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RESUMO 

Quimioterápicos disponíveis para o tratamento do câncer apresentam pouca eficácia 

e baixa especificidade. Alcaloides indolicos isolados de plantas tratam-se de 

importantes fontes de medicamentos antitumorais. Dessa forma, esse trabalho teve 

por finalidade avaliar o potencial antitumoral da fração de alcaloides totais (FAT) 

obtida de suplemento elaborado a partir da casca da A. subincanum, em modelo 

experimental in vitro, tentando-se identificar possíveis alcaloides presentes na 

fração. A análise de por CLAE e espectrometria de massas evidenciou a presença 

da uleina e outros 7 alcalóides não identificados em FAT. Em relação as atividades 

biológicas, FAT teve efeito citotóxico e antiproliferativo em diversas linhagens 

tumorais (Hela, U937, HRT-18 e MCF7), sendo mais eficaz em células MCF7. Tal 

atividade foi seletiva, quando comparado o efeito exercido por FAT em células MCF7 

e sobre a linhagem McCoy (fibroblastos murinos). FAT promoveu o aumento do 

número de células na fase G1 do ciclo celular, levando ao desencadeamento de 

apoptose. A fração também causou redução intracelular de EROs devido a uma 

ativação forte e persistente da CAT. Por fim, o tratamento com FAT culminou na 

supressão dos níveis de COX-2. Conclui-se que FAT apresenta importante efeito 

antitumoral devido a interferências no equilíbrio redox e na expressão de COX-2. No 

que se refere à investigação do efeito antitumoral de compostos e produtos naturais, 

é comum a realização de ensaios que avaliam o efeito citotóxico e antiproliferativo 

dos mesmos em linhagens celulares tumorais, destacando-se, o ensaio clonogênico. 

Há diversos problemas envolvidos nas análises dos resultados obtidos por meio 

deste ensaio. Assim, o segundo objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um 

software para determinação da área (total e individual) e do número de colônias. O 

software apresentou performance superior quando comparado ao método manual 

(padrão ouro de análise) e plugin, uma vez que foi capaz de analisar uma maior 

quantidade de parâmetros, além de ter otimizado o tempo de análise. Conclui-se que 

o software em desenvolvimento trata-se de uma ferramenta eficaz para 

determinação da área e do número de colônias. 

Palavras-chave: Antitumoral. Citotoxicidade. Uleina. Aspidosperma subincanum. 

 



 
 

ABSTRACT 

Chemotherapy drugs available for cancer treatment have low efficacy and low 

specificity. Indole alkaloids isolated from plants are important sources of antitumor 

drugs. Thus, the objective of this work was to evaluate the antitumor potential of the 

total alkaloid fraction (FAT) obtained from a supplement prepared from the A. 

subincanum bark, in an experimental model in vitro, in an attempt to identify possible 

alkaloids present in the fraction. Analysis by HPLC and mass spectrometry 

evidenced the presence of ulein and other 7 unidentified alkaloids in FAT. In relation 

to the biological activities, FAT had a cytotoxic and antiproliferative effect in several 

tumoral lines (Hela, U937, HRT-18 and MCF7), being more effective in MCF7 cells. 

Such activity was selective when compared to the effect exerted by FAT on MCF7 

cells and on the McCoy line (murine fibroblasts). FAT promoted the increase in the 

number of cells in the G1 phase of the cell cycle, leading to the onset of apoptosis. 

The fraction also caused intracellular reduction of ROS because of a strong and 

persistent activation of CAT. Finally, treatment with FAT culminated in the 

suppression of COX-2 levels. It is concluded that FAT has an important antitumor 

effect due to interferences in redox balance and expression of COX-2. As regards the 

investigation of the antitumor effect of natural compounds and products, it is common 

to perform tests that evaluate the cytotoxic and antiproliferative effect of the same in 

tumor cell lines, especially the clonogenic test. There are several problems involved 

in the analysis of the results obtained by this assay. Thus, the second objective of 

this work was to develop and validate a software for determining the area (total and 

individual) and the number of colonies. The software presented superior performance 

when compared to the manual method (gold standard of analysis) and plugin, since it 

was able to analyze a greater amount of parameters, besides having optimized the 

analysis time. It is concluded that the software in development is an effective tool for 

determining the area and number of colonies. 

Key-words: Antitumor. Citotoxicity. Uleine. Aspidosperma subincanum. 
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1 INTRODUÇÃO 

Depois das doenças cardíacas, o câncer constitui a principal causa de morte 

nos Estados Unidos, sendo responsável por mais de 500.000 casos fatais 

anualmente. No Brasil, conforme o Instituto Nacional do Câncer, ocorreram no biênio 

2016 - 2017, cerca de 600.000 casos novos de câncer, sendo os tipos mais 

incidentes, à exceção do câncer de pele não 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 se configura como um problema de saúde pública tanto de dimensões 

internacionais como nacionais (INCA, 2017). 

