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RESUMO 

O desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas, como as terapias 

que utilizam as plantas medicinais, tem despertado grande interesse no 

tratamento do câncer, pois as terapias disponíveis não são capazes de 

regredir totalmente a evolução da patologia e/ou apresentam elevada 

toxicidade. A C. sylvestris, planta medicinal que possui vários usos 

populares no Brasil e outros paises americanos, tem sido indicada para o 

tratamento de tumores. Nesse contexto, o presente trabalho propôs 

avaliar as atividades citotóxica, antiproliferativa, pró-apoptótica, 

antiangiogênica e antitumoral do extrato bruto (EB-ETOH), e das 

frações metanólica (f-MeOH), acetato de etila (f-AcOEt) e clorofórmica 

(f-CHCl3) de Casearia sylvestris utilizando modelos experimentais in 

vitro e in vivo. Nos ensaios do MTT e incorporação de timidina triciada 

realizados respectivamente, para investigar a citotoxicidade e influência 

dos extratos sobre a proliferação celular, os resultados demonstraram 

que EB-ETOH, f-CHCl3 e f-AcOEt reduziram de maneira significativa a 

viabilidade e proliferação de células do carcinoma de Ehrlich, sendo a 

citotoxicidade promovida pelo tratamento com esses extratos, tempo e 

concentração dependente. Diante do efeito citotóxico promovido por 

EB-ETOH, f-CHCl3 e f-AcOEt sobre células do carcinoma de Ehrlich, 

avaliou-se o tipo de morte celular promovida pelos tratamentos.  A 

coloração com brometo de etídeo/laranja de acridina (BE/LA) revelou 

que o provável tipo de morte celular induzida pelos tratamentos trata-se 

de apoptose, uma vez que a grande maioria das células, após terem 

entrado em contato com a referida solução corante, adquiriram uma 

coloração laranja-avermelhada, característica da ocorrência do 

fenômeno apoptótico. Entretanto, em relação à avaliação da atividade 

nucleásica, verificada através da realização do teste de dano ao DNA 

plasmidial, observou-se que os efeitos antiproliferativo e citotóxico 

induzidos por EB-ETOH, f-CHCl3 e f-AcOEt, não são mediados por 

uma interação e dano direto ao DNA. Além disso, a realização desse 

ensaio permitiu observar que os extratos têm a capacidade de proteger o 

DNA do ataque induzido por EROs, excluindo-se portanto, a 

possibilidade de estarem exercendo seus efeitos citotóxico e 

antiproliferativo através da indução de estresse oxidativo no núcleo. As 

avaliações morfológicas e bioquímicas realizadas nas amostras obtidas 

de camundongos portadores do tumor ascítico de Ehrlich mostraram que 

os animais tratados com EB-ETOH e f-CHCl3 apresentaram menor 

ganho de peso corporal (26 e 31%, respectivamente) e de circunferência 

abdominal (52 e 58%, respectivamente), menor volume de líquido 
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ascítico (46 e 43%, respectivamente), aumento do percentual de 

longevidade (48 e 40%, respectivamente) e da proporção de células 

inviáveis/viáveis (70 e 78%, respectivamente), quando comparados ao 

grupo controle negativo. Com a realização do modelo in vivo do TAE, 

observou-se ainda que o efeito antitumoral promovido por esses extratos 

é dose-dependente, uma vez que se apresentou-maior, quanto mais 

elevada a concentração de extrato administrada ao animal. A realização 

do ensaio do CAM, permitiu verificar que tanto o EB-ETOH, como f-

CHCl3 de C. sylvetris, exercem um significativo efeito antiangiogênico, 

de maneira dose-dependente, onde a administração de 3,25; 7,5 e 15 

µg/disco de EB-ETOH e f-CHCl3 foram capazes de diminuir o 

percentual de vasos, em torno de 54,5; 61,4 e 71% e  42,1; 59,1 e 

70,9%, respectivamente. Por fim, cabe ressaltar que a realização da 

biometria dos embriões possibilitou observar que o tratamento dos 

mesmos com extrato bruto e fração clorofórmica não se apresentou 

tóxico, uma vez que não alterou o desenvolvimento embrionário nem a 

morfogênese externa, avaliados pelo comprimento total do embrião, 

razão comprimento cefálico/comprimento truncal e razão comprimento 

cefálico/comprimento total. Dessa forma, conclui-se que EB-ETOH e f-

CHCl3 de C. sylvestris apresentaram efeito citotóxico, antiproliferativo, 

pró apoptótico e antitumoral in vitro e in vivo, sobre as células do 

carcinoma de Ehrlich. Tal efeito antitumoral mediado por esses extratos, 

não envolvem sua intercalação ao DNA, e sugere-se que se deva, pelo 

menos em parte, à inibição da formação de vasos e a conseqüente 

supressão nutricional das células tumorais. 

 
Palavras-chave: Plantas Medicinais, Casearia sylvestris, Casearinas, 

Citotoxicidade, Pró-apoptótico Antitumoral, Antiangiogênico. 
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ABSTRACT 

 

The development of new therapies, such as those using medicinal plants, 

have attracted great interest on cancer research because the available 

treatments have not been able so far to regress completely the evolution 

of the pathology and / or they present many adverse effects related to its 

toxicity. However, C. sylvestris, a medicinal herb whose popular use has 

been reported in Brazil and other American countries, has been 

indicated as an alternative treatment of tumors. In this context, the 

present study regards the evaluation of the cytotoxic, antiproliferative, 

pro-apoptic, nucleasic, antiangiogenic and antitumour activities of the 

crude extract (EB-ETOH) and methanol (f-MeOH), ethyl acetate (f-

AcOEt) and chloroform (f-CHCl3) fractions of C. sylvestris, using 

experimental models in vitro and in vivo. The MTT and incorporation of 

tritiated thymidine assays were performed to investigate the cytotoxicity 

and influence of the extracts on cell proliferation, and the results showed 

that EB-ETOH, f-CHCl3 and f-AcOEt significantly reduced the viability 

and proliferation of cells of Ehrlich carcinoma. Moreover, The MTT 

assay showed that the cytotoxicity promoted by treatment with these 

extracts is time and concentration-dependent. Given the cytotoxic effect 

promoted by EB-ETOH, f-AcOEt and f-CHCl3 on cells of Ehrlich 

carcinoma, we evaluated the type of cell death promoted by these 

treatments. Staining with ethidium bromide/ acridine orange (BE / LA) 

revealed that the likely type of cell death induced by treatment with EB-

ETOH, f-AcOEt and f-CHCl3  is apoptosis, since the vast majority of 

cells, after coming into contact with the dye, acquired an orange-red 

color, which is a characteristic of the occurrence of apoptotic 

phenomenon. The test of damage to the plasmid DNA showed that the 

antiproliferative and cytotoxic effects induced by EB-ETOH, f-CHCl3 

and f-AcOEt are not mediated by an interaction and a direct DNA 

damage, such as one could see when dealing with alkylating agents. In 

addition, we observed that the extracts have the ability to protect DNA 

from attack induced by ROS, excluding therefore the possibility that 

they are exerting their cytotoxic and antiproliferative effects through 

induction of oxidative stress. The morphological and biochemical 

samples were obtained from mice bearing Ehrlich ascites tumor and 
they showed that animals treated with EB-ETOH and f-CHCl3 had 

lower body weight gain (~ 25.7, 30.5%, respectively) and abdominal 

circumference (~ 51.6, 58.0%, respectively), lower volume of ascites (~ 

46.2, 43.3%, respectively). Also, we observed the percentage raise of 
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both the longevity (~ 48.0 and 40.0%, respectively) and the proportion 

of unviable cells / viable (~ 70.0, 77.5%, respectively), when compared 

to negative controls. Through the TAE model we observed that the 

antitumor effect promoted by these extracts is dose-dependent. 

Further, the test of the CAM showed that both the crude extracts, such 

as the chloroform fraction of C. sylvetris, exerted a significant 

antiangiogenic effect in a dose-dependent manner, in which the 

administration of 3.25, 7.5 and 15.0 mg / disc of EB-ETOH and f-CHCl3 

was able to decrease the percentage of vessels around 54.5; 61.4 and 

71% and 42.1, 59.1 and 70.9% respectively. Finally, it should be pointed 

out that the treatment with the EB-ETOH and f-CHCl3 is unlikely to be 

toxic since it did not alter embryonic development and the outer 

morphogenesis assessed by the total length of the embryo, as well as the 

head length / trunk length ratio and head length / total length ratio. Thus, 

it appears that the EB-ETOH and f-CHCl3 of C. sylvestris exhibit 

cytotoxic, antiproliferative, apoptotic and anti-tumor in vitro and in vivo, 

on cells of Ehrlich carcinoma. In addition, this antitumor effect, which 

was mediated by these statements, does not involve its intercalation to 

DNA due to, and suggest to be, at least in part, due to the inhibition of 

angiogenesis and consequent nutritional suppression of tumor cells. 

 

Keywords: Medicinal plants, Casearia sylvestris, Casearins, 

Cytotoxicity, Pro-apoptotic, Antitumor, Antiangiogenic. 
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1. INTRODUÇÃO  

O termo câncer, de origem grega karkinos, que significa 

caranguejo, surgiu em torno de 460 a 370 a.C., quando Hipócrates 

utilizou esse termo para diferenciar tumores benignos de tumores 

malignos (REDDY,ODHAV, BHOOLA, 2003). Entretanto, o câncer trata-

se de uma doença bem mais antiga, tendo sido relatado pela primeira 

vez, em um papiros egípcios datados do período de 1600 a.C., onde 

foram descritos detalhadamente casos de tumores de mama tratados por 

cauterização (COLLINS, 2004a). 

Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doenças 

que têm em comum o crescimento desordenado (maligno) de células 

que invadem os tecidos e órgãos, podendo espalhar-se (metástase) para 

outras regiões do corpo (INCA, 2009). Dividindo-se rapidamente, estas 

células tendem a ser muito agressivas, acarretando em um processo de 

proliferação incontrolável, e determinando a formação de neoplasias 

malignas (INCA, 2009). O termo neoplasia por sua vez, significa 

―crescimento novo‖ e define condições de proliferação celular anormal, 

encontrada tanto em tumores benignos quanto em malignos 

(NAKAGAWA, LOPES, 2000). Entretanto, tumores benignos tratam-se de 

massas celulares localizadas, que proliferam lentamente e se 

assemelham ao tecido de origem, sendo separadas do mesmo por 

intermédio de uma cápsula. Normalmente a presença de tumores 

benignos não coloca em risco a vida do indivíduo (ALISSON, 2002; 

SOTO, SONNENSCHEIN, 2004). Os tumores malignos por sua vez, 

crescem de forma invasiva nos tecidos adjacentes e, freqüentemente, 

originam tumores secundários (metástases) em órgãos distantes. Depois 

do tratamento, os tumores malignos freqüentemente podem reincidir, 

tanto localmente como à distância do sítio primário. Muitos pacientes 

morrem em conseqüência destas metástases (SOTO, SONNENSCHEIN, 

2004). 

Atualmente, o câncer é considerado a segunda principal causa de 

morte humana no mundo (COZZI, 2003; OTTO, 2002). Segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), a incidência média desta 

enfermidade é de aproximadamente 10 milhões de casos por ano. 
Destes, 7,9 milhões de casos, evoluem para óbito. Estima-se ainda que 

cerca de 15 milhões de novos casos irão ocorrer até 2020. No Brasil, 

dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), revelaram para os anos 

de 2008 e 2009, a ocorrência de cerca de 466.730 casos novos da 

doença, sendo os tipos mais incidentes, à exceção do câncer de pele não 
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melanoma, os cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino, e de 

mama e colo do útero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil 

da magnitude observada no mundo. Portanto, esta patologia configura-

se como um problema de saúde pública tanto de dimensões 

internacionais como nacionais (INCA, 2009). 

Existem três abordagens principais para o tratamento de câncer: 

excisão cirúrgica, radioterapia e quimioterapia. Atualmente, a 

quimioterapia é considerada o método mais efetivo para o tratamento da 

doença (AJITH; JANARDHANAN, 2002) uma vez que diversos tumores 

caracterizam-se pelo desenvolvimento precoce de micrometástases, 

evidenciando a necessidade de uma abordagem terapêutica sistêmica 
(ENGERS;GABBERT, 2000). 

O sucesso no tratamento dos tumores por meio da quimioterapia 

depende da maior sensibilidade das células neoplásicas aos fármacos 

aplicados, visto que células em proliferação são em geral, mais 

susceptíveis a estes agentes do que as células quiescentes. Entretanto, as 

diferenças de sensibilidade entre as células neoplásicas e normais são às 

vezes pequenas, e a toxicidade é um problema comum (RUSTIGI; 

PODOLSKY, 1996). 
Atualmente, as classes de fármacos mais utilizadas na 

quimioterapia incluem: agentes que inibem a formação de 

desoxirribonucleotídeos (ex: hidroxiuréia, fluoruracila); agentes que 

interagem com a topoisomerase II (ex: bleomicina, daunorrubicina, 

doxorrubicina, etoposídeo); antimetabólitos, os quais inibem 

principalmente a síntese de purinas (ex: mercaptopurina, tioguanina,); 

agentes alquilantes (ex: cisplatina) e agentes inibidores da síntese de 

RNA e/ou de proteínas (ex: actinomicina D, vincristina e vimblastina) 

(RANG et al., 1999; RICHARDSON, 2000). Dentre estes grupos, os 

antibióticos antitumorais estão entre os mais importantes agentes 

quimioterápicos, e incluem os membros do grupo da antraciclina, 

bleomicina, actinomicina, mitomicina e ácido aureólico (ROCHA, 

LOPES, SCHWARTSMANN, 2001). 
Embora existam fármacos consagrados no tratamento do câncer, 

nenhuma das abordagens terapêuticas atuais é capaz de regredir 

completamente as diferentes manifestações desta patologia. Além disso, 

o uso de agentes antitumorais acarreta numa alta incidência de efeitos 

adversos associados à sua elevada toxicidade e inespecificidade. Outro 

aspecto particular do tratamento do câncer refere-se a uma acentuada 

resistência à quimioterapia (MDR= multidrug resistence), o que obriga 

o clínico a optar por terapias de associação de dois ou mais fármacos 
(JENDIROBA, 2002).  
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1.1. Bases moleculares do câncer 

 

Qualquer que seja a causa, o câncer pode ser considerado uma 

doença celular, caracterizada por desvios nos mecanismos de que 

dirigem a proliferação e diferenciação das células, além de processos de 

apoptose (MOFFAT et al., 2000). Desta forma, o câncer surge quando 

uma célula, por diversas razões, perde o controle sobre seu ciclo, ou 

seja, sobre seu processo de proliferação, diferenciação e morte, 

passando a dividir-se descontroladamente (BERTRAM, 2001). A perda do 

controle do ciclo celular é causada por uma mudança no repertório da 

expressão gênica devido a alguma mutação ocorrida no DNA,  

determinando a ocorrência da neoplasia (DUESBERG; RASNICK, 2000).  

O câncer é resultado de mutações (herdadas ou adquiridas ao 

longo da vida) em genes que controlam o crescimento celular. Estes 

genes podem ser divididos em três grupos: oncogenes, proto-oncogenes 

e genes supressores tumorais (WOLF; RAMIREZ, 2001; AUDIC, 

HARTLEY, 2004). Oncogenes trata-se de genes cuja presença e/ou 

hiperatividade podem predispor ao desenvolvimento de câncer. 

Codificam proteínas que estimulam excessivamente a proliferação 

celular (AUDIC, HARTLEY, 2004). Proto-oncogenes trata-se de uma 

família de genes normais que codificam as proteínas envolvidas no 

controle do ciclo celular normal. Por fim, genes supressores tumorais, 

trata-se de genes que inibem o crescimento de células tumorais (DE 

VITA, HELMAN, ROSENBERG, 1998; WOLF; RAMIREZ, 2001). A 

ocorrência de mutações nesses genes pode ter como conseqüências: a 

ativação de proto-oncogenes em oncogenes e a inativação dos genes 

supressores tumorais (BERTRAM, 2001; RANG et al., 2004). A ativação de 

proto-oncogenes em oncogenes, pode levar à superexpressão de diversas 

proteínas e receptores responsáveis pelo crescimento, diferenciação e 

proliferação celular. Por exemplo, receptores de fatores de crescimento, 

que freqüentemente estimulam a atividade da tirosina quinase em seus 

domínios citoplasmáticos, estão expressos em maior quantidade em 

muitos tipos de câncer (RAK et al., 1995; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). 

Outro exemplo particularmente importante, refere-se a proteína Ras, 

constituinte da cascata mitogênica SOS-Ras-Raf-MAPK, que se 
encontra mutada em 25% dos tumores humanos, sendo capaz de iniciar 

um fluxo de sinais mitogênicos no interior das células, sem necessitar da 

ativação prévia de receptores sensíveis a fatores de crescimento 

(MEDEMA, BOS, 1993; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). Já a inativação de 
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genes supressores tumorais, particularmente o gene p53, leva à perda do 

controle da parada do ciclo celular em decorrência de um dano extenso 

ao DNA, ocorrendo consequentemente, a perda do estímulo para a 

apoptose (GHOBRIAL, WITZIG, ADJEI, 2005). Muitos cânceres como o 

de mama, pulmão, cólon retal, ovário e próstata, têm sido associados 

com a inibição da apoptose, especialmente relacionada com a mutação 

do gene p53 (EISINGER et al, 1998; GRETARSDOTTIR et al, 1998). 

 

1.2. Correlação entre Câncer e Apoptose 

 

Definida por Kerr, Wyllie e Curie (1972), a apoptose é 

reconhecida morfologicamente como um fenômeno de morte celular 

programada que ocorre individualmente, sendo que a morte de uma 

célula não leva à morte de outras células. Em humanos, a apoptose 

ocorre em situações fisiológicas (colapso endometrial durante a 

menstruação, deleção de células nas criptas intestinais e na 

embriogênese) e patológicas (doenças neurodegenerativas, lesões 

secundárias após isquemia, osteoporose), constituindo um mecanismo 

de remoção de células lesadas e de renovação celular e tecidual 

(ISRAELS, ISRAELS, 1999).  

O processo apoptótico é caracterizado por inúmeras alterações 

morfológicas que incluem a condensação da cromatina, a fragmentação 

do DNA (via ativação de endonucleases) e a formação dos corpos 

apoptóticos, com preservação da membrana plasmática e 

consequentemente conservação do conteúdo citoplasmático (ARENDS, 

MORRIS, WYLLIE, 1990; CONTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996; 

ZIMMERMANN, BONZON, GREEN, 2001; EDINGER, THOMPSON, 2004). 
Uma característica bioquímica particularmente importante da apoptose, 

refere-se a externalização de resíduos de fosfatidilserina na membrana 

plasmática dos corpos apoptóticos, o que permite o reconhecimento dos 

mesmos por parte de células fagocíticas e sua remoção, evitando assim, 

a ocorrência de resposta inflamatória (WILLIE, 1985; MARTIN, 

1995;CONTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996; EDINGER, THOMPSON, 

2004).  
Classicamente, a apoptose é desencadeada pela ativação de 

membros de uma família de cisteíno-aspartato proteases, denominadas 

caspases (OKADA, MARK, 2004). As caspases tratam-se de 

zimogênios solúveis que podem ser encontrados em diversos 

compartimentos celulares: no citoplasma, no espaço intermembrana 
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mitocondrial e na matriz nuclear (NICHOLSON, THORNBERRY, 1997; 

SORGATO, 2007).  
Existem duas vias principais que levam à ativação das caspases 

(Figura 1): a via extrínseca ou citoplasmática e a via intrínseca ou 

mitocondrial. Na via extrínseca, a apoptose é induzida pela ativação de 

receptores de superfície celular, chamados receptores de morte (DR). 

