selvagem (T24) e mutado (RT4) após 15 dias de tratamento em todas as concentrações 

testadas. Esses resultados fornecem evidências de que o tratamento com silibinina leva a 

perda da integridade reprodutiva, muito provavelmente pela indução de danos no DNA. De 

maneira semelhante, a silibinina foi capaz de inibir a proliferação de células de carcinoma de 

bexiga com o status do gene TP53 mutado (5637) dose e tempo dependentes (ZENG et al., 

2011). Em células de carcinoma de próstata com diferentes status do gene TP53 (linhagens 

celulares DU145 e 22Rv1), o tratamento com silibinina por 48 horas resultou na diminuição 

do número de células, sendo esse resultado associado ao aumento dos níveis de p21 e p27 de 

modo independente de p53 (ROY et al., 2007). É importante lembrar que o ensaio de 

sobrevivência clonogênica permite a avaliação da capacidade de reprodução das células, ou 

seja, capacidade das células em produzir descendentes. Este ensaio tornou-se amplamente 

relevante para avaliar a eficácia de agentes terapêuticos que interferem na capacidade 

reprodutiva das células em longo prazo (RAFEHI et al., 2011). A baixa sobrevivência 

observada neste ensaio pode ser devido à indução do processo de morte em células que já 

tinham perdido o seu potencial reprodutivo depois de 48 horas de tratamento. Além disso, 

como a diminuição da formação de clones foi observada em ambas as linhagens celulares, 

nossos resultados fornecem evidências de que este composto natural pode atuar por 

mecanismos independentes de TP53 em células de carcinoma de bexiga. Da mesma maneira, 

estudo recente realizado em nosso grupo de pesquisa mostrou diminuição significativa da 

proliferação celular independente do status do gene TP53 no tratamento combinado com 

cisplatina e gencitabina em linhagens de células de carcinoma urotelial de bexiga (RT4, T24 e 

5637) (DA SILVA et al., 2010). 

A silibinina foi capaz, também, de induzir lesões primárias no DNA nas duas 

linhagens celulares, entretanto, apenas na maior concentração testada. Alguns autores têm 

também mostrado o potencial genotóxico da silibinina. O tratamento de células HepG2 

(Hepatoma humano) com 200 µM de silibinina promoveu aumento de danos no DNA, 

associado com a redução da viabilidade celular e da capacidade replicativa das células 

(ANGELI et al., 2010). Outros autores mostraram danos aumentados no DNA em células de 

carcinoma oral após o tratamento com silibinina (GOHULKUMAR et al, 2014). Assim, no 

presente estudo o aumento de danos primários no DNA tanto em células do tipo selvagem 

(RT4) quanto em células TP53 mutado (T24) tratadas com silibinina demostram que o status 

desse gene não deve ser considerado em relação ao potencial genotóxico deste composto. Nas 

concentrações mais baixas em que danos não foram observados, os autores sugerem que o 
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DNA pode ter sido eficientemente reparado. De fato, as células de carcinoma urotelial são 

proficientes no reparo de lesões induzidas quimicamente por vias dependentes ou 

independentes do TP53 (SAVIO et al., 2014). 

 Em relação aos efeitos sobre o ciclo celular, não foi possível observar qualquer 

alteração dependente do status de TP53. Entretanto, outros autores mostraram que a silibinina 

induz parada do ciclo celular em G1 em concentrações mais baixas que 200 µM e parada em 

G2/M em concentrações superiores, juntamente com o aumento da expressão de p27 e p21 e 

diminuição de CDK2, CDK4, ciclina E e ciclina D1, em células HT-29 (adenocarcinoma de 

cólon humano) (AGARWAL et al., 2003). Resultados semelhantes foram encontrados em 

células de carcinoma de cólon retal (linhagem celular LoVo), com parada em G1 nas menores 

concentrações e parada em G2/M após tratamento com a maior concentração (200 µM)  

(KAUR et al., 2009). Nosso estudo também mostrou aumento das taxas de apoptose tardia 

(150, 200 e 250 µM) e aumento de apoptose precoce (250 µM) nas células T24, evidenciando 

a ação deste fitoquímico em induzir o processo de morte celular por mecanismos 

independentes do gene TP53. Nas células RT4, o tratamento com silibinina induziu apoptose 

precoce na concentração de 200 µM. TYAGI et al. (2004), sugerem a presença de seletividade 

e especificidade na indução da apoptose por silibinina, uma vez que encontraram resultados 

contraditórios em linhagens celulares de carcinoma urotelial de bexiga. ZENG et al. (2011) 

demonstraram que em células de carcinoma de bexiga 5637, com o gene TP53 mutado, o 

tratamento com silibinina é capaz de induzir apoptose pela ativação de duas vias de morte 

mitocondrial, através da liberação do citocromo c (dependente de caspase) e liberação de AIF 

(independente de caspase), ambas envolvendo a regulação negativa de survivina. Em células 

ECV304 (células endoteliais humanas) silibinina suprimiu o crescimento tumoral através da 

indução da apoptose por Bax/Bcl-2 (YOO et al., 2004). No entanto, em células Caki-1 

(carcinoma renal humano), a silibinina promoveu apoptose por regulação negativa da 

survivina (LI et al., 2008).  

