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Resumo 

O presente trabalho tem por objetivo avaliar as propriedades citotóxica, genotóxica e antitumoral do composto 

(E)-2-(((4-nitrofenil)imino)metil)fenol (ENMiF). Foi realizado ensaio hemolítico em eritrócitos murinos incubados 

com diferentes concentrações do composto. A viabilidade celular foi aferida pelo ensaio colorimétrico do MTT 

em linfócitos e células do TAE incubados por 24 e 48h com o composto. A avaliação de genotoxicidade foi 

realizada através da presença de micronúcleos em camundongos. O ENMiF não apresentou atividade 

hemolítica em eritrócitos murinos em nenhuma das concentrações testadas; não alterou a viabilidade de 

linfócitos em 24h, no entanto, reduziu em cerca de 60% a viabilidade do TAE em 24 e 48h. O composto não 

apresentou atividade genotóxica. Os resultados mostraram que o ENMiF possui atividade antitumoral 

promissora não causando dano às células normais. Novos testes devem ser realizados a fim de esclarecer os 

mecanismos de ação envolvidos. 
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Introdução 
 A descoberta de fármacos desempenha um papel importante para a sociedade e para a indústria 
farmacêutica, visando melhorar o valor terapêutico por meio do lançamento de produtos mais eficientes e 
seguros no mercado. Infelizmente, a descoberta e o desenvolvimento de novas drogas é um processo longo, 
complexo e oneroso. Ela envolve a identificação, síntese, caracterização, triagem e ensaios pré-clínicos e 
clínicos de candidatos a fármacos (Tomar et al., 2018). Nesse âmbito, as ferramentas biotecnológicas 
associadas á química medicinal tem auxiliado no desenvolvimento de novas moléculas com atividade biológica. 
O design racional de fármacos surge como uma alternativa na busca por novos medicamentos e complementa 
a abordagem clássica, em que novos fármacos são descobertos por acaso. Isso é possível graças aos avanços 
nas áreas da biologia e química, além da melhor compreensão dos mecanismos responsáveis pelo 
desenvolvimento de patologias e dos modelos experimentais de estudo de doenças. Nesse contexto, o 
planejamento de fármacos surge como uma estratégia para o desenvolvimento e otimização de biomoléculas 
ativas, sobretudo em características como potência, afinidade e seletividade (Guido, R. et al., 2010; Tseng e 
Tuszynski, 2015) 
 As Iminas, também chamadas de azometinas ou bases de Schiff, são compostos que possuem o grupo 
funcional (–C=N–), e foram descritas pela primeira vez por Hugo Schiff. Compostos derivados das iminas 
formam uma classe importante de compostos orgânicos que tem ganhado importância na área médica e 
farmacêutica devido ás várias atividades farmacológicas relatadas, como: atividade antitumoral (Hu et al., 2012; 
Ceyhan et al., 2015), anti-inflamatória (Sondhi et al., 2006), analgésica (Pandey et al., 2012), nematicida (Al-
Kahraman et al., 2011), antimicrobiana (Abirami e Nadaraj, 2015) entre outros. 
 Na busca por novos alvos farmacêuticos, as iminas são compostos de interesse para o 
desenvolvimento de novas drogas, por possuírem várias aplicações na área biológica. Dessa forma, o presente 
trabalho visou avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e potencial antitumoral da imina sintética (E)-2- (((4-
nitrofenil) imino) metil) fenol (ENMiF), em modelos in vitro e in vivo. 
 

Metodologia 
O Composto utilizado foi o (E)-2-(((4-nitrofenil)imino)metil)fenol, sintetizado no Lacob – Laboratório de 

