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A Mart & Zucc (Clusiacea)  conhecida popularmente como Pau

Santo (Alves e col., 2000), foi uma das espécies do Cerrado que apresentou atividade 

antiproliferativa significativa em ensaios preliminares, sendo então selecionada para 

este estudo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade anticâncer, isolar e 

identificar os princípios ativos desta espécie. O extrato bruto diclometânico obtido à 

quente (EBDQ) apresentou atividade  antiproliferativa ( portanto foi submetido 

ao fracionamento cromatográfico com biomonitoramento através do teste de atividade 

anticâncer em cultura de células tumorais humanas. Desse fracionamento obtevese 

sete frações: de F1 à F7. A fração F7 mostrou melhor atividade antiproliferativa, 

apresentou inibição de crescimento e morte celular para a maioria das linhagens com 

boa correlação entre concentração e efeito, elevada potência e seletividade para 

mama, próstata, ovário e ovário resistente.  Na avaliação , os camundongos 

(balb/c) sofreram implante de fibras semipermeáveis (Hollow Fibers) contendo em seu 

interior linhagens tumorais humanas (Hollingshead e col.,1995).  mama, ovário 

resistente e ovário. Assim, o tratamento com a fração 7, reduziu a densidade celular da 

linhagem de mama em 61% quando as fibras foram implantadas no abdômem (i.p), 

enquanto que a doxorrubicina, a droga padrão, mostrou redução de 44%. Nas fibras 

subcutâneas, a Fração 7 mostrou redução de 44%, mesmo valor obtido pela 

doxorrubicina. No câncer de ovário, tanto a Fração 7 quanto a doxorrubicina mostraram 

inibição significativa apenas nas fibras intraperitoneais. Os resultados obtidos  

foram reproduzidos sugerindo que os princípios ativos têm condições de 

alcançar a circulação e chegar em diferentes locais do organismo. Com isso, a 

identificação dos princípios ativos responsáveis por essa atividade tomouse 

fundamental. Desse modo, a fração 7 foi submetida a diversos procedimentos 

cromatográficos, originando três frações que foram biomonitoradas pelo teste de 

citotoxicidade. A Fração Beta (Fr β) produziu inibição do crescimento e morte celular 

para a maioria das linhagens, com boa correlação entre concentração e efeito com 

seletividade para ovário, mama e próstata. O padrão de seletividade para as linhagens 



que sofrem influências de esteróides sexuais foi a principal característica destas duas 

frações. A análise de espectro de massas (Mahato e col., 1994, 1997) sugeriuse que a 

fração β é uma mistura de triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleânico e ursólico. 

Posteriormente, foi a avaliada a interferência do óxido nítrico sobre a atividade 

antitumoral, pois este possui atividade antitumoral dependente da concentração (Floyd 

e col, 2007). A fração 7 foi avaliada em cultura de mama previamente tratadas com L

NAME, inibidor da enzima óxido nítrico sintetase, e LPS (Lipopolissacarídeos de 

), que estimula a produção de óxido nítrico.  Os resultados demonstraram que a 

atividade foi reduzida na presença de bloqueio da síntese de NO e estimulada pelo 

LPS, sugerindo a participação do óxido nítrico no mecanismo de ação dos princípios 

ativos da fração 7. Também foi avaliado os efeitos citotóxicos dessa fração em células 

nãocancerígenas (fibroblastos) (Jorge e col., 2008). Dessa maneira, concluiuse que 

embora tenha atividade antiproliferativa para linhagens celulares cancerígenas, não é 

citotóxica para células “normais”.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 Mart. (Clusiacea), popularly known as PauSanto (Alves et al., 

2000), was one of the Cerrado species that showed significant antiproliferative activity in 

previous tests and therefore was selected for this study. Activity guided fractionation of 

the crude dichloromethane extract was undertaken to isolate and identify the active 

compounds involved with the antiproliferative activity. Of seven fractions separated, 

fraction F7 presented best antiproliferative activity, showed inhibition of growth and cell 

death for most cell lines with good correlation between concentration and effect, high 

potency and selectivity for breast, prostate, ovarian and breast resistant to multiple

drugs. For  evaluating, mice (balb /c) had i fibers (Hollow Fibers) containing  

human tumor lines implanted(Hollingshead et al., 1995)  Breast, ovarian and ovarian 

resistant to multiple drugs. Thus, treatment with fraction 7, reduced the cell line density  

breast by 61% when the fibers were implanted in the abdomen (ip), whereas 

doxorubicin, the standard drug, showed reduction by 44%. With subcutaneous fibers, 

Fraction 7 showed reduction by 44%,which was the same value obtained by 

doxorubicin. With ovarian cancer lines, both Fraction 7 and doxorubicin showed 

significant inhibition only on abdomen fiber. The results were reproduced by 

experiments , suggesting that the active compounds are able to achieve different 

body locations. Fractionation of fraction by column chromatography Fr7 provided three 

nain fractions. The most polar of the trhee fractions, Fr β,  produced growth inhibition 

and cell death for most cell lines ( ), with good correlation between concentration 

and effect with selectivity for ovarian, breast and prostate. Cell line selectivity was 

observed for steroidal hormone type compounds. Analysis of Fr β demonstrated that 

this fraction is a mixture of oleaonic and ursolic acid type skeletons (Mahato e col., 

1994, 1997). Subsequently, nitric oxide interference was evaluated for antitumor activity 

(Floyd et al, 2007). Fraction 7 previously treated with LNAME, an inhibitor of nitric oxide 

synthase enzyme, LPS (lipopolysaccharide of  ), which stimulates the production 

of nitric oxide was assessed  (breast). The results demonstrated reduction of was 

NO synthesis and stimulated by LPS, suggesting nitric oxide to be involved with the 

mechanism of action. Evaluation of fraction 7 on fibroblast proliferation proved not  to be 

very cytotoxic to “normal” cells (Jorge, 2008). 



 

 



Nos países mais desenvolvidas do mundo, o câncer é a segunda causa de morte da 

população, superada somente pelas doenças cardiovasculares (Grunfeld e col. 2004). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e válidas também para o ano de 2009, 

apontam que ocorrerão 466.730 casos novos de câncer. Os tipos mais incidentes, à 

exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, são os cânceres de próstata e de 

pulmão no sexo masculino e os cânceres de mama e de colo de útero no sexo feminino. 

Com a queda da mortalidade por doenças infecciosas, temse observado o mesmo perfil 

que países desenvolvidos. Diante deste cenário fica clara a necessidade de 

continuidade em investimentos no desenvolvimento de ações abrangentes para o 

controle do câncer, nos diferentes níveis de atuação, como: na pesquisa, na vigilância, 

na mobilização social, na detecção precoce, na promoção da saúde, na assistência aos 

pacientes, e na gestão do SUS (INCA, 2008).  

 

As causas de câncer são variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, 

estando ambas interrelacionadas. As causas externas relacionamse ao meio 

ambiente e aos hábitos ou costumes próprios de um ambiente social e cultural. As 

causas internas são, na maioria das vezes, geneticamente prédeterminadas. Esses 

fatores causais podem interagir de várias formas, aumentando a probabilidade de 

transformações das células normais tornandoa sem controle do seu crescimento 

(Thiébaut e col., 2006; Inca, 2008). De todos os casos, a grande maioria dos cânceres 

está associada a fatores ambientais. Alguns deles são bem conhecidos: o cigarro pode 

causar, principalmente, câncer de pulmão, a exposição excessiva ao sol pode causar 

câncer de pele. Outros estão em estudo, tais como alguns componentes dos alimentos 

que ingerimos, e muitos são ainda completamente desconhecidos. Outro fator 

importante, é que com o envelhecimento do organismo aumenta a suscetibilidade de 

desenvolver doença neoplásica. Isso, somado ao fato de as células das pessoas 

idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para câncer, 

explica em parte o porquê do câncer ser mais freqüente nesses indivíduos. Os fatores 

de risco ambientais são denominados cancerígenos ou carcinogênicos que atuam 



alterando a estrutura genética (DNA) das células (Verweij e Jonge, 2000; Ballard

Barbash e Mctierman, 2007; Inca, 2008).  

 

O surgimento da neoplasia depende da intensidade e duração da exposição das 

células aos carcinógenos. Por exemplo, o risco de uma pessoa desenvolver câncer de 

pulmão é diretamente proporcional ao número de cigarros fumados por dia e ao 

número de anos que ela vem fumando (Inca, 2008). No entanto, fatores genéticos 

associados aumentam a probabilidade do desenvolvimento dessa patologia. De acordo 

com pesquisas publicadas pelas revistas científicas “Nature” e “Nature Genetics”, o 

risco de uma pessoa ter câncer no pulmão, dependeria de variações genéticas 

individuais no cromossomo 15. Segundo estes estudos, um fumante que possui esta 

variação genética tem 80% mais chances de desenvolver câncer no pulmão, do que um 

fumante que não apresenta tais variações. A região do cromossomo 15, identificada 

por estes estudos, contém genes de receptores de nicotina que poderiam 

desempenhar um importante papel no desenvolvimento do câncer por favorecer a 

fixação da nicotina nas  células, assim como de outros produtos tóxicos. Esses 

resultados poderão abrir novos caminhos para desenvolvimento de novas drogas e 

terapias (Chanock e Hunter, 2008; Hung e col., 2008). 

 

 

O Desenvolvimento Tumoral  

 

Câncer ou Neoplasia é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças, 

caracterizada pelo crescimento descontrolado de células em virtude do desvio dos 

mecanismos de controle que controlam a proliferação e a diferenciação celular (Alberts, 

2004). Dividindose rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas por 

formar metástases, determinando a formação de neoplasias malignas. Por outro lado, 

um tumor benigno é uma massa localizada de células que se multiplicam 

vagarosamente e se assemelha ao seu tecido original (Almeida e col., 2005).  

 



As causas do desenvolvimento de cânceres, normalmente resultam de agressão ao 

genoma celular, com alterações do DNA (mutações) ou expressão anômala de genes 

normais. Tais alterações levam à ativação ou inativação de genes que coordenam 

funções como proliferação, diferenciação e apoptose. As mutações afetam duas 

grandes classes de genes: genes de proliferação, que codificam proteínas envolvidas na 

divisão celular e genes antiproliferação, que codificam proteínas que suspendem o ciclo 

celular (Alberts, 2004). Por exemplo, inativação dos genes supressores de tumor (p53, 

RB1); ativação de oncogenes  genes de proliferação que 

sofreram mutação (Semenza, 2007). 

 

 

O Ciclo Celular 

 

Existem diversos mecanismos moleculares que estão envolvidos na transformação da 

célula normal para a célula maligna, mas a maior parte deles interfere na divisão celular 

e, por isso o conhecimento do ciclo celular é importante para compreender a etiologia do 

câncer (Li e col., 2006). A célula em repouso (que não está se replicando no momento) 

está na fase G0, onde o DNA apresentase superenovelado, com atividade nuclear 

baixa. Desse estágio passase para a fase G1, caracterizada por expressão de genes e 

síntese de proteínas, preparando para a Fase S, onde a célula replica seu DNA. Na 

Fase G2, há síntese de componentes para a mitose (a célula novamente cresce e 

sintetiza proteínas). Logo após a G2, entrase na fase M (mitose)  fase na qual a célula 

aumentada finalmente se divide ao meio, para produzir duas célulasfilhas com igual 

número de cromossomos, finalizando o ciclo de replicação celular, retornando então, à 

fase G0 (em repouso). A célula tumoral não finaliza esse ciclo (não retorna à fase G0), 

assim passa da fase M para nova fase G1 (Alberts, 2004; Almeida e col., 2005). 