 Embora já existam fármacos consagrados no tratamento do câncer, nenhum 

destes foram capazes de regredir completamente as diferentes manifestações desta 

patologia, ou mesmo reduzir significativamente sua toxicidade e efeitos adversos, 

além de induzir a multiresistência a quimioterapia em tumores (MDR) (LONGLEY; 

JOHNSTON, 2005; HOLOHAN et al., 2013).  

Sabe-se que o processo de apoptose é essencial para eliminação de células 

cancerosas e, desta forma, este mecanismo tornou-se alvo de estudos na procura 

de novos fármacos para serem utilizados na quimioterapia do câncer. A maior parte 

das células tumorais apresenta mutações que levam à superexpressão de proteínas 

antiapoptóticas e à inativação de genes supressores tumorais, como o p53, que 

regula positivamente a apoptose em função da ocorrência de danos irreparáveis no 

DNA (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003). Outra mutação que 

recebe destaque, trata-se da superexpressão da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), 

relacionada ao desencadeamento do processo inflamatório e também à 

carcinogênese, uma vez que a ativação desta enzima é capaz de promover a 

indução de resistência à apoptose e de favorecer a ocorrência de angiogênese e 

metástase(SUBHASHINI, MAHIPAL, REDDANNA, 2005).  

É importante destacar que diversos alcaloides indólicos são capazes de 

exercer efeito antitumoral e antiinflamatório significativos. Como exemplo de 

alcaloides indólicos com efeito antitumoral, pode-se citar os alcaloides da vinca 

(vincristina e vimblastina) e o paclitaxel. Em relação a alcaloides indólicos com efeito 

antiinflamatório, recebe destaque a uleina, presente principalmente em plantas do 
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gênero Aspidosperma e Himatanthus (Apocynaceae)(BRANDÃO et al, 2010; SOUZA 

2004; HOLANDA et al. 2008).  

Dentro deste contexto, este trabalho foi uma tentativa de validar, por meio de 

ferramentas bioquímicas e de biologia molecular, o efeito antitumoral induzido 

pelafração de alcaloides totais (FAT) isolado do fitoterápico Para Pau Aspido 

80©(Parabolic Biologicals ltd), e verificar se o efeito está relacionado a ação 

antiinflamatória apresentada pela uleina, composto presente nafração em questão. 

No que se refere à investigação do efeito antitumoral de compostos e 

produtos naturais, é comum a realização de ensaios que visam avaliar o efeito 

citotóxico e antiproliferativo dos mesmos em diversas linhagens celulares tumorais. 

Estes ensaios normalmente avaliam a capacidade destes produtos e/ou compostos 

em induzirem danos a membrana plasmática e de reduzirem a atividade metabólica 

ou a proliferação de células malignas. Um exemplo de teste utilizado para este fim, 

trata-se do ensaio clonogênico, o qual avalia o potencial de uma única célula gerar 

clones frente a um tratamento, permitindo verificar não apenas a atividade citotóxica 

e/ou antiproliferativa de substâncias, mas também a duração da promoção destes 

efeitos (temporários ou permanentes), fornecendo informações preliminares sobre a 

existência de resistência ao tratamento (JONES et al., 1985; PARCHMENT et al., 

1992). Classicamente, a análise deste ensaio é realizada mediante a contagem do 

número de colônias formadas após a exposição de células aos tratamentos teste, 

sendo considerada uma colônia, um grupo constituído por 50 células (FRANKEN et 

al, 2006).  

Um dos problemas envolvidos nas análises dos resultados obtidos por meio 

do ensaio de formação de colônias se deve ao fato destas serem realizadas 

manualmente, o que torna a análise demorada e subjetiva (CHOUDHRY, 2016) 

evidenciando assim, a necessidade de automação para a obtenção de resultados 

mais fidedignos, além da otimização de tempo. Por fim, salienta-se que muitas vezes 

a determinação do número de colônias não é o melhor parâmetro para avaliar-se o 

efeito induzido por um tratamento. Pode-se citar, por exemplo, tratamentos que 

induzem senescência celular, onde eventualmente não observa-se diferença no 

número de colônias e sim, no número de células por colônia.  

Assim, este trabalho também apresenta esforços no intuito de automatizar e 

otimizar a análise de dados obtidos por meio do ensaio clonogênico, por meio do 
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desenvolvimento e da validação de um software que determina a área (total e 

individual) e o número de colônias. 