Exemplos desses  receptores  incluem membros da superfamília dos 

receptores do fator de necrose tumoral, como o Fas/CD95/Apo-1, 

TNFRI, DR3(Apo-2), DR4(TRAIL R1), DR5 (TRAIL R2) e DR6. Uma 

vez ativados, esses receptores recrutam proteínas adaptadoras, que 

possuem um domínio de morte. As proteínas adaptadoras se unem às 

pró caspases 8 ou 10, formando o complexo sinalizador iniciador de 

morte (DISC), que então leva à ativação desses zimogênios. O resultado 

deste evento é uma ativação em cascata das caspases, onde as caspases 

iniciadoras (8 ou 10) causam a ativação das caspases executoras 

(normalmente a caspase 3), culminando nas alterações morfológicas e 

bioquímicas características de apoptose (GHOBRIAL, WITZIG, ADJEI, 

2005).  
A via intrínseca é ativada pela ação de estímulos apoptóticos que 

incluem: dano ao DNA, níveis elevados de espécies reativas do 

oxigênio, infecções virais,  ativação de oncogenes, radiação ultra-

violeta, radiação ionizante, ação de agentes quimioterápicos, hipóxia, 

ausência de fatores de crescimento celular, dentre outros. Tais estímulos 

estressantes, uma vez detectados pela mitocôndria, levam ao aumento da 

permeabilidade da membrana mitocondrial e à liberação do citocromo c 

para o citosol da célula. O citocromo c liga-se a Apaf-1 (Fator ativador 

de proteases pró-apoptóticas 1), uma proteína adaptadora que também 

possui um domínio de morte.  Apaf-1 por sua vez associa-se a pró-

caspase 9, levando a formação de um complexo denominado 

apoptossoma, que na presença de ATP,  culmina na ativação da caspase 

iniciadora 9 e conseqüentemente, na ativação da caspase executora 3, 

desencadeando o fenômeno apoptótico (OKADA, MARK, 2004; SHI, 

SHIOZAKI, 2004; GHOBRIAL, WITZIG, ADJEI, 2005; LORENZO, 

ARNOLDUSSEN, SAATCIOGLU, 2007).  
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Figura 1. Representação simplificada das duas principais vias envolvidas na apoptose. A via 
mitocondrial ou intrínseca envpolve alterações na permeabilidade mitocondrial, permitindo o 

extravasamento do citoromo C, o qual após associar-se a proteínas adaptadoras (APAF-1), 

culmina na formação do apoptossomo e ativação das caspases 9 e 3, desencadeando em morte 
celular por apoptose. As proteínas Bcl-2 e Bcl-xl inibem a liberação do citocromo C, enquanto 

que as proteínas BAD, BID e BAX, induzem a liberação dessa molécula. Já a via receptor de 

morte, ou via extrínseca, caracteriza-se pela ativação de receptores de morte (ex. FAS), os 
quais uma vez ativados, associam-se a proteínas adaptadoras (ex. FADD), formando o 

complexo desencadeador de morte DISC que culmina na ativação das caspases 8 e 3, e morte 

celular por apoptose. Fonte: Adaptado de FESIK (2005); CAMPOS, (2009). 

O processo de autodestruição da célula por apoptose é altamente 

regulado, sendo tal regulação exercida em diferentes níveis (HANGAI, 

2007). As proteínas inibidoras da apoptose por sua vez (IAPS), atuam ao 

se ligarem covalentemente as caspases, impedindo sua ação. Uma IAP 

que vem sendo caracterizada extensivamente, trata-se da X-IAP 

(proteína inibidora da apopoptose X). Tal proteína exerce sua atividade 

ao se ligar e inibir as caspases 3,7 e 9 na sua forma ativa. Cabe ressaltar 

que a X-IAP não é capaz de atuar sobre as caspases na sua forma inativa 

(SHI, SHIOZAKI, 2004).  As FLIPS (Proteína inibidora da enzima 

conversora de interleucina 1-b tipo FADD) são proteínas que competem 

com as pró caspases iniciadoras 8 e 10, pela ligação a proteína 

adaptadora recrutada pelo receptor de morte ativado. Uma vez associada 

a proteína adaptadora, a FLIP bloqueia a formação do DISC, 

interrompendo a ocorrência do fenômeno apoptótico (VERMEULEN, 
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VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2005). Outros reguladores da 

apoptose, tratam-se dos membros da família Bcl-2, os quais estão 

envolvidos no controle da via intrínseca. Essa família de proteínas 

contém membros que exercem funções opostas, pois algumas proteínas 

exercem efeito pró-apoptótico (membros da subfamília BH-3 only e 

subfamília Bax) e outras exercem efeito anti-apoptótico (membros da 

subfamília Bcl-2).Os membros da família BH-3 only, com exceção da 

proteína BID, exercem seus efeitos ao se ligarem e neutralizarem a ação 

dos membros anti-apoptóticos. Já os membros da família Bax (Bad, 

Bax, Bak), exercem seus efeitos ao se oligomerizarem na membrana 

mitocondrial, propiciando a formação de poros e consequentemente a 

liberação do citocromo C. Por fim, os membros da família Bcl-2 (Bcl-2 , 

Bcl-Xl, Bcl-w, Mcl-1) promovem efeito antiapoptótico ao se ligarem 

aos membros da família Bax, evitando a formação do poro mitocondrial 

e o extravasamento de proteínas mitocondriais para o citosol (CORY, 

ADAMS, 2002). 
Outro elemento regulador da apoptose, que atua no controle da 

via intrínseca, trata-se da proteína supressora de tumor p53, a qual é 

codificada por seu respectivo gene, em resposta a um dano extenso ao 

DNA (HANGAI, 2007). A ativação dessa proteína acarreta no aumento da 

expressão de Bax, o qual, por sua vez, estimula a liberação do citocromo 

C mitocondrial e conseqüente morte celular por apoptose (GREEN, 

REED, 1998; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). 

Como mencionado anteriormente, o processo carcinogênico pode 

ser considerado como um desequilíbrio entre a proliferação e morte 

celular, predominando a proliferação celular. Se o dano ao DNA é muito 

grande, o processo de apoptose, que elimina as células alteradas 

seletivamente, pode ser danificado, levando conseqüentemente à 

proliferação descontrolada e à instalação do câncer (HENGARTNER, 

2000). Ou seja, o câncer está diretamente relacionado à ocorrência de 

mutações em genes que controlam o ciclo celular e a apoptose. Alguns 

reguladores do ciclo celular participam de ambos processos. A relação 

entre o ciclo celular e a apoptose ocorre por diferentes genes que 

codificam as proteínas c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKB, família Bcl-2 

(Bax, Bid), NF-kB, CDK, ciclinas e CKI, uma vez que, após a ativação 

desses genes, tais proteínas podem induzir a proliferação, a parada do 
ciclo ou a morte celular (VERMEULEN, BERNEMAN, VAN 

BOCKSTAELE, 2003). No câncer, um ou mais destes genes podem estar 

mutados, impedindo dessa forma, a morte celular por apoptose. Dentre 

estes genes destacam-se o gene supressor de tumor p53, que leva à 
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formação da proteína p53 conhecida como indutora de parada do ciclo 

celular e desencadeadora de apoptose, e o gene Bcl-2, que induz a 

produção da proteína Bcl-2, a qual atua como bloqueadora do processo 

apoptótico ao impedir a liberação do citocromo C (HOCKENBERY et al., 

1993; KROEMER, 1997; CORY, ADAMS, 2002; GOGVADZE, ORRENIUS, 

ZHIVOTOVSKY, 2009). Estes dois genes são os mais freqüentemente 

mutados, sendo que em média, 50% dos tumores apresentam estas 

mutações (REED, 1998; COLMAN, AFSHARI, BARRET, 2000).  

A proteína c-Myc é uma fosfoproteína nuclear que funciona 

como um fator de transcrição, estimulando a progressão do ciclo celular 

e a apoptose, estando elevada em diversos tumores. Tal proteína 

favorece a proliferação celular ao ativar a transcrição de genes que 

atuam no controle da progressão do ciclo celular (ciclinas e quinases), e 

ao inibir a transcrição de genes envolvidos na parada do ciclo celular. 

Além de exercer um papel na progressão do ciclo celular, a proteína c-

Myc também apresenta um papel-chave na regulação do processo 

apoptótico. Estudos demonstram que, tanto a superexpressão quanto a 

diminuição da expressão de c-Myc podem levar a morte celular 
(PRITCHARD, WATSON, 1996; THOMPSON, 1998; COLMAN, AFSHARI, 

BARRET, 2000; COZEN et al., 2000). 

Os eventos moleculares envolvidos na apoptose induzida por c-

Myc não estão bem esclarecidos. Em geral, essa proteína induz a 

apoptose em decorrência da privação de fatores de sobrevivência 

celular. Nessa condição, a proteína atua ativando a transcrição de Bax, 

(possibilitando a liberação do citocromo C da mitocôndria), receptor Fas 

e ligante Fas (REYNOLDS et al., 1994). 

Finalmente, seria importante ressaltar que parte considerável da 

morte celular devida à ação de certos quimioterápicos citotóxicos 

utilizados na terapêutica do câncer, é por apoptose, induzida pela 

formação de espécies reativas do oxigênio (NAKAGAWA et al., 2002; 

TSANG et al., 2003). 

 

1.3. Correlação entre Câncer e Angiogênese 

 

Angiogênese refere-se ao processo de formação de novos vasos a 

partir de capilares e vênulas pós-capilares pré-existentes (RISAU, 

1995). Normalmente ela ocorre no organismo adulto, é essencial no 

desenvolvimento dos órgãos, na cura de ferimentos e em processos 

inflamatórios, sendo rigorosamente regulada pelo organismo através do 

balanço entre fatores angiogênicos e antiangiogênicos (os quais 
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bloqueiam a formação de novos vasos) ou angiostáticos (os quais 

promovem uma regressão de vasos recém-formados) (HAUBNER, 

FINSINGER, KESSLER, 1997). Como exemplo de fatores angiostáticos 

pode-se citar os pericitos, componentes da matriz extracelular como 

endostatina e tumstatina, fragmentos de colágeno tipo XVIII e IV e 

trombospondina (O’REILLY et al., 1997; MAESHIMA et al., 2000; 

FERREIRA, 2006a). Como fatores pró-angiogênicos têm-se a injúria, 

hipóxia, citocinas (VEGF, TNF-α), quimiocinas, angiogenina e células 

inflamatórias (D’AMORE, THOMPSON, 1987; BERNARDINI et al., 2003; 

FERREIRA, 2006a). 
Durante a resposta angiogênica, as células endoteliais, 

normalmente não proliferativas, são ativadas por diversos fatores pró-

angiogênicos, como o bFGF (fibroblast growth factor – basic, ou, type-

2) e a família dos VEGFs (FOLKMAN, 1995a; FACHINGER, DEUTSCH, 

RISAU, 1999; YANCOPOULOS et al., 2000; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). 
Esses fatores interagem com glicosaminoglicanas e proteoglicanas 

presentes na matriz extracelular, na lâmina basal e em receptores de 

superfície celular, regulando o crescimento, a proliferação, a migração, a 

diferenciação e a sobrevivência das células endoteliais entre uma 

variedade de tipos celulares (SOLIMENE et al., 1999; CHIPPERFIELD et 

al., 2002; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). 

O processo de angiogênese envolve uma série de etapas (Figura 

2). Primeiramente, células endoteliais do vaso-mãe são estimuladas pela 

liberação de citocinas angiogênicas. Em um segundo momento, a lâmina 

basal começa a ser degradada pela ação de proteases da matriz 

extracelular, sendo liberada do endotélio. As células endoteliais migram 

para o estroma perivascular, proliferam e iniciam o brotamento capilar. 

A direção da migração é apontada para a fonte dos estímulos 

angiogênicos. A seguir, o broto formado expande e assume a forma 

tubular e uma nova lâmina basal se desenvolve. A proliferação 

endotelial permite a extensão dos túbulos microvasculares que se unem 

por anastomose e dão origem à cadeia circulatória funcional (LIOTTA, 

STEEG,STELLER-STEVENSON, 1991; GIANNIS, RÜBSAN, 1997). 
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Figura 2. Representação esquemática da angiogênese. Fonte: DA SILVA (2007). 

A angiogênese fisiopatológica (neovascularização) é 

característica em diversos processos patológicos, como no crescimento e 

metástase de tumores, na artrite reumatóide, na retinopatia diabética, na 

psoríase, obesidade, aterosclerose, isquemia, osteoporose, e outras 

condições (FOLKMAN, 1995b; RISAU, 1995; JONES et al., 2001; 

FERREIRA, 2006a). 

O papel da angiogênese na biologia do câncer foi descrito 

inicialmente por Folkman (1971), que postulou e descreveu o fenômeno 

da dormência do tumor, na ausência de vascularização. No tumor existe 

um balanço entre proliferação e regressão que impede a expansão 

tumoral (estado de ―dormência‖). Somente após o recrutamento de seu 

próprio suprimento sangüíneo é que o tumor pode expandir em tamanho, 

uma vez que um inadequado suprimento de oxigênio e nutrientes resulta 

em altas taxas de apoptose. Cabe ainda ressaltar que a neovascularização 

que possibilita o crescimento de tumores sólidos e formação de 

metástases envolve a produção de fatores angiogênicos secretados pelas 

células tumorais e é conhecido como ―angiogenic switch‖ (FOLKMAN, 

1971; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). 

A angiogênese e a metástase tumoral são processos 

funcionalmente relacionados, pois ambos envolvem uma tríade de 

eventos fisiopatológicos: mobilidade celular, proteólise tecidual e 

proliferação celular (LIOTTA, STEEG, STELLER-STEVENSON, 1991). 

Dessa forma, estratégias antiangiogênicas e, consequentemente 

antitumorais, são baseadas na inibição da proliferação de células 
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endoteliais, interferências na migração e adesão nessas células e 

interferência com metaloproteinases (GRIFFIOEN, MOLEMA, 2000).  

No endotélio em ―repouso‖ (sem atividade angiogênica), a 

integrina αvβ3 praticamente não é detectada. Na angiogênese induzida 

por citocinas ou por tumores, entretanto, sua expressão é intensamente 

estimulada (BROOKS, 1996; LIEKENS, DE CLERCQ, NEYTS, 2001). A 

falta de interações célula-matriz específicas induz o sinal apoptótico nas 

células endoteliais envolvidas na angiogênese e, portanto, previne a 

neovascularização. Em vários modelos animais foi demonstrado que 

antagonistas de integrina bloqueiam a angiogênese induzida por fatores 

de crescimento e tumores (CHERESH, 1998; BRASSARD et al., 1999; 

ELICEIRI, CHERESH, 2001). 
 

1.4. Plantas como fontes de medicamentos quimioterápicos 

 

Dentre os 252 fármacos básicos ou essenciais selecionados pela 

Organização Mundial de saúde (OMS), 11% são de origem 

exclusivamente vegetal e uma parcela significativa é preenchida por 

medicamentos sintéticos obtidos a partir de precursores naturais. Pode-

se citar, por exemplo, importantes fármacos extraídos de plantas como a 

digoxina, obtida de espécies de Digitalis, a quinina e a quinidina, 

obtidos de espécies de Cinchona; a atropina e a escopolamina obtidas de 

Atropa belladona; a morfina e a codeína, obtidas de Papaver 

somniferum. A maioria desses produtos não possui ainda um método de 

síntese economicamente viável, sendo obtidos a partir de plantas 

selvagens ou cultivos extensivos (FELLOWS, 1992; RATES, 2001; 

YUNES, CECHINEL FILHO, 2001; HOSTETTMAN, QUEIROZ, VIEIRA., 

2003; SILVA, CARVALHO, 2004). 

A descoberta de fármacos a partir de plantas medicinais possui 

um importante papel no tratamento do câncer, e de fato, muitas das 

novas aplicações clínicas de metabólitos secundários oriundos de 

plantas e seus derivados têm sido direcionados ao combate desta 

patologia (NEWMAN, CRAGG, SNADER, 2003; BUTLER, 2004). De 

acordo com Calixto (2003), aproximadamente 70% dos fármacos 

antitumorais existentes no mercado, são derivados de plantas. Como 
exemplo pode-se citar: alcalóides da vinca, como vincristina e 

vimblastina, isolados da Catharantus roseus (Apocynaceae); derivados 

de lignanos como etoposídeos e tenoposídeos; derivados semi-sintéticos 

da podofilotoxina, isoladas de espécies do gênero Podophyllum 

(Berberidaceae), bem como taxanos isolados de espécies do gênero 
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Taxus (Taxaceae), derivados semi-sintéticos da camptotecina, 

irinotecano e topotecano, isoladas de Camptotheca acuminata 
(Nyssaceae), dentre outros (DE MESQUITA et al., 2009).  

Apesar de várias substâncias naturais com importância 

terapêutica terem sido isoladas de plantas da flora brasileira, as 

investigações científicas relacionadas aos estudos químicos, 

bioquímicos e farmacológicos de substâncias provenientes de plantas 

medicinais estão aquém do potencial de nossa flora. É importante 

ressaltar que no Brasil, dos quase seis mil produtos farmacêuticos 

disponíveis entre fármacos e fitofármacos, poucos foram desenvolvidos 

por indústrias nacionais. No entanto, investe-se bilhões de dólares na 

importação da matéria-prima utilizada na produção de fármacos 
(BLOCK et al., 1998). 

 

1.5. Casearia sylvestris 

 

Casearia sylvestris Swartz (Figura 3), pertence à família 

Flacourtinaceae, a qual é constituída por 89 gêneros e 1300 espécies 

encontradas em diversas regiões temperadas e tropicais do mundo.  

Somente o gênero Casearia, possui mais de 1000 espécies conhecidas, 

destas, 70 espécies podem ser encontradas em território brasileiro, sendo 

encontrada principalmente nos estados do Amazonas e de São Paulo  
(ABSY, SCAVONE, 1973; MOSADDIK et al., 2004). 

A C. sylvestris SW trata-se de uma árvore que apresenta em torno 

de 4-6 metros de altura, com tronco de 20-30 centímetros de diâmetro. 

Anatomicamente, suas estruturas vegetativas e reprodutivas são 

caracterizadas pela presença de inclusões cristalinas e células 

glandulares repletas de óleo essencial. Suas folhas são um tanto 

assimétricas, persistentes, glabras ou ásperas, pecioladas, lanceoladas, 

serreadas, alternas, brilhantes em cima e dotadas de glândulas visíveis 

por transparência em todo o limbo (que apresenta em torno de 6-12 cm 

de comprimento, por 3-5 cm de altura). Suas flores são pequenas e 

numerosas, de coloração esverdeada, actinomorfas, diclamídeas e 

hipóginas. Os frutos são cápsulas septicidas, com sementes envolvidas 

por arilo vermelho. Esta árvore floresce nos meses de junho a agosto e 

seus frutos amadurecem a partir de setembro, prolongando-se até 

meados de novembro (ABSY, SCAVONE, 1973; SCAVONE et al., 1979; 

LORENZI, 1992; FERREIRA, 2006b).  
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No Brasil, a C. sylvestris é conhecida principalmente como 

guaçatonga, uma palavra originária do tupi-guarani, o que sugere o 

antigo uso da planta por parte de comunidades indígenas brasileiras 

(ESTEVES et al.,2005). Outros nomes populares comumente utilizados 

para a planta nesse país são: guaçatunga, vaçatonga, café-bravo, café-

do-diabo, porangaba, cafeeiro-do-mato, cafezinho-do-mato, herva-de-

lagarto, pau-de-lagarto, língua-de-giú (HOEHNE, 1939; SCAVONE et al., 

1979; BASILE et al., 1990). 

O gênero Casearia tem se caracterizado pela ocorrência de 

substâncias de interesse como cumarinas (TALAPATRA et al., 1983), 

flavonódeis (JUNGLES,SCHENKEL,SIMÕES, 1985) e diversos diterpenos, 

especialmente clerodânicos (KHAN et al., 1990; MORITA et al., 1991; 

HUNTER et al., 1997). Os diterpenos clerodânicos mais comumente 

encontrados nas folhas de C. sylvestris, tratam-se das casearinas. 

Atualmente, foram isolados e identificados 20 tipos diferentes dessas 

moléculas na planta, as quais foram denominadas de acordo com as 

letras do alfabeto de A a T (MORITA et al., 1991) (Figura 4). Estudos têm 

evidenciado a atividade citotóxica das casearinas sobre diversos 

microorganismos e linhagens celulares (incluindo células tumorais), 

sugerindo dessa forma, uma possível atividade antitumoral dessas 

moléculas isoladas da planta (ITOKAWA et al., 1990; MORITA et.al., 1991;  

DE CARVALHO et al., 1998; BOLZANI et al. 1999; FERREIRA, 2006b). 
Entretanto, são necessários estudos mais aprofundados no intuito de 

esclarecer o possível potencial antitumoral desses compostos.              
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 Figura 3. C. sylvestris Swart. (A) Árvore de C. sylvestris (B) Inflorescência de C. sylvestris 

(C) Frutos de C. sylvestris (D) Folhas de C. sylvestris. Fonte: (BLANCO, 2006 apud 

FERREIRA,2006b, p.33). 