 

Esses eventos celulares devem ocorrer em uma ordem fixa, portanto, a célula 

apresenta um sistemacontrole que assegura a progressão correta pelo ciclo, ativando 

ou inativando enzimas e proteínas responsáveis por esta progressão. Essa regulação 

se faz por meio de “freios moleculares”, que podem parar o ciclo em vários “pontos de 

checagem”, que evitam o próximo passo do ciclo antes do término do estágio 

precedente (Alberts, 2004). Por exemplo, os fatores de crescimento e os produtos de 



oncogenes ativam a multiplicação celular, enquanto que os genes supressores 

tumorais, são controles que detém a replicação celular quando há dano no DNA, para 

que seja reparado. Outro mecanismo regulador é a apoptose que consiste em um 

mecanismo pelo qual a célula promove a sua autodestruição de modo programado, 

sem causar dano ao tecido. Portanto, a importância desse mecanismo no organismo, é 

controlar a densidade populacional de células, deletando células danificadas, 

impedindoas de se transformarem em células tumorais (Li e col., 2006; Bonnet e col., 

2007). 

 

Muitos quimioterápicos exercem sua ação sobre as células que se encontram no ciclo 

celular, como por exemplo, os alcalóides da vinca que agem pela inibição do fuso 

mitótico, ligandose às tubulinas e interrompendo a divisão celular na metáfase. (Li e 

col., 2006). Os agentes antimetabólicos bloqueiam a síntese de DNA, portanto são 

restritos à fase S do ciclo celular. Como exemplo dessa classe de quimioterápicos pode

se citar os antagonistas das pirimidinas (fluorouracil5); mercaptoprinas (análogos das 

purinas) (Almeida e col., 2005). 

 

 

Características das Células Tumorais  

 

As células tumorais apresentam características que as distinguem das células normais, 

como por exemplo: proliferação descontrolada, indiferenciação, perda da função, 

invasão/metástase, angiogênese (Hemminki e Mutanen, 2001). São menos 

especializadas nas funções que as suas correspondentes normais e 

conseqüentemente os tecidos invadidos também vão perdendo suas funções em 

virtude da ausência de diferenciação e proliferação descontrolada (Degos, 1995). 

Dessa forma, compostos capazes de induzir a diferenciação são uma boa alternativa 

para o tratamento de câncer (Kong G, 1999). As metástases se formam a partir de 

células que se desprenderam do tumor primário e alcançam outros locais através dos 

vasos sangüíneos ou linfáticos (Semenza, 2007) e constitui a principal causa de 

mortalidade e morbidade da maioria dos cânceres (Choi e col., 2005; Shchors e Evan, 

2007). Com constante multiplicação celular, há necessidade de que novos vasos 

sangüíneos sejam formados (angiogênese) para que seja mantida a oxigenação e 



nutrição destas células (Choi e col., 2005; Kaur e col., 2006). Os tumores apresentam 

uma vascularização bastante proeminente em relação aos tecidos normais, condição 

essencial para que ocorra o desenvolvimento neoplásico (Black e Dinney, 2007; 

Shchors e Evan, 2007).  

 

Tratamento 

 

Os tratamentos de câncer variam de acordo com o tipo e a gravidade da doença, sendo 

a cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou ainda uma combinação destas as principais, 

além da imunoterapia. No caso de leucemias, podese recorrer ao transplante de 

medula (Dancey e Chen, 2006).  

 

Como a maioria dos quimioterápicos atua em células que se encontram em processo de 

divisão, as neoplasias que são mais susceptíveis ao tratamento quimioterápico são 

aquelas que possuem elevada taxa de proliferação, como as do sistema 

hematopoiético. Portanto, os tumores sólidos, que apresentam divisão celular 

relativamente lenta, tais como carcinoma de pulmão, cólon, mama, respondem pouco 

aos agentes quimioterápicos existentes (Oliveira e Alves, 2002; Almeida e col., 2005). O 

objetivo da quimioterapia é destruir as células neoplásicas, porém em virtude da baixa 

seletividade afetam também as células normais de rápida divisão, como as 

gastrointestinais, capilares e as do sistema imunológico. Isto explica a maior parte dos 

efeitos colaterais da quimioterapia: náuseas, perda de cabelo, e susceptibilidade maior 

às infecções. O seu uso clínico exige que os benefícios sejam confrontados com a 

toxicidade, na procura de um índice terapêutico favorável (Oliveira e Alves, 2002). 

 

Um dos grandes problemas da quimioterapia é a resistência a drogas. Um dos 

mecanismos de resistência mais estudados na atualidade é denominado “resistência 

múltipla” (“ ” ou MDR). Através deste mecanismo, células tumorais 

expostas a um único tipo de quimioterápico tornamse, simultaneamente, resistentes a 

quimioterápicos de natureza química diversa e que apresentam mecanismos de ação 

completamente distintos (Kruh, 2003; Kaur e col, 2006). 



 

Pesquisa e Desenvolvimento de Agentes Antineoplásicos 

 

O desenvolvimento de novas drogas anticâncer é um processo longo, dividido em duas 

fases distintas – A fase de testes préclínicos envolve a aquisição de novos compostos, 

estudos e  da atividade antitumoral, produção, formulação e toxicologia 

animal. Já os testes clínicos irão avaliar a atividade e toxicidade dos compostos no 

homem. Entre a descoberta de um novo composto com perspectivas promissoras e seu 

uso efetivo na terapêutica, existe um longo caminho a percorrer (mais de 10 anos) e 

consumo de grande quantidade de recursos (Schwartsmann e col, 1988, Pertenson e 

Houghton, 2004; Sausville e Newell, 2004). 

 

Primeiramente, existe uma préseleção dos compostos, onde são identificadas 

substâncias que produzem efeitos antitumorais, definindo os compostos que passarão 

ao próximo estágio no programa de desenvolvimento. No jargão do desenvolvimento de 

drogas anticâncer este processo é denominado “ ” ou , e deve 

combinar rapidez, simplicidade e baixo custo com boas perspectiva de atividade clínica 

(Schwartsmann e col, 1988). 

 

As metodologias utilizadas para descobrir uma nova droga contra o câncer vêm sendo 

aprimoradas continuamente. Vários aspectos precisam ser avaliados, tais como: 

eficácia, segurança de uso, grau de toxicidade, dose terapêutica, perfil do paciente para 

um novo tipo de tratamento etc. Mesmo após ser aprovada para a comercialização, 

ainda é preciso monitorar a existência de outros efeitos colaterais a médio prazo  antes 

que a licença definitiva seja concedida pelos órgãos reguladores competentes. 

Resumindo, o valor do estágio préclínico devese, principalmente à possibilidade de 

previsão da resposta do organismo a um determinado fármaco, sendo um prérequisito 

aos ensaios clínicos (Kelland, 2004; Suggitt e Bibby, 2005). 

 

Os primeiros programas de pesquisa de novas drogas antitumorais utilizavam 

exclusivamente leucemias murinas como modelo de triagem laboratorial. O Instituto 

Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCIUSA), iniciou um programa de triagem em 



largaescala de drogas anticâncer, sendo que durante mais de três décadas utilizou um 

painel de modelos murinos, como as Leucemias murinas L1210 e P388 (Staquet e col., 

1983; Suggitt e Bibby, 2005).  

 

Tal estratégia aparentemente gerou uma seleção doençaorientada de compostos com 

elevada seletividade para leucemia e linfomas, basicamente com mecanismo de ação 

bastante similar, sugerindo que as metodologias de seleção até então utilizados foram 

tendenciosas. Portanto, a insuficiência de drogas para o tratamento de tumores sólidos 

é conseqüência dos modelos de triagem utilizados. Além disso, a triagem de drogas em 

modelos murinos revelou que a transposição dos resultados obtidos em animais para o 

homem nem sempre apresentava resultados compatíveis (Staquet e col., 1983; Suggitt 

e Bibby, 2005). 

 

Como conseqüência, em 1976, o NCI introduziu um novo painel de tumores humanos 

sólidos que representavam os tipos histológicos mais prevalentes de câncer nos EUA. A 

triagem passou então a ser realizada em dois estágios. No primeiro estágio, as drogas 

eram selecionadas através do modelo de leucemia murina (P388) e no segundo 

passavam por modelos utilizando animais imunodeficientes, com implante de células 

tumorais humanas. Nessa segunda etapa, o NCI adotou o uso de 9 linhagens tumorais 

humanas em modelos , sem abandonar as linhagens murinas, pois as drogas 

eram submetidas a uma "prétriagem" utilizando a linhagem P388. Este painel de 

linhagens tumorais (humanas e murinas) identificou alguns agentes antitumorais 

utilizados na clínica como, por exemplo, o taxol. (Suggitt e Bibby, 2005). Como 

complemento, foi desenvolvido o camundongo imunodeficiente (nude mice [nu/nu]), que 

não possui timo e, portanto células T, sendo receptores de qualquer tipo de transplante 

inclusive de células tumorais humanas. Em 1982, novos modelos foram introduzidos no 

painel do NCI, com tumores que apresentam resistência múltiplas às drogas (Suggitt e 

Bibby, 2005). 

 

No final da década de 80, o desenvolvimento de diversas linhagens celulares oriundas 

de tumores humanos, impulsionou o desenvolvimento da metodologia para triagem “

, onde estas células podem ser propagadas indefinidamente (Baguley e Marshall, 

2004). Assim, o NCIEUA implementou um novo sistema de triagem baseado em 



“doençaorientada”. Este novo programa constituiu um painel de células cancerígenas 

que, atualmente conta com 60 linhagens oriundas de 8 tipos de tumores sólidos 

(pulmão, melanoma, mama, rim, cólon, próstata, ovário e cérebro) e do sistema 

hematopoiético (leucemia). Essa metodologia  permite a avaliação das drogas em 

tipos distintos de células neoplásicas, possibilitando a descoberta de drogas com maior 

especificidade. Outras vantagens são a rapidez e a eficiência do método que permite 

avaliar um número elevado de drogas em apenas quatro dias, selecionando aquelas que 

serão avaliadas em animais (Baguley e Marshall, 2004; Houghton e col., 2007). O 

principal objetivo do NCI era produzir uma triagem que seria suficientemente 

discriminatória para assegurar que não fossem selecionados para futuras avaliações em 

organismos animais compostos que não apresentassem atividade antiproliferativa 

, diminuindo bastante os custos do processo (Suggitt e Bibby, 2005) 

 

Na padronização de uma metodologia “  o NCIUSA adotou uma técnica 

espectrofotométrica, com um ensaio colorimétrico que utiliza a Sulforrodamina B (SRB), 

corante rosa brilhante que se liga às proteínas das células, sendo assim independente 

do metabolismo celular (Shoemaker, 2006). Esta metodologia promove uma 

quantificação de proteínas de modo linear com o número de células em cultura, é 

consideravelmente rápida, simples, possui grande sensibilidade e alta reprodutibilidade 

(Skehan e col, 1990).  