Catálise Orgânica e Biocatálise da UFGD.  
 Para os ensaios, foram utilizados camundongos Swiss, machos e fêmeas, com 18-22 g, provenientes 
do biotério da UCDB. Os animais foram mantidos em temperatura 22 °C e ciclo claro/escuro controlados, com 
água e ração ad libitum.  
 Para o ensaio hemolítico, foram utilizados eritrócitos murinos de acordo com Park et al. (2004). 
Diferentes concentrações do composto (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 μg/mL) foram avalidas. O controle positivo 
recebeu Triton X-100 (Vetec) e o controle negativo recebeu Salina (0,9%), incubado a 37°C durante uma hora e 
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realizada leitura a 415nm em leitor de microplacas (SpectraMax F3, Molecular Divices).  
  Para os ensaios de atividade antitumoral, as células do Tumor ascícito de Erhlich (TAE) foram 
descongeladas, centrifugadas e um volume de 200µl de células injetado intraperitonealmente em dois 
camundongos a cada sete dias para manutenção das células in vivo. Para condução dos ensaios, as células 
foram retiradas do lavado peritoneal, lavadas e centrifugadas. Posteriormente, foi realizada a contagem das 
células em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusão do azul de Tripan, 
descrito por Strober,(1997). As células foram consideradas adequadas aos experimentos se apresentassem 
viabilidade ≥90%. 
 Para a obtenção dos linfócitos murinos, um animal foi eutanasiado por aprofundamento anestésico 
(Cetamina 150mg/Kg/ Xilazina 20mg/Kg), retirado o baço, lavado em álcool 70% e emergido em meio de 
cultura RPMI. O baço foi macerado e centrifugado por 10 min a 4ºC. Posteriormente, foi adicionado tampão de 
lise (EDTA; NaHCO3; NH4Cl) durante 2 minutos e novamente as células foram centrifugadas. Foi realizada a 
contagem das células em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusão do 
azul de Tripan e as células foram consideradas adequadas aos experimentos se apresentassem viabilidade 
≥90%. 
 O citotoxicidade foi determinada por meio do ensaio colorimétrico do MTT, de acordo com Takeuchi e 
Kobata, (1991), com modificações segundo Sieuwerts et al.,(1995) . Para o ensaio, uma suspensão de células 
(Linfócitos e células TAE), contendo aproximadamente 1x10

5
 células/mL, foram colocadas em placas de 96 

poços e incubadas com meio RPMI contendo 100, 50 e 25µg/mL do composto e mantidas em estufa de CO2 
5%, á 37ºC. A viabilidade celular foi avaliada nos períodos de 24 e 48 horas após a incubação. Após, foi 
realizada leitura a 540nm em leitor de microplacas (SpectraMax F3, Molecular Divices).  
 O teste de micronúcleos foi realizado de acordo com Schmid (1975). Os animais (n=6) foram tratados 
intraperitonealmente com a concentração de 100µg/animal do composto ENMiF, salina 0,9% (0.2 mL) e 
Colchicina (5mg/kg 0.2 mL). Após um período de 24h foram produzidas lâminas de esfregaço sanguíneo, 
fixadas e corados com May Grunwald e Giemsa 10%. Foram contados 2.000 eritrócitos por lâmina, 
diferenciando em policromáticos com ou sem micronúcleos. As lâminas foram analisadas em microscópio 
óptico. Em todos os ensaios, a análise estatística utilizada foi One-way ANOVA, seguida pelo pós teste de 
Bonferroni; o nível de significância para os testes foi considerado quando p<0,05. 
 

Resultados e Discussão 
 No ensaio de hemólise, eritrócitos murinos foram incubados com diferentes concentrações do 
composto ENMiF. A fim de avaliar seu potencial citotóxico. Nas concentrações testadas (100, 50, 25, 12,5 e 
6,25 µg/mL), o composto não apresentou atividade hemolítica (Figura 1) comparado ao controle positivo Triton 
X-100. O ensaio hemolítico é baseado na medição da liberação de hemoglobina de eritrócitos suspensos em 
solução, e a concentração de hemoglobina liberada está correlacionada com a percentagem de células lisadas.  
 Os eritrócitos representam as principais células do sistema circulatório, e alterações hematológicas 
servem como indicador para triagem dos impactos tóxicos de xenobióticos nos tecidos. Substâncias tóxicas 
podem induzir dano direto ou indireto ao citoesqueleto de hemácias perturbando o metabolismo celular e a 
permeabilidade iônica, levando a anormalidades em sua morfologia (Farag e Alagawany, 2017). Dessa forma, 
mostramos que, nas concentrações testadas, o composto não resultou em efeito tóxico aos eritrócitos murinos. 
 

 
Figura 1. Atividade hemolítica do composto (E)-2-(((4-nitrofenil)imino)metil)fenol sobre eritrócitos murinos. Os resultados são expressos em percentagem de 
hemólise. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle positivo Triton X-100 (#). A análise estatística usada foi one-way ANOVA seguido pelo pós teste de 
Bonferroni. 