Além das casearinas, novos diterpenos clerodânicos, conhecidos 

como casearvestrinas, têm sido identificados nas folhas de C. sylvestris 
(ORBELIES et al., 2002; FERREIRA, 2006b) (Figura 5). Recentemente, 

foram isolados do extrato alcoólico obtido das folhas da planta, dois 

derivados do ácido gálico, o isobutil galato-3,5-dimetil éter (IGDE) e o 

metil galato-3,5- dimetil éter (MGDE) (Figura 6), os quais 

demonstraram efeito antitumoral in vivo sobre o tumor ascítico de 

Ehrlich e o carcinoma de pulmão de Lewis (DA SILVA, CHAAR, YANO, 

2009). 
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Figura 4. Estrutura química das casearinas. (A) Estrutura geral das casearinas; (B) Respectivos 

substituintes das casearinas A-T. Fonte: (MORITA et al., 1991 apud FERREIRA, 2006b, p.36). 

 

 
 

Figura 5. Estrutura química das casearvestrinas. (A) Estrutura geral das casearvestrinas; (B) 

Respectivos substituintes das casearvestrinas A-C. Fonte: (ORBELIES et al., 2002; 
FERREIRA, 2006b). 

Sobre a constituição do óleo essencial das folhas de C. sylvestris, 

há relatos descrevendo a presença de biciclogermacreno, um composto 



39 

 

que apresenta atividade antitumoral,que constitui o componente 

majoritário do óleo essencial da planta (40,9%). Outros componentes 

abundantes nesse óleo são os sesquiterpenos -cariofileno e -

humuleno, os quais apresentam atividade citotóxica e antiinflamatória 

comprovadas (ESTEVES et al., 2005; FERNANDES et al., 2007; DA SILVA 

et al., 2008b). 

 

 

Figura 6. Estrutura química dos derivados do ácido gálico isolados do extrato alcoólico obtido 
de folhas de C. sylvestris. (A) isobutil galato-3,5-dimetil éter (IGDE); (B) metil galato-3,5- 

dimetil éter (MGDE). Fonte: (DA SILVA,CHAAR,YANO, 2009). 

A C. sylvestris é utilizada na medicina popular como agente 

antisséptico, anestésico local, cicatrizante, antitérmico, antitumoral, anti-

ulcerativo e antiofídico. Outras aplicações populares da planta referem-

se ao uso como anestésico tópico e para o tratamento de herpes, sífilis e 

síndromes diarréicas (HOEHNE, 1939; ITOKAWA, 1988; BASILE et al., 

1990; HIRSCHMANN, ARIAS, 1990; ALONSO, 2004; ESTEVES, 2005). 

Muitos desses usos populares já foram corroborados pela 

comunidade científica, por exemplo, a ação antimicrobiana contra 

Staphylococus aureus e Escherichia coli, explica o uso popular da 

planta no tratamento de feridas, pequenas ulcerações da pele e diarréia 

(HOEHNE, 1939; FERREIRA 2006b).  Já a atividade citotóxica da planta 

sobre diversas linhagens tumorais (HT 29, Hela, A-579, V79, SF 295, 
HCT-8, MDA-MB 435, HL-60), pode justificar o uso popular da mesma 

como agente antitumoral (MAISTRO, CARVALHO, MANTOVANI, 2004; 

FERREIRA, 2006b; DA SILVA et al., 2008; DE MESQUITA, 2009). 
Investigações clínicas demonstraram cicatrização progressiva de lesões 
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intra e extra-orais causadas por herpes simples depois da aplicação 

tópica de C. sylvestris, o que corrobora seu uso popular para o 

tratamento de herpes (CAMARGO, 1993; FERREIRA, 2006b). 

O uso popular da C. sylvestris na prevenção de úlceras gástricas, 

também foi investigado. Basile e colaboradores (1990) observaram que 

o extrato etanólico da planta possui propriedades anti-ulcerativas, e 

afirmam que tal propriedade pode estar relacionada à presença dos óleos 

voláteis, taninos e triterpenos presentes nas folhas da planta. Esses 

dados corroboram as informações obtidas por Esteves e colaboradores 

(2005), os quais observaram que o óleo essencial da C. sylvestris possui 

efeito anti-ulcerativo e antiinflamatório. Os autores sugerem que essas 

atividades podem estar diretamente relacionadas à presença de 

compostos terpênicos (sesquiterpenos) no óleo essencial das folhas da 

planta. 

Dados da literatura apontam que o extrato aquoso de C. sylvestris, 

inibe as atividades tóxicas e enzimáticas exibidas pelo veneno de uma 

variedade de serpentes e abelhas. A ação neutralizante do extrato ocorre 

por intermédio da inibição da fosfolipase A2 e de metaloproteinases 

presentes nos venenos, o que previne a ocorrência de paralisia 

neuromuscular, dano muscular e alterações no sistema de coagulação 

sanguínea, além de reduzir a formação de edema e de hemorragia 

características do processo de envenenamento botrópico (BORGES et al, 

2000; BORGES et al, 2001; CAVALCANTE et al., 2007; CINTRA-

FRANCISCHINELLI et al., 2008). Esse efeito neutralizador pode estar 

associado à presença de quatro derivados de ácido elágico (ácido 

elágico, 3’-O-metil-ácido elágico, 3, 3’-O-dimetil-ácido elágico e 3-O-

metil-3’, 4’-metilenodioxi-ácido elágico), no extrato aquoso da planta, 
os quais foram capazes de inibir tanto a atividade miotóxica quanto a 

formação de edema induzidos pelo veneno de Bothrops jararacussu e 

fosfolipase A2 isolada do mesmo (DA SILVA et al., 2008a). 

Perante o uso popular de C. sylvestris como analgésico local, 

De Mattos e colaboradores (2007), investigaram o efeito antinociceptivo 

do extrato bruto hidroetanólico obtidos de folhas da planta, e 

observaram que a C. sylvestris possui um potencial antinociceptivo 

particularmente importante, no que se refere à dor associada a condições 

inflamatórias.  

A C. sylvestris também apresenta efeito sobre a osteogênese. 

Sassioto e colaboradores (2004) observaram que o decocto a 5% de C. 

sylvestris, diminuiu a osteogênese em defeitos ósseos femurais  de ratos 

preenchidos com matriz bovina desvitalizada. Os autores sugerem que 
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esse efeito deve-se à presença de compostos fitoquímicos com ação 

antiinflamatória na planta, que, agindo como os antiinflamatórios não 

hormonais, estariam inibindo a síntese de prostaglandinas e promovendo 

a diminuição da formação de fibras colágenas e do número de 

macrófagos e fibroblastos ativos, inibindo a osteogênese. 

Por fim, cabe ressaltar que a C. sylvestris apresenta ainda efeito 

antihiperlipêmico (SCHOENFELDER et al., 2008), atividade 

anticolinesterásica (DA SILVA et al., 2006) e  atividade citotóxica sobre  

Aspergillus niger (OBERLIES et al., 2002),  Leishmania donovani, 

Trypanosoma cruzi amastigotes (MESQUITA et al., 2005) e larvas de 

Aedes  aegypti  (RODRIGUES et al., 2006).  
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2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo Geral 

  

Baseando-se nos dados supracitados, o presente trabalho 

pretendeu avaliar o potencial citotóxico, antiproliferativo, pró-

apoptótico, antitumoral e antiangiogênico do extrato bruto e frações da 

C. sylvestris utilizando, para isso, modelos biológicos e bioquímicos in 

vitro e in vivo.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar a citotoxicidade dos extratos e frações de C. sylvestris em 

células do carcinoma de Ehrlich, através do ensaio de 

citotoxicidade mitocondrial do MTT. 

2. Avaliar o efeito antiproliferativo dos extratos e frações de C. 
sylvestris em células do carcinoma de Ehrlich, através da 

realização do teste de incorporação da timidina. 

3. Avaliar a atividade nucleásica dos extratos e frações de C. 
sylvestris, através da realização do ensaio de avaliação de danos 

no DNA plasmidial. 

4. Avaliar a atividade pró-apoptótica dos extratos e frações de C. 
sylvestris em células do carcinoma de Ehrlich, através da 

observação da morfologia nuclear das células neoplásicas, com o 

auxílio de corantes nucleares específicos. 

5. Avaliar o efeito antitumoral in vivo dos extratos e frações de C. 

sylvestris na forma líquida do carcinoma de Ehrlich, através da 

avaliação da viabilidade celular pelo método do azul de tripan e 

da avaliação de parâmetros morfofisiológicos e histocitológicos 

(variação de peso e de circunferência abdominal, volume de 

líquido ascítico e de células compactadas e tempo de sobrevida). 

6. Avaliar o efeito antiangiogênico dos extratos e frações de C. 
sylvestris que demonstraram a melhor atividade antitumoral in 

vivo, em membrana córioalantóica de ovos de galinha 

fertilizados.  
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Caracterização de C. sylvestris 

 

As folhas de C. sylvestris foram coletadas em Criciúma, Estado 

de Santa Catarina, sendo posteriormente identificadas pela professora 

Dra. Vanilde Citadini-Zanette. Uma exsicata da espécie foi depositada 

no Herbário do Departamento de Botânica da Universidade do Extremo 

Sul Catarinense (Criciúma, Brasil) (CRI 7381). 

O extrato bruto e frações da planta utilizados nesse estudo foram 

produzidos e gentilmente cedidos pela Dra. Maria Helena Rossi, do 

Laboratório de Química e Farmacologia de Produtos Naturais, do 

Centro de Sanidade Animal, do Instituto Biológico de São Paulo. 

 

3.1.1. Preparo do extrato bruto e frações de C. sylvestris 

 

Folhas secas de C. sylvestris foram moídas e submetidas à 

maceração com etanol absoluto (P.A.) a frio por 3 a 4 dias, repetindo-se 

o processo por 3 vezes consecutivas. Após, efetuou-se a evaporação do 

solvente sob pressão reduzida, obtendo-se um resíduo chamado de 

extrato bruto etanólico (EB-ETOH). Posteriormente, tal extrato foi 

submetido a uma cromatografia rápida sob vácuo em coluna de sílica 

60, utilizando-se os seguintes solventes em ordem crescente de 

polaridade: clorofórmio, acetato de etila e metanol. Desta forma, foram 

obtidas respectivamente as frações clorofórmica (f-CHCl3), acetato de 

etila (f-AcOEt) e metanólica (f-MeOH). 

 

3.2. Cultivo in vitro das células do carcinoma de Ehrlich 

 

Células do carcinoma de Ehrlich, isoladas de camundongos Balb-

C doadores, foram cultivadas em meio RPMI suplementado com soro 

fetal bovino (10%), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) e 

NaHCO3. As células foram mantidas em uma densidade de 1-2 x 10
6
 

células/ml de meio, à temperatura de 37C e em ar atmosférico contendo 

5% de CO2 e 95% de umidade. 
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3.3. Animais 

 

Para a realização dos experimentos referentes à avaliação da 

atividade antitumoral in vivo, foram utilizados camundongos isogênicos 

Balb/C (Mus muscullus), machos (20±2g de peso), com 

aproximadamente 60 dias, obtidos a partir de reprodução controlada 

realizada no biotério setorial do Laboratório de Bioquímica 

Experimental (LABIOEX), CCB - UFSC.  

Tais animais foram pesados, divididos em grupos de 12 e 

mantidos em gaiolas plásticas sob condições controladas (ciclo claro-

escuro de 12 hs, temperatura 25 2C~ 60% umidade do ar), recebendo 

ração comercial autoclavada e água ad libitum. 

Previamente à aplicação do protocolo experimental in vivo, 

submeteu-se esse projeto ao Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), o qual foi aprovado sob o número 23080.008779/2009-19. 

 

3.4.  Ovos 

 
Para a realização dos experimentos referentes à avaliação da 

atividade antiangiogênica, foram utilizados ovos de galinha (Gallus 

domesticus) fertilizados, adquiridos junto à empresa Tyson
®
 do Brasil, 

localizada no município de São José- SC. 

Previamente à aplicação do protocolo experimental in vivo, 

submeteu-se esse projeto ao Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), o qual foi aprovado sob o número 23080.038415/2009-55. 

 
3.5. Ensaios biológicos 

3.5.1. Ensaios biológicos in vitro  

3.5.1.1. Avaliação da atividade citotóxica  

3.5.1.1.1 Citotoxicidade pela redução do MTT 

 

O MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil) 

é um sal de coloração amarelo-ouro, que é reduzido a formazan (um 

composto de coloração púrpura) pelo metabolismo  mitocondrial. Desta 

forma, o MTT atua como um indicador da função mitocondrial e, por 

conseguinte, da viabilidade celular (FRESHNEY, 1999). 
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Para a avaliação do efeito citotóxico dos extratos de C. sylvestris, 

procedeu-se da seguinte maneira: células do carcinoma de Ehrlich foram 

plaqueadas em placas de 96 poços, em uma densidade celular de 5 X 10
6 

células/mL e incubadas em uma estufa em ambiente controlado ( 

temperatura de 37ºC e atmosfera umidificada contendo 5% de CO2). 24 

horas após a incubação das células, o meio foi removido e substituído 

por outro meio contendo os extratos a serem analisados (extrato bruto 

etanólico e as frações clorofórmica, acetato de etila e metanólica) nas 

concentrações que abrangem a faixa de 31,25 - 1000 µg/mL 
(KVIECINSKI et al., 2008).  

Após o seu tratamento pelo período de 12, 18 e 24 horas o meio 

de cultura contendo os extratos foi retirado, e o MTT (1mg/mL) foi 

adicionado, seguido de incubação por 4 horas, em ambiente controlado. 

Decorrido esse período, o MTT excedente foi removido, sendo 

adicionado 100 µl de DMSO (PA) para solubilizar os cristais de 

formazan produzidos durante a incubação. Em seguida, as placas foram 

avaliadas espectrofotometricamente com o auxílio de um leitor de placas 

(540nm) para se determinar a viabilidade celular (MOSMANN, 1983). 

Neste experimento, uma solução constituída por DMSO 1% (veículo de 

diluição dos extratos) foi utilizada como controle negativo. 

Cabe ressaltar que cada concentração foi testada em oito 

replicatas, em três experimentos individuais e em três dias diferentes. Os 

valores obtidos foram expressos em percentual de células viáveis de 

acordo com a seguinte fórmula: 

 

        Viabilidade celular (%)= [(Abs teste – Abs branco) X 100]/ Abs controle  

 

Os valores de CI50 (concentração inibitória 50%) foram 

calculados por regressão linear e expressos em Média ± Desvio-padrão. 

Considerou-se os valores dos controles negativo como 100% de 

viabilidade celular sem a presença dos extratos testados. 

 

3.5.1.2. Avaliação da atividade antiproliferativa  

3.5.1.2.1 Ensaio de incorporação da timidina 

 

A timidina é um nucleosídeo do ácido desoxirribonucléico 

(DNA) formado pela base nitrogenada, timina, ligada a uma pentose 

(desoxirribose) através da ligação β-N-glicosídica  (TENG et al., 2006). 
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O processo de incorporação da timidina ao DNA é realizado em 

múltiplas etapas. A etapa inicial do seu metabolismo é a fosforilação da 

desoxitimidina para 5-desoxitimidina-monofosfato (dTMP), que é 

catalisada pela enzima timidina quinase 1 (TQ1). Nesta etapa, o 

nucleosídeo se transforma em nucleotídeo, o qual não consegue 

atravessar a membrana celular e permanece retida na célula (TENG et 

al., 2006). A etapa seguinte é a conversão de dTMP para 5-

desoxitimidina-difosfato (dTDP) e, depois, para 5-desoxitimidina-

trifosfato (dTTP) até a incorporação ao DNA (SCHWARTZ et al., 2004). 

Células do carcinoma de Ehrlich foram colocadas em placas de 

96 poços, em uma densidade celular de 5 X 10
6 

células/mL e incubadas 

em uma estufa em ambiente controlado. Após 24 horas de incubação, o 

meio foi removido e substituído por outro meio contendo os a serem 

analisados extratos e [metil-3H]-timidina (1 μCi/mL). As concentrações 

de extrato utilizadas (extrato bruto: 175,9 µg/mL; fração clorofórmica: 

92,0 µg/mL e fração acetato de etila: 93,5 µg/mL) foram estimadas a 

partir do CI50 encontrada no MTT para a mesma linhagem celular. Após 

24 horas de incubação, o meio de cultura foi retirado e os poços lavados 

duas vezes com PBS (250 µL/poço). Posteriormente, as células foram 

transferidas para microtubos, sendo lavadas com 250 µL de ácido 

tricloroacético (TCA, 10%). As células foram então fixadas com solução 

de éter:etanol (1:3) e deixadas à temperatura ambiente por 2 horas. 

Decorrido este período, foi adicionado 250 μL de hidróxido de sódio 

(0,2 N), sendo a radioatividade incorporada verificada por medidor de 

cintilação (MOTA SIQUEIRA, 2009). 

Os valores obtidos foram expressos em percentual de 

incorporação de H
3
-timidina e normalizados pela concentração de 

proteínas totais presentes em cada amostra. 

3.5.1.3 Avaliação da atividade nucleásica  

3.5.1.3.1 Avaliação de dano no DNA plasmidial  

 
Além de sua forma superenovelada (F I) normal, o DNA 

plasmidial pode ―adotar‖ a forma circular aberta (F II) e a forma linear 

(F III). Quebras na dupla hélice, fazem com que a forma superenovelada 

(original) transforme-se em forma circular aberta (através de quebras 

simples) e/ou forma linear (através de quebra dupla de cadeia) (Figura 

7).  
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Figura 7. Esquema de corte da molécula de DNA Plasmidial. Fonte: Adaptado de BERG, 

TYMOCZKO, STRYER, 2004). 

 
Figura 8. Imagem típica de um gel de agarose obtido a partir da eletroforese do DNA 

plasmidial após sua incubação com várias concentrações de compostos. Fonte: MANCIN et al, 

(2005). 

As três formas (FI, FII e FIII), que podem ser adotadas pelo 

DNA, possuem velocidades eletroforéticas diferenciadas, apresentando-

se como bandas distintas em géis de eletroforese como mostrado na 

Figura 8 (SREDDHARA; COWAN, 2001).   

Para avaliar o potencial indutor ou protetor de danos ao DNA 
induzido pelos extratos de C. sylvestris  foram utilizados plasmídeos 

pUC 9.1 isolados de Escherichia coli DH5SαFIQ, que confere 

resistência aos antimicrobianos ampicilina e canamicina. O DNA 

plasmidial foi extraído pelo método de lise alcalina, de acordo com as 
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instruções presentes na bula do kit de extração Perfectprep Plasmid Mini 

da Eppendorf. A quantificação do DNA obtido foi realizada em 

espectofotômetro de luz ultravioleta, com leitura em comprimento de 

onda de 260 nm, onde uma unidade de densidade ótica, em 260 nm, 

corresponde a 50µg/mL de DNA (BISO, 2008). O DNA plasmidial 

obtido, que não foi utilizado no momento da extração, foi estocado a 

4ºC, por no máximo 5 dias. 

Para a avaliação da atividade nucleásica dos extratos, realizou-

se uma incubação em microtubos, durante 16 horas, a 50ºC, de 5µl de 

uma solução de DNA plasmidial (600ng), 5 µl de tampão HEPES (pH 

7,4) e 10 µl dos extratos, em concentrações que abrangem a faixa de 75 

a 600µg/mL. Decorrido o período de incubação, foram realizadas 

corridas eletroforéticas em gel de agarose. Posteriormente, realizou-se a 

revelação do gel com brometo de etídio e puderam-se visualizar as 

bandas que representam o perfil de quebra do DNA plasmidial (intacta 

ou superenovelada, com quebra simples ou circular aberta e com quebra 

dupla ou linear, FI, FII e FIII, respectivamente) induzido pelos extratos. 

Em um computador, através da utilização do programa Labworks 

Software v 4.0 (UPV inc.), procedeu-se a quantificação das bandas e 

conseqüente determinação das quantidades das três formas adotas pelo 

DNA plasmidial após sua corrida eletroforética (SCARPELLINI et al, 

2003). A intensidade de DNA supertorcido foi corrigida por um fator de 

1,47, como um resultado de sua menor capacidade de corar com 

brometo de etídio (SREEDHARA; COWAN, 2001). Nesse experimento, 

foi utilizado DMSO 1% como controle negativo (veículo de diluição dos 

extratos). 