 

A continuidade dos estudos com novas moléculas descobertas através da triagem “

, está vinculada à demonstração da sua eficácia “ Desde 1995, quando 

Hollingshead e colaboradores (1995) validaram a metodologia utilizando fibras 

semipermeáveis (Hollow Fiber), esta tem sido utilizada em uma fase inicial dos estudos 

de drogas no NCIEUA, e inúmeros compostos têm sido selecionados com atividade 

antitumoral (Hollingshead e col., 1995). De acordo com esta metodologia   

(HF) , os camundongos imunodeficientes ( ) recebem um implante de fibras 

semipermeáveis no abdômen e no dorso, contendo linhagens tumorais humanas 

(Kelland, 2004). Importante notar que a porosidade dessas fibras permite a passagem 

de quimioterápicos e de nutrientes, mas não permitem que as células tumorais entrem 

em contato com as células do hospedeiro (Hollingshead e col., 1995; Suggitt e Bibby, 

2005). Devido à praticidade do crescimento das linhagens em fibras, rapidez e custos, o 



NCIUSA implementou o ensaio de HF como rotina de ensaios preliminares “  

(Suggitt & Bibby, 2005). 

 

Inicialmente, este ensaio (HF) seleciona compostos que em uma fase posterior serão 

avaliados em modelos xenográficos (em camundongos nude) reduzindo 

consideravelmente o número de compostos ativos “  que seriam avaliados 

diretamente no ensaio xenográfico (Suggitt e col., 2004). O ensaio de HF também tem 

sido utilizado para investigação farmacodinâmica (interação drogaalvo) de agentes 

anticâncer (Suggitt e col., 2006). 

 

 

Plantas Medicinais  

 

A utilização de plantas como recurso terapêutico é uma prática muito antiga da 

civilização humana. Mas, com a Revolução Industrial e o desenvolvimento da química 

orgânica, os produtos sintéticos foram adquirindo primazia no tratamento 

farmacológico. Isto ocorreu, entre outros fatores, pelo crescente poder econômico das 

grandes companhias farmacêuticas. Mesmo assim, os produtos naturais não perderam 

lugar na terapêutica, sendo considerados equivocadamente pela população como 

medicamentos seguros (Newman e Cragg, 2007). Atualmente cerca de 25% dos 

medicamentos prescritos na maioria dos países são de origem vegetal (Sarcoman e 

col., 2008), e entre os 252 fármacos básicos ou essenciais selecionados pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), uma parcela significativa é preenchida por 

medicamentos sintéticos, obtidos a partir de precursores naturais (Hamburger e 

Hostettman, 1991). 

 

Além disso  nos últimos anos houve um grande avanço nas pesquisas químicas e 

farmacológicas de plantas medicinais que visam obter novos compostos com 

propriedades terapêuticas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de 

trabalhos publicados na área, tanto em congressos como em periódicos nacionais e 

internacionais, além do surgimento de novos periódicos específicos sobre produtos 

naturais, como por exemplo: 

 etc. Além disso, o surgimento de novas técnicas espectroscópicas, 



estruturas moleculares complexas de constituintes naturais são identificadas 

rapidamente (Cechinel, 1998).  

 

A análise de substâncias ativas em plantas é complexa e longa, já que muitas vezes os 

compostos presentes em menor proporção são os que apresentam melhores efeitos 

biológicos. Por isso há necessidade de um trabalho em colaboração entre químicos, 

farmacólogos e botânicos, isto é, necessitase de um estudo multidisciplinar (Houghton, 

2007). Essa interação se torna mais importante, quando se leva em conta a toxicidade 

das plantas. No Brasil, as ervas medicinais são consumidas com pouca ou nenhuma 

comprovação de suas propriedades farmacológicas. Comparada com medicamento 

convencionais, a toxicidade das espécies vegetais e fitoterápicos podem parecer trivial. 

Isto, entretanto, não é verdade. A toxicidade de plantas medicinais é um sério problema 

de saúde pública. Os efeitos adversos, as adulterações e toxidez bem como a ação 

sinérgica com outros fármacos ocorrem comumente. Determinadas plantas ainda 

podem apresentar substâncias potencialmente perigosas e por esta razão, devem ser 

utilizadas com cuidado. Um exemplo importante é o confrei ( ), 

utilizado como cicatrizante devido à presença de alantoína, mas que também possui 

alcalóides pirrolizidínicos, comprovadamente hepatotóxicos e carcinogênicos. Sua 

utilização foi condenada pela a OMS depois de provocar morte por cirrose hepática 

(Veiga e Pinto, 2005). 

 

Atualmente, os produtos naturais constituem uma das principais linhas de pesquisa na 

busca de novos agentes anticancerígenos. Drogas utilizadas na quiomioterapia como 

vincristina e a vinblastina, isoladas de  e utilizadas no tratamento de 

leucemias, linfomas e câncer testicular são exemplos de alcalóides de origem vegetal. 

Descobertas importantes como essas, ainda continuam inspirando muitos cientistas e 

empresas farmacêuticas na pesquisa de protótipos para o desenvolvimento de novos 

medicamentos a partir de substâncias naturais (Denny, 2007). Outro exemplo, o 

diterpeno plaquitaxel ( e ), utilizado no câncer de ovário e 

de pulmão (Newman e Cragg, 2005).  

 

Também no final de 1940 foram isolados dois alcalóides de espécies do gênero 

 que eram utilizadas pela população da Ásia no tratamento de câncer de 



pele e verrugas. No entanto os resultados experimentais com esses alcalóides não 

foram encorajadores. Mais tarde foram obtidos por semisíntese dois derivados desses 

alcalóides, a , utilizadas no tratamento do câncer (Maciel e 

col., 2007). A camptotecina, um alcalóide extraído da árvore chinesa 

, testado em ensaios clínicos no início da década de 70, é um inibidor da 

enzima topoisomerase I  envolvida na manutenção da estrutura topográfica do DNA 

durante o processo de transcrição. Apesar de ter sua atividade antitumoral confirmada, 

apresentou alta toxicidade e sua utilização foi interrompida. Todavia, este composto é 

utilizado como protótipo no desenvolvimento de novos inibidores da Topoisomerase I, 

como o  (Thompson e col., 1998). 

 Mart & Zucc. 

 

Nos últimos anos o CPQBAUNICAMP, através de projetos financiados pelo CNPq (n° 

000521449/94), FAPESP (n° 95/096075) e verbas obtidas com a prestação de 

serviços, desenvolveu dois projetos de avaliação do potencial anticâncer de espécies 

vegetais da Amazônia e do Cerrado do Estado de São Paulo. Parte dos recursos 

obtidos foi utilizado para a implantação de um Laboratório de Cultura de Células 

Tumorais Humanas. As Linhagens tumorais foram cedidas pelo National Cancer 

Institute (NCIUSA) e dessa maneira foi possível o desenvolvimento da mesma 

metodologia utilizada por esse centro de pesquisas, referência nesta área.Os extratos 

das espécies vegetais foram produzidos pela Divisão de Fitoquímica do CPQBA

UNICAMP e pelo laboratório de Pesquisas da Amazônia (INPA). No NCIEUA tiveram 

sua atividade antiproliferativa avaliada no painel de algumas linhagens tumorais 

humanas. Embora esses projetos tenham sido planejados para comparar a atividade 

de extratos obtidos de plantas desses ecossistemas (cerrado e floresta amazônica), os 

resultados mais significativos foram obtidos com as espécies do cerrado. Dessa 

maneira, foi selecionada para estudo neste projeto a  Mart., O CPQBA

Unicamp possui a estrutura organizacional para realizar um estudo multidisciplinar, 

sendo composto pelas Divisões de Agrotecnologia, Fitoquímica, Química Orgânica e 

Farmacêutica, Farmacologia e Toxicologia, Microbiologia, Resíduos, Biotecnologia e 

Recursos Microbianos. Devido ao seu caráter pluridisciplinar, a maioria dos projetos de 

pesquisa desse centro de pesquisas é realizada de maneira integrada, envolvendo 



suas diversas divisões. 

 

A Mart e Zucc.  conhecida popularmente como 

(Alves e col., 2000) é encontrada 

principalmente na região central do Brasil (Cortez e col., 1997). O material vegetal foi 

coletado na cidade de ConchalSP, Fazenda Experimental Campininha, reserva de 

cerrado, sendo a exsicata depositada no Herbário do IB/UNICAMP (97/13).  O extrato 

bruto aquoso de é utilizado no tratamento de diversas doenças tropicais 

como a malária, esquistossomose, leishmaniose e infecções por fungos e bactérias 

(Pinheiro e col., 2003). Estudos com o extrato etanólico de  constataram 

efeitos antidepressivos e ansiolíticos em ratos (Martins e col., 2004). Um dos mais 

recentes trabalhos com esta espécie demonstrou que o extrato etanólico apresenta 

atividade antiulcerativa em modelos experimentais (Goulart e col., 2005). A análise do 

extrato diclorometano de folhas e caules de  revelaram a presença de 

muitas xantonas, algumas exibiram atividade antifúngica, especificamente para 

 e  (Zagoto e col., 2006), e outras 

apresentaram atividade antimicrobiana para  (Dharmaratne e 

col., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Os objetivos deste trabalho foram: 

 

 

 Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos brutos obtidos de caules e folhas 

de  em linhagens tumorais humanas. 

 

 

 Fracionamento do extrato ativo por biomonitoramento em células tumorais 

humanas. Isolar e identificar o composto ativo. 

 

 

 Padronização da metodologia que avalia a atividade anticâncer em células 

tumorais humanas introduzidas no interior de fibras semipermeáveis em 

camundongos imunocompetentes e estudo da fração ativa neste modelo 

experimental. 

 

 

 Avaliação do provável mecanismo de ação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5.1. PROCESSAMENTO FITOQUÍMICO 

 

5.1.1. Coleta 

 

O material vegetal foi coletado na cidade de ConchalSP, Fazenda Experimental 

Campininha, reserva do cerrado. A identificação botânica desta espécie foi realizada 

pelos professores Dra Maria do Carmo E. do Amaral e Dr. Volker Bittrich, 

Departamento de Botânica do IB–UNICAMP. A exsicata (registro: 97/13) foi 

depositada no Herbarium do IB/UNICAMP.  

 

 

 

5.1.2. Análise por cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

As CCDs foram efetuadas em cromatofolhas de alumínio (Merck) de dimensões de 

20x20 cm com silicagel 60 F254 (Merck). Foram eluídas com uma mistura de 

diclorometano/metanol 1% e 2%. A visualização dos componentes foi feita por 

pulverização com revelador específico, o anisaldéido (ácido acético:ácido 

sulfúrico:anisaldeído 50:1:0,5) (Denny, 2007). Seguido de aquecimento em estufa. As 

frações com compostos de Rf ( ) próximos foram reunidas em grupos. 

 



5.1.3. Obtenção do Extrato Bruto Diclorometano (EBD) e do Extrato Bruto 

Etanólico (EBE) de Mart e Zucc

 

Para obtenção dos extratos brutos, 300g de caule e folhas frescas de

, foram submetidos a maceração dinâmica com diclorometano (200mL) por um 

período de 2 horas. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Os volumes 

resultantes foram reunidos e filtrados. O solvente orgânico foi eliminado sob vácuo a 

40ºC fornecendo 5g extrato bruto diclorometano (EBD). 