Ao contrário das alterações  genéticas, as modificações epigenéticas como a metilação 

do DNA e as modificações pós-traducionais de histonas, são potencialmente reversíveis, e 

apresentam-se como relevantes alvos terapêuticos (KRISTENSEN; NIELSEN; HANSEN, 

2009). Estudos demonstram que a ação quimiopreventiva dos polifenóis podem estar 

associada a  acetilação de histonas e desmetilação do DNA (FINI et al., 2007; MATEEN et 

al., 2012; THAKUR; GUPTA; GUPTA, 2012). Assim, para entender melhor os mecanismos 

de ação da silibinina, também avaliamos neste trabalho os possíveis efeitos deste composto 

natural sobre o perfil de expressão dos genes RASSF1 e HDAC1, cuja modulação epigenéticas 
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pode contribuir para a eficácia terapêutica. Ressaltamos que até o momento nenhum trabalho 

descreveu o efeito da silibinina sobre o perfil de expressão de RASSF1 e HDAC1 em células 

de tumor de bexiga. O gene supressor tumoral RASSF1 tem sido amplamente estudado por 

seu papel na inibição da proliferação celular e indução da apoptose (DEL RE; SADOSHIMA, 

2012). O silenciamento gênico de RASSF1 por metilação aberrante é um dos eventos mais 

comuns em tumores humanos (DEL RE; SADOSHIMA, 2012; VAN DER WEYDEN; 

ADAMS, 2007). Em pacientes com carcinoma de bexiga, a frequência de metilação deste 

gene é significativamente maior do que em pessoas saudáveis (GAO et al., 2012). Por outro 

lado, HDAC1 é um membro da família das Histonas desacetilases (HDAC), enzimas que 

catalisam a remoção de grupos acetil de resíduos de lisina em histonas, resultando na 

repressão da transcrição de genes envolvidos na diferenciação celular, apoptose e parada do 

ciclo celular (GLOZAK; SETO, 2007; LANE; CHABNER, 2009; LI; XU, 2014). O nível de 

expressão gênica de HDAC1 é elevado em muitos tipos de tumores bem como nos de bexiga 

(POYET et al., 2014; SEGRÉ; CHIOCCA, 2011). Os inibidores de HDAC possuem um 

grande potencial terapêutico, devido à sua capacidade de modular a transcrição e induzir a 

apoptose (ATMACA et al., 2007). Neste trabalho, não foi possível observar alterações na 

expressão gênica de RASSF1 e HDAC1 para ambas as linhagens celulares de carcinoma de 

bexiga (T24 e RT4) após 24 horas de tratamento. De forma semelhante, em células de 

adenocarcinoma de cólon humano (SW480 e SW620 ), o tratamento com silibinina não 

alterou a atividade das HDACs, mas foi capaz de inibir significativamente a atividade das 

DNMTs (DNA-metiltransferases) (KAUNTZ et al., 2013). Entretanto, em células de 

carcinoma de pulmão (NSCLC), a silibinina inibiu a atividade das HDACs e regulou 

negativamente os níveis HDAC1 levando a um aumento global da acetilação das histona 

(MATEEN et al., 2012). O tratamento com resveratrol, um polifenol natural diminui o nível 

de metilação de RASSF1 em mulheres com risco para o câncer de mama (ZHU et al., 2012). 

Desse modo, a silibinina pode atuar através de diferentes mecanismos na indução dos seus 

efeitos antineoplásico, dependendo do tipo celular.  
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7. CONCLUSÃO  

 

Em conclusão, a silibinina promoveu diminuição da capacidade proliferativa em 

linhagens celulares de carcinoma urotelial de bexiga por meio da indução de danos 

genotóxicos e ativação de mecanismos de morte celular independentes do status de TP53. 

Além disso, neste trabalho não foi possível observar alterações no perfil de expressão dos 

genes RASSF1 e HDAC1, sugerindo que outros genes e mecanismos epigenéticos podem estar 

envolvidos na modulação por silibinina. Estes resultados confirmam o papel da silibinina 

como um composto antineoplásico com potencial terapêutico a ser explorado. Entretanto, 

estudos futuros utilizando outros alvos moleculares são necessários para entender o 

mecanismo pelo qual a silibinina exerce seu potencial antineoplásico em células tumorais. 
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