Para a verificação da atividade protetora do DNA plasmidial 

contra ataque oxidativo, procedeu-se da mesma maneira descrita para a 

avaliação do potencial indutor de danos, com a diferença de que na 

incubação, foram adicionados aos microtubos o DNA, tampão, extrato, e 

10µL de uma solução constituída por Fe-EDTA (20µM), a qual, através 

da indução da geração de peróxido de hidrogênio, uma importante fonte 

de espécies reativas do oxigênio (EROs), promove cortes no DNA de 

maneira oxidativa. Neste experimento, uma incubação constituída por 

DNA, tampão e solução de Fe-EDTA (20µM), foi utilizada como 

controle positivo (SCARPELLINI et al, 2003). 

Os valores obtidos foram expressos em percentual da forma de 

quebra adotada pelo DNA plasmidial. 
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3.5.1.4. Avaliação da atividade pró-apoptótica  

3.5.1.4.1 Coloração Diferencial por Brometo de Etídio/ Laranja de 

Acrinidina  

 
Células do carcinoma de Ehrlich, na concentração de 5 X 10

6 

células/mL foram incubadas durante 24 horas, em uma estufa a 37ºC e 

que mantém uma atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2. 

Decorrido esse tempo, o meio foi removido e substituído por outro meio 

contendo os extratos a serem analisados. As concentrações de extrato 

utilizadas (extrato bruto: 175,9 µg/mL; fração clorofórmica: 92,0 µg/mL 

e fração acetato de etila: 93,5 µg/mL) foram estimadas a partir do CI50 

encontrada no MTT para a mesma linhagem celular. A suspensão de 

células foi transferida para um tubo do tipo eppendorf e centrifugada 

durante 10 minutos a baixa rotação (10 g, correspondente a 1000rpm) . 

O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 

25µl de PBS. Em seguida, 1µl da solução corante (1:1) de BE 

(100µg/mL)/LA (100µg/mL) foi adicionado a cada tubo e uma alíquota 

dessas células transferidas para uma lâmina e montado com lamínula e 

em seguida, levadas para o microscópio de fluorescência para 

observação dos efeitos celulares. Uma solução de DMSO 1% (veículo 

de diluição dos extratos), foi utilizada como controle negativo (GENG, 

ZENG, WANG, 2003). 

Para a quantificação percentual de cada evento celular (viáveis, 

necróticas, apoptóticas), foram contadas 300 células de cada amostra, as 

quais foram montadas em lâminas e posteriormente fotografadas para o 

registro visual de possíveis alterações.  

3.5.2. Ensaios biológicos in vivo 

3.5.2.1. Avaliação da atividade antitumoral 

3.5.2.1.1. Modelo Experimental da forma ascítica do carcinoma de 

Ehrlich (TAE) 

3.5.2.1.1.1. Protocolo Experimental 

 
Neste modelo experimental, foram utilizados camundongos 

Balb/c distribuídos em seis diferentes grupos experimentais (n= 12 por 

grupo experimental pesando 20 ± 2 g): I) controle normal (solução de 
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DMSO a 10%); II) controle negativo (TAE + solução de DMSO a 10%); 

III) controle positivo (TAE + Doxorrubicina); IV) grupo tratado com 

EB-ETOH (TAE + EB-ETOH); V) grupo tratado com  f-AcOEt (TAE + 

f-AcOEt ); VI) grupo tratado com f-CHCl3 (TAE+ f-CHCl3 ).  

Inoculou-se em todos os camundongos (com exceção do grupo 

controle normal), 5 X 10
6
 células tumorais no peritônio em condições 

assépticas. O dia da inoculação do tumor foi considerado dia zero (0). O 

tratamento dos animais iniciou-se 24 h após a inoculação das células 

tumorais, administrando-se doses dos extratos ou doxorrubicina nas 

concentrações de 150 mg/kg e 1,2 mg/kg, respectivamente, durante 9 

dias consecutivos. Os animais do grupo I e II receberam 50 μl de uma 

solução de DMSO a 10% diariamente durante o mesmo período de 

tratamento. Todos os tratamentos foram realizados por via 

intraperitoneal (i.p.).  

No décimo dia, seis animais de cada grupo foram anestesiados e 

sacrificados por deslocamento cervical, sendo retirado o líquido ascítico 

para a realização das análises. Os animais restantes de cada grupo foram 

mantidos pelo período de 30 dias para a avaliação da sobrevida em 

comparação ao grupo controle do tumor (grupo controle negativo).   

3.5.2.1.1.2. Avaliações Cronomorfológicas 

3.5.2.1.1.2.1. Avaliação da Média de Sobrevida 

 

Para determinação da sobrevida (6 animais por grupo), os animais 

inoculados com o tumor de Ehrlich e tratados ou não com os extratos e 

frações de C. sylvestris ou doxorrubicina foram observados diariamente, 

durante o período de 30 dias.   

A partir desse monitoramento, foram feitos o registro da 

mortalidade diária, e posteriormente calculada a taxa média de 

sobrevida (TMS) e a percentagem média de sobrevida (PAL), através 

das seguintes fórmulas: 

 

TMS = (Dia da 1º morte + Dia da última morte) / 2 

 

PAL (%) = [(TMS do grupo tratado / TMS do grupo controle) - 1] x 100 
(QURESHI, 2001). 

 

3.5.2.1.1.2.2. Avaliação da Variação de Peso 
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Para avaliar a variação de peso dos camundongos, foi calculada a 

diferença entre o peso final (após os 9 dias de tratamento) e o peso 

inicial dos animais (peso que os mesmos apresentavam no dia da 

inoculação do tumor, dia 0). Os resultados obtidos foram expressos em 

gramas (REBELLO, 2004). 

 

3.5.2.1.1.2.3. Avaliação da Variação da Medida da Circunferência 

Abdominal 

 

Para se determinar a variação da circunferência abdominal dos 

camundongos, foi calculada a diferença entre a medida final (após os 9 

dias de tratamento) e a medida inicial (medida que os mesmos 

apresentavam no dia da inoculação do tumor, dia 0) da circunferência 

abdominal dos animais. Os resultados obtidos foram expressos em 

centímetros (REBELLO, 2004). 

3.5.2.1.1.3. Avaliações histocitológicas 

3.5.2.1.1.3.1. Avaliação da viabilidade celular através do método de 

exclusão do corante azul de tripan 

 

A viabilidade celular foi avaliada pela incorporação do azul de 

tripan, um corante que só penetra nas células mortas, cujas membranas 

não podem mais excluí-lo. Este fenômeno permite estimar indiretamente 

o grau de integridade da mesma. O percentual de células não coradas 

representa o índice de viabilidade celular (FRESHNEY, 1999).  

Após a retirada do líquido ascítico dos animais, a viabilidade 

celular foi determinada em câmara de Neubauer, utilizando-se uma 

solução constituída por 10µL deste líquido, 890µL de solução salina e 

100µL do corante azul de tripan (4%). Os resultados foram expressos na 

proporção de células inviáveis/ células viáveis (STROBER, 1996). 

 

3.5.2.1.1.3.2. Determinação do volume total de líquido ascítico e 

volume de células compactadas 

 

O volume ascítico total foi mensurado utilizando tubos falcon 

graduados. O volume de células compactadas foi determinado após a 
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centrifugação a 1000g por 5 min dos respectivos tubos falcon 

preenchidos com todo líquido retirado dos animais (REBELLO, 2004). 

3.5.2.1.1.4. Avaliações bioquímicas 

3.5.2.1.1.4.1. Avaliação da fragmentação do DNA pelo teste do cometa 

 
No intuito de se avaliar se os tratamentos com os extratos e 

frações aqui pesquisados poderiam induzir dano ao DNA das células do 

TAE, utilizou-se o teste do cometa (SINGH et al., 1988). Este teste 

fundamenta-se na eletroforese de células lisadas sob condições alcalinas 

e embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusão, sobre lâminas 

de microscopia. Diluiu-se 20 µL do líquido ascítico retirado dos 

camundongos em 100 µL de PBS (1:10). Coletou-se 10 µL dessa 

diluição, que foram homogeneizados em 70 µL de agarose de baixo 

ponto de fusão (LMPA 0,75%) a 37ºC. Transferiu-se esse sistema 

(células/LMPA) para uma lâmina de microscopia, a qual continha uma 

pré-camada de agarose de ponto de fusão normal (NMPA 1%) obtida 

previamente por esfregaço. Em seguida, cobriu-se o referido sistema, 

com uma lamínula de vidro. As lâminas foram então acondicionadas a 

5ºC durante 5 min. Posteriormente efetuou-se a retirada das lamínulas e 

transferiu-se as lâminas para cubas apropriadas, envoltas em papel 

alumínio (para proteger da luz) e contendo solução de lise a 4ºC (2,5 

mM NaCl, 100 mM  de EDTA, 1% de Triton X-100, 10% de DMSO e 

10 mM Tris pH 10) por 24 horas. Após o período de lise das membranas 

celulares e nucleares, as lâminas foram mantidas durante 30 minutos em 

tampão alcalino a 4ºC (300 mM NaOH e 1 mM de EDTA, pH 13), e o 

DNA liberado foi, então, submetido a uma eletroforese horizontal sob 

voltagem de 25 V e corrente elétrica de 280 mA por 20 min. A seguir as 

lâminas foram lavadas três vezes, em intervalos de 15 min, com solução 

neutralizadora (tampão Tris 0,4M, pH 7,5). Finalmente, cada lâmina foi 

corada com brometo de etídio (2µg/mL), e então fixada com etanol a 

4ºC. Efetuou-se a leitura das lâminas em microscópio de 

imunofluorescência (400X) com filtro de excitação de 515 nm e filtro de 

extinção de 560 nm (SINGH et al., 1988). Para o controle negativo das 

amostras, utilizou-se líquido ascítico de um camundongo tratado apenas 

com DMSO 10%. 

Para cada animal, analisou-se aleatoriamente, imagens de 100 

células (50 células de cada lâmina, em duplicata) e o tamanho dos 

cometas (região nuclear + cauda) foi classificado visualmente. Os 
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cometas das células de cada animal foram divididos em classes, de 

acordo com o tamanho da cauda, variando de cometas sem cauda 

(indicativos de ausência de dano e denominados cometas de classe 1), 

até cometas que apresentaram cauda longa (indicativos de dano máximo 

ao DNA e denominados cometas de classe 5). 

Com o intuito de expressar-se o dano visualizado nas lâminas 

em valores numéricos, cada classe recebeu uma pontuação, segundo 

demonstrado na Tabela 2: 
 

Tabela 1. Pontuação e exemplos de cada classe de cometa vizualizada. Fonte: CARBONARI, 
2005. 

 
Para cada animal atribuiu-se uma pontuação utilizando-se o 

índice de unidades arbitrárias, obtido de acordo com o número de 

cometas visualizados em cada classe, segundo a equação a seguir: 

Índice de Dano ao DNA= (nº cometas classe 1 X 0) + (nº cometas 

classe 2 X 1) + (nº cometas classe 3 X 2) + ( nº cometas classe 4 X 3) + 

(nº cometas classe 5 X 4). 

Consequentemente, obteve-se uma única pontuação para cada 

grupo estudado. Então, o índice de dano de cada grupo variou de 0 

(ausência de dano) a 400 (presença de dano máximo). 

Para todas as amostras, os resultados foram expressos como 

Média ± Desvio padrão das unidades arbitrárias de cada grupo 

experimental e da quantidade de células por classe de dano. 

3.5.2.2. Avaliação da atividade antiangiogênica 

3.5.2.2.1. Ensaio da membrana corioanlatóica (CAM) 

 
A avaliação da atividade antiangiogênica da C. sylvestris foi 

realizada de acordo com a metodologia descrita por Nguyen, Shing e 

Folkman (1994). Ovos fertilizados da espécie Gallus domesticus foram 

incubados em uma incubadora automática e digital Chocmaster
®
, na 

posição horizontal, à temperatura de 37°C e sob umidade relativa do ar 
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de 33%. Após 48h de incubação (2 dias), uma pequena janela de 5 mm 

de diâmetro foi aberta na casca, na região onde se localiza a câmara de 

ar do ovo e, assim, uma quantidade de cerca de 5 mL de clara foi 

retirada a fim de se evitar a aderência dos embriões nas membranas 

ovulares.  

Logo na seqüencia, outra janela, agora com cerca de 15 mm de 

diâmetro, foi aberta na região do ovo posicionada acima da região da 

membrana corioalantóica dos embriões. Estas janelas foram fechadas 

com auxílio de fita adesiva e fita isolante de cor preta para minimizar a 

perda de umidade. Os embriões permaneceram assim, sob incubação, 

por mais 72h até a idade embrionária de 6 dias ou 144 h, quando um 

disco de metilcelulose (1,5%) adsorvido com os extratos a serem 

testados (3,25; 7,5 3 15,0 µg/disco), foi implantado sobre os vasos 

sanguíneos no terço externo da membrana corioalantóica. O orifício foi 

novamente fechado com a fita adesiva e fita isolante. Assim a incubação 

prosseguiu por mais 48 h, até a idade embrionária de 8 dias, quando se 

realizou a análise da atividade antiangiogênica. 

A fita foi retirada e os dados referentes ao desenvolvimento 

embrionário e vascular na região de implantação do disco foram 

registrados. Uma câmera fotográfica acoplada a um estereomicroscópio 

com aumento de 20x capturou imagens que foram enviadas para um 

microcomputador, onde cada imagem foi utilizada para se realizar uma 

contagem de vasos sanguíneos que interceptam o disco e vasos 

presentes na vizinhança em uma área de 0,9 cm
2
. Os resultados foram 

expressos como percentual de vasos ± desvio-padrão, em relação ao 

grupo controle negativo. 

Concluídos os procedimentos de incubação, realizou-se a 

biometria e a mensuração do comprimento dos embriões, que, 

posteriormente, foram fixados em formol a 10%. O comprimento 

embrionário foi expresso em milímetros (mm) e realizado através de 

medidas de comprimento corporal nos segmentos definidos como eixos 

entre as flexuras cefálica, cervical e caudal (Figura 9). Para permitir uma 

avaliação da morfogênese embrionária, a proporção entre as regiões 

anterior e posterior do embrião foi determinada como mostrado na 

Figura 9. Os eixos de comprimento entre as flexuras cefálica e cervical 

(CCV) e as flexuras cervical e caudal (CCC), foram relacionados por 
meio da razão do comprimento cefálico (mm) pelo comprimento truncal 

(mm) (CCV/CVC). Por fim, foi determinada a razão entre o 

comprimento da região cefálica (mm) em relação ao comprimento total 

do embrião (mm) (CCV/CCV+CVC). 
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Figura 9. Medidas céfálico cervical (CCV) e cervical caudal (CVC) realizados nos embriões 

da espécie G. domesticus. Fonte: Dias et al. (2005). 

 

3.6 Análise estatística 

 
A análise estatística dos resultados obtidos foi realizada através 

da análise de variância ANOVA, complementada por Tukey-Kramer, e 

o teste de Barlett quando necessário, admitindo-se um nível de 

significância de, no mínimo, p < 0,05. 
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4. RESULTADOS  

4.1. Ensaios biológicos in vitro  

4.1.1. Avaliação da atividade citotóxica  

4.1.1.1. Citotoxicidade pela redução do MTT 

 
A avaliação da viabilidade celular com diferentes concentrações 

de extratos e frações de C. sylvestris permitiu verificar que, com 

exceção da fração metanólica, todos os extratos analisados promoveram 

um significativo efeito citotóxico nas células do carcinoma de Ehrlich 

(Figura 10; Tabela 2).  

 

 

Figura 10. Efeito dose -dependente  (A) do extrato bruto (EB-ETOH), (B) fração clorofórmica 
(f-CHCl3), (C) fração metanólica (f-MeOH) e (D) fração acetato de etila (f-AcOEt) (32,5 – 

1000 µg/mL) de C. sylvestris sobre a viabilidade celular no carcinoma de Ehrlich após 24 horas 
de tratamento.  Os resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. (***) 

representa diferença estatística significativa (p < 0,001). (α) representa diferença estatística em 

relação ao controle negativo; (β) representa diferença estatística em relação ao tratamento na 
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concentração de 62,5µg/mL; (γ) representa diferença estatística em relação ao tratamento na 

concentração de 125µg/mL;  (δ) representa diferença estatística em relação ao tratamento na 
concentração de 250µg/mL; ( ᵪ ) representa diferença estatística em relação ao tratamento na 

concentração de 500 µg/mL e  (ᵋ) representa diferença estatística em relação ao tratamento na 

concentração de 1000 µg/mL.         

A partir desses dados, foram calculadas as CI50 de cada extrato, 

os quais estão representados na tabela 2.  
 

Tabela 2. Valores de CI50 e respectivos desvio-padrão derivados do efeito citotóxico do extrato 

bruto e frações clorofórmica, metanólica e acetato de etila de C. sylvestris (32,5 – 1000 

µg/mL), sob células do carcinoma de Ehrlich cultivadas in vitro. 

 

Extratos CI50 (µg/mL) 

Extrato Bruto 175,9 ± 3,0 

Fração Clorofórmica 92,0 ± 2,1 

Fração Metanólica > 1000 

Fração Acetato de Etila 93,5 ± 5,2 

Os valores da concentração inibitória (CI50) foram determinados por regressão linear. 

  

Partindo dos valores de CI50 apresentados pelos extratos de C. 

sylvestris, pode-se observar que a fração clorofórmica e acetato de etila 

apresentaram maior efeito citotóxico, seguido do extrato bruto (Tabela 

2). Entretanto, o tratamento com o extrato bruto nas concentrações de 

500 e 1000 µg/mL, foi o único capaz de reduzir a viabilidade celular 

para 2,9 e 2,3% respectivamente, enquanto que o tratamento com fração 

clorofórmica e acetato de etila nessas concentrações, foi capaz de 

reduzir a viabilidade celular para aproximadamente 40 e 30%, 

respectivamente (Figura 10). Como descrito anteriormente, a fração 

metanólica não promoveu efeito citotóxico nas concentrações testadas.  

Posteriormente, para avaliar se o efeito citotóxico promovido 

pelo tratamento com os extratos e frações de C. sylvestris é tempo-
dependente, células do carcinoma de Ehrlich foram tratadas com extrato 

bruto, fração clorofórmica e acetato de etila nas concentrações de 175,9; 

92,0 e 93,5 µg/mL, respectivamente, pelo período de 12 ,18 e 24 horas, 

e posteriormente, avaliada a redução do MTT a formazan a 540nm. 
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Figura 11. Efeito tempo-dependente do extrato bruto (EB-ETOH-175,9 µg/mL), fração 
clorofórmica (f-CHCl3-92,0 µg/mL) e acetato de etila (f-AcOEt-93,5 µg/mL) de C. sylvestris 

sobre a viabilidade celular no carcinoma de Ehrlich após 12, 18 e 24 horas de tratamento. Os 

resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. (***) e (*) representam 
diferença estatística significativa (p < 0,001) e (p<0,05), respectivamente.  (α) representa 

diferença estatística em relação ao grupo controle negativo (CN); (β) representa diferença 

estatística em relação ao tratamento com o respectivo extrato no período de 12 h ; (γ) 
representa diferença estatística em relação ao tratamento com o respectivo extrato no período 

de 18 h. 

Como pode-se observar, todos os extratos analisados 

promoveram seu efeito citotóxico de maneira tempo-dependente, visto 

que a viabilidade celular  reduziu de acordo com o aumento do tempo de 

exposição das células aos extratos analisados (Figura 11). Tanto o 

extrato bruto quanto a fração clorofórmica começam a apresentar efeito 

citotóxico após 18 horas de exposição. Já a fração acetato de etila 

apresentou efeito significativo nas primeiras 12 horas de exposição. 

 

4.1.2. Avaliação da atividade antiproliferativa  

4.1.2.1 Ensaio de incorporação da timidina 

Para investigar o efeito do tratamento com o extrato bruto e 

frações de C. sylvestris sobre a proliferação celular foi utilizado o ensaio 

de incorporação da timidina triciada. Nestes experimentos, a incubação 
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de células do carcinoma de Ehrlich com EB-ETOH (175,9µg/mL),  f-

CHCl3 (92,0 µg/mL) e f-AcOEt (93, 5 µg/mL) por 24 horas, reduziu 

significativamente a incorporação da timidina e a taxa de proliferação 

celular em 61, 84 e 58%, respectivamente, quando comparados ao grupo 

controle negativo (veículo) (Figura 12). 