Para melhor compreensão do leitor, optou-se em dividir o mesmo em dois 

cápitulos. O capítulo 1 abordou a parte do trabalho relacionada a investigação do 

efeito antitumoral dafração de alcaloides totais obtido de suplemento elaborado a 

partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE. 

Já o capítulo 2 discorreu sobre a parte do trabalho relacionada ao desenvolvimento 

de um software de mensuração de área e de número de colônias. 



 
 

16 

 
CAPÍTULO 1 - ESTUDO DO EFEITO ANTITUMORAL DE FRAÇÃO DE 
ALCALOIDES TOTAIS OBTIDO DE SUPLEMENTO ELABORADO A PARTIR DA 
CASCA DE Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE 
 
2 OBJETIVOS 

2.1.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito antitumoral in vitro da fração de alcaloides totais (FAT) obtida 

por meio do suplemento Para Pau Aspido 80© (Parabolic Biologicals ltd), 

investigando possíveis mecanismos de ação do mesmo.  

2.1.2 Objetivos Específicos 

 Caracterizar a fração de alcaloides totais (FAT) do suplemento Para Pau 

Aspido 80© (Parabolic Biologicals ltd); 

 Avaliar a citotoxicidade e o efeito antiproliferativo da FAT em linhagens 

tumorais, selecionando a linhagem mais susceptível ao tratamento, além de 

de verificar se o efeito da FAT é seletivo para células tumorais; 

 Verificar o efeito de FAT sobre a distribuição de células nas diferentes fases 

do ciclo celular e sobre a atividade pró-apoptótica em células da linhagem 

tumoral mais sensível a fração; 

 Avaliar o envolvimento de espécies reativas do oxigênio (EROs) e de enzima 

antioxidante (CAT) nos efeitos citotóxico e antiproliferativo de FAT sobre a 

linhagem tumoral escolhida; 

 Determinar os níveis de COX-2 em células da linhagem tumoral mais sensível 

a fração, correlacionando o efeito anti-inflamatório de FAT as atividades pró-

apoptótica e antiproliferativa da mesma. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 CÂNCER 

O câncer é considerado um problema de saúde pública, o qual está presente 

principalmente em países em desenvolvimento. Para os próximos anos, estima-se a 

ocorrência de 20 milhões de novos casos no mundo (INCA, 2017). No Brasil, para o 

biênio 2016-2017, foram estimados 600 mil novos casos da doença sendo os tipos 

mais frequentes (com exceção do câncer de pele não melanoma) nos homens, o 

câncer de próstata, pulmão e intestino; e nas mulheres, o câncer de mama, intestino 

e colo de útero (OMS, 2016; INCA, 2017). 

Clinicamente, o câncer é considerado um conjunto de mais de 100 doenças 

as quais apresentam desordem na proliferação celular podendo levar a metástase, 

processo que culmina na formação de tumores em locais distantes do sítio de 

origem (INCA, 2017).  

Esta doença, do ponto de vista bioquímico, é uma doença celular 

caracterizada por um descontrole sobre o ciclo e processos de morte celular, 

levando a uma proliferação exarcebada, desenvolvimento de tumores e a resistência 

a apoptose (MOFFAT et al., 2000).  

Tais alterações bioquímicas e celulares se devem à ocorrência de mutações 

em genes que controlam esses processos e são divididos em dois grupos principais: 

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

HARTLEY, 2004). Oncogenes são genes que codificam proteínas envolvidas na 

proliferação celular excessiva. Já os genes supressores tumorais inibem o 

crescimento de células malignas (MEEK, 2009; RAJAGOPALAN et al.,2010). 

Estes genes, ao sofrerem mutações podem levar a ativação de proto-

oncogenes em oncogenes, o que leva à superexpressão de proteínas e receptores 

responsáveis pelo crescimento, diferenciação e proliferação celular. Ainda, as 

mutações envolvidas na carcinogênese podem acarretar na inativação dos genes 

supressores tumorais. Dentre os genes frequentemente mutados em células 

neoplásicas pode-se citar aqueles que codificam as proteínas c-Myc, p53, p16, Ras, 

família Bcl-2 (Bax, Bid), cinases dependentes de ciclinas (CDKs), ciclinas, entre 

outras. Destas, mutações nos genes p53 e bcl-2 são as mais frequentes, sendo que 
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50% dos tumores em média apresentam as mesmas (REED, 1998; KUMARI; 

KOHLI; DAS, 2014). 