 A fim de investigar a viabilidade celular de células tumorais e normais incubadas com o ENMiF em 
diferentes períodos, realizou-se o ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT), teste comumente utilizado 
para determinar a citotoxicidade de substâncias teste em meio de cultivo celular. Os resultados mostram que 
frente a células normais, o composto em 24h (Figura 2A) não alterou a viabilidade celular nas três 
concentrações testadas. No período de 48h, a viabilidade celular reduziu cerca de 30% na concentração de 
100 e 50µg/mL, e cerca de 20% na concentração de 25µg/mL (Figura 2B). Nas células tumorais, o composto 
reduziu significativamente a viabilidade em comparação ao controle não tratado. Em 24 horas, a viabilidade 
celular reduziu em cerca 70, 60, 30% nas concentrações de 100, 50 e 25µg/mL, respectivamente (Figura 2C). 
Em 48h, a viabilidade permanceu reduzida em cerca de 60%, nas três concentrações testadas (Figura 2D). 
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Dessa forma, os resultados mostram que o composto possuiu ação antitumoral em 24 e 48h, e não alterou a 
viabilidade das células normais no período de 24h. 
 

 

Figura 2. . Viabilidade celular do composto (E)-2-(((4-nitrofenil)imino)metil)fenol frente linfócitos e tumorais. A viabilidade foi mensurada no período de 24h e 
48h através do ensaio de MTT. (A) e (B) viabilidade de linfócitos em 24 e 48h, respectivamente. (C) e (D) Viabilidade celular de células do tumor ascítico de 
Erlich (TAE) em 24 e 48h, respectivamente. Os resultados são expressos em percentagem de células viáveis *p<0,05***p<0,001 quando comparado ao grupo 
controle sem tratamento (#). A análise estatística usada foi one-way ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni.  

 As iminas ou bases de Schiff são compostos que tem despertado interesse graças ao espectro de 
atividades farmacológicas que possuem, e o desenvolvimento de compostos quimioterápicos a partir de iminas 
atraem a atenção de químicos medicinais (Ceyhan et al., 2015). As bases de Schiff são alvos farmacêuticos 
comuns no design e desenvolvimento de agentes antitumorais (Hu et al., 2012), e vários trabalhos comprovam 
essa atividade contra diversas linhagens de células cancerígenas (Sztanke et al., 2013; Emam et al., 2017). A 
atividade antitumoral pode estar relacionada com o grupo inserido da estrutura molecular da base. Segundo 
Ceyhan et al. (2015) os grupos metoxi- e hidroxi- quando inseridos em bases de Schiff podem ter potencial 
antitumoral.  
 O teste de micronúcleo (MNs) foi utilizado com o objetivo de avaliar a capacidade genotóxica do 
composto (E)-2-(((4 nitrofenil)imino)metil)feno. Os dados mostram que o composto não aumentou a produção 
de MNs no período de 24h, diferindo estatisticamente do grupo tratado com Colchicina (Figura 3). A Colchicina 
é um fármaco aneugênico bem conhecido, e utilizado em ensaios de micronúcleo, pois induz sua produção em 
diferentes tipos celulares (Lotfi e Machado-Santelli, 1996). 

 
Figura 3. Avaliação da presença de micronúcleos em camundongos tratados com o composto (E)-2-(((4-nitrofenil)imino)metil)fenol. Os animais foram tratados 
com 100µg/animal e após 24 horas, o número de micronúcleos foi obtido a partir de lâminas do esfregaço sanguíneodos animais. Os resultados são expressos 
em número de micronúcelos em 2000 células.***p<0,001 comparado ao grupo controle tratado com colchicina (#). A análise estatística usada foi one-way 
ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni. 

  A presença de MNs indica mutações do genoma, isto é, alterações cromossômicas transmitidas às 
células-filhas (Hintzsche et al., 2017). Os testes de genotoxicidade são úteis para descrever a capacidade de 
diferentes xenobióticos em danificar a informação genética celular e induzir a mutação. Dessa forma, 
mostramos que o ENMiF não foi genotóxico na concentração utilizada de 100μg. 

Conclusões 
Os experimentos relatados mostram que o composto (E)-2-(((4-nitrofenil)imino)metil)fenol não possuiu efeito 
citotóxico frente a eritrócitos e linfócitos murinos in vitro, e não apresentou atividade genotóxica in vivo. O 
composto ainda apresentou atividade antitumoral satisfatória in vitro, mostrando-se um candidato a pesquisas 

de fármacos antitumorais. Os resultados obtidos justificam estudos mais aprofundados acerca desse composto. 
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