Como pode-se observar, o extrato mais efetivo nesse parâmetro 

trata-se da fração clorofórmica, seguida do extrato bruto e fração acetato 

de etila (não houve diferença estatística entre esses tratamentos) (Figura 

12). 

 

Figura 12. Efeito do extrato bruto (EB-ETOH- 175,9 µg/mL), fração clorofórmica (f-CHCl3- 

92,0 µg/mL) e acetato de etila (f-AcOEt-93,5µg/mL) de C. sylvestris sobre a proliferação 
celular no carcinoma de Ehrlich após 24 horas de tratamento.  Os experimentos foram 

realizados em triplicata e os resultados expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. (***) 

representa diferença estatística significativa (p < 0,001). (α) representa diferença estatística em 
relação ao controle negativo (CN); (β) representa diferença estatística em relação a fração 

clorofórmica.  

4.1.3. Avaliação da atividade nucleásica  

4.1.3.1. Avaliação de dano no DNA plasmidial 

 
Nas figuras 13, 14 e 15 estão representados os efeitos do extrato 

bruto, fração clorofórmica e acetato de etila de C. sylvestris sobre o 

DNA plasmidial, respectivamente. 
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Figura 13. Efeito do extrato bruto (EB-ETOH) de C. sylvestris (75-600µg/mL) sobre o DNA 

plasmidial após 16 horas de incubação a 50ºC.  Os experimentos foram realizados em triplicata 

e os resultados expressos como Média ± Desvio Padrão do percentual da forma adotada pelo 
DNA plasmidial. CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo de diluição dos 

extratos. 

 

 
Figura 14. Efeito da fração clorofórmica (f-CHCl3) de C. sylvestris (75-600µg/mL) sobre o 

DNA plasmidial após 16 horas de incubação a 50ºC.  Os experimentos foram realizados em 
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triplicata e os resultados expressos como Média ± Desvio Padrão do percentual da forma 

adotada pelo DNA plasmidial. CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo de 
diluição dos extratos.  

 
 

Figura 15. Efeito da fração acetato de etila (f-AcOEt) de C. sylvestris (75-600µg/mL) sobre o 
DNA plasmidial após 16 horas de incubação a 50ºC.  Os experimentos foram realizados em 

triplicata e os resultados expressos como Média ± Desvio Padrão do percentual da forma 

adotada pelo DNA plasmidial. CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo de 
diluição dos extratos. 

Os testes para avaliação da atividade nucleásica revelaram que o 

extrato bruto, fração clorofórmica e acetato de etila de C. sylvestris, nas 

concentrações de 75, 150, 300 e 600µg/mL, respectivamente, não 

apresentaram efeito genotóxico, a partir do momento que não foram 

capazes de promover dano e quebra do DNA plasmidial, não alterando 

desta forma, seu perfil eletroforético normal, que se refere à 

conformação superenovelada (FI).  

Os testes realizados para verificar o potencial protetor dos 

extratos de C.sylvestris perante um ataque oxidativo ao DNA plasmidial, 
revelaram que todos os extratos, em todas as concentrações testadas, 

foram capazes de proteger contra o dano e a quebra induzidos pela 

solução de Fe-EDTA (20µM) (Figuras 16, 17 e 18).
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Figura 16. Efeito protetor do extrato bruto (EB-ETOH) de C. sylvestris (150-600µg/mL) sobre 

o ataque oxidativo promovido por espécies reativas do oxigênio ao DNA plasmidial.  Os 
resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. CP= grupo controle positivo 

tratado com o veículo de diluição dos extratos e uma solução constituída por Fe-EDTA 

(20µM). (***) representa diferença significativa (p < 0,001). (α) e (β) representam diferença 

estatística em relação ao controle positivo.  
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Figura 17. Efeito protetor da fração clororfórmica (f-CHCl3) de C. sylvestris (150-600µg/mL) 

sobre o ataque oxidativo promovido por espécies reativas do oxigênio ao DNA plasmidial.  Os 
resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. CP= grupo controle positivo 

tratado com o veículo de diluição dos extratos e uma solução constituída por Fe-EDTA 

(20µM). (***) representa diferença significativa (p < 0,001). (α) e (β) representam diferença 
estatística em relação ao controle positivo.   

 

Figura 18. Efeito protetor da fração acetato de etila (f-AcOEt) de C. sylvestris (150-
600µg/mL) sobre o ataque oxidativo promovido por espécies reativas do oxigênio ao DNA 

plasmidial.  Os resultados expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. CP= grupo controle 

positivo  tratado com o veículo de diluição dos extratos e uma solução constituída por Fe-
EDTA (20µM). (***) representa diferença significativa (p < 0,001). (α) e (β) representam 

diferença estatística em relação ao controle positivo.   

Os extratos-teste de C. sylvestris (extrato bruto, fração 

clorofórmica e fração acetato de etila), respectivamente, nas 

concentrações de 150, 300 e 600µg/mL, foram capazes de proteger o 

DNA do ataque oxidativo promovido pelo agente indutor de dano 

(solução de Fe-EDTA), uma vez que aproximadamente 80% das 

moléculas de DNA presentes no sistema de incubação, apresentaram 

após a corrida eletroforética, conformação FI (Figuras 17, 18, 19). 
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4.1.4. Avaliação da atividade pró-apoptótica  

4.1.4.1. Coloração Diferencial por Brometo de etídio/ Laranja de 

Acrinidina 

 

Um dos métodos aplicados para avaliar o padrão de morte celular 

induzido pelos extratos e frações de C. sylvestris foi realizado através da 

coloração diferencial com BE/LA, e posterior análise por microscopia 

de fluorescência. A Figura 19 ilustra os dados obtidos com os 

tratamentos das células do carcinoma de Ehrlich com extrato bruto 

(175,9µg/mL), fração clorofórmica (92 µg/mL), fração acetato de etila 

(93,5 µg/mL) e controle negativo (DMSO 1%). Células com coloração 

típica de apoptose (alaranjadas), foram observadas em maior número, no 

tratamento com os respectivos extratos, enquanto que células viáveis 

(caracterizadas pela coloração verde brilhante) foram encontradas com 

maior freqüência no controle negativo. 

 

 

Figura 19. Morfologia de células do carcinoma de Ehrlich coradas com uma mistura de 

Brometo de Etídeo/ Laranja de Acridina e visualizadas por microscopia de fluorescência, após 
24 horas de incubação com extrato bruto (B), fração clorofórmica (C) e acetato de etila (D) de 

C. sylvestris.  O controle negativo (A) foi tratado apenas com o veículo de diluição dos 

extratos. Aumento=400X. 

Após 24 horas de incubação de células do carcinoma de Ehrlich 

com os extratos de C. sylvestris, ocorreu uma redução do número de 

células viáveis, havendo quase total ausência das mesmas (Figura 13). 

Essa redução foi acompanhada pelo aumento de células apoptóticas 
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(EB-ETOH=91,5 f-CHCl3=90,5; f-AcOEt =94%). Curiosamente, em 

nenhum dos tratamentos, inclusive com DMSO 1% (veículo de diluição 

dos extratos), observou-se a presença de células necróticas. 
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Figura 20. Tipo de morte celular induzida pelo tratamento de células do carcinoma de Ehrlich 

com extrato bruto (EB-ETOH- 175,9 µg/mL), fração clorofórmica (f-CHCl3- 92 µg/mL) e 

acetato de etila (f-AcOEt-93,5µg/mL) de C. sylvestris pelo período de 24 horas. Os resultados 
foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=3. (***) representa diferença significativa (p 

< 0,001). (α) e (β) representam diferença estatística em relação ao controle negativo (CN).  

  

4.2. Ensaios biológicos in vivo 

4.2.1. Avaliação da atividade antitumoral 

4.2.1.1. Modelo ascítico do tumor de Ehrlich (TAE) 

 
Na tabela 3 estão apresentados os valores dos parâmetros 

cronomorfofisiológicos avaliados (variação de peso, circunferência 

abdominal, tempo médio de sobrevida e percentual de longevidade), 

após o tratamento dos animais com extrato bruto e frações da C. 
sylvestris, doxorrubicina e solução aquosa de DMSO a 10% (veículo de 

diluição dos extratos- controle negativo). 

Como pode-se observar, todos os tratamentos reduziram  

significativamente a variação da circunferência abdominal e o peso 

corporal dos animais.  Além disso, os tratamentos com extrato bruto, 
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fração clorofórmica e acetato de etila foram capazes de elevar o tempo 

médio de sobrevida em relação ao grupo controle negativo (Tabela 3). 

Tal aumento na sobrevida promovido pela administração desses 

extratos, elevou consequentemente, o percentual de longevidade. Nesse 

parâmetro, o extrato que mostrou ser mais eficaz, trata-se do extrato 

bruto, que elevou o percentual de sobrevida para 48%, seguido da fração 

clororfórmica e acetato de etila, que promoveram um aumento de 39% e 

17% nesse parâmetro, respectivamente (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Efeito do extrato bruto (EB-ETOH), fração clorofórmica (f-CHCl3) e fração acetato 
de etila (f-AcOEt) (150mg/kg) de C. sylvestris, sobre parâmetros cronomorfofisiológicos 

(variação de peso, variação de circunferência abdominal, tempo médio de sobrevida, percentual 

de longevidade) de camundongos previamente inoculados com TAE. 
 

Grupo 

Variação da 

Circunferência 

Abdominal 

(cm) 

Variação do 

Peso 

Corporal (g) 

Tempo 

Médio de 

Sobrevida 

(dias) 

Percentual de 

Longevidade 

(%) 

Controle 

Normal 
0,3 ± 0,1 α*** 3,3 ± 0,9 α*** 30,0 α*** 100,0 α*** 

Controle 

Negativo 
3,4 ± 0,4 10,2 ± 1,1 11,5 0 

Doxo 0,3 ± 0,1 α*** 2,2 ± 0,8 α*** 30,0 α*** 100,0 α*** 

EB-ETOH 1,4 ± 0,3 α** 7,7 ± 0,3 α** 17,0 α*** 48,0 α*** 

f-CHCL3 2,0 ± 0,4 α* 7,2 ± 0,1 α** 16,0 α*** 39,0 α*** 

f-AcOEt 2,0± 0,6 α* 7,9 ± 0,3 α** 13,5 α*** 17,0α*** 

 

Os resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=6. (***), (**) e (*) 
representam diferença significativa (p<0,001), (p<0,01) e  (p<0,05), respectivamente. (α) 

representa diferença estatística em relação ao controle negativo. Doxo= grupo controle positivo 

tratado com doxorrubicina (1,2 mg/kg). 

 

Na tabela 4 estão apresentados os valores dos parâmetros 

histocitológicos avaliados (proporção de células inviáveis/células 

viáveis, volume de líquido ascítico e de células compactadas) após o 

tratamento dos animais com extrato bruto e frações da C. sylvestris, 
doxorrubicina e solução aquosa de DMSO a 10% (veículo de diluição 

dos extratos- controle negativo). 

Com exceção da fração acetato de etila, todos os tratamentos 

conseguiram elevar de maneira significativa a proporção de células 
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inviáveis/células viáveis e reduzir o volume de líquido ascítico e de 

células compactadas, evidenciando um efeito citotóxico in vivo sobre as 

células do carcinoma de Ehrlich (Tabela 4).  

 
Tabela 4. Efeito do extrato bruto (EB-ETOH), fração clorofórmica (f-CHCl3) e fração acetato 
de etila (f-AcOEt) (150mg/kg) de C. sylvestris sobre parâmetros histocitológicos (proporção de 

células inviáveis/viáveis, volume de líquido ascítico e de délulas compactadas) de 

camundongos previamente inoculados com TAE. 
 

Grupo 

Proporção de células 

inviáveis/células 

viáveis 

Volume de 

Líquido Ascítico 

          (mL) 

Volume de Células 

Compactadas 

             (mL) 

Controle 

Normal 
----- ----- ----- 

Controle 

Negativo 
0,01±0,001 10,4 ± 0,5 3,4 ± 0,5 

Doxo ----- ----- ----- 

EB-ETOH 0,028±0,002α*** 5,8 ± 0,1 α*** 2,2 ± 0,3 α*** 

f-CHCL3 0,037±0,002 α*** 5,5 ± 0,4 α*** 1,8 ± 0,2 α*** 

f-AcOEt 0,01±0,001 9,1 ± 0,8 3,0 ± 0,4 

 
Os resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=6. (***), representa diferença 

significativa (p<0,001). (α) representa diferença estatística em relação ao controle negativo. 

Doxo= grupo controle positivo tratado com doxorrubicina (1,2 mg/kg). 

 

Levando-se em consideração os resultados observados nas tabelas 

3 e 4, conclui-se que os extratos mais efetivos in vivo, sob o modelo da 

forma líquida do carcinoma de Ehrlich, foram o extrato bruto seguido da 

fração clorofórmica de C. sylvestris. Assim, para avaliar se a atividade 

antitumoral desses extratos é concentração-dependente, adotou-se o 

mesmo modelo experimental utilizado anteriormente, sendo os animais 

tratados com três concentrações diferentes (37,5, 75 e 150 mg/mL) de 

extrato bruto e fração clorofórmica da referida planta. 
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Tabela 5. Efeito dose dependente do extrato bruto (EB-ETOH) e fração clorofórmica (f-

CHCl3) (150, 75 e 62,5mg/kg) de C. sylvestris sobre parâmetros cronomorfofisiológicos 
(variação de peso, variação de circunferência abdominal, tempo médio de sobrevida, percentual 

de longevidade) de camundongos previamente inoculados com TAE. 

 

Grupo 

Variação da 

Circunferência 

Abdominal 

(cm) 

Variação do 

Peso Corporal 

(g) 

Tempo 

Médio de 

Sobrevida 

(dias) 

Percentual 

de 

Longevidade 

(%) 

Controle 

Normal 
0,3±0,2α*** 1,1±1,0

 α*** 30,0
 α*** 100,0

 α*** 

Controle 

Negativo 
3,1±0,4 10,5±1,1 11,5 0 

Doxo 0,3 ± 0,1
 α*** 2,2 ± 0,8

 α*** 30,0
 α*** 100,0

 α*** 

EB-ETOH 

150 
1,5±0,3

 α*** 7,8±0,4
 α* 18,0

 α*** 56,5
 α*** 

EB-ETOH 

75 
1,5±0,2

 α*** 7,3±1,2
 α* 16,0

 α*** 
β*

 39,1
 α***

 β*
 

EB-ETOH 

37,5 
2,8±0,1

 β*** γ*** 8,5±1,0
 β*** γ*** 11,0 

β***γ*** 0
 β*** γ*** 

f-CHCl3 

150 
1,3±0,3

 α*** 7,3±0,75
 α* 17,0

 α*** 47,8
 α*** 

f-CHCl3  

75 
1,9±0,1

 α***
 β*

 7,5±1,0
 α* 16

 α***
 β*

 39,1
 α***

 β*
 

f-CHCl3 

37,5 
3,1±0,2

 β***γ*** 8,8±1,1
 β*** γ*** 11

 β***  γ*** 0
 β*** γ*** 

 
Os resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=6. (***) e (*), representam 

diferença significativa  de (p<0,001) e (p<0,05), respectivamente. (α) representa diferença 

estatística em relação ao grupo controle negativo; (β) representa diferença estatística em 

relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na concentração de 150 mg/Kg e (γ) 

representa diferença estatística em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na 

concentração de 75 mg/Kg. Doxo= grupo controle positivo tratado com doxorrubicina (1,2 
mg/kg). 

Na tabela 5 estão apresentados os valores dos parâmetros 

cronomorfofisiológicos avaliados (variação de peso, circunferência 

abdominal, tempo médio de sobrevida e percentual de longevidade) 

após o tratamento dos animais com extrato bruto e fração clorofórmica 

de C. sylvestris nas concentrações de 37,5, 75 e 150 mg/mL, além dos 
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resultados apresentados pelos animais tratados com doxorrubicina e 

solução aquosa de DMSO a 10%. 

O tratamento com extrato bruto nas concentrações de 150 e 

75mg/kg, reduziu significativamente a variação da circunferência 

abdominal e o peso corporal dos animais tratados. Além disso, a 

administração de extrato bruto nessas concentrações foi capaz de 

promover a elevação do tempo médio de sobrevida e, 

consequentemente, do percentual de longevidade. O tratamento com 

extrato bruto na concentração de 37,5mg/kg não foi efetivo, não 

apresentando diferença estatística em relação ao grupo controle negativo 

(Tabela 5). 

O tratamento com fração clorofórmica apresentou um perfil 

semelhante ao apresentado pelo extrato bruto, uma vez que a 

administração de fração clorofórmica nas concentrações de 75 e 

150mg/kg foi capaz de promover uma redução significativa na variação 

da circunferência abdominal e peso corporal dos animais tratados, além 

de ter elevado o tempo médio de sobrevida e percentual de longevidade. 

Já a administração de fração clorofórmica na concentração de 37,5 

mg/kg não promoveu uma alteração significativa nos parâmetros 

avaliados, não apresentando diferença estatística em relação ao grupo 

controle negativo e dessa forma, não exercendo efeito (Tabela 5). 

O efeito citotóxico in vivo do extrato bruto e fração 

clorofórmica sobre as células do carcinoma de Ehrlich pode ser 

observado com o tratamento nas concentrações de 75 e 150mg/kg. Além 

disso, a administração desses extratos nessas concentrações foi capaz de 

promover uma redução significativa do volume de líquido ascítico. 

Novamente, o tratamento com extrato bruto e fração clorofórmica na 

concentração de 37,5 mg/kg não foi efetivo em relação aos parâmetros 

histocitológicos, não apresentando diferença estatística significativa em 

relação ao controle negativo (Tabela 6). 
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Tabela 6. Efeito dose dependente do extrato bruto (EB-ETOH) e fração clorofórmica (f-

CHCl3) (150, 75 e 62,5mg/kg) de C. sylvestris sobre parâmetros histocitológicos (proporção de 
células inviáveis/viáveis, volume de líquido ascítico e de células compactadas) de 

camundongos previamente inoculados com TAE. 

 

Grupo 
Proporção de células 

inviáveis/células viáveis 

Volume de 

Líquido Ascítico  

(mL) 

Volume de 

Células 

Compactadas 

             (mL) 

Controle  

Normal 
----- ---- ---- 

Controle  

Negativo 
0,009±0,001 10,4±0,8 3,2±0,7 

Doxo ----- ----- ----- 

EB-ETOH  

150 
0,030±0,002 α*** 5,6±0,6 α** 1,3±0,3 α*** 

EB-ETOH  

75 
0,020±0,002 α*** β* 5,3±1,2 α** 1,8±0,3 α*** 

EB-ETOH  

37,5 
0,009±0,001 β*** γ*** 10,8±1,3 β*** γ*** 2,6±0,6 β*** γ*** 

f-CHCl3 

150 
0,040±0,001 α*** 5,9±1,2 α** 1,7±0,2 α*** 

f-CHCl3  

75 
0,015±0,001 α*** β*** 5,2±1,2 α** 1,2±0,3 α*** 

f-CHCl3 

37,5 
0,008±0,002 β*** γ*** 10,5±1,5 β*** γ*** 2,2±0,7 β*** γ*** 

 
Os resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, n=6. (***) e (**), representam 

diferença significativa de (p<0,001) e (p<0,01), respectivamente. (α) representa diferença 

estatística em relação ao grupo controle negativo; (β) representa diferença estatística em 
relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na concentração de 150 mg/Kg e (γ) 

representa diferença estatística em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na 

concentração de 75 mg/Kg. Doxo= grupo controle positivo tratado com doxorrubicina (1,2 
mg/kg). 
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4.2.1.1.1. Avaliação da fragmentação do DNA pelo teste do cometa 

 
Com o intuito de observar se o extrato bruto e a fração 

clorofórmica de C. sylvestris são capazes de promover a fragmentação 

do DNA de células do TAE, realizou-se o teste  cometa no líquido 

ascítico de animais previamente tratados com esses extratos, nas 

concentrações de 37,5; 75 e 150mg/kg. 