As causas do câncer podem ser externas ou internas ao organismo, e se 

correlacionam. As causas externas estão associadas a fatores como o meio 

ambiente, hábitos sociais e culturais envolvendo a exposição do organismo a 

carcinógenos, tendo como exemplos: dieta inadequada, exposição exacerbada a 

radiação solar, alcoolismo, tabagismo, exposição à fumaça, ingestão incorreta ou 

abusiva de medicamentos, dentre outros (INCA, 2017). Já as causas internas são 

geneticamente pré-determinadas (fatores hereditários, familiares e étnicos) e 

relacionadas à capacidade de defesa do organismo frente a agressões externas 

(INCA, 2016). 

 O tratamento do câncer envolve a utilização de três abordagens: excisão 

cirúrgica, radioterapia e quimioterapia, sendo esta ultima considerada o tratamento 

de maior eficácia (MILLER et al., 1981), pois diversos tumores levam a metástases 

precocemente, indicando a importância da terapia sistêmica que é o objetivo deste 

tratamento (ENGERS e GABBERT, 2000). 

 Embora haja diversos fármacos convencionalmente utilizados na clínica, 

nenhum dos esquemas terapêuticos aplicados é capaz de regredir completamente 

as diferentes manifestações desta doença. Além disso, o uso de agentes 

antitumorais acarreta em uma alta incidência de efeitos adversos associados à sua 

elevada toxicidade e inespecificidade. Outra questão importante sobre o tratamento 

do câncer trata-se da resistência à quimioterapia (MDR), resultando na escolha de 

terapia associada para melhor resposta do paciente (LONGLEY e JOHNSTON, 

2005; HOLOHAN et al., 2013).  

 Essas informações ressaltam a necessidade de identificar-se novos fármacos 

e/ou abordagens terapêuticas para o tratamento do câncer. Nesse sentido, grande 

parte das pesquisas realizadas para este fim, baseiam-se em estudar os efeitos de 

agentes análogos aos existentes, preconizando maior especificidade e menor 

incidência de efeitos colaterais (BONASSA, 2005).  
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3.2 MECANISMO DE MORTE CELULAR 

3.2.1 Apoptose 

A apoptose é um fenômeno de morte celular programada, a qual foi descrita 

por Kerr, Wyllie e Curie em 1972. Tal processo é caracterizado pela ocorrência de 

diversas alterações morfológicas que incluem a condensação da cromatina, a 

fragmentação do DNA e a formação dos corpos apoptóticos (Figura 2) (EDINGER e 

THOMPSON, 2004; SU; MEI; SINHA, 2013).   

A apoptose é um evento controlado por meio da ativação de fatores pró-

apoptóticos mediados por proteínas sinalizadoras e efetoras, ocorrendo tanto em 

situações fisiológicas, como por exemplo, renovação celular, tecidual e defesa do 

organismo perante a ação de patógenos; quanto em condições patológicas, como 

em doenças cardiovasculares, em resposta a danos genotóxicos e na 

carcinogênese. Nas situações patológicas os genes de regulação encontram-se 

mutados, superexpressos, suprimidos ou subexpressos (ALBERTS et al., 2008; SU, 

MEI, SINHA, 2013).   

Este mecanismo de morte celular é desencadeado pela ativação de duas vias 

principais denominadas via extrínseca ou citoplasmática e via intrínseca ou 

mitocondrial (Figura 1), que respondem a diversos sinais celulares, tais como: 

agentes quimioterápicos, radiação ionizante, danos no DNA, privação de fatores de 

crescimento, estresse oxidativo, entre outros (VELU et al., 2007). 
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Figura 1. As duas principais vias apoptóticas, as quais são ativadas por estímulos apoptóticos 
internos (via intrínseca) e externos (via extrínseca). A via intrínseca, ao ser desencadeada, libera o 
citocromo c e SMAC para o citoplasma. O citocromo c ao ser liberado se liga e ativa APAF-1, 
promovendo a ativação das caspases 9 e 3. SMAC se associa a IAPs o que impede a inibição das 
caspases 9 e 3. A ativação destas caspases culmina na morte celular por apoptose. Proteínas Bcl-2 e 
Bcl-xl inibem a liberação do citocromo c, já as proteínas BAD, BID e BAX induzem a liberação do 
mesmo. Na via extrínseca os receptores de morte são ativados (FAS/FASL), estes por sua vez, se 
associam a proteínas adaptadoras (FAAD), levando a formação do complexo indutor de morte 
(DISC), ativando as caspases 8 e 3 e culminado na morte celular por apoptose. 
Fonte: Adaptado de Reed, 2006.  

 

A via extrínseca tem início com a ativação dos receptores de morte, os quais, 

nesta condição, associam-se a proteínas adaptadoras e a pró-caspases levando a 

formação do complexo indutor de morte (DISC) e culminando na ativação das 

caspases iniciadoras (8 ou 10). Estas por sua vez, levam a ativação das caspases 

efetoras (3 ou 7) induzindo a morte apoptótica (IGNEY e KRAMMER, 2002; 

FAVALORO et al., 2012). 