 

O resíduo vegetal deste processo foi retomado em 200 mL de etanol 95% e extraído 

novamente por três vezes. O solvente orgânico foi evaporado, também a 40ºC até a 

sua completa eliminação fornecendo então o extrato bruto etanólico (EBE). Este 

procedimento de extração com diclorometano seguido por etanol, é de acordo com o 

protocolo de obtenção de extratos preconizado pelo NCI (Instituto Nacional do Câncer 

dos Estados Unidos).

 

 

 

 

Figura 1: Fluxograma de Obtenção dos Extratos Brutos Etanólico e Diclometânico. 
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5.1.4. Preparação do Extrato Bruto Diclometânico obtido de planta seca por 

extração à Quente. 

 

Para preparação do extrato bruto diclometânico obtido à quente, o material vegetal 

(300g) seco e moído de  foi extraído a 40° C em 2L do solvente 

diclorometânico, através de aquecimento em balão de vidro acoplado a um 

condensador de refluxo (aparelho soxhlet). Após a filtração o extrato foi concentrado 

sob vácuo até a completa remoção do solvente obtendose 70g do extrato bruto 

diclometânico quente (EBDQ). Para finalizar foi adicionado carvão ativado, para 

retirada das clorofilas e após filtração o solvente foi evaporado. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Fluxograma de Obtenção do Extrato Bruto Diclorometânico obtido à quente  

(EBDQ) 
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5.1.5. Fracionamento do EBDQ e da Fração 7 

 

 

O EBDQ (10g) de  impregnado em sílicagel foi submetido a uma 

cromatografia de coluna filtrante utilizandose como eluente hexano/acetato de etila 

com gradiente crescente de polaridade. As frações eluídas foram analisadas por 

cromatografia em camada delgada (Eluente: dicloro/metanol1 %) e agrupadas segundo 

perfis cromatográficos semelhantes, obtendose sete frações distintas denominadas F1 

(2g), F2 (1,3 mg), F3 (1,1 mg), F4 (1g), F5 (750 mg), F6 (1,5g) e F7 (1g). Este 

procedimento foi repetido algumas vezes para se obter maior quantidade da fração 7. A 

fração denominada sete (1g) foi purificada por sucessivas cromatografias de adsorção 

em coluna de sílicagel utilizandose misturas de diclorometano/metanol com gradiente  

crescente de polaridade de 1%. As frações eluídas foram analisadas por cromatografia 

em camada delgada (Eluente: dicloro/metanol 2%) e agrupadas segundo perfis 

cromatográficos semelhantes, obtendose 3 frações distintas, denominadas Fr Alfa, Fr 

Beta (100mg) e Fr Gama.  

 

 

Figura 3: Fluxograma do Fracionamento do EBDQ e da Fração 7 

Coluna Cromatográfica
Diclorometano: Metanol

Coluna Cromatográfica
Hexano: Acetato de Etila

Fração 
7

EBDQ
30g

Fração 
1

Fração 
2

Fração 
3

Fração 
4

Fração 
5

Fração 
6

Fração 
Alfa

Fração
Beta

Fração 
Gama

Fração 
Alfa

Fração
Beta

Fração 
Gama

Fração 
Alfa

Fração
Beta

Fração 
Gama

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: CCD das Frações 1 à 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: CCD das frações Alfa, Beta e Gama 
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5.2. ENSAIOS FARMACOLÓGICOS 

 

5.2.1. Avaliação da Atividade Antiproliferativa “ ” 

 

5.2.1.1. Células      

 

As linhagens célulares utilizadas neste trabalho são originárias de neoplasias humanas 

e foram cedidas ao CPQBA pelo “National Cancer Institute” (NCI  USA) (Tabela 1). As 

células foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm2 (Nunc), com 5 mL de meio 

RPMI (Gibco) suplementados com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB), mantidas 

em estufa a 37ºC, com 5% de CO2 em ambiente úmido. Estas células são repicadas 

quando atingem cerca de 80% de confluência e por no máximo 20 vezes consecutivas. 

 

 

 

Tabela 1. Linhagens Tumorais Humanas e sua Densidade de Inoculação. 

Tipo Celular Nome Origem Densidade de Inoculação 

(104 células/ mL) 

Pulmão NCIH460 Endoderme 4,0 

Mama MCF7 Ectoderme 6,0 

Ovário Resistente NCIADR/ RES Ectoderme 5,0 

Cólon HT29 Endoderme 4,0 

Próstata PC3 Mesoderme 5,0 

Melanoma UACC62 Ectoderme 5,0 

Ovário OVCAR3 Mesoderme 7,0 

Renal 7860 Mesoderme 4,5 

Leucemia K562 Mesênquima 5,0 

 

 



5.2.1.2. Ensaio para a determinação da atividade antiproliferativa dos extratos e 
frações vegetais 

  

Foram plaqueados 100 �L de células em meio RPMI/SFB com 50 `g/mL de 

gentamicina, em placas de 96 compartimentos. Após um período de incubação de 24 

horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 em ambiente úmido, foram adicionados 100 

�l do extrato nas concentrações de 0,25; 2,5; 25; 250 �g/mL. Uma placa controle foi 

fixada para determinação da concentração protéica existente no momento da adição 

das amostras (T0). As demais placas com extratos, foram incubadas por 48 horas nas 

mesmas condições. Após este período de incubação, o experimento foi interrompido 

com a adição de 50 `L de ácido tricloroacético a 50%, por 60 minutos a 4 ºC. 

 

 

5.2.1.3. Ensaio da Sulforrodamina B (SRB) 

 

As placas fixadas com ácido tricloroacético (TCA), foram submetidas a cinco lavagens 

consecutivas com água destilada para a remoção dos resíduos de TCA, meio de 

cultura, SFB e metabólitos secundários. Estas placas foram mantidas à temperatura 

ambiente até a secagem completa. Em seguida, foram adicionados 50�L de SRB a 0,4 

% dissolvido em ácido acético a 1 % e incubadas a 4 ºC, por 30 minutos. Após esse 

período, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solução de ácido 

acético 1%. O resíduo da solução de lavagem foi removido e as placas foram 

novamente secas à temperatura ambiente. O corante ligado às proteínas celulares foi 

solubilizado com solução de Trizma Base na concentração de 10�M e pH 10,5 por 5 

minutos em ultrasom. A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em 

540 nm por leitor de microplacas. A sulforrodamina B é um corante protéico que se liga 

aos aminoácidos básicos das proteínas de células que estavam viáveis no momento da 

fixação. Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a 

atividade citotóxica da amostra em teste (Skehan e col., 1990) 

 



5.2.1.4. Análise dos resultados N Ensaios farmacológicos “ ” 

 

Com os dados de absorbância foram elaborados gráficos relacionando a porcentagem 

de inibição ou morte celular com a concentração de extrato ou fração. Além disso, 

foram calculadas as médias das absorbâncias descontadas de seus respectivos 

brancos e através das fórmulas a seguir, foi determinada a inibição de crescimento (IC) 

de cada amostra testada.  

Se T > C a droga estimulou o crescimento, não apresentou IC.  

Se T >= T
0 

mas < C, a droga foi citostática e a fórmula utilizada foi 100 X [(TT
0
)/ (C

T
0
)].  

Se T< T0 a droga foi citocida e a fórmula utilizada foi 100 X [(TT
0
)/(C)]  

Sendo que T é a média da absorbância da célula tratada; C é o controle de célula; T
0 

é 

o controle das células no dia da adição das drogas. O resultado obtido foi subtraído de 

100%, obtendose então a porcentagem de inibição de crescimento. Com esses 

resultados foram produzidos gráficos relacionando a concentração da amostra e seu 

efeito. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibição de 

crescimento maior que 50% e ainda de forma dose dependente, preferencialmente 

apresentando seletividade para os tipos celulares.  

Através da regressão sigmóide das curvas obtidas com as médias das absorbâncias, 

são calculados os valores TGI (total growth inhibition), que é a concentração da droga 

teste onde 100 X [(TT
0
)/ (CT

0
) = 0, ou seja é a concentração necessária para inibir 

totalmente o crescimento celular (efeito citostático). Esses valores são utilizados para 

comparar a potência das amostras e construir os gráficos comparativos, evidenciando a 

seletividade (HOLBECK, 2004; Shoemaker, 2006). 

 

 

 

 

 

 



5.2.2.  Avaliação da atividade anticâncer em modelo animal. 

 

ANIMAIS 

 

A atividade farmacológica foi avaliada em camundongos machos imunocompetentes 

Balbc/c (2530g) fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Durante 

o período de adaptação de 7 dias, os animais foram aclimatados às condições do 

laboratório, portanto, mantidos em câmaras com temperatura controlada (22 ± 3ºC) em 

ciclos claroescuro de 12 horas, com água e ração . Todos os procedimentos  

foram aprovados pelo Comitê de Ética do Instituto de Biologia (CEEA, UNICAMP, 

protocolo: 12521) 

 

 

5.2.2.1.  Screening Hipocrático 

 

Para a determinação do perfil de toxicidade aguda das substâncias ativas os animais 

foram separados em 4 grupos de 10 animais cada, de acordo com o tratamento.  

 

Os camundongos foram tratados com a Fração 7 (Fr7) da  por via 

intraperitoneal nas doses de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 g/kg. Os extratos foram diluídos em 

salina 0,9% e um animal de cada grupo foi tratado com salina (controle negativo). Os 

efeitos gerais foram observados por um período de 15 dias. Os principais efeitos 

observados foram: alterações de peso corporal, eriçamento dos pêlos, diarréia, 

convulsões, estado de consciência e disposição; coordenação motora; tônus muscular; 

reflexos (Campbell e Richter, 1967). 

 

 

 

 

 

 

 



 

5.2.2.2. Hollow Fiber N Padronização do Método 

 

Hollow Fiber  

 

Foram utilizadas Fibras Semipermeáveis de Fluoreto de Polivinilidina com 1 mm de 

diâmetro e porosidade 500000 Da (Hollow Fibers). Antes da sua utilização, as fibras 

foram incubadas com etanol 70% por 72 horas. Após a retirada do etanol com água 

deionizada, as fibras foram autoclavadas para esterelização. Para o implante, as fibras 

após serem lavadas com RPMI (com 20% de soro fetal bovino – SFB), foram 

preenchidas com células (MCF7, NCIADR e OVCAR na concentração de 106 

células/mL)  e seccionadas em pedaços de 2 cm por pinça hemostática previamente 

aquecida em incinerador. Além de seccionar, a pinça sela as extremidades da fibra 

impedindo o extravasamento das células. As fibras foram incubadas em placas de 6 

divisões durante 24 horas (37ºC  5%  CO2). Posteriormente, foram implantadas nos 

animais. Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de quetamina (20 

mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal) administrada 

intraperitonialmente (i.p). Para o implante intraperitonial, foi feita uma pequena incisão 

na pele e musculatura da parede abdominal e as fibras inseridas na cavidade 

intraperitonial. Foram implantadas 3 fibras, cada uma com uma linhagem diferente. 

Outras 3 fibras foram implantadas no dorso do animal sob a pele (implante 

subcutâneo), sendo que uma pequena incisão foi feita na região cervical (Hollingshead 

et al., 1995). Foram utilizadas fibras de cores diferentes (branco, amarelo e azul) para 

identificação das linhagens celulares. 