Em relação ao tratamento realizado com extrato bruto (Figura 

21), pode-se observar que a administração desse extrato nas 

concentrações de 75 e 150mg/kg, foi genotóxico, uma vez que tais 

tratamentos apresentaram um índice de dano ao DNA de 214,5 e 213, 

respectivamente. Já o tratamento com extrato bruto na concentração de 

37,5 mg/kg apresentou um índice de dano ao DNA de 68, não 

promovendo a fragmentação do DNA e não apresentando diferença 

estatística em relação ao controle negativo. Cabe ressaltar que o índice 

de dano ao DNA apresentado pelo controle negativo (65,5) e tratamento 

com extrato bruto na concentração de 37,5 mg/kg, representam a taxa 

normal de turnover das células do carcinoma de Ehrlich. 
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Figura 21. Dano ao DNA no líquido ascítico de camundongos previamente inoculados com 

TAE e posteriormente tratados com extrato bruto (37,5-150mg/kg) de C. sylvestris. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como Média ± Desvio 
Padrão, n=6. (***) representa diferença significativa (p < 0,001). (α) representa diferença 

estatística em relação ao grupo controle negativo; (β) representa diferença estatística em 
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relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na concentração de 150 mg/Kg e (γ) 

representa diferença estatística em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na 
concentração de 75 mg/Kg.CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo de 

diluição dos extratos (DMSO 10%). 

 

Novamente, o perfil de índice de dano ao DNA apresentado pelo 

tratamento com fração clorofórmica, foi muito semelhante ao 

apresentado pelo extrato bruto, uma vez que a administração desse 

extrato nas concentrações de 75 e 150mg/kg, levou a uma fragmentação 

significativa do DNA (200 e 206 respectivamente), enquanto que o 

tratamento com a concentração de 37,5 mg/kg não foi genotóxico, 

apresentando um índice de dano ao DNA (88) muito semelhante ao 

apresentando pelo controle negativo (Figura 22). 

A análise das tabelas 5 e 6 e das figuras 21 e 22 permitem 

observar que o efeito antitumoral do extrato bruto e fração clorofórmica 

de C. sylvestris é dose-dependente, considerando que a concentração 

mais eficaz foi a concentração de 150 mg/kg, seguida da concentração 

de 75mg/kg e da concentração de 37,5mg/kg, a qual não apresentou 

mais efeito. 
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Figura 22. Dano ao DNA no líquido ascítico de camundongos previamente inoculados com 
TAE e posteriormente tratados com fração clorofórmica (37,5-150mg/kg) de C. sylvestris. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como Média ± Desvio 

Padrão, n=6. (***) representa diferença significativa (p < 0,001). (α) representa diferença 
estatística em relação ao grupo controle negativo; (β) representa diferença estatística em 

relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na concentração de 150 mg/Kg e (γ) 
representa diferença estatística em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na 



73 

 

concentração de 75 mg/Kg.CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo de 

diluição dos extratos (DMSO 10%). 

4.2.2. Avaliação da atividade antiangiogênica 

4.2.2.1. Ensaio da membrana corioanlatóica (CAM) 

 
Com o objetivo de se verificar se a atividade antitumoral 

apresentada pelo extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris está 

relacionada à capacidade desses extratos em inibir a formação de vasos 

sanguíneos pelas células tumorais, avaliou-se a atividade dos mesmos 

pelo ensaio da CAM.  

O tratamento dos embriões com o extrato bruto e a fração 

clorofórmica nas concentrações de 3,25, 7,5 e 15µg/disco foram capazes 

de reduzir significativamente, o percentual de vasos em 54,5; 61,4 e 

71% e 42,1; 59,1 e 70,9% respectivamente, em relação ao CN. Já o 

tratamento com ácido retinóico (AR), foi o mais eficaz, sendo capaz de 

promover uma redução de 85,7% no número de vasos, quando 

comparado ao grupo CN (Figuras 23, 24 e 25). Esses resultados indicam 

que o extrato bruto e a fração clorofórmica de C. sylvestris exercem 

efeito antiangiogênico de maneira dose-dependente. 
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Figura 23. Efeito dose-dependente do extrato bruto (3,25; 7,5; 15 µg/disco) de C. sylvestris 

sobre a vascularização da membrana corioalantóide de embriões de Gallus domesticus com 

oito dias de desenvolvimento. Os resultados foram expressos como Média ± Desvio Padrão, 
n=6. (***) e (*) representam diferença significativa (p < 0,001) e (p<0,05), respectivamente. 

(α) representa diferença estatística em relação ao grupo controle negativo; (β) representa 
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diferença estatística em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na 

concentração de 15 µg/disco e (γ) representa diferença estatística em relação ao tratamento 
realizado com o respectivo extrato na concentração de 7,5 µg/disco.CN= grupo controle 

negativo tratado apenas com o veículo de diluição dos extratos (etanol P.A); AR= grupo 

controle positivo tratado com ácido retinóico (1µg/disco). 
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Figura 24. Efeito dose-dependente da fração clorofórmica (3,25; 7,5; 15 µg/disco) de C. 

sylvestris sobre a vascularização da membrana corioalantóide de embriões de Gallus 

domesticus com oito dias de desenvolvimento. Os resultados foram expressos como Média ± 
Desvio Padrão, n=6. (***) representa diferença significativa (p < 0,001). (α) representa 

diferença estatística em relação ao grupo controle negativo; (β) representa diferença estatística 

em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato na concentração de 15 µg/disco e 
(γ) representa diferença estatística em relação ao tratamento realizado com o respectivo extrato 

na concentração de 7,5 µg/disco.CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo de 

diluição dos extratos (etanol P.A); AR= grupo controle positivo tratado com ácido retinóico 
(1µg/disco). 
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Figura 25. Efeito inibitório do extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris sobre a 

vascularização da membrana cório-alantóica de embriões, no 8º dia de desenvolvimento. A) 
Controle positivo, tratado com ácido retinóico (1µg/disco). B) Fração clorofórmica de C. 

sylvestris (15µg/disco). C) Controle negativo, tratado com etanol. D) Extrato bruto de C. 

sylvestris (15µg/disco). 

Com o objetivo de avaliar a possível influência do efeito 

antiangiogênico do extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris 

na morfogênese e no crescimento embrionário, foram obtidas as 

medidas de comprimento cefálico-cervical-caudal (total) dos embriões, 

assim como as razões CCV/CVC e CCV/CCV+ CVC, após os oito dias 

de desenvolvimento. Analisando-se as Figuras 26 e 27, observa-se que 

extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris não exerceram 

modificações significativas sobre a morfogênese e o crescimento 

corporal dos embriões, respectivamente, em relação ao grupo controle  

negativo. 
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Figura 26. Efeito do extrato bruto na morfogênese de embriões de Gallus domesticus com oito 
dias de desenvolvimento. A) Comprimento total do embrião (CCV+CVC). B) Razão do 

comprimento cefálico pelo comprimento truncal (CCV/CVC). C) Razão do Comprimento 

cefálico pelo comprimento total do embrião (CCV/CCV+CVC). Os resultados foram expressos 
como Média ± Desvio Padrão, n=6. CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo 

de diluição dos extratos (etanol P.A); AR= grupo controle positivo tratado com ácido retinóico 

(1µg/disco). 
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Figura 27. Efeito da fração clorofórmica na morfogênese de embriões de Gallus domesticus 

com oito dias de desenvolvimento. A) Comprimento total do embrião (CCV+CVC). B) Razão 

do comprimento cefálico pelo comprimento cervical (CCV/CVC). C) Razão do Comprimento 
cefálico pelo comprimento total do embrião (CCV/CCV+CVC). Os resultados foram expressos 

como Média ± Desvio Padrão, n=6. CN= grupo controle negativo tratado apenas com o veículo 

de diluição dos extratos (etanol P.A); AR= grupo controle positivo tratado com ácido retinóico 
(1µg/disco). 
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5. DISCUSSÃO 

 
Atualmente, o câncer consiste em uma doença que causa temor 

na sociedade, devido à sua alta incidência e índice de mortalidade. Nos 

países desenvolvidos, estima-se que uma em cada três pessoas que 

desenvolve a doença, faleça em decorrência da mesma. Mesmo em 

casos de diagnóstico precoce, a expectativa de vida pode ser bastante 

curta (KAMB, 2005; FERREIRA, 2006b). 

Embora já existam fármacos consagrados no tratamento do 

câncer, nenhuma das abordagens terapêuticas atuais foi capaz de 

regredir completamente as diferentes manifestações desta patologia, ou 

mesmo reduzir significativamente sua toxicidade, efeitos adversos e a 

multiresistência à quimioterapia (MDR). Por outro lado, as plantas são 

fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos nos 

processos tumorais, muitos dos quais constituem modelos para a síntese 

de um grande número de fármacos. Assim, a seleção de espécies 

vegetais para pesquisa e desenvolvimento baseada na alegação de um 

dado efeito terapêutico, pode constituir em um valioso atalho para a 

descoberta de novos fármacos mais efetivos, menos tóxicos e/ou com 

novos mecanismos de ação. 

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar informações 

sobre o potencial citotóxico, antiproliferativo, pró-apoptótico, 

antitumoral e antiangiogênico do extrato bruto etanólico e frações de C. 
sylvestris utilizando modelos biológicos in vitro e in vivo. 

Normalmente, a utilidade de um determinado composto ou 

mistura de compostos dos quais se suspeita possuir atividade 

antitumoral, é julgada primeiramente através de ensaios para a avaliação 

da citotoxicidade e proliferação celular in vitro. O interesse concentra-se 

em avaliar a capacidade destes compostos em inibir o crescimento e/ou 

induzir a morte das células tumorais in vitro. No caso de C. sylvestris, 

existem alguns relatos na literatura científica acerca de seu efeito 

citotóxico sobre microorganismos, protozoários e diversas linhagens 

celulares (OBERLIES et al., 2002; MAISTRO, CARVALHO, MANTOVANI, 

2004; MESQUITA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; DA SILVA et al., 

2008b; DE MESQUITA, 2009).  
Diante do evidente potencial citotóxico apresentado pela C. 

sylvestris e do fato de que células de mamíferos em cultura são 

ferramentas utilizadas para avaliar a citotoxicidade de novos compostos 

antitumorais (PAILARD et al., 1999; FERREIRA, 2006b), o presente 

trabalho avaliou, inicialmente, a atividade citotóxica do extrato bruto 
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etanólico e frações clorofórmica, acetato de etila e metanólica de C. 

sylvestris sobre células do carcinoma de Ehrlich, através da realização 

do ensaio do MTT. 

Segundo Suffines e Pezzuto (1990), somente os extratos com 

valor de CI50 < 200 μg/mL podem ser considerados ativos. Essa 

preconização foi considerada e, nesse sentido, as frações clorofórmica e 

acetato de etila foram reveladas como as mais ativas nesse estudo, 

seguida do extrato bruto e da fração metanólica, a qual não demonstrou 

efeito citotóxico (Tabela 3). Esses resultados corroboram estudos 

realizados por Mesquita e colaboradores (2009), que observaram o 

efeito citotóxico de extratos obtidos da casca, frutos e folhas, da planta 

sobre diversas linhagens tumorais humanas (SF 295, HCT-8, MDA-MB 

435, HL-60). Além disso, a observação das Figuras 10 e 11 permite 

observar que a atividade citotóxica promovida por esses extratos é 

concentração e tempo-dependente.  

A atividade citotóxica apresentada pelos extratos de C. 

sylvestris, pode estar diretamente relacionada à presença de alguns 

compostos citotóxicos nas folhas da planta. A grande maioria dos 

compostos isolados das folhas de Casearia sp. é representada por 

clerodanos, um novo grupo de diterpenóides com atividade biológica. 

Há um aumento constante do número de clerodanos diterpenos 

descobertos graças a ensaios de fracionamento bioguiado, mostrando 

que muitos deles, especialmente os ricos em moléculas de oxigênio, 

possuem propriedades antifúngicas, antibacterianas, de repelência de 

insetos e citotóxica (OBERLIES et al., 2002; HUANG et al., 2004; 

FERREIRA, 2006b). Diterpenos clerodânicos isolados dos frutos e casca 

de Casearia grewifolia; da raiz, folhas e galhos de Casearia 

membranacea e dos galhos de Casearia oblíqua mostraram-se 

citotóxicos sobre diversas linhagens tumorais humanas (KB, HL-60, 

HCT-8, MDA/MB-435, SF-295, BC1, NC1-H187, Daoy, MED, HeLa, 

PC-3, DLD1) (SHEN et al., 2004; SHEN et al., 2005; KANOKMEDHAKUL, 

BUAYAIRAKSA, 2005; KANOKMEDHAKUL, BUAYAIRAKSA, 2007; 

CHEN et al., 2008; VIEIRA JR et al., 2009). Em relação aos diterpenos 

clerodânicos (casearinas) isolados das folhas de C. sylvestris, estudos 
têm demonstrado que os mesmos apresentam efeito citotóxico sobre 

diversos microorganismos e linhagens celulares transformadas (LX-1, 

HCT, 116, A 2780; HL-60) (DE CARVALHO et al., 1998; BOLZANI et al. 

1999, OBERLIES, 2002; FERREIRA, 2006b;).  
Outros compostos de atividade citotóxica comprovada que foram 

identificados no óleo essencial das folhas da planta, consitem em 
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sesquiterpenos (-cariofileno e -humuleno), que mostraram 

citotoxicidade perante células A-549, DLD-1, M4BEU, HeLa, Bel-7402 

e CT-26 (LEGAULT et al., 2003; SYLVESTRE et al., 2005; HOU et al., 2006; 

SYLVESTRE et al., 2006;). Estudos realizados por Tundis e colaboradores 

(2009), mostraram que o -cariofileno e -humuleno isolados de 

Senecio stabianus Lacaita (Asteraceae), apresentaram-se citotóxicos 

para as linhagens C32 e LNCaP. Já Da Silva, Figueiredo e Yano (2007), 

observaram a citotoxicidade do -cariofileno isolado do óleo volátil das 

folhas de Zanthoxylum rhoifolium sobre células do carcinoma de 

Ehrlich. Embora atualmente não exista nenhum estudo acerca da 

atividade citotóxica dos sesquiterpenos isolados do óleo de C. sylvestris, 

Da Silva e colaboradores (2008b), comprovaram a atividade citotóxica 

do óleo da planta perante diversas linhagens de células tumorais, como 

células A-549, HeLa e HT-29, dados estes, que corroboram diretamente 

os resultados obtidos no presente trabalho.  

Cabe ressaltar que ambos os sesquiterpenos identificados na 

planta possuem atividade antiinflamatória (FERNANDES et al., 2007). 

Dados da literatura indicam que o uso de antiinflamatórios não 

esteroidais (AINES) de maneira contínua, reduz o risco de ocorrência de 

câncer de cólon em torno de 40–50%, e pode ser preventivo contra os 

cânceres de pulmão, esôfago e estômago (BARON, SANDLER, 2000; 

GARCIA-RODRIGUEZ,HUERTA-ALVAREZ, 2001; SIQUEIRA JUNIOR, 

2007). Já o tratamento com inibidores seletivos da COX-2 reduz a 

formação de tumores intestinais, esofágicos, de mama, pele e bexiga em 

animais (KAWAMORI et al., 1998; JACOBY et al., 2002; 

SUBBARAMAIAH, DANNENBERG, 2003; SIQUEIRA JUNIOR, 2007). A 

ação quimiopreventiva dos antiinflamatórios poderia ocorrer através da 

inibição das enzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX 1 e COX2), onde os 

mesmos estariam reduzindo o metabolismo do ácido araquidônico e, 

consequentemente, a liberação de fatores de crescimento e agentes 

causadores de dano ao microambiente inflamatório, reduzindo, desta 

forma, a proliferação celular neste local e a ocorrência de possíveis 

mutações que, em conjunto, poderiam facilitar o desenvolvimento da 

carcinogênese (COUSSENS, WERB, 2002, DVORAK, 1986; SIQUEIRA 

JUNIOR, 2007). Além disso, tem sido proposto que esses fármacos 

exercem efeito quimiopreventivo e antitumoral ao induzirem a apoptose 
através da liberação do citocromo C mitocondrial, ao promoverem  

interferências na progressão do ciclo celular e ao apresentarem efeito 

antiangiogênico, visto que a COX-2 regula a expressão de proteínas pró 

e antiapoptóticas, proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular, e 
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fatores de crescimento e citocinas que regulam a angiogênese (DEMPKE,  

et al, 2001; BRIGATI et al., 2002; SIQUEIRA JUNIOR, 2007 ). 

Dados da literatura têm demonstrado o efeito citotóxico do ácido 

gálico em diversas linhagens tumorais humanas (DU 145, 22Rv1) e 

animais (PC-12) (KAUR et al., 2009; KANG et al., 2009). Recentemente, 

Da Silva e colaboradores (2009), isolaram das folhas de C. sylvestris 

dois derivados do ácido gálico (IGDE e MGDE) os quais mostraram 

atividade citotóxica sobre células do carcinoma de Ehrlich.  

A análise destes dados permite sugerir então, que a atividade 

citotóxica apresentada pelos extratos de C. sylvestris testados neste 

estudo, deve-se à presença de diterpenos clerodânicos, derivados do 

ácido gálico (MGDE e IGDE) e sesquiterpenos (-cariofileno e -

humuleno), nas folhas da planta. Sugere-se ainda, que os sesquiterpenos 

presentes no óleo essencial da planta, podem estar exercendo efeito 

citotóxico através da inibição da COX, da indução da apoptose, através 

da liberação do citocromo C mitocondrial ou do bloqueio do ciclo 

celular. 

Apesar da avaliação da atividade citotóxica pelo método do MTT 

ser uma etapa imprescindível e eficaz na procura de novos agentes 

quimioterápicos, a realização desse método não permite definir o 

mecanismo de ação envolvido na citotoxicidade apresentada por um 

determinado composto (BERRIDGE et al., 2006; FERREIRA, 2006b). 

Com o intuito de se verificar se o efeito citotóxico promovido 

pelo extrato bruto e frações clorofórmica e acetato de etila de C. 

sylvestris sobre células do carcinoma de Ehrlich estaria relacionado à 

capacidade antiproliferativa desses extratos, realizou-se o ensaio da 

incorporação da H
3
- timidina, utilizando-se concentrações 

correspondentes aos respectivos CI50 de 24 horas de incubação.  

A timidina é um nucleosídeo do ácido desoxirribonucléico 

(DNA) formado pela base nitrogenada timina ligada a uma pentose 

(desoxirribose), através da ligação β-N-glicosídica (TENG et al., 2006). 

Como a replicação do DNA depende da síntese e disponibilidade de 

timidina, a utilização de timidina radioativa (H
3
-timidina), permite  

monitorar o DNA genômico. Desta forma, a mensuração de H
3
-timidina 

incorporada ao DNA, tem sido amplamente usada como marcador de 

proliferação celular (OLIVEIRA et al., 2001). 
No presente estudo, o extrato que exibiu maior efeito 

antiproliferativo, foi a fração clorofórmica, seguido do extrato bruto e 

fração acetato de etila, sendo que estes dois últimos tratamentos não 

apresentaram diferença estatística entre si (Figura 12). Esses resultados 
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corroboram os dados obtidos no ensaio do MTT, onde o efeito 

citotóxico apresentado por esses extratos pode estar diretamente 

associado ao seu efeito antiproliferativo. Além disso, esses resultados 

sugerem que o tratamento com os extratos de C. sylvestris promove 

alterações no ciclo celular normal das células do carcinoma de Ehrlich, 

inibindo a síntese de DNA e, conseqüentemente, a divisão celular. 

Entretanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados, no intuito 

de  elucidar a(s) fase(s) do ciclo celular e a(s) proteína(s) afetada(s) pelo 

tratamento com os extratos de C. sylvestris.  

O efeito antiproliferativo de diterpenos clerodânicos, 

sesquiterpenos e agentes polifenólicos têm sido amplamente 

investigado. Huang e colaboradores (2004), observaram o efeito 

antiproliferativo de 6 caseamembrinas (diterpenos clerodânicos isolados 

de Casearia membranaceae), em células PC-3, que são células de 

câncer de próstata humano. Em relação ao potencial antiproliferativo 

apresentado por sesquiterpenos, estudos mostraram que o α-humuleno 

inibe a proliferação de células A-549, DLD-1 e LNCaP (LEGAULT et 

al., 2003; LOIZZO et al.,2007), e que o β-cariofileno, exerce efeito 

antiproliferativo sobre células K562 (LAMPRONTI et al., 2006). Por fim, 

o ácido gálico vem sendo frequentemente avaliado quanto à sua 

atividade antiproliferativa. Dados da literatura têm demonstrado o efeito 

antiproliferativo deste composto e seus derivados sobre diversas 

linhagens celulares transformadas (HeLa, MDA-MB-231, L-132, 

MOLT-3) e modelos de neoplasia in vivo desenvolvidos em cobaias 

(hepatocarcinoma de rato induzido pela dietilnitrosamina) (GOMES et al., 

2003; JAGAN et al., 2008).  