Já a via intrínseca responde a injúrias que levam a permeabilização 

mitocondrial (exemplo dano ao DNA e ação de agentes oxidantes), promovendo a 

liberação de moléculas pró-apoptoticas no citoplasma. Esta permeabilização se deve 

ao colapso do potencial de membrana interna (ΔΨ) e ao extravasamento da água 

presente do espaço intermembranas para a matriz mitocondrial, o que leva a ruptura 

da mitocôndria e liberação das proteínas. Este processo também contribui para a 

perda da homeostase celular, cessando a síntese de ATP e elevando os níveis de 

espécies reativas de oxigênio (EROS), promovendo a oxidação de lipídeos, 

proteínas e ácidos nucleicos e aumentando, por consequência, o colapso do 
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potencial de membrana interna (IGNEY e KRAMMER, 2002; FAVALORO et al., 

2012). 

Dentre as proteínas pró-apoptóticas que são liberadas para o citosol, destaca-

se o citocromo c, o qual associa-se a APAF-1 e a pró-caspase-9, levando a 

formação do apoptossomo, que culmina por sua vez na ativação da caspase-9 e em 

sequência, da caspase-3, ocasionando a apoptose (GRIVICICH et al., 2007).  

3.2.2 Necrose 

A necrose é um processo de morte celular caracterizado pela perda da 

integridade da membrana celular, inchaço citoplasmático, aparecimento de vacúolos, 

inchaço do retículo endoplasmático, distenção mitocondrial, lise de lisossomos e 

liberação do conteúdo citoplasmático para o meio extracelular, gerando uma 

resposta inflamatória e podendo acarretar na morte e injúria de células vizinhas e 

danos teciduais irreversíveis (Figura 2) (TRUMP et al., 1997; KUROSAKA et al., 

2003; HENRIQUEZ et al., 2008). 

Este processo pode ser desencadeado por diversas condições como 

infecções, processos inflamatórios, isquemias, agentes térmicos e químicos. 

Neoplasias, diabetes, distrofia, cirrose hepática, são exemplos de doenças em que 

observa-se a ocorrência de necrose, sendo que o trauma gerado por este 

mecanismo pode levar a falhas extensivas na fisiologia normal, o que contribui para 

a diminuição da homeostasia celular e o agravamento destas condições (OKADA e 

MAK, 2004). 

A necrose é um processo que pode ocorrer ou não de forma regulada. 

Estudos evidenciam a ação de alguns reguladores essenciais no controle da 

mesma, como o receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), receptores de 

interação proteína-cinase 1 e 3 (RIPK1 e RIPK3) e o receptor associado ao fator-2 

(TRAF2) (AMARAVADI e THOMPSON, 2007; GALLUZZI, KEPP, KROEMER, 2011; 

NAUDÉ et al., 2011). Nesse sentido, tem sido observado que a ligação do fator de 

necrose tumoral (TNFα) ao seu receptor ativa o complexo RIPK1/RIPK3 

desencadeando a necrose (GALLUZZI; KEPP; KROEMER, 2011; HAN; ZHONG; 

ZHANG, 2011).  Por fim, cabe ressaltar que este processo de necrose regulada é 

denominado “necroptose” (FULDA, 2013; GALLUZZI, KEPP, KROEMER, 2011). 
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Figura 2. Representação esquemática dos diferentes estágios de necrose (esquerda) e apoptose 
(direita).  No processo de morte celular por necrose, a membrana plasmática é rompida, o que leva 
ao extravazamento do conteúdo intracelular para o meio extracelular. Na morte celular por apoptose, 
ocorre a formação dos corpos apoptóticos, os quais contém restos celulares, e estes são, em 
seguida, fagocitados por macrófagos ou células vizinhas. 
FONTE: Adaptado de MEER et al., 2009. 

 

3.3 CICLO CELULAR 

O ciclo celular, também chamado de ciclo de divisão celular, descreve uma 

série de eventos que ocorrem em uma célula e que levam a sua divisão e 

duplicação, ou seja, que acarretam em uma replicação idêntica (BEHL e ZIEGLER, 

2014). A progressão entre as diferentes fases é controlada por uma maquinaria 

bioquímica conservada, a fim de garantir a correta duplicação e segregação do 

genoma, que está atrelada a sinais extracelulares de controle de crescimento e 

proliferação (DIAZ-MORALLI et al., 2013). Este processo apresenta quatro fases: 

Gap1 (G1), síntese (S), Gap 2 (G2), mitose (M) e G0 (ALMEIDA et al, 2005). Na fase 

G1, ocorre a preparação das células para a divisão celular e a síntese de 

macromoléculas essenciais para a célula nova. Já a fase S é caracterizada pela 
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duplicação do DNA. Por fim, na fase G2, são sintetizados componentes para a 

mitose, finalizando o ciclo celular (Figura 3) (ALMEIDA et al., 2005). 