 

Os camundongos foram divididos em três grupos (n=8) de acordo com as drogas em 

avaliação. No grupo controle negativo foi administrado salina (NaCl 0,9%), nos grupos 

tratados foram administrados: doxorrubicina como controle positivo (6 mg/kg) e a 

Fração 7 (1g/kg). A Fração 7 foi administrada diariamente, via intraperitonial após 3 

dias do implante das fibras, durante 14 dias. A doxorrubicina foi administrada 2 vezes: 5 

e 10 dias após o implante. O peso corporal foi determinado diariamente e no décimo 

quarto dia, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical; as fibras 

foram retiradas do corpo e depois de removidos o excesso de tecido do hospedeiro, 



depois foram colocadas em placas com 6 divisões, contendo 2 mL de meio de cultura 

(com 20% de SFB), e incubadas por 30 min a 37ºC. 

 

 

Ensaio – MTT 

 

Para avaliação da viabilidade da célula contida dentro das fibras intactas, utilizouse o 

ensaio desenvolvido com o corante sal tetrazolium MTT (MTT (3[4,5dimetiltiazol2yl]

2,5difeniltetrazolium brometo). Esse sal, de coloração amarela, na presença de 

desidrogenases mitocondriais transformase em formazam de coloração rósea púrpura 

e solúvel em veículos aquosos. Esta metodologia determina a atividade através da 

leitura espectrofotométrica (540 nm) do composto formado, sendo sua concentração 

diretamente proporcional ao número de células viáveis. Foi adicionada em cada disco 

contendo as fibras: 1 mL de meio de cultura (20% de SFB) contendo 1 mg MTT/mL. 

Depois de 4 horas de incubação a 37ºC, o meio de cultura foi removido por aspiração, 

para a adição de 2 mL de uma solução de protamina sulfato 2,5% e estocadas a 4 ºC 

por pelo menos 4 horas. Para avaliar a densidade óptica das amostras, as fibras foram 

transferidas para placas de 24 divisões, o que permite secar durante a noite. A seguir, o 

cristal de formazan foi extraído de cada amostra com dimetisulfóxido (DMSO), 

250`L/divisão por 4 horas a temperatura ambiente. Alíquotas se 150`L foram 

transferidas para placas de 96 divisões para leitura óptica em ELISA (540 nm) 

(Rubinstein e col., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Análise dos Dados. 

 

A densidade celular das células retiradas das fibras dos animais foram expressas em 

porcentagem de crescimento (%), definidas como: 

 

Média de absorbância do dia da implantação das fibras 

 

O valor representa a porcentagem de inibição de crescimento das células na fibra 

comparada com o dia da implantação. O resultado foi submetido a análise de variância 

seguida pelo teste de Duncan  com nível de significância p< 0,05 para todos os testes. 

 

 

5.2.3. Influência do Inibidor da Óxido Nítrico Sintase (NOS) sobre a Atividade 

Anticâncer 

 

Lipopolissacarídeo (LPS) de  sorotipo 0111:B4 (Sigma). Preparado em solução 

estoque na concentração de 1000 �g/mL em RPMI, que foi diluído para atingir a 

concentração final de 5 �g/mL. 

 

LNAME: NGnitroLArginina metil Éster – Inibidor da Óxido Nítrico Sintase 

 

Procedimento: 

Cem microliltros de suspensão das células  MCF7 e OVCAR03 – nas suas 

respectivas densidades de inoculação em meio de cultura (RPMI) foram inoculadas em 

microplacas de 96 orifícios. Após 24 horas, foram adicionadas as amostras a serem 

testadas: Fração 7; Fração 7+ LNAME e Fração 7 + LPS, que foram incubadas em 

estufas contendo 5% de CO2 a 37ºC, por 24 horas. Para a avaliação da viabilidade 

celular utilizouse o ensaio com o corante sal tetrazolium MTT. (Xie e Huang, 2003; 

Feder e Laskin, 1994). 

 

 

 



5.2.4. Ensaio de Indução de Crescimento com Fibroblastos: 

 

Os fibroblastos humanos (“células normais”) foram cultivados em meio de cultura 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino. Estes fibroblastos foram obtidos de material de explante, (doados pela Alergisa 

 Dermato Cosmética Ltda), e mantidos em cultura a 37°C, atmosfera úmida com 5% 

de CO2. 

 

O ensaio (Jorge e col., 2008) consistiu em inocular 100`L/compartimento, em placas de 

96 compartimentos, de uma suspensão de fibroblastos, com densidade de inoculação 

de 3x104 cel/mL, em meio DMEM/SFB 10% com Gentamicina 0,1%. Foi preparada 

também uma placa, denominada T0 que serviu para indicar a quantidade de células 

presentes na placa teste, no momento da inoculação das amostras. Após 24h de 

incubação (37°C, atmosfera úmida, 5% de CO2), o meio de cultura foi aspirado, 

100`L/compartimento de meio DMEM suplementado com 0,3% de soro fetal bovino 

foram adicionadas e as placas incubadas por 48h (37°C, atmosfera úmida, 5% de 

CO2). Ao final desse período, foram adicionados 100`L/compartimento da amostra a 

ser testada em quatro concentrações distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 `g/mL). Como 

controle positivo foi utilizada a alantoína, xantina isolada de , 

mesma concentração da amostra. As placas foram então incubadas por 72h. Ao final 

desse período, todo o meio foi aspirado e substituído por meio DMEM/SFB 10%, a 

seguir as células foram incubadas por 24h, antes da coloração com MTT (Jorge e col., 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6.1. Processamento Fitoquímico  

 

Todo o processo de fracionamento foi orientado pelos testes de atividade em cultura de 

células tumorais humanas. Dessa forma, o extrato bruto diclometânico obtido à quente 

foi o que apresentou melhor perfil de atividade e por isso foi selecionado para o 

fracionamento. Do processo inicial de fracionamento do EBDQ obtevese sete frações, 

das quais a Fração 7 apresentou o melhor perfil de atividade. O seu fracionamento 

resultou em três frações, sendo a Fração β a mais ativa, portanto foi encaminhada ao 

Instituto de Química da UNICAMP para identificação química dos seus princípios ativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.1.2. Análise Química da Fração Beta (β) 

 

A fração denominada fração β, quando analisada por cromatografia de camada 

delgada (CCD) eluída em CHCl3/metanol 2% e revelada com reagente de anisaldeido, 

apresentou uma única mancha de coloração violácea. A análise por espectro de 

massas (QTof Micromass), RMN1H e 13C ,porém, demonstrou tratarse de uma 

mistura. 

 

A fração β apresentou no espectro de infravermelho uma banda larga em 3427,7 cm1 

correspondente ao grupo OH e uma outra em 1659,4 cm–1 correspondente ao 

estiramento C=O e outra em 1454 cm–1 devido ao estiramento CO do íon carboxílico. 

Também se observou estiramento C=O em 1711,3 cm1 correspondente ao grupo 

aldeído. A análise por ESIMS demonstrou íon molecular com m/z 514 e m/z 528 m/z. 

 

Através de comparação dos espectros de RMN1H, RMN13C com dados de terpenos da 

literatura (Mahato e col., 1994, 1997 & Seebacheret.e col., 2003) sugeriuse que a 

fração β tratavase de uma mistura de triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleânico e 

ursólico. Segundo dados descritos por Mahao e col., (1994) o esqueleto triterpênico 

oleânico e ursólico podem ser diferenciados bastando observar os deslocamentos 

químicos de RMN13C dos carbonos olefínicos. Neste caso observase um padrão de 

deslocamentos químicos dos carbonos olefinicos no espectro de RMN13C compatíveis 

com o esqueleto dieno heteroanular em C12 – C13 e C15 C16 com deslocamentos em 

δ 127,1, 125,8, 136,6 e 133,4 ppm respectivamente. 

 

A comparação dos dados de RMN13C descritos por Mahato e col., (1994) de grupos 

hidroxilas axiais e equatoriais no C3 para triterpenos são diferenciadas por 

aproximadamente 2.06,5 ppm nos seus deslocamentos químicos. Enquanto a hidroxila 

em C3 no isômero equatorial é menos protegida (δ 79,0ppm), e no isômero axial 

observase um efeito de proteção de aproximadamente 2,5 ppm (δ76,4). O efeito de 

substituição de carbonos carbonílicos dos triterpenos não está diretamente dependente 

da estereoquímica do grupo hidroxilico. O efeito estará relacionado à possibilidade do 

numero de carbonos com hidrogênios disponíveis as interações γ gauche com as 

hidroxilas, como também com as interações 13 diaxial dos grupos hidroxilicos com 



átomos de carbonos. Na ausência de interações 13 diaxial notase um maior efeito de 

desproteção para os carbonos carbinólicos cujo epímero esteja na posição equatorial  

(Mahato e col., 1994). 

 

Através da análise dos dados de RMN13C no experimento DEPT 90o e 135o foi possível 

identificar carbonilas de aldeído, éster e ácido orgânico que condizem com as 

estruturas 1, 3 (Oleânico) 2 e 4 (Ursólico). 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.2. Ensaios Farmacológicos 

 

Com a média dos valores de absorbância foram calculados os percentuais de inibição 

de crescimento que, por sua vez, foram utilizados para a elaboração dos gráficos de 

atividade. Nesses gráficos relacionando essa porcentagem de crescimento com a 

concentração dos extratos, os valores abaixo de 50% e acima da linha zero indicam 

que ocorreu inibição de crescimento. A linha zero representa a quantidade de células 

após 24hs de incubação, imediatamente antes da adição dos extratos. Portanto os 

valores abaixo da linha zero indicam que houve morte celular, pois o conteúdo de 

proteína está abaixo do encontrado no momento da adição do extrato. Para análise da 

atividade são considerados os seguintes parâmetros: boa correlação entre 

concentração e efeito, seletividade e potência. Como parâmetros mínimos de atividade 

são considerados os percentuais de inibição de crescimento acima de 50% (abaixo da 

linha pontilhada nos gráficos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.2.1. Atividade antiproliferativa dos extratos EBD e EBE. 

 

O gráfico 1 representa a curvaconcentraçãoresposta do EBE sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que este extrato apresenta atividade 

citostática (inibição de crescimento) para todas as linhagens celulares, na concentração 

de 25 `g/mL. 
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Gráfico 1: Curva concentraçãoresposta do EBE sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento das células e a concentração 

do extrato. 

 

 



O gráfico 2 representa a curvaconcentraçãoresposta do EBD sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que este extrato apresenta atividade 

citostática, para melanoma (UACC62) e ovário reisistente (NCIADR) e atividade 

citocida para as outras linhagens celulares, com seletividade para leucemia (K562). 

 

 

 

����

 

 

 

Gráfico 2: Curva concentraçãoresposta do EBD sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração 

do extrato utilizado. 

 



6.2.2. Atividade antiproliferativa do extrato EBDQ. 

 

O gráfico 3 representa a curvaconcentraçãoresposta do Extrato bruto obtido a quente 

(EBDQ) sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a 

concentração do extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que este extrato 

inibiu o crescimento e provocou morte celular com boa correlação entre concentração e 

efeito para todas as linhagens, com seletividade para HT29 (cólon), ovário (OVCAR) e 

rim (786.0) e leucemia (K562). 
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Gráfico 3: Curva concentraçãoresposta do EBDQ sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 



 

6.2.3. Atividade antiproliferativa da Doxorrubicina 

 

O gráfico 4 representa a curvaconcentraçãoresposta da doxorrubicina sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do 

extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que a doxorrubicina apresentou  

inibição de crescimento para todas as linhagens, exceto para a de ovário resistente e 

morte celular exceto para prostáta (PCO3), pulmão (NCI460) e ovário resistente (NCI

ADR), com seletividade para as linhagens de rim (786), leucemia (K 562) e cólon (HT

29). 
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Gráfico 4: Curva concentraçãoresposta da doxorrubicina sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração 

da droga utilizada. 