Evidências sugerem que a promoção do efeito antiproliferativo 

dos polifenóis seja mediado pela inibição das topoisomerases e 

fosfatidilinositol-3 quinase ou pela paralisação do ciclo celular em 

determinada fase, o que ocorre em conseqüência da interação desses 

compostos com proteínas envolvidas na progressão do ciclo (LEPLEY et 

al., 1996; AGULLO et al., 1997; SKAPER et al., 1997). Em estudo realizado 

por Hwang e colaboradores (2008), foi comprovado que um dos 

mecanismos pelos quais o ácido gálico exerce efeito antiproliferativo 

consiste na inibição da atividade da UDP-glicose desidrogenase, 

limitando a disponibilidade de UDP- ácido glucurônico e, 

conseqüentemente, a produção excessiva de proteoglicanos associados 

com a proliferação de células tumorais. Já Chen e colaboradores (2009), 

observaram que o ácido gálico isolado das folhas de Toosa sinensis, 

exerce efeito antiproliferativo sobre células DU 145 ao bloquear o ciclo 
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celular na fase G2, através da ativação de ChK1 e ChK2 e da inibição de 

Cdc25C Cdc 2.  

Como comentado anteriormente, estudos fitoquímicos realizados 

nas folhas de C. sylvestris revelaram a presença de dois derivados do 

ácido gálico (IGDE, MGDE) e diterpenos clerodânicos nas folhas da 

planta (MORITA et al., 1991; DA SILVA,CHAAR,YANO, 2009). Já análises 

realizadas no óleo volátil de C. sylvestris, revelaram a presença de 

biciclogermacreno e sesquiterpenos (α-humuleno e β-cariofileno) 

(ESTEVES et al., 2005). Desta forma, sugere-se que o efeito 

antiproliferativo do extrato bruto e frações clorofórmica e acetato de 

etila de C. sylvestris sobre as células do carcinoma de Ehrlich, esteja 

diretamente associado à presença de compostos de comprovada 

atividade citotóxica (diterpenos clerodânicos, MGDE, IGDE, -

humuleno, -cariofileno) nas folhas da planta.  

Diversos agentes quimioterápicos exercem seu efeito citotóxico e 

antiproliferativo ao inibir a síntese de DNA. Esses fármacos exercem 

sua ação ao inibir a síntese de desoxirribonucleosídeos e purinas, ao 

inibir a atividade das topoisomerases, ou ao se intercalar (alquilar) ao 

DNA, impedindo sua replicação (RICHARDSON, 2000). A doxorrubicina 

e a cisplatina, dois antineoplásicos alquilantes, vem sendo 

extensivamente usados na clínica (CRAGG; NEWMAN, 1999). A 

doxorrubicina atua intercalando seus anéis planares entre os pares de 

bases nucleotídicas do DNA, o que inibe a replicação nucleotídica e 

pode desencadear a quebra do DNA pela topoisomerase II, originando 

distúrbios sérios na estrutura terciária do DNA. A atividade 

antineoplásica da doxorrubicina também parece estar envolvida nas 

reações de oxidação/redução, com a produção de radicais livres 

altamente reativos e tóxicos. Há indícios ainda de que esse fármaco 

afeta o ciclo celular, sendo ativo inclusive na interfase, além de 

promover alterações celulares características de apoptose (SINGAL; 

ILISKOVIC, 1998; CHING YU et al., 2005). Já a cisplatina, ao penetrar na 

célula, deve ser ativada para promover sua ação. Tal ativação ocorre 

pela hidrólise dos íons cloreto existentes em sua estrutura, promovendo 

a formação de um complexo reativo que interage com o DNA. Essa 

interação resulta em ligações cruzadas intrafilamentosas (provavelmente 

entre N7 e O6 de moléculas adjacentes de guanina) com conseqüente 
torção e desnaturação local da cadeia de DNA (RANG et al., 2004; ROY et 

al., 2009). O amplo emprego terapêutico da cisplatina pode ser 

justificado pelo fato desse fármaco promover a completa remissão do 

tumor em pacientes com câncer testicular avançado, além de apresentar 
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efeito terapêutico significativo nos cânceres de ovário, útero, bexiga, 

cabeça/pescoço (RANG; DALE; RITTER, 1999; BOYLES et al., 2001).  

Com intuito de investigar se a atividade citotóxica e 

antiproliferativa promovida pelos extratos de C. sylvestris envolviam a 

sua intercalação ao DNA, realizou-se o teste de dano ao DNA 

plasmidial. Entretanto, neste estudo, observou-se que nenhum dos 

extratos, em nenhuma das concentrações testadas, foi capaz de 

promover uma alteração no perfil eletroforético normal do DNA, 

caracterizado pela conformação FI (Figuras 13, 14 e 15). Diante dos 

resultados obtidos, pode-se supor que o efeito citotóxico e 

antiproliferativo promovido por esses extratos não é mediado por uma 

interação e dano direto ao DNA, como é o caso dos agentes alquilantes. 

Como descrito anteriormente, Da Silva e colaboradores (2009), 

identificaram e isolaram dois derivados do ácido gálico (IGDE, MGDE) 

nas folhas da planta. É bem estabelecido na literatura que o ácido gálico 

e alguns de seus derivados, quando administrados em baixas 

concentrações, possuem efeito pró-oxidante, sendo capazes de promover 

um ataque oxidativo às bases nitrogenadas do DNA, levando à formação 

de adutos e a fragmentação do mesmo (YOSHINO et al., 2002). Cabe 

ressaltar que grande parte dos agentes antineoplásicos utilizados na 

clínica, atuam produzindo EROs, os quais podem danificar o DNA, 

RNA, proteínas e componentes lipídicos, desencadeando morte celular 

por apoptose das células malignas (ALLEN, TRESINI, 2000; 

NAKAGAWA et al., 2002; TSANG et al., 2003).  
Para avaliar se as atividades citotóxica e antiproliferativa 

promovida pelo extrato bruto e frações de C. sylvetris ocorre mediante o 

ataque oxidativo ao DNA, realizou-se novamente, o teste de dano ao 

DNA plasmidial. Para tal avaliação, incubou-se conjuntamente, DNA 

plasmidial, solução de Fe-EDTA (geradora de peróxido de hidrogênio e 

EROs) e extratos de C. sylvetris. Como foi possível observar (Figuras 

16, 17 e 18) os três extratos, em todas as concentrações testadas, foram 

capazes de proteger o DNA plasmidial do ataque oxidativo, uma vez 

que a maioria das moléculas de DNA presentes no sistema de incubação 

apresentaram um perfil eletroforético de migração correspondente à 

conformação FI, que refere-se à conformação superhelicoidal e normal 

do DNA. Este resultado mostra que os extratos de C. sylvestris atuam 

protegendo o DNA das células do ataque oxidativo induzido por EROs. 

Sugere-se que, provavelmente, o IGDE e MGDE presentes nos extratos 

testados estejam exercendo efeito antioxidante (uma atividade também 

apresentada pelo ácido gálico, quando administrado em doses maiores), 
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ou não sejam capazes de causar um efeito pró-oxidante, independente da 

concentração em que se encontram. 

Apesar do tratamento do câncer através da aplicação de radio e 

quimioterapia, levar à morte das células neoplásicas primeiramente 

através da indução de apoptose, este não é o único tipo de morte celular 

eficientemente capaz de destruir células malignas (IGNEY, KRAMMER, 

2002; MASQUELIER et al., 2004). A necrose, embora seja um mecanismo 

inespecífico, é tão eficaz quanto a apoptose na terapia do câncer, uma 

vez que favorece a ativação do sistema imune contra o tumor 
(MASQUELIER et al., 2004). 

A apoptose é um fenômeno de morte celular programada, ou seja, 

que envolve a ocorrência de mecanismos de transdução de sinal e 

síntese de proteínas específicas, e atua na eliminação de células 

indesejáveis e danificadas, especialmente quando a lesão afeta o DNA 
(KIECHLE, ZANG, 1998; ISRAELS, ISRAELS, 1999; KUMAR et al., 2005). 
Como mencionado anteriormente, morfologicamente a apoptose é 

caracterizada pela condensação da cromatina, fragmentação do DNA e 

empacotamento dos restos citoplasmáticos na forma de corpos 

apoptóticos, sem a ocorrência de danos à membrana plasmática e 

processo inflamatório (STRASSER, O’CONNOR, DIXIT, 2000). Já a 

necrose, ocorre geralmente em resposta à injúria severa às células e é 

caracterizada morfologicamente por inchaço citoplasmático e 

mitocondrial, ruptura da membrana plasmática e liberação do conteúdo 

para o meio extracelular. Desta forma, a necrose envolve a geração de 

uma resposta inflamatória, que pode causar injúria e até mesmo a morte 

de células vizinhas; ou seja, nesta condição um grande número de 

células são afetadas e lesadas ao mesmo tempo e, devido ao 

desencadeamento do processo inflamatório há alterações irreversíveis no 

tecido e/ou órgão afetado (CURTIN, DONOVAN, COTTER, 2002). 

Com o intuito de se determinar qual mecanismo de morte celular 

(necrose ou apoptose), estaria relacionada à atividade citotóxica e 

antiproliferativa apresentada pelos extratos de C. sylvestris, foram 

investigadas alterações morfológicas induzidas pelo tratamento de 

células do carcinoma de Ehrlich com extrato bruto, fração clorofórmica 

e fração acetato de etila da planta, através da coloração das mesmas com 

uma mistura constituída por Brometo de Etídio/Laranja de Acridina 
(BE/LA). 

O método de coloração por BE/LA permite diferenciar células 

viáveis daquelas em processo de morte por apoptose ou necrose, tendo 

como base a revelação de alterações morfológicas nucleares e 
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citoplasmáticas através da fluorescência (McGAHON et al., 1995; 

FERREIRA, 2006b). 
A laranja de acridina (LA), por ser capaz de atravessar 

membranas intactas, intercala-se ao DNA, conferindo aparência verde 

ao núcleo celular. Já o brometo de etídio, não é capaz de atravessar 

membranas intactas, e dessa forma, é incorporado majoritariamente por 

células não viáveis (com instabilidade de membrana), intercalando-se ao 

DNA. Assim, células viáveis com membrana intacta apresentam núcleo 

uniformemente corado de verde pela LA. O BE marca muito fracamente 

(ou muitas vezes não marca) o núcleo dessas células, pois não atravessa 

membranas intactas. As células em apoptose inicial (membrana ainda 

intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no núcleo (condensação 

da cromatina) e não são marcadas por BE. Como o final do processo 

apoptótico é caracterizado morfologicamente pela formação dos corpos 

apoptóticos, o que leva a pequenas alterações da membrana celular,  

células que estão em apoptose tardia, apresentam coloração alaranjada 

devido a algum dano de membrana que permite a entrada de pequena 

quantidade de BE. Já as células necróticas, por apresentarem intenso 

dano à membrana plasmática, coram-se de vermelho intenso 
(McGAHON et al., 1995; FERREIRA, 2006b). 

As avaliações morfológicas realizadas com BE/LA revelaram a 

presença escassa de células viáveis no tratamento com os extratos de C. 

sylvestris (Figura 19 B-D; Figura 20). A grande maioria das células 

submetidas ao tratamento com extrato bruto, fração clorofórmica e 

fração acetato de etila apresentaram um padrão de coloração uniforme, 

laranja-avermelhada (característico de apoptose tardia) e sem a 

formação de corpos apoptóticos (Figura 19 A-D). Possivelmente isso 

deve-se ao fato de que as membranas plasmáticas permanecem intactas 

durante o fenômeno apoptótico até os últimos estágios, onde ocorrem 

pequenas alterações na membrana, tornando-se permeáveis aos solutos 

normalmente retidos (KUMAR et al., 2005; FERREIRA, 2006b). Em 

relação à quantificação do tipo de morte celular induzida pelos 

tratamentos com os extratos de C. sylvestris, o tratamento de células do 

carcinoma de Ehrlich com extrato bruto, fração clorofórmica e fração 

acetato de etila, aumentou em até 48; 47 e 49 %, o percentual de células 

apoptóticas em relação ao CN (Figura 20). 
Uma enorme quantidade de dados suporta a existência do papel 

do estresse oxidativo no desencadeamento de apoptose, onde a 

ocorrência desse fenômeno pode ser observada através da geração de 

baixos níveis de EROs, o qual é inibido pela adição de agentes 
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antioxidantes como a N-acetil-cisteína (NAC) (LENNON et al., 1991; 

MCGOWAN et al., 1996). Adicionalmente, tem sido reportada a geração 

de EROS na apoptose mediada por TNF e FAS (WOLFE et al., 1994; 

SUZUKI et al., 1998), bem como no tratamento com agentes 

quimioterápicos (ZAMZAMI et al., 1995; GORMAN et al., 1997). Neste 

estudo, a realização do ensaio do dano ao DNA plasmidial na bateria de 

testes onde utilizou-se uma solução de Fe-EDTA como fonte geradora 

de EROs, possibilitou observar que a apoptose induzida pelo tratamento 

com extrato bruto, fração clorofórmica e fração acetato de etila de C. 

sylvestris, não é mediada pela produção direta de EROs e estresse 

oxidativo no núcleo, uma vez que a incubação do DNA com esses 

extratos e substância indutora de dano, promoveu a proteção do DNA 

plasmidial e não a intensificação do dano (Figuras 16, 17 e 18).  

Como comentado anteriormente, classicamente a apoptose é 

desencadeada pela ocorrência de duas vias: a via intrínseca e a via 

extrínseca. A via intrínseca envolve alterações na permeabilidade 

mitocondrial e consequente extravasamento de proteínas mitocondriais, 

como o citocromo C, o qual, após associar-se com proteínas 

adaptadoras, culmina na formação do apoptossomo, ativação das 

caspases 9 e 3, e morte celular. O controle dessa via é realizado pela 

expressão e ativação de membros pró e anti-apoptóticos pertencentes à 

família Bcl-2. Já a via extrínseca caracteriza-se pela ativação de 

receptores de morte, os quais uma vez ativados associam-se a proteínas 

adaptadoras, levando à formação do DISC e conseqüente ativação das 

caspases 8 e 3 (IGNEY, KRAMMER, 2002). 

O efeito pró-apoptótico de diterpenos clerodânicos têm sido 

relatado na literatura. Um estudo realizado por Huang e colaboradores 

(2004), revelou que o efeito citotóxico e antiproliferativo apresentado 

pela caseamembrina C, um diterpeno clerodânico isolado das folhas de 

Casearia membranaceae, é mediado pela ativação da via intrínseca da 

apoptose, através da diminuição da expressão de Bcl-2 e Bcl-xL, 

aumento da expressão de Mcl-1S e ativação das caspases 9 e 3.   

A atividade pró-apoptótica induzida pelo ácido gálico, pode 

estar associada à ativação, tanto da via intrínseca, quanto da via 

extrínseca da apoptose. Kang e colaboradores (2009) observaram que o 

ácido gálico promove a apoptose de células PC12 ao diminuir a 
expressão de Bcl-2, via fosforilação de JNK (c-Jun N-terminal protein 

kinase). Já estudos realizados por Hsu e Yen (2007) em células 3T3-L1, 

revelaram que o ácido gálico promove a apoptose destas células ao 
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elevar a expressão de FASR, FASL e p53, e ao induzir a ativação de 

caspase 9 e 3. 

A atividade pró-apoptótica de sesquiterpenos vem sendo 

amplamente estudada. Em um estudo realizado por Darmanin e 

colaboradores (2009), foi comprovada a atividade pró-apoptótica do -

cariofileno isolado das folhas de Ricinus communis, sobre células de 

melanoma humano (SK-MEL-28). Dados da literatura revelaram que a 

atividade pró-apoptótica relacionada aos sesquiterpenos deve-se à 

ativação da via extrínseca, onde esses compostos atuam promovendo um 

aumento da expressão do receptor TRAIL e seu respectivo ligante 

(ISHIBASHI, OHTSUKI, 2008). A ativação da apoptose via 

TRAIL/receptor TRAIL tem sido considerado um alvo terapêutico 

promissor para o tratamento do câncer, visto que a apoptose mediada 

pela ativação dessa via, é específica e acomete diversas linhagens 

tumorais, não sendo ativada em células normais (CHEN, 2001; SINGH, 

2003). Por fim, cabe ressaltar que os sesquiterpenos identificados no óleo 

volátil das folhas de C. sylvestris apresentam atividade antiinflamatória 

comprovada. Tem sido reportado na literatura que a dexametasona e o 

sulfido sulindaco (um fármaco pertencente à classe dos AINEs), 

exercem efeito pró-apoptótico ao induzirem a expressão de DR5, um 

subtipo de receptor TRAIL. Já o ácido salicílico exerce efeito pró-

apoptótico ao diminuir a expressão de proteínas de sobrevivência, 

estando essa atividade vinculada à sua ligação e inativação do fator de 

transcrição E2F-1, presente na região promotora de sobrevivência (YOO, 

LEE, 2007).   
Dessa forma, o efeito pró-apoptótico exercido pelo extrato bruto, 

fração clorofórmica e fração acetato de etila de C. sylvestris pode estar 

diretamente associado à presença de compostos com atividade citotóxica 

e antiproliferativa (diterpenos clerodânicos, derivados do ácido gálico, e 

sesquiterpenos) nas folhas da planta. Entretanto, há a necessidade de se 

desenvolver estudos mais aprofundados no intuito de se elucidar o(s) 

mecanismo(s) pelo qual (is) esses extratos exercem tal efeito, uma vez 

que a planta apresenta diversos compostos com efeito pró-apoptótico, 

que atuam ativando, tanto a via intrínseca quanto via extrínseca da 

apoptose. 

A etapa in vitro dos estudos de citotoxicidade, proliferação 
celular, atividade nucleásica e pró-apoptótica, indicou que três extratos 

de C. sylvestris (EB-ETOH, f-AcOEt e f-CHCl3) foram efetivos. Sendo 

a C. sylvestris uma planta popularmente utilizada para tratar tumores, e 

dando continuidade aos ensaios de avaliação, os efeitos do extrato bruto, 
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frações clorofórmica e acetato de etila, foram também avaliados in vivo. 

Para essa avaliação, utilizou-se o modelo experimental da forma ascítica 

do carcinoma de Ehrlich. 

Modelos experimentais como os de câncer espontâneo em 

animais, oferecem oportunidades de estudo que auxiliam na 

compreensão da resposta imune do hospedeiro, bem como na avaliação 

da atividade e mecanismo de ação de compostos, com perspectivas de 

desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos (HANSEN, 

KHANNA, 2004). Nesse aspecto, o TAE é uma ferramenta que está sendo 

amplamente utilizada em nossos estudos. 

O TAE é um carcinoma que foi desenvolvido para a forma 

ascítica por Loewenthal e Jahn em 1932, de uma das várias linhagens do 

carcinoma de Ehrlich que surge de tumores epiteliais espontâneos, 

provavelmente originados de glândulas mamárias (GUPTA et al., 2004). 

Ele cresce rapidamente, apresenta um comportamento muito agressivo e 

tem sido amplamente citado na literatura para investigar propriedades 

antitumorais de vários novos agentes terapêuticos (RAJESHKUMAR et 

al., 2002; AJITH, JANARDHANAN,2003; KANENO et al., 2004; MELO et 

al., 2004).  

Nos camundongos inoculados, o tumor ascítico de Ehrlich (TAE) 

causou um rápido desenvolvimento de ascite tumoral. Esta ascite causou 

no animal portador um aumento exagerado de seu peso e de sua 

circunferência abdominal. O líquido ascítico é a fonte nutricional direta 

para as células do tumor e a observação de um aumento rápido deste 

líquido acompanhado pelo crescimento do tumor (volume de células) 

pode ser usada como uma ferramenta para avaliar a requisição 

nutricional das células tumorais (PRASAD; GIRI, 1994). 