 
Figura 3. Progressão do ciclo celular. O ciclo celular ocorre em fases e estas apresentam checkpoints 
a fim de evitar possíveis erros na duplicação celular. Na fase G1 ocorre o primeiro checkpoint, o qual 
avalia a integridade do DNA, assim como o tamanho e ambiente celular. Na fase S e G2, o 
checkpoint é responsável por verificar falhas na replicação e integridade do DNA. O último 
checkpoint, o qual ocorre na fase M, avalia novamente a integridade do DNA e assegura a 
segregação correta dos cromossomos, assim como a estabilidade genética. 
Fonte: Adaptado de Alberts et al., 2002. 
 

 

Os mecanismos sensores que realizam o monitoramento e regulação do ciclo 

são denominados checkpoints (pontos de controle) (BARTEK et al., 1999), 

(WILLIAMS e STOEBER, 2012; DIAZ-MORALLI et al., 2013). Atualmente a literatura 

cita a existência de três checkpoints: a) checkpoint de dano ao DNA, o qual ocorre 

nas 4 fases do ciclo celular; b) checkpoint de replicação, que monitora a progressão 

pela fase S, garantindo a duplicação correta do DNA e c) checkpoint do fuso 

mitótico, que ocorre na fase M e vigia a ligação dos cromossomos aos microtúbulos 

(Figura 3). Ao ser detectado um evento errôneo ao longo do ciclo, estes mecanismos 

sensores emitem sinais para proteínas efetoras, as quais podem levar ao bloqueio 

ou parada do ciclo até a resolução do mesmo. Se este erro não for reparado, as 

células podem ser induzidas à senescência ou apoptose (BARNUM eO’CONNELL, 

2016).    
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Como exemplo de proteínas efetoras pode-se citar as ciclinas e quinases 

dependentes de ciclinas (CDK), as quais, uma vez complexadas, levam a 

progressão do ciclo e mantém as células em divisão. Por sua vez, a atividade das 

CDKs é controlada pela ação dos inibidores de CDK (CDKIs), os quais incluem 

proteínas como p21 (Cdkn1a), p27 (Cdkn1b) e p57 (Cdkn1c). Tais inibidores atuam 

mediando o bloqueio ou parada do ciclo por meio da sua união a CDKs 

complexadas com ciclinas (BARBACID, 2005). Outros inibidores de CDKs tratam-se 

das proteínas p15 (Cdkn2b), p16 (Cdkn2a), p18 (Cdkn2c) e p19 (Cdkn2d), as quais 

associam-se especificadamente à CDK4 conjugada a quinase dependente de 

ciclinas D (SCHWARTZ e SHAH, 2005). 

Por fim, outra proteína de alta importância para o controle do ciclo celular é a 

proteína supressora tumoral p53, que atua principalmente no checkpoint G1/S para 

checagem e reparo de danos ao DNA.  Esta proteína atua ao induzir a transcrição 

de p21, levando a inibição da atividade de CDK e ao bloqueio/parada do ciclo 

celular, impedindo a transmissão da informação genética incorreta a células filhas. 

Se a injúria for irreparável, a proteína leva a transcrição de genes envolvidos na 

indução da apoptose (NIIDA e NAKANISHI, 2006; VERMEULEN; VAN 

BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). 

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMAÇÃO E CÂNCER 

A espécies reativas de oxigênio (EROs) são moléculas altamente reativas 

derivadas do metabolismo aeróbico, podendo reagir com diversos compostos que 

estejam próximos e atuarem como agentes oxidantes ou redutores (ANDRADE et 

al., 2010; BARBOSA et al., 2010; SCHIEBER e CHANDEL, 2014). Existem EROs 

radicalares, como por exemplo o ânion superóxido (O2●-) e o radical hidroxil (HO●-), 

bem como EROs não radicalares, tais como peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HOCl) e oxigênio singlete (1O2).  O principal local de origem de EROs 

trata-se da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, mas a produção também 

pode ocorrer por outras vias, tais como “burst oxidativo” (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2015; ALFADDA e SALLAM, 2012).  

