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Introdução 

 O carcinoma epidermóide é a neoplasia maligna mais comum da região de cabeça e pescoço, tendo origem nos 

queratinócitos do epitélio pavimentoso da cavidade bucal; representa aproximadamente 90% dos cânceres de boca. A 

estimativa mundial apontou aproximadamente 300 mil casos novos e 145 mil óbitos, no ano de 2012, por câncer de boca 

e lábio [1].  O carcinoma epidermóide de boca (CEB) é considerado um problema de saúde pública em todo o mundo 

devido a sua alta mortalidade e frequente mutilação [1].  Atualmente, a taxa de sobrevida em 1 (um) ano é de  

aproximadamente  81%  e,  em  5 (cinco)  anos,  é  em  torno  de  50%  [2]; essa frequência reduz consideravelmente em 

indivíduos que apresentam metástase [3]. 

Devido à alta morbidade causada pelo CEB, estudos têm buscado novos fármacos antineoplásicos, que possuam uma 

maior eficiência em induzir à morte células tumorais, e com redução dos efeitos adversos. 

Neste estudo utilizou-se o ácido gálico como composto a ser investigada a sua ação sobre o CEB; este composto trata-se 

de um composto fenólico derivado do metabolismo secundário de plantas do cerrado brasileiro [4]. 

Estudos recentes têm demonstrado que o ácido gálico e seus alquil ésteres induzem a apoptose, apresentando efeito 

citotóxico e antiproliferativo distinto entre diferentes linhagens de células tumorais [5] 

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito do ácido gálico em células de carcinoma epidermóide de boca sob 

condições de normóxia e hipóxia tumoral. 

 

Material e métodos 

A. Cultura de células  

Foram utilizadas células imortalizadas de carcinoma epidermóide de língua (SCC-9; ATCC, USA); como grupo de 

comparação utilizou-se queratinócitos humanos imortalizados (Hacat; ATCC, USA) cultivados em meio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM F12/DMEM; Lifetechnologies, USA), acrescido de 1% de antibiótico e 10% de soro 

bovino fetal (Lifetechnologies, USA), mantidas em incubadora umidificada a 37
o
C e 5 % de CO2.  

B. Tratamento com Ácido Gálico 

As células foram tratadas com 10 μg/mL de Ácido Gálico (AG) (Sigma ®) e 50mM cloreto de cobalto (CoCl2). O CoCl2 

mimetiza a condição de hipóxia tumoral. O AG foi diluído em etanol 100%. Foi realizada uma curva dose-reposta para 

verificar a concentração e tempo de tratamento ideal com o AG.   

Os grupos foram categorizados em: Grupo de comparação (células sem tratamento); Grupo veículo (células sem 

tratamento com veículo de diluição do AG); Grupo Tratado com AG, células tratadas com a concentração definida de 

10 μg/mL  de AG;  Grupo Tratado com CoCl2, células  tratadas com 50mM CoCl2 e por último o Grupo associação, as 

células tratadas com ambos 10 μg/mL e 50mM CoCl2 

C. Ensaio de proliferação celular  

No ensaio de proliferação celular foram testadas diferentes concentrações do Ácido Gálico. No grupo controle foi 

utilizado somente o veículo. Os experimentos foram repetidos 2 vezes e realizados em triplicata. As células foram 

incubadas em estufa apropriada, durante 24, 48 e 72 h. Após o tratamento, as células foram tripsinizadas da placa 

usando uma solução de tripsina, e a contagem foi realizada em câmara de neubawer. Em cada tempo experimental, foi 

também calculada a taxa de viabilidade celular. 
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D. Ensaio de migração celular  

O ensaio de migração celular in vitro (modelo wound healing) [6] consiste num método de avaliação semiquantitativo. 