6.2.4. Atividade antiproliferativa da Fração F1 

 

O Gráfico 5 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F1 sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F1 não apresentou efeito 

significativo. 
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Gráfico 5: Curva concentraçãoresposta da fração F1 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 

 

 



6.2.5. Atividade antiproliferativa da Fração F2 

 

O gráfico 6 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F2 sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F2 não apresentou efeito 

significativo. 
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Gráfico 6: Curva concentraçãoresposta da fração F2 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 

 



6.2.6. Atividade antiproliferativa da Fração F3 

 

O gráfico 7 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F3 sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F3 produziu inibição de crescimento 

sobre todas as linhagens. 
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Gráfico 7: Curva concentraçãoresposta da fração F3 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 

 

 



6.2.7. Atividade antiproliferativa da Fração F4 

 

O gráfico 8 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F4 sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F4 produziu inibição de crescimento 

sobre todas as linhagens.
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Gráfico 8: Curva concentraçãoresposta da fração F4 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 



6.2.8. Atividade antiproliferativa da Fração F5 

 

O gráfico 9 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F5 sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do extrato 

utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F5 produziu principalmente inibição 

de crescimento com boa correlação entre concentração e efeito, mas sem qualquer 

seletividade. 
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Gráfico 9: Curva concentraçãoresposta da fração F5 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 



6.2.9. Atividade antiproliferativa da Fração F6 

 

O gráfico 10 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F6 sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do 

extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F6 produziu inibição de 

crescimento e morte celular para todas as linhagens e boa correlação entre 

concentração e efeito. 
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Gráfico 10: Curva concentraçãoresposta da fração F6 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 

 



6.2.10. Atividade antiproliferativa da Fração F7 

 

O gráfico 11 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração F7 sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do 

extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que a F7 apresentou inibição de 

crescimento e morte celular para a maioria das linhagens com boa correlação entre 

concentração e efeito e elevada potência. Nas linhagens de rim (786) e cólon (HT29) o 

efeito predominante foi sobre a inibição de crescimento. Podese observar seletivade 

para as linhagens de mama (MCF7), próstata (PCO3), ovário (OVCAR) e ovário 

resistente (NCIADR). 
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Gráfico 11: Curva concentraçãoresposta da fração F7 sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração do 

extrato utilizado. 



6.2.11. Atividade antiproliferativa da Fração alfa (F alfa) 

 

O gráfico 12 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração alfa obtida da Fr 7 

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a 

concentração do extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que a Fr alfa 

produziu inibição do crescimento e morte celular para todas as linhagens. 

 

����

Gráfico 12: Curva concentraçãoresposta da fração  alfa sobre as linhagens celulares, 

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentração 

do extrato utilizado. 

 



6.2.12. Atividade antiproliferativa da Fração Beta (Fr Beta) 

 

O gráfico 13 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração Fr Beta sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do 

extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que a Fr Beta produziu inibição do 

crescimento e morte celular para seis linhagens, com boa correlação entre 

concentração e efeito e seletividade. Não produziu efeito sobre ovário resistente (NCI

ADR) e somente atividade citostática sobre cólon (HT29) e rim (7860). 
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Gráfico 13: Curva concentraçãoresposta da fração Fr Beta sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a 

concentração do extrato utilizado. 

 



6.2.13. Atividade antiproliferativa da Fração Gama 

 

O gráfico 14 representa a curvaconcentraçãoresposta da fração pura sobre as 

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração do 

extrato utilizado. A análise desta curva demonstrou que essa fração produziu inibição 

de crescimento com elevada seletividade para a linhagem de PCO3 e morte celular 

para a maioria das linhagens exceto para 7860 e HT29. Sobre a NCIADR não houve 

efeito significativo. 
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Gráfico 14: Curvaconcentraçãoresposta da Fração Gama sobre as linhagens 

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento e a concentração 

da fração utilizada.  

 

 



Tabela 2: TGI (Inibição Total de Crescimento) dos extratos e frações obtidas de 

.  Esses valores foram calculados a partir da regressão sigmóide do gráfico 

gerado pelos valores de absorbância do experimento. Quanto menor o valor, maior a 

potência do extrato ou fração (Hoelbeck, 2004). 

 

 

 

 

 

 

6.2.14. Teste de Atividade Geral ( ) 

 

Todos os grupos tratados (0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 g/kg) não apresentaram alteração de 

peso significativa (média ± 30 g), sem o aparecimento de óbitos durante os 15 dias de 

tratamento. Também não houve alterações de pêlo, nem diarréia e nenhuma outra 

alteração aparente, como depressão, excitação e convulsões. A coordenação motora e 

o tônus muscular estavam normais. 

 

 

 

Linhagens 
Celulares 

 
UACC 

62 

 
MCF7 

 
NCI.ADR 

 
7860 

 
NCI460 

 
PC03 

 
Ovcar3 

 
HT29 

 
K562 

TGI (Tg/mL) 
EBE >250 204,2 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 
EBD >250 62,7 >250 38,26 71,5 167,7 146,4 154,2 16,16 
EBDQ 46,5 32,6 54,4 17,10 28,0 23,8 11,34 4,42 15,3 
Fração1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 
Fração 2 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 
Fração 3 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 
Fração 4 >250 >250 >250 >250 >250 248 213,7 >250 222 
Fração 5 56,7 55,9 104,2 99,2 158,5 61,4 66,12 192,7 114,7 
Fração 6 49,6 80,6 98,1 46,9 93,1 35,4 46,5 35,5 41,8 
Fração 7 12,86 3,37 3,09 23,6 33,07 2,64 3,35 15,93 3,11 
Fração Alfa 8,20 2,33 14,1 35,1 47,6 55,3 36,0 61,4 29,3 
Fração Beta 15,38 1,54 >250 >250 22,21 1,15 0,86 111,68 2,59 
Fração Gama 37,5 26,6 >250 >250 29,0 33,7 31,5 >250 25,3 
Doxorubicina 3,55 4,7 >250 1,48 91,67 129,66 16,35 0,88 1,45 



6.2.15.  Atividade “ in vivo” N  

 

Padronização do ensaio in vivo –  

O gráfico 15 apresenta os resultados obtidos durante a padronização do modelo, 

utilizando o implante de células tumorais em fibras semipermeáveis. Podese observar 

que a doxorrubicina inibiu o crescimento da linhagem MCF7 nos dois sítios de 

implante. No entanto, não apresentou atividade sobre a proliferação da linhagem 

resistente às múltiplas drogas, reproduzindo os resultados dos testes em cultura de 

células. 
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Gráfico 15: Inibição do crescimento celular da doxorrubicina nas linhagens MCF7 e 

NCIADR na concentração de 106. Tratamentos: salina (10mL/kg), 

doxorrubicina (6 mg/kg). ANOVA: MCF7 (s.c.): F(16,2)= 6,1   *p<0,01. 

 

 



6.2.16. Avaliação da fração 7 e da doxorrubicina s.c  

 

O gráfico 16 demonstra a atividade da Fr7 e da doxorrubicina sobre as linhagens MCF

7, NCIADR e OVCAR (106 cells/mL), contidas nas fibras semipermeáveis implantadas 

no compartimento subcutâneo (s.c.), dos camundongos. Comparada com o grupo 

controle, a Fr7 inibiu o crescimento celular da linhagem de mama (MCF7) em 44% e a 

de ovário (OVCAR) em 27%. A doxorrubicina inibiu o crescimento celular da linhagem 

de mama (MCF7) em 44% e a de ovário (OVCAR) em 36% 
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Gráfico 16: Inibição do crescimento celular da Fr7, doxorrubicina e salina sobre as 

linhagens celulares (s.c). Tratamentos: salina (10mL/kg), doxorrubicina (6 

mg/kg) e Fr7(1g/kg).  ANOVA: MCF7 (s.c.): F(16,2)= 8,7   **p<0,01. 

 

 



 

6.2.17. Avaliação da fração 7 e da doxorrubicina i.p 

 

O gráfico 17 demonstra a atividade da Fr7 e da doxorrubicina sobre as linhagens MCF

7, NCIADR e OVCAR (106 cells/mL), contidas nas fibras que foram implantadas no 

compartimento intraperitoneal (i.p.), dos camundongos. Comparada com o grupo 

controle, a Fr7 inibiu o crescimento celular da linhagem de mama (MCF7) em 61% e a 

de ovário (OVCAR) em 62%. A doxorrubicina inibiu o crescimento celular da linhagem 

de mama (MCF7) em 40% e a de ovário (OVCAR) em 46%. 
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Gráfico 17: Inibição do crescimento celular da Fr7, doxorrubicina e salina sobre as 

linhagens celulares (i.p). Tratamentos: salina (10mL/kg), doxorrubicina (6 

mg/kg) e Fr7 (1g/kg).  ANOVA: MCF7(i.p): F(15,2) =9,32; OVCAR(i.p): F(14,2) 

=12,92. *p<0,05;  **p<0,01. 

 



 

6.2.18.  Atividade sobre a liberação de Óxido Nítrico da Fração 7 

 

O gráfico 18 representa a influência do tratamento prévio da linhagem MCF7 com um 

estimulante da produção de NO, o lipopolissacarídeo (LPS), e um inibidor de NO 

sintase, o LNAME, na ação da fração 7, relacionando a porcentagem de crescimento 

celular e os tratamentos utilizados. A análise do gráfico demonstrou que a atividade 

citostática da fração 7 foi intensificada com o tratamento prévio com LPS e diminuída 

com o bloqueio de NO sintase pela ação do LNAME. 
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Gráfico 18: Inibição do crescimento celular da Fr7 (250 `g/mL) com LPS e Fr7 com o 

inibidor de óxido nítrico sintase LNAME (6mM) sobre a linhagem MCF7.

(ANOVA: F= 8,6 p < 0,001. Teste de Duncan:  *p< 0,001) 

 

 

 



6.2.19. Avaliação sobre o de Crescimento de Fibroblastos Humanos: 

 

Como já discutido na introdução, a fim de avaliar se a FR7 poderia também estimular 

ou inibir o crescimento de fibroblastos, realizouse experimento onde as células foram 

expostas a uma situação de carência de fatores de crescimento (suplementação do 

meio com apenas 0,3% de soro fetal bovino) e em seguida essas mesmas células 

foram colocadas na presença das amostras em análise. Nessas condições 
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Gráfico 19: Curvacrescimento celular  concentração do ensaio de indução de 

crescimento em fibroblastos. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



O uso de produtos naturais com propriedades terapêuticas vem desde as antigas 

civilizações. Nos últimos anos, a população de muitos países tem mostrado grande 

interesse na busca da medicina alternativa ou em complementar a medicina tradicional 

(Yee e col., 2005). Muitas espécies de plantas são uma importante fonte de novas 

drogas utilizadas no tratamento de doenças de difícil cura, como o câncer (Sarcoman, 

2008).  