Dentre os radicais livres (RL), o radical ●OH possui maior reatividade e 

nenhum organismo apresenta defesa antioxidante capaz de metabolizá-lo, há 

somente a defesa por scavengers específicos, como por exemplo a glutationa 
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reduzida (GSH) (CHANCE et al., 1979; SÁNCHEZ, 2012). Este radical pode agir 

em diversas estruturas celulares, como proteínas (enzimas e membranas), lipídios e 

ácidos graxos, a lipoperoxidação (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Mesmo que 

o O2●-e o H2O2 não apresentem alta reatividade, podem originar outras espécies 

extremamente reativas, tais como o radical hidroxil (●OH), através da chamada 

Reação de Fenton (Reação A e B) (Figura 4) podendo mediar, indiretamente, efeitos 

biológicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; LIPINSKI, 2011). 

 

 

 A importância biológica das EROs vem sendo descrita desde 1954, assim 

como a relação destas com patologias, como por exemplo, câncer, diabetes mellitus, 

doenças cardiovasculares, entre outras (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). 

Frequentemente os efeitos deletérios de EROs no organismo humano devem-se à 

situação de estresse oxidativo, caracterizada pelo ataque a biomoléculas tais como 

DNA, lipídeos, proteínas e carboidratos, devido ao desequilíbrio entre agentes 

oxidantes e antioxidantes, a favor dos pró oxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2015; CAROCHO;FERREIRA, 2013). 

As EROs também atuam em processos fisiológicos normais, como na 

transdução de sinal e no tônus vascular, tendo papel importante na homeostase 

celular, e mostrando a necessidade de equilíbrio entre geração de EROs e defesa 

antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; ALFADDA e SALLAM, 2012). 

Desta forma, EROs e defesas antioxidantes devem ser produzidos de forma 

contínua e estarem fisiologicamente em proporções adequadas (BARBOSA et al., 

2010). 

Em relação a defesa antioxidante, sabe-se que a mesma é realizada por 

substâncias antioxidantes, as quais, mesmo em baixas concentrações em relação 

ao agente oxidante, revertem o processo de oxidação através de três maneiras: a) 

inibindo a formação de RL e EROs (prevenindo o dano); b) impedindo a ação de RL 

e EROs, tais como aqueles que atuam como seqüestradores (scavengers); c) 

Figura 4. Sequência da Reação de Fenton. 
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reparando e reconstituindo estruturas que foram lesadas (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2015). 

A defesa antioxidante é dividida em enzimática e não-enzimática (Figura 5). 

Dentre os agentes não enzimáticos pode-se citar a GSH, um tripeptídeo produzido 

endogenamente, cuja ação scavenger é de grande importância (HUBER et al., 

2008). Outros antioxidantes não enzimáticos podem ser obtidos da dieta, como por 

exemplo, o α-tocoferol (presente na vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), 

carotenoides licopeno e β-caroteno) e compostos fenólicos (BARREIROS e DAVID, 

2006). Ainda neste grupo, existem substâncias sintéticas como, por exemplo, a N-

acetilcisteína (NAC) a qual é precursora da GSH, e apresenta atividade 

farmacológica atuando como agente mucolítico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2015;BARBOSA et al., 2010). 

Figura 5. Principais antioxidantes naturais enzimáticos e não enzimáticos.O sistema antioxidante 
humano é divido em dois grandes grupos, o enzimático e não enzimático. O sistema enzimático é 
subdividido em defesas enzimáticas primárias e secundárias. As defesas primárias são compostas 
pela ação de três enzimas principais: glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superóxido 
dismutase (SOD).Já as defesas secundárias são formadas pela glutationa redutase (GR) e pela 
glicose-6-fosfato (G6PD). As defesas não enzimáticas são formadas por cofatores, como por 
exemplo, a coenzima Q 10, carotenoides, vitaminas e seus derivados, flavonoides, ácidos fenólicos, 
minerais, compostos organosulfurados e compostos de nitrogênio não proteicos. 
Fonte: Adaptado de Carocho e Ferreira, 2013. 

 

A vitamina E, inicialmente denominada inibitol, é um grupo constituído de 8 

antioxidantes produzidos por vegetais, sendo eles α, β, γ, δ- tocoferol e α, β, γ, e δ- 

trienóis, dentre estes, o α-tocoferol se destaca por aparecer em abundância em 
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plantas, e por consequência, no plasma e tecidos humanos por meio da dieta. A 

função antioxidante da vitamina E refere-se à inibição da peroxidação lipídica, por 

meio da doação de hidrogênio para o radical peroxil. Neste processo, ocorre a 

desativação do tocoferol, o qual é regenerado por reação com o ascorbato nas 

membranas das células e/ou com a ubiquinona na membrana mitocondrial (TRABER 

e STEVENS, 2011; BARREIROS e DAVI, 2006). 

Dentre as enzimas antioxidantes responsáveis em proteger as células de 

eucariotos do estresse oxidativo, pode-se citar como por exemplo, a superóxido 

dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2015). 