As células neoplásicas e as células do grupo de comparação foram cultivadas em placas de 12 poços contendo 1mL de 

meio de cultura, 1% de antibiótico e 10% de soro fetal bovino. Após a cultura se tornar confluente, foi realizada uma 

“ferida” na monocamada de células, com o auxílio de uma ponteira pressionada contra o assoalho da placa de cultura, 

formando uma fenda na camada de células. Em seguida, a cultura foi lavada três vezes com tampão PBS para a retirada 

completa de debris celulares. O processo foi fotografado digitalmente em microscópio invertido em aumento de 4X. As 

imagens fotográficas foram capturadas no início do experimento (tempo de 0 hora) e após a incubação das células a 

37°C em atmosfera umedecida com 5% CO2 por 24 horas. A área das fendas foi mensurada nas imagens atribuindo-se 

100% no tempo de 0 hora. A média das distâncias totais das áreas das fendas foram calculadas e, em seguida, atribuídos 

valores percentuais relativos às taxas de migração, em relação ao controle. 

E. Ensaio de invasão  

Para o ensaio de invasão utilizou-se o câmaras bipartites do tipo Transwell, contudo, uma membrana de policarbonato 

com poros de 8 µm de diâmetro. A câmara superior foi coberta por Matrigel, mimetizando a membrana basal. As células 

SCC9 tratadas e não tratadas com o AG foram tripsinizadas e ressuspendidas em número de 3 x 10
5
células/ml Foi 

adicionado o meio DMEM/F12 sem soro, em cada poço.  Essas células foram colocadas na câmara superior de 

migração.  A placa multipoço foi coberta e incubada por 24 horas a 37 °C na estufa de CO2 para que ocorresse a 

digestão do Matrigel e invasão das células da câmara superior para inferior.  As células foram fixadas em 

paraformaldeído 4% em PBS, coradas com solução de Giemsa. As imagens foram adquiridas em aumento final de 500x 

para determinação do número de células que invadiram o matrigel; foi realizada contagem dessas células.  Cada 

experimento foi realizado em triplicata.   

F. Análise dos dados 

Todos os dados coletados foram digitalizados no programa de estatística SPSS
®
, versão 18.0, e posteriormente 

submetidos a tratamentos estatísticos específicos. Foram feitos os cálculos da média e do erro padrão para cada 

experimento foi utilizando a análise de variância ANOVE one-way e o teste de Tukey. 

 

Resultados 

A. Ensaio de proliferação celular, migração celular e invasão celular 

O grupo tratado com o AG foi capaz de inibir a proliferação celular, a migração e a invasão das células SCC9 e SCC4 

na concentração de 10 μg/mL quando comparados com o grupo controle e o grupo controle veículo. Este resultado foi 

avaliado no tempo de 24 hrs (Figura 1; Figura 2a-b; figura 3). Esta inibição ocorreu independente das condições de 

hipóxia ou normóxia. 

 

Discussão 

Estudos demonstram que o AG apresenta forte ação antioxidante, antiinflamatória, antimutagênica e antitumoral [7, 

8]. Com relação à atividade antitumoral, o ácido gálico tem demonstrado também atividade citotóxica seletiva, afetando 

principalmente células tumorais [5, 9]. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com muitos outros trabalhos 

que utilizam outras linhagens celulares, mostrando que mesmo em outras linhagens ocorre uma diminuição da 

proliferação, migração e invasão celular [10]. 

 

Conclusão/Conclusões/Considerações finais 

Ainda há um número limitado de estudos que avaliam do ácido gálico no carcinoma epidermóide na região de cabeça e 

pescoço, sendo necessários estudos posteriores que possam aprofundar os conhecimentos sobre o efeito antitumoral 

desse composto, principalmente no que diz respeito às vias de sinalização que possam levar à modulação de mediadores 

inflamatórios. Neste estudo foi demonstrado que o AG foi capaz de alterar o comportamento fenotípico das SCC9, 

resultando em uma redução da proliferação, migração e invasão celular. 
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Ensaio de invasão celular realizado nas células SCC9 tratadas e não tratadas. Grupo 1 

controle, Grupo 2 tratado com CoCl2, Grupo 3 tratado com AG, Grupo 4 tratado com AG 

e CoCl2 

 

 

 

 

Figura 1: Ensaio de proliferação celular realizado 

nas células SCC9 tratadas e não tratadas. Grupo 1 

controle, Grupo 2 tratado com CoCl2, Grupo 3 

tratado com AG, Grupo 4 tratado com AG e CoCl2 

Figura 2: a. Ensaio de migração razão entre células antes do 

tratamento e após 24 hrs de tratamento 

b. Antes e depois Grupo controle e Grupo tratado com AG 

 
 

 