 

O Brasil possui grande diversidade de espécies vegetais. O Cerrado é uma região 

típica brasileira ocupando 25% do território nacional, sendo encontrado nas regiões 

Nordeste, Norte, CentroOeste e Sul do país (Cortez e col., 1997). O potencial para 

descoberta de novas drogas a partir de extratos vegetais deste bioma motivou o estudo 

da espécie Mart. & Zucc (Clusiacea)  conhecida popularmente 

como “PauSanto” (Alves e col.,2000), seus extratos apresentaram atividade 

antiproliferativa significativa em testes preliminares e por isso foi selecionada para este 

projeto (Cortez e col., 1997). 

 

Para preparação dos extratos brutos obtidos de planta fresca, o material vegetal (folhas 

e caule), foi moído com gelo seco com a finalidade de evitar a perda de substâncias 

termolábeis. Posteriormente foi feita a extração com diclometano, resultando no EBD 

(extrato bruto diclometânico). O resíduo vegetal deste processo foi retomado e 

esgotado com etanol 95%, fornecendo o EBE (extrato bruto etanólico). O EBD é rico 

em compostos de baixa e média polaridade e o etanólico de média e elevada 

polaridade. O EBD e o EBE foram avaliados no teste da atividade antiproliferativa “

utilizando linhagens tumorais humanas. A análise dos resultados demonstrou que 

o EBD apresentou melhor atividade antiproliferativa do que o EBE, produzindo inibição 

de crescimento e morte celular com seletividade para leucemia. Portanto, o EBD foi 

escolhido para dar continuidade a este estudo. Uma segunda parte do material vegetal 

foi seca em estufa, com a finalidade de impedir a hidrólise e bloquear o crescimento de 

microorganismos, que poderiam alterar as substâncias químicas presentes.  



 

Para preparação do extrato bruto diclometânico obtido a quente, o material vegetal 

seco de  foi extraído com diclorometano, através de aquecimento 

em balão de vidro acoplado a um condensador de refluxo (aparelho soxhlet). Obtevese 

assim o extrato bruto diclometânico quente (EBDQ). Este procedimento teve como 

objetivo a avaliação da estabilidade térmica dos princípios ativos do EBD. No teste de 

atividade em cultura de células tumorais humanas o EBDQ apresentou resultados 

semelhantes aos do EBD, com seletividade para cólon, ovário, rim e leucemia. Além 

dos resultados em cultura o rendimento desse processo foi maior e por isso, 

selecionado para o prosseguimento do trabalho de isolamento e identificação dos 

princípios ativos. 

 

A identificação de substâncias ativas presentes nas plantas, bem como a determinação 

do mecanismo de ação, constituem no principal desafio para química farmacêutica e 

para a farmacologia, pois as espécies vegetais contêm inúmeros constituintes que nos 

extratos podem apresentar efeitos sinérgicos contribuindo com a mesma atividade, ou 

ainda efeitos antagônicos. Por isso, é importante o fracionamento do extrato bruto, 

levando ao isolamento de compostos que podem possuir maior atividade que o extrato 

bruto (Maciel e col., 2002; Houghton e col., 2007). 

 

O EBDQ foi fracionado por meio de técnicas cromatográficas, dando origem a sete 

frações: de F1 à F7. Estas frações foram submetidas ao teste de atividade 

antiproliferativa  e foi constatado que a fração F7 apresentou melhor atividade 

antiproliferativa. Esta fração apresentou inibição de crescimento e morte celular para a 

maioria das linhagens com boa correlação entre concentração e efeito e elevada 

potência e seletividade para mama, próstata, ovário e ovário resistente. A seletividade 

para linhagens que sofrem influência de hormônios sexuais foi a principal característica 

dessa fração. 

 

A pesquisa de compostos com aitividade anticâncer descobertos através da triagem “

, depende da comprovação da eficácia “  em um ou mais modelos, pois 

dificuldades de absorção, distribuição e metabolização rápida podem inibir a atividade 

(Houghton, 2007). Esses modelos ( ) necessitam de uma quantidade considerável 



de materiais, animais de laboratório, amostras teste, além de tempo e custos para 

determinar se uma amostra teria atividade antitumoral (Hassan e col., 2001). No 

entanto, desde 1995 o Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos adotou uma 

metodologia utilizando fibras semipermeáveis (Hollow Fiber) contendo células tumorais 

humanas que são introduzidas em camundongos imunodeficientes. Desde então 

inúmeros compostos têm sido selecionados com atividade antitumoral de acordo com 

esta metodologia (Suggitt e Bibby, 2005). Devido a sua praticidade e resultados 

promissores conseguidos, essa metodologia foi desenvolvida pela Divisão de 

Farmacologia e Toxicologia do CPQBA. A Fração 7 foi escolhida para avaliação neste 

experimento, por ter apresentado atividade antiproliferativa significativa e bom 

rendimento. 

 

O ensaio de Hollow Fiber (HF) não é utilizado em substituição ao modelo em que a 

massa tumoral é introduzida diretamente nos animais (modelo xenográfico), pois as 

células tumorais no ensaio HF, não interagem com os tecidos do hospedeiro 

provocando interações complexas e metástases. No entanto, é uma promissora 

ferramenta para avaliar a capacidade das células tumorais crescerem em dois 

compartimentos fisiológicos distintos, demonstrando a facilidade de agentes anticâncer 

alcançarem as células dentro das fibras produzindo atividade citocida e/ou citostática 

(Hollingshead e col., 1995; Decker e col., 2004). Além de ser um meio de investigar as 

propriedades farmacodinâmicas em animais cumpre plenamente com os princípios de 

“redução”, “refinamento” e “substituição” na pesquisa utilizando animais de laboratório, 

selecionando novas moléculas para posteriores testes préclínicos (Suggitt e col., 

2006). Vários modelos xenográficos utilizando tumores humanos tem sido descritos nos 

últimos anos. Embora estes modelos tenham sido importantes no desenvolvimento de 

novos agentes quimioterápicos, eles são acompanhados por limitações como alto custo 

(grande números de animais), tempo para completar o ensaio, além de necessitar de 

substâncias puras em quantidades adequadas para serem testadas em um grande 

número de animais. O ensaio do Hollow Fiber facilita esta triagem, pois além de ser 

rápido e sensível é aplicável em uma variedade de tipos de células (Hollingshead e col., 

1995). 

 



O protocolo do NCIEUA envolve o uso de camundongos nude (imunodeficiente) nestes 

experimentos. Mas, a implantação de fibras tem sido demonstrada tanto em 

camundongos imunodeficientes, como em imunocompetentes, sem causar destruição 

imunológica pelo hospedeiro ou impedir o crescimento de células tumorais (Chu e col., 

1998; Jonsson e col., 2000; Jonsson e col., 2001; Suggitt e col., 2006). Estes dados 

confirmam que várias linhagens de camundongos podem ser utilizadas no ensaio HF, 

com vantagens econômicas. Por isso, neste trabalho foram utilizados camundongos 

Balb/c imunocompetentes. Em estudos anteriores, Suggitt e colaboradores (2006), 

compararam o crescimento de células tumorais (HT29) em fibras (HF) em animais 

imunocompetentes (NMRI mice) com animais imunodeficientes (NCR/nu). Chegaram à 

conclusão que o crescimento das células tumorais nas duas situações foi equivalente 

(Suggitt e col., 2006); Do mesmo modo, Jonsson e colaboradores (2000) 

desenvolveram o mesmo modelo animal (Hollow Fiber) com ratos imunocompetentes 

(Sprague Dawley Rat) para estudos farmacocinéticos e de toxicidade hematológica. 

Nesse modelo a ciclofosfamida apresentou atividade antiproliferativa significativa para a 

linhagem MCF7 (mama), comprovando que este tipo de animal não altera os 

resultados quando comparado aos imunodeficientes (Jonsson e col., 2000). No ano 

seguinte este mesmo pesquisador avaliou atividade do CHS 828  uma droga que 

pertence quimicamente à família das cianoguanidinas   em leucemia e câncer ovário, 

no modelo de HF utilizando ratos imunocompetentes (Sprague Dawley Rat), também 

obtendo resultados satisfatórios (Jonsson e col., 2001). 

 

Depois dos testes de toxicidade aguda com a Fração 7 o estudo utilizando fibras 

semipermeáveis realizado. A atividade anticâncer foi determinada nas linhagens mama 

(MCF7), ovário (OVCAR03) e ovário resistente (NCIADR/RES) contidas nas fibras. A 

linhagem NCIADR/RES era conhecida como uma linhagem de tumor de mama 

resistente a multiplos fármacos, no entanto, estudos genéticos recentes (Liscovitch e 

Ravid, 2007) descobriram que tratase de uma linhagem de ovário (OVCAR8) que 

passou a expressar o fenótipo de resistência a múltiplos fármacos. Isto provavelmente 

aconteceu devido a contaminação cruzada, em laboratório, da linhagem MCF7 com 

células de OVCAR8. A OVCAR8 é derivada de pacientes com câncer em tratamento 

com quimioterapia, e provavelmente devido à mutação no gene p53 são mais 

resistentes a doxorrubicina". (Shoemarker , 2006; Liscovitch e Ravid, 2007). 



 

Esses linhagens foram selecionadas de acordo com a seletividade apresentada pela 

fração 7 em cultura de células tumorais. Assim, o tratamento com a fração 7, reduziu a 

densidade celular da linhagem MCF7 em 61% quando as fibras foram implantadas no 

abdomem (i.p), enquanto que a doxorrubicina, a droga padrão, mostrou redução de 

44%. Nas fibras subcutâneas, a Fração 7 mostrou redução de 44%, mesmo valor 

obtido pela doxorrubicina. No câncer de ovário, tanto a Fração 7 quanto a doxorrubicina 

mostraram inibição significativa apenas nas fibras intraperitoneais. Para a linhagem 

NCIADR, tanto a Fração 7 quanto a doxorrubicina, não apresentaram efeito 

significativo. No entanto essa linhagem foi a que apresentou o menor crescimento no 

interior das fibras, quando comparada com as demais. Os resultados obtidos  

foram reproduzidos sugerindo que os princípios ativos têm condições de 

alcançar a circulação e chegar em diferentes locais do organismo. Com isso, a 

identificação dos princípios ativos responsáveis por essa atividade tomouse 

fundamental. Desse modo, a fração 7 foi submetida a diversos procedimentos 

cromatográficos, originando três frações que foram biomonitoradas pelo teste de 

citotoxicidade. 

 

Do fracionamento da Fração 7 foram obtidas as frações: Fr Alfa, Fr Beta, Fr Gama. A 

análise dos resultados demonstrou que a Fr Beta produziu inibição do crescimento e 

morte celular para a maioria das linhagens, com boa correlação entre concentração e 

efeito com seletividade para ovário, mama e próstata. Embora não houve efeito sobre a 

linhagem de ovário resistente o padrão de seletividade para as linhagens que sofrem 

influências de esteróides sexuais foi mantida. A comparação dos valores de TGI (tabela 

2) demonstra também que substância da Fração 7 que produziu morte celular da 

linhagem de ovário resistente, muito provavelmente ficou na fração alfa que produziu 

morte celular dessa linhagem. 