A SOD é uma metaloenzima essencial para tecidos e células, ela realiza a 

remoção do O2●- a partir da dismutação para O2 e H2O2 (McCORD; FRIDOVICH, 

1969). A CAT é uma hemoproteína que realiza a redução específica do H2O2 para 

H2O e O2, uma vez que o peróxido de hidrogênio é estável e extremamente difusível, 

este permeia eritrócitos e tecidos, tornando-se uma molécula sinalizadora (HARVEY, 

1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). 

Outra enzima antioxidante é a glutationa redutase (GR), a qual é responsável 

pela redução de glutationa oxidada (GSSG) a GSH, regenerando o tripeptídeo e 

mantendo os níveis intracelulares ideais. Para realizar esta função, esta enzima 

necessita de co-fatores, a Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), 

obtido da via das pentoses, e flavina adenina dinucleotídeo (FAD), a qual deriva da 

riboflavina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). 

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo está relacionado a 

processos patológicos, bem como está envolvido na homeostase celular. No que se 

refere ao câncer, tem sido descrito que estas espécies estão envolvidas na 

tumorigênese, estando presentes em taxas elevadas em quase todos os tipos de 

câncer (LIOU e STORZ, 2010), favorecendo a sobrevivência, crescimento e 

proliferação celular, além de induzirem a ocorrência de processo inflamatório no 

microambiente tumoral, o que propicia ainda mais o desenvolvimento de tumores 

(STORZ, 2005).  

 Nesse sentido, outro processo relacionado ao estresse oxidativo é a 

inflamação, esta atua em resposta a um agente agressor na tentativa de reparar a 

homeostase tecidual. Durante o processo inflamatório há o recrutamento de células 

do sistema imune, tais como os neutrófilos, os quais possuem a enzima 
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mieloperoxidase (MPO) que apresenta papel fundamental no processo de fagocitose 

(RUBIN et al., 2006; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2008; PAPAYANNOPOULOS e 

ZYCHLINSKY, 2009; SOEHNLEIN e LINDBOM, 2010). Na inflamação, a enzima 

NADPH oxidase é ativada e, juntamente com o influxo de íons, leva a ativação da 

MPO, acarretando na geração de ácido hipocloroso (HOCl) a partir de H2O2, o qual 

pode causar dano oxidativo ao patógeno (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).  

A expressão de fatores inflamatórios é conduzida pelo fator de transcrição 

nuclear NF-kB (COURTOIS e GILMORE, 2006). O complexo NF-kB é formado por 

uma família de cinco fatores de transcrição conservados evolutivamente: p65 (RelA), 

RelB, c-Rel, p50 (NF-κB1) e p52 (NF-κB2) (GUPTA et al., 2010). Estes fatores 

possuem uma região altamente conservada no domínio N-terminal (NTD) 

denominado domínio de homologia REL (RHD), o qual realiza a formação de 

heterodímeros, a ligação ao DNA e a interação com a proteína inibitória de NF-kB 

(IkB)(ZHENG et al., 2011). 

Em células de mamíferos foram descritos três tipos principais de IkBs: IkBa, 

IkBb e IkBε, as quais agem mascarando a sequência de localização nuclear que se 

encontra no RHD das subunidades de NF-kB. Além destes IkBs clássicos, proteínas 

atípicas que incluem B cell CLL/ lymphoma 3(BCL3),IkBζ e IkBNS também são 

membros da família de inibidores (VALLABHAPURAPU e KARIN, 2009).  

A degradação de IkBs se dá de forma regulada e é dependente de cinases de 

IkB (IKK), um complexo composto por duas subunidades catalíticas IKKα e IKKβ e 

uma subunidade regulatória IKKγ. Este complexo é necessário para ativação da via 

clássica ou canônica de sinalização do NF-kB (Figura 6) (SHIH et al., 2010A). Nesta 

via, as proteínas p65 e p50 do complexo NF-κB estão geralmente inativas e 

localizadas no citoplasma, enquanto se encontram ligadas ao IκB. Para que estas 

subunidades se desliguem de seu inibidor, é necessária uma fosforilação da IκB nos 

resíduos de serina 32 e 36, que é realizada pelo complexo IKK. Tal fosforilação 

conduz o inibidor à ubiquitinação e degradação via proteassomo 26S. O 

heterodímero p65/p50 é então translocado para o núcleo e ativa a transcrição gênica 

através da ligação a sequências específicas de DNA, conhecidas como sítios κB 

(KARIN e BEM-NERIAH, 2000; VANDENABEELE et al. 2010; GUPTA et al., 2010; 

ZHENG et al., 2011). 

Na via não canônica (Figura 6), o homodímero de IKKα é ativado pela 

fosforilação mediada pela quinase NIK (cinase indutora de NF-κB). Então, o