No experimento inicial, onde os animais foram tratados com 

extrato bruto, fração clorofórmica e acetato de etila na concentração de 

150 mg/kg, a administração dos mesmos reduziu a circunferência 

abdominal e o peso corporal dos animais, resultados esses que estão 

diretamente relacionados à diminuição do volume de líquido ascítico 

observada com os respectivos tratamentos (Tabelas 3 e 4). Além disso, 

os tratamentos efetuados com o extrato bruto e fração clorofórmica de 

C. sylvestris foram capazes de aumentar a proporção de células 

inviáveis/células viáveis em torno de 50%, o que evidencia seu efeito 
citotóxico in vivo. Apesar da fração acetato de etila ter apresentado 

efeito citotóxico significativo in vitro (CI50= 93,5 ± 5,2), tal efeito não 

pode ser observado in vivo, uma vez que camundongos previamente 

inoculados com TAE e posteriormente tratados com fração acetato de 
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etila (150 mg/kg), não apresentaram um aumento significativo na 

proporção de células inviáveis/células viáveis em relação ao CN. 

Sugere-se que a ausência do efeito citotóxico mediado pela fração 

acetato de etila in vivo, seja decorrente da dificuldade de solubilização e 

absorção pelas células tumorais dos compostos citotóxicos presentes no 

extrato, bem como da biotransformação e inativação dos mesmos. 

Entretanto, estudos mais aprofundados de biodisponibilidade, devem ser 

realizados com o intuito de se elucidar a biodistribuição e atividade dos 

metabólitos provenientes do processo de biotransformação do referido 

extrato.  

Em relação ao volume de células compactadas, nenhum dos 

tratamentos foi eficaz a ponto de apresentar diferença estatística em 

relação ao controle negativo, porém observa-se claramente a tendência 

na redução desse parâmetro, que poderia ser melhor observada com a 

administração de uma concentração maior de extratos e/ou prolongação 

do tratamento (Tabela 4). Esse resultado pode estar diretamente 

associado à ocorrência de um processo inflamatório característico do 

modelo experimental adotado, onde o grande volume de células 

compactadas pode ser decorrente da presença de células do sistema 

imune no líquido ascítico.  

Um dos critérios de confiança mais aceitos pela comunidade 

científica para julgar o valor de qualquer agente antitumoral é o aumento 

do tempo de sobrevida dos animais (CLARKSON, BURCHENAL, 1965). 

Neste estudo, a administração de extrato bruto, fração clorofórmica e 

acetato de etila de C. sylvestris aumentaram a sobrevida dos animais, 

como foi demonstrado pelo aumento do percentual de longevidade 

(PAL). Neste parâmetro, o tratamento com extrato bruto causou a maior 

elevação no PAL (cerca de 48%), seguido pelo tratamento com fração 

clorofórmica (PAL~26%) e fração acetato de etila (PAL ~ 17%) (Tabela 

3). O aumento do tempo médio de sobrevida e percentual de 

longevidade observado no tratamento dos animais com os extratos de C. 

sylvestris, está diretamente relacionado à redução do volume de líquido 

ascítico, circunferência abdominal e peso corporal dos animais, bem 

como ao aumento da proporção de células inviáveis/células viáveis, 

induzidos pelos respectivos tratamentos. Por fim, pode-se sugerir que a 

melhora dos parâmetros cronomorfofisiológicos e histocitológicos 
observada após o tratamento dos animais com o extrato bruto, fração 

clorofórmica e fração acetato de etila de C. sylvestris, são reflexo da 

atividade citotóxica, antiproliferativa e pró-apoptótica apresentadas 
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pelos referidos extratos sobre células do carcinoma de Ehrlich cultivadas 

in vitro. 
Os resultados obtidos nesse estudo, concordam com outros dados 

encontrados na literatura, onde camundongos previamente inoculados 

com TAE e posteriormente tratados com derivados do ácido gálico 

(IGDE, MGDE) isolados das folhas de C. sylvestis, apresentaram um 

aumento significativo do tempo de sobrevida, quando comparados ao 

grupo controle negativo (DA SILVA et al., 2009). Já Da Silva, 

Figueiredo e Yano (2007), observaram que animais previamente 

inoculados com TAE e posteriormente tratados com  humuleno e -

cariofileno isolados do óleo volátil das folhas de Zanthoxylum 
rhoifolium, apresentaram um aumento significativo do tempo de 

sobrevida em relação ao grupo controle negativo. Dessa forma, pode-se 

sugerir fortemente, que a atividade antitumoral in vivo apresentada pelo 

extrato e frações de C. sylvestris, está diretamente relacionada à 

presença de compostos com atividade citotóxica, antiproliferativa e pró-

apoptótica (diterpenos clerodânicos, derivados do ácido gálico e 

sesquiterpenos) nas folhas da planta. 

Em relação aos ensaios para a avaliação do efeito dose-

dependente promovido pelos extratos de C. sylvestris, a administração 

de extrato bruto e fração clorofórmica nas concentrações de 75 e 150 

mg/kg promoveu um aumento da proporção de células inviáveis/células 

viáveis em torno de 50; 66,7; 33,34; 75%, respectivamente, o que indica 

o efeito citotóxico dos extratos in vivo nas concentrações testadas 

(Tabela 6). Além disso, o tratamento com esses extratos, nas 

concentrações indicadas atuou reduzindo o volume de líquido ascítico e, 

conseqüentemente, o peso e circunferência abdominal dos animais 

tratados (Tabelas 5 e 6). Outra conseqüência da redução do volume de 

líquido ascítico nutricional observada nesses tratamentos, refere-se ao 

aumento no tempo médio de sobrevida dos animais e percentual de 

longevidade, onde o extrato bruto e fração clorofórmica nas 

concentrações de 75 e 150 mg/kg, promoveram um aumento no 

percentual de longevidade de 39,1; 56,5; 39,1 e 47,8%, respectivamente 

(Tabela 5).  

Os tratamentos com extrato bruto e fração clorofórmica na 

concentração de 37,5 mg/kg não foram efetivos em relação aos 

parâmetros histocitológicos e cronomorfofisiológicos avaliados, não 

apresentando diferença estatística significativa em relação ao controle 

negativo (Tabelas 5 e 6). Dessa forma, a análise dos resultados obtidos 

com os tratamentos com extrato bruto e fração clorofórmica nas 
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concentrações de 37,5 ,75 e 150 mg/kg permite observar que o efeito 

antitumoral promovido por esses extratos é dose- dependente, sendo 

mais eficaz, quanto maior a concentração administrada. 

Uma vez que um dos eventos característicos da morte celular 

por apoptose refere-se à fragmentação do DNA (STRASSER, 

O’CONNOR, DIXIT, 2000), considerou-se importante avaliar o potencial 

genotóxico induzido pelo tratamento com extrato bruto e fração 

clorofórmica nas concentrações de 37,5, 75 e 150 mg/kg sobre células 

do TAE, através da realização do ensaio do cometa.  

O ensaio do cometa é um método atraente por sua simplicidade, 

versatilidade, rapidez e economia na determinação do grau de danos às 

moléculas de ácido desoxirribonucléico de células eucarióticas, como 

quebras de fita dupla e simples e alquilações (COLLINS, 2004b). Esse 

ensaio tem sido utilizado para diversas finalidades: como teste padrão 

para avaliar a segurança de novos fármacos (HARTMANN et al., 2003), 

no biomonitoramento ambiental (DIXON et al., 2002), como ferramenta 

básica em estudos de reparo de DNA, na avaliação de danos 

ocupacionais a compostos químicos, radiação, substâncias oxidantes 

presentes nos alimentos e na associação de estresse oxidativo com várias 

doenças (COLLINS, 2004b). 

Em relação a este parâmetro, o tratamento com extrato bruto e 

fração clorofórmica nas concentrações de 75 e 150 mg/kg, foram 

capazes de elevar o índice de dano ao DNA em torno de 69; 70; 67 e 

68%, respectivamente, indicando que a administração desses extratos, 

nessas concentrações, foi capaz de causar uma fragmentação efetiva do 

DNA, levando à morte celular (Figuras 21 e 22). Esses resultados 

coincidem diretamente com a redução do volume de líquido ascítico, da 

circunferência abdominal e do peso corporal dos animais, bem como ao 

aumento da proporção de células inviáveis/células viáveis e do 

percentual de longevidade observados nesses tratamentos. Além disso, 

esses resultados confirmam diretamente os dados obtidos in vitro, sendo 

então a fragmentação do DNA observada no tratamento com extrato 

bruto e fração clorofórmica nas concentrações de 75 e 150 mg/kg, 

conseqüência da atividade citotóxica, antiproliferativa e pró-apoptótica 

exercida por esses extratos em células do carcinoma de Ehrlich 

cultivadas in vitro.  
Apesar da realização do ensaio do dano ao DNA plasmidial não 

ter evidenciado a fragmentação do DNA induzida pelo tratamento in 

vitro com extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris, os 

resultados obtidos neste ensaio, não invalidam as evidências de 
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fragmentação do DNA observada pela realização do teste do cometa, 

uma vez que a fragmentação do DNA observada através da realização 

do ensaio do dano ao DNA plasmidial, estaria diretamente associada à 

interação e dano direto ao DNA, como é o caso de agentes alquilantes. 

Provavelmente, a fragmentação do DNA mediada pelo tratamento dos 

animais com extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris, seria 

induzida pela interação e /ou modulação da expressão de elementos 

envolvidos no desencadeamento e controle das vias extrínseca e 

intrínseca da apoptose. Entretanto, estudos mais aprofundados devem 

ser realizados no sentido de se esclarecer qual a via e/ou moduladores 

ativados. 

Estudos realizados por Oliveira e colaboradores (2009), 

revelaram que o extrato etanólico obtido das folhas de C. sylvestris e a 

caseargrewiina F, um diterpeno clerodânico isolado de tal extrato, 

promoveram dano ao DNA em células sanguíneas de camundongos, 

quando administrados nas concentrações de 50 e 3,8 mg/kg, 

respectivamente. Dessa forma, a fragmentação do DNA induzida pelo 

tratamento com extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris nas 

concentrações de 75 e 150 mg/kg, poderia estar diretamente associada à 

presença de compostos com atividade citotóxica, antiproliferativa e pró-

apoptótica (diterpenos clerodânicos, derivados do ácido gálico e 

sesquiterpenos) presentes nas folhas da planta. 

As administrações de EB-ETOH e f-CHCl3 na concentração de 

37,5 mg/kg, não foram capazes de induzir uma fragmentação 

significativa do DNA, uma vez que tais tratamentos apresentaram um 

índice de dano ao DNA de 68 e 88 respectivamente, não apresentando 

diferença estatística em relação ao grupo controle negativo, e não sendo 

capazes de induzir a morte celular (Figuras 21 e 22). 

Já o tratamento com doxorrubicina (utilizada neste estudo como o 

fármaco referência para a atividade antitumoral), foi capaz de causar 

total inibição no desenvolvimento do tumor (Tabelas 3, 4, 5 e 6), 

apresentando um perfil semelhante ao controle normal. 

Outro processo celular frequentemente associado ao câncer é a 

angiogenese. A partir do momento que a angiogênese consiste em um 

processo que contribui para a progressão e o desenvolvimento de 

tumores e metástases, a inibição desse processo pode ser considerada 
como uma importante estratégia para a prevenção e inibição do 

crescimento de tumores (TONG et al., 2004). Assim, diversas substâncias 

e compostos que apresentam atividade anti-angiogênica como o 

resveratrol, fitoestrógenos isolados da soja e cefarantina, também 
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apresentam atividade antitumoral (HARADA et al., 2009; HARIKUMAR et 

al., 2009; KANG , JIN ,ZHANG, 2009). 
Neste estudo, o ensaio da CAM, realizado em embriões de 

Gallus domesticus, foi realizado para analisar a atividade inibitória do 

extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris no desenvolvimento 

vascular, uma vez que esses extratos apresentaram uma importante 

atividade antitumoral no modelo do TAE. 

Modelos de estudo da vascularização em embriões de Gallus 
domesticus têm sido amplamente utilizados na avaliação da atividade 

vasculogênica e angiogênica de diversos compostos (RIBATTI et al., 

1987; CHAPMAN et al., 2001; LEE et al., 2003). Este modelo experimental 

apresenta diversas vantagens como: acesso facilitado às membranas 

vascularizadas anexas aos embriões; ausência do contato com tecidos 

maternos e das influências placentárias, uma vez que cada ovo 

corresponde ao ambiente individual de um único embrião; a obtenção 

rápida de resultados, visto que os primórdios da topografia e dos 

sistemas orgânicos, como o sistema cardiovascular, estabelecem-se no 

período de apenas 1 a 4 dias de incubação; a possibilidade de se calcular 

com boa precisão, o número necessário de ovos e as doses a serem 

administradas, o que provê um controle mais racional das condições e 

dos procedimentos na pesquisa (DIAS et al., 2002). 

Neste estudo, o tratamento com extrato bruto e fração 

clorofórmica de C. sylvestris nas concentrações de 15; 7,5 e 3,25 

µg/disco apresentaram um importante efeito antiangiogênico, uma vez 

que foram capazes de reduzir o número de vasos em torno de 71; 61,4 e 

54,5% e  70,9; 59,1 e 42,1% respectivamente. Além disso, deve-se levar 

em consideração que tal efeito antiangiogênico promovido por ambos 

tratamentos ocorreu de maneira dose-dependente, uma vez que se 

observou um aumento proporcional desse efeito, de acordo com o 

aumento da dose administrada. Entretanto, o tratamento com esses 

extratos não foi mais efetivo que o tratamento realizado com AR 

(controle positivo), o qual causou uma inibição da angiogênese em torno 

de 85,7%, quando comparada ao grupo controle negativo (Figuras 23, 

24 e 25). Por fim, cabe ressaltar que o tratamento dos embriões com 

extrato bruto e fração clorofórmica de C. sylvestris, não se apresentou 

tóxico, a partir do momento que tais tratamentos não afetaram o 

desenvolvimento dos embriões, nem a morfogênese externa, os quais 

apresentaram tamanho médio, razão CCV/CVC e razão 

CCV/CCV+CVC, semelhantes aos apresentados pelos embriões tratados 

com etanol- CN (Figuras 26 e 27). 
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Os mecanismos através dos quais diversos compostos atuam 

promovendo a inibição da angiogênese in vivo, ainda não estão 

completamente elucidados, mas podem envolver a indução da apoptose, 

inibição da sinalização dos receptores dos fatores de crescimento e a 

inibição da expressão e/ou ativação das metaloproteinases (LU et al., 

1996; JIMENEZ et al., 2000; NELSON et al., 2000; VINCENT et al., 2001; 

BENELLI et al., 2002). Outra possibilidade pela qual substâncias exercem 

efeito antiangiogênico, refere-se à inibição da expressão e atividade da 

isoforma 1 da COX (COX-1), uma vez que essa enzima atua na 

regulação do processo de formação de vasos nas células endoteliais 

vasculares (TSUJII, 1998). Desta forma, diversos antiinflamatórios não 

esteroidais (indometacina, ácido acetil salicílico) e glicocorticóides, vêm 

apresentando efeito antiangiogênico (TONG et al., 2004; DIAS et al., 2008).  

De acordo com Liu e colaboradores (2006), compostos 

moduladores da angiogênese, podem atuar de três formas: previnindo o 

início da angiogênese, inibindo o crescimento de vasos sanguíneos 

recém-formados e inibindo diversas etapas da cascata de sinalização da 

angiogênese. Estudos prévios têm demonstrado que o ácido gálico 

exerce efeito antiangiogênico ao atuar previnindo a iniciação da 

angiogênese, bem como inibindo o crescimento de vasos sanguíneos 

recém-formados (LIU et al., 2006).  

Dentro desse contexto, a atividade antiangiogênica apresentada 

pelos extratos de C. sylvestris testados nesse estudo, poderia estar 

diretamente relacionada à presença de sesquiterpenos de atividade 

antiinflamatória comprovada (-cariofileno e -humuleno) e derivados 

do ácido gálico (IGDE, MGDE) nas folhas da planta (DA SILVA et al., 

2008b; DA SILVA,CHAAR,YANO, 2009). Cabe ressaltar a necessidade da 

realização de estudos mais aprofundados com o objetivo de se 

estabelecer o mecanismo de ação pelo qual esses extratos realizam o 

efeito antiangiogênico. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos com o presente trabalho, é 

possível concluir que: 

 O extrato bruto, fração clorofórmica e fração acetato de etila de 

C. sylvestris apresentaram efeito citotóxico e antiproliferativo 

sobre células do carcinoma de Ehrlich cultivadas in vitro, sendo a 

citotoxicidade induzida por estes tratamentos concentração- e 

tempo-dependente; 

 A coloração com BE/LA revelou que o provável tipo de morte 

celular promovido pelo tratamento com extrato bruto, fração 

clorofórmica e fração acetato de etila de C. sylvestris, é através da 

indução de apoptose; 

 O mecanismo com que o extrato bruto, fração clorofórmica e 

acetato de etila exercem seus efeitos citotóxico e antiproliferativo 

não ocorre através da interação direta com o DNA (como é o caso 

dos agentes alquilantes) e indução de estresse oxidativo no 

núcleo; 

 A fração clorofórmica foi considerada o extrato mais efetivo in 

vitro com respeito ao efeito citotóxico e antiproliferativo; 

 Os resultados dos ensaios de atividade antitumoral in vivo 

demonstraram que o extrato bruto e a fração clorofórmica foram 

os extratos que apresentaram melhor atividade antitumoral, uma 

vez que foram capazes de reduzir o ganho de peso e a 

circunferência abdominal, o volume de liquido ascítico, além de 

aumentar a proporção de células inviáveis/células viáveis, bem 

como a sobrevida média dos animais tratados e portadores do 

tumor ascítico de Ehrlich; 

 O extrato bruto e a fração clorofórmica, quando administrados 

nas concentrações de 150 e 75mg/kg, foram capazes de induzir a 

fragmentação do DNA de células do carcinoma de Ehrlich in 

vivo; 

 A atividade antitumoral promovida pelo tratamento com extrato 

bruto e fração clorofórmica sob o modelo experimental do TAE é 
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dose-dependente, sendo maior, quanto mais alta a concentração 

administrada; 

 Sugere-se que o efeito antitumoral promovido pelo tratamento 

com o extrato bruto e fração clorofórmica, esteja diretamente 

associado à capacidade destes extratos em promover a inibição da 

angiogênese, sendo o potencial antiangiogênico apresentado por 

estes extratos, dose-dependente; 

 O tratamento com extrato bruto e fração de C. sylvestris não foi 

tóxico para os embriões, uma vez que não promoveram alterações 

na morfogênese e crescimento embrionário; 

 A inexistência de efeitos embriotóxicos aparentes em oposição a 

atividade citotóxica em células tumorais, sugere a ocorrência de 

alguma especificidade dos extratos em estudo, sobre o 

microambiente do tumor ascítico de Ehrlich. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Após o desenvolvimento deste trabalho, ficam algumas propostas 

para estudos futuros mais aprofundados como: 

 Os extratos e frações promissores devem ser melhor avaliados 

fitoquimicamente. Suas constituições fitoquímicas devem ser 

elucidadas, para assim, permitir fazer correlações mais 

aproximadas sobre a estrutura dos constituintes químicos dos 

extratos e frações e suas atividades biológicas; 

 A citotoxidade in vitro deve ser melhor avaliada em cultura sobre 

outras linhagens de células normais e/ou transformadas, incluindo 

linhagens celulares humanas; 

 Complementar o estudo da atividade pró-apoptótica in vitro 

através da avaliação dos seguintes parâmetros bioquímicos: 

expressão de marcadores de apoptose (p53, Bcl-2, Bax e 

citocromo C); atividade da caspase 3;  fragmentação do DNA por 

citometria de fluxo; e incorporação de anexina; 

 Sugere-se avaliar se a possível atividade pró-apoptótica do 

extrato bruto e frações de C. sylvestris está relacionada à inibição 

das enzimas ciclooxigenase 1 e 2, através da avaliação da 

expressão e atividade dessas enzimas, bem como da obtenção de 

curvas concentração-resposta na presença e ausência de AINEs. 

 Avaliar se os extratos de C. sylvestris promovem seus efeitos 

antiprolifetativos e citotóxicos ao afetarem o ciclo celular, o que 

pode ser observado através da expressão de proteínas envolvidas 

no controle do ciclo celular e da distribuição das células nas 

diferentes fases do mesmo; 

 Finalmente, pode-se isolar e caracterizar as casearinas do extrato 

bruto e frações de C. sylvestris e avaliar os mesmos com respeito 

à atividade antitumoral in vitro e in vivo. 
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