 

A identificação dos constituintes químicos teve importância fundamental para o 

trabalho. Como o rendimento da fração beta foi muito baixo um novo processo de 

extração e purificação utilizando quantidade elevada de material vegetal foi realizado. 

Para obtenção de 100 mg dessa fração foi consumido muito material e muito tempo. A 

cromatografia em camada delgada dessa fração apresentou mancha única sugerindo a 



presença de um único composto. Dessa forma foi encaminhada ao Instituto de Química 

da UNICAMP para determinação de sua estrutura química. A análise por espectro de 

massas, RMN1H e 13C porém, revelou a presença de mais do que uma substância. A 

comparação dos espectros de RMN1H, RMN13C com dados de modelos de terpenos da 

literatura (Mahato e col., 1994, 1997) sugeriu que a fração β é uma mistura de 

triterpenos pentaciclicos de esqueleto oleânico e ursólico. 

 

Considerando que os esteróides podem ser considerados derivados dos triterpenos, a 

seletividade dessa fração para as linhagens de mama, ovário e próstata reforça a 

hipótese dessas substâncias serem as responsáveis pelos efeitos observados. 

 

Os terpenos formam uma classe de compostos onde já foram identificados 

aproximadamente 30.000 compostos. São divididos de acordo com o número de 

moléculas de isopreno (C5) em monoterpenos (10), sesquiterpenos (C15), diterpenos 

(20), sesterpenos (c25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Dzubak e col., 2006). 

Na última década, o interesse na pesquisa de triterpenos teve um grande incentivo em 

virtude dos diversos efeitos farmacológicos observados. Existem pelo menos cerca de 

4000 triterpenóides identificados na natureza como: triterpenos, triterpenos glicosídeos 

(saponinas), fitoesteróis e seus precursores (Connoly e col., 2002; Dzubak e col., 

2006). 

 

O Triterpenos possuem efeitos antiinflamatórios, hepatoprotetor, analgésico, 

antimicótico, antiviral e também anticancerígenos (Chen  e col., 2005). Os triterpenos 

com estrutura pentacíclica são aqueles que possuem maior capacidade anti

cancerígenas, como os ácidos ursólicos e oleânicos. Ambos são hepatoprotetores, isto 

é, são eficazes na proteção contra lesões hepáticas induzidas quimicamente em 

animais de laboratório (Liu J, 2005). Na China, o ácido oleanólico, é comumente 

utilizado no tratamento de hepatite (Chen  e col., 2005). Ambos os ácidos também 

possuem atividade antiinflamatória (Lie J, 1995), sendo que este mecanismo de ação 

tem sido atribuído à inibição da liberação de histamina induzido pelo composto 48/80 

(Tsuruga e col, 1991) e inibição da atividade das enzimas lipoxygenase e 

ciclooxigenase, reduzindo os fatores inflamatórios produzidos durante a cascata do 

ácido araquidônico.(Simon e col, 1992). 



 

Os Triterpenóides Ursólicos são encontrados em diversas plantas, como por exemplo, 

o Alecrim ( ); Lavanda ( ), hortelã (

) e tomilho ( ), entre muitas outras. Os Triterpenóides oleanólico é 

também um triterpenóide pentacíclico, sendo um isômero do ursólico. Os dois são 

obtidos em igual quantidade, porém o oleânico exibe uma atividade inferior ao seu 

isômero. Mesmo assim, possui uma maior capacidade anticancerígena que a maioria 

dos triterpenóides. Acido oleanólico, por exemplo, é encontrado em elevada 

concentração na raiz de Ginseng ( ) (Lie J, 1995; Patocka, 2003). 

Estudos em ratos mostraram a diminuição significativa da ocorrência de tumores de 

pele (Huang e col, 1994; Oguro e col., 1998), sendo que no Japão já são utilizados no 

tratamento de câncer de pele. (Muto e col., 1990). 

 

Ambos triterpenóides agem em várias fases de desenvolvimento tumoral, inibindo a 

iniciação e promoção tumoral, induzindo a diferenciação celular e a apoptose. (Oguro e 

col., 1998). Induzem diferenciação celular em linhagem de teratocarcinoma (Lee e col., 

1994) e possuem atividade antiangiogênica (Sohn e col., 1995; Ovesna e col., 2004).  

Os derivados do ácido oleanólico são igualmente eficazes contra leucemia mielóide 

aguda por induzir apoptose das células tumorais (Konopleva e col., 2004). Também 

induzem apoptose em células tumorais de pulmão e em células leucêmicas (Zou e col., 

2004). Outro mecanismo estudado é a supressão da expressão de determinados 

oncogenes como cjun e cFOS (Rhew e col., 1993); Em teste  apresentase 

como inibidor da Topoisomerase I e II humanas (Dzubak e col., 2006).   

 

Depois desta estapa, o trabalho seguiu com a demonstração do provável mecanismo 

de ação. Foi a avaliada a interferência do óxido nítrico na atividade antitumoral, pois 

estudos anteriores atestam que a massa tumoral apresenta uma elevada produção de 

óxido nítrico sendo que este possui atividade antitumoral dependente da concentração, 

induzindo a apoptose (Floyd e col, 2007). 

 

Há tempos, foi descoberta que a ação vasodilatadora produzida por vários agentes 

farmacológicos é mediada por uma substância produzida nas células endoteliais, 

denominada até pouco tempo de EDRF (Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio). 



Ignarro (1987) descobriu que o até então denominado EDRF era na verdade uma 

molécula já conhecida: o Óxido Nítrico (NO). A partir daí, essa molécula de potente ação 

vasodilatadora encabeçou a lista das substâncias mais pesquisadas pelos cientistas  

(Ignarro, 1987; Wink e col., 1998). 

 

O óxido nítrico é uma importante molécula sinalizadora em numerosos processos 

fisiológicos e em condições patológicas, sendo produzida quando a enzima Óxido Nítrico 

Sintase (NOS) cataliza a conversão de Larginina à Lcitrulina. Existem três isoformas de 

NOS, sendo duas constitutivamente expressas pelo tecido endotelial e neuronal, 

responsáveis pela produção basal de NO e dependentes de Cálcio. Já a terceira 

isoforma, denominada NOS induzível, é cálcioindependente, não é expressa na maioria 

dos tecidos sob condições normais, mas pode se estimulada por lipopolissacarídeos e 

várias citocinas (Thomsen e col., 1998). 

 

Diversos estudos sugerem que o NO apresenta atividade antitumoral mas também 

propriedades prótumorais, na dependência da concentração e do tempo de exposição, 

assim como pelo tipo de tecido. Baixas concentrações de NO podem estimular o 

crescimento celular e proteger vários tipos celulares do processo apoptótico, enquanto 

que concentrações elevadas podem inibir o crescimento celular e induzir a apoptose 

(Floyd e col, 2007). Os efeitos próapoptóticos parecem estar mais relacionados às 

condições fisiopatológicas, quando grandes quantidades de NO são produzidas por 

síntese induzida de NO (Simon e col., 2000). 

 

O NO pode afetar a expressão e a atividade de proteínas críticas no ciclo celular, pois a 

exposição das células aos doadores de NO pode resultar em supraregulação do gene 

supressor de tumor, o p53, possivelmente em resposta ao dano do DNA mediado pelo 

NO (Pedroso e col., 2000). 

 

Portanto, visando correlacionar se a atividade anticâncer seria por esta via, isto é, se a 

atividade citotóxica estaria relacionada ao aumento da produção de óxido nítrico, a 

fração 7 foi avaliada em células de mama (MCF7), tratadas com a Fração 7 + L

NAME, (LNAME é um inibidor da enzima óxido nítrico sintetase, portanto bloqueia a 

produção de óxido nítrico) e a Fração 7 + LPS (Lipopolissacarídeos de ), que  



 

estimula a produção de óxido nítrico. Os resultados demonstraram que a atividade foi 

reduzida na presença de bloqueio da síntese de NO e estimulada pelo LPS, sugerindo 

a participação do óxido nítrico no mecanismo de ação dos princípios ativos da fração 7. 

 

Segundo You e colaboradores (2001), o ácido ursólico apresenta atividade antitumoral 

por estimular a liberação de óxido nítrico, induzindo dano ao DNA da célula levando 

esta à apoptose, corroborando com nossos resultados (You e col., 2001). Outro 

composto semelhante é o agente antineoplásico paclitaxel (Taxol), diterpeno 

originariamente extraído das cascas e folhas do . Apresenta atividade 

contra câncer de mama e câncer de ovário, por impedir a despolimerização de 

microtúbulos e a progressão do ciclocelular com conseqüente morte celular e inibição 

da progressão tumoral. No entanto, estudos recentes demonstraram que o paclitaxel 

estimula  resposta similar ao LPS, induzindo a liberação de óxido nítrico, 

mediando a citotoxicidade de células tumorais (Kirikae e col., 1995; Mullins e col., 1998) 

 

 

O princípio da seletividade (ação da droga específica para célula neoplásica) na 

maioria dos quimioterápicos, não é tão desejável quanto se gostaria, pois há muitos 

efeitos colaterais para o ser humano. Muitos dos efeitos colaterais resultam dos danos 

causados pela quimioterapia sobre as “células normais” (nãocancerígenas), uma vez 

que o tratamento afeta o processo de crescimento e de multiplicação, e mais 

especificamente das células de multiplicação rápida, como exemplos podese citar o 

revestimento do sistema digestivo: boca, esôfago, estômago e intestinos – com o 

aparecimento de mucosite, dor de garganta, diarréia além da queda de cabelo  

(Almeida e col.,2005).  

 

A Fração 7 apresentou atividade antiproliferativa “  e “ em linhagens 

celulares de câncer. Com a finalidade de expandir os conhecimentos sobre os efeitos 

citotóxicos desta fração em células nãocancerígenas, foi realizado o ensaio ( ) 

em células de fibroblastos (“normais”) (Jorge e col., 2008). Os fibroblastos estão 

envolvidos em processo de cicatrização, que envolve processos como inflamação, 



proliferação celular e formação de colágeno. O ensaio de indução de crescimento de 

fibroblastos apontou que a fração 7 embora tenha atividade antiproliferativa para 

linhagens celulares cancerígenas, possui baixa toxicidade para células “normais”. Nas 

mesmas condições a alantoína, cicatrizante, estimulou o crescimento de fibroblastos 

em até 90%. Estes resultados estimulam a continuidade dos estudos de atividade 

anticâncer e de toxicidade dos princípios ativos dessa espécies vegetal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 O Extrato Bruto Diclorometânico obtido à quente (EBDQ) de 

 apresentou (  atividade antiproliferativa significativa em linhagens 

celulares tumorais humanas; 

 

 

 Os resultados obtidos  foram reproduzidos sugerindo que os 

princípios ativos têm condições de alcançar a circulação e chegar em diferentes 

locais do organismo. 

 

 

 A fração Beta, é uma mistura de triterpenos pentacíclicos de esqueleto oleânico 

e ursólico; 

 
 

 O ensaio de indução de crescimento de fibroblastos apontou que a fração 7 

embora tenha atividade antiproliferativa para linhagens celulares cancerígenas, 

tem baixa toxicidade para células “normais”. 

 

 

 A fração 7 apresentou atividade semelhante ao Lipopolissacarídeos de  na 

linhagem tumoral de mama, levandonos a sugerir que esta apresenta atividade 

antitumoral por inibir a produção de óxido nítrico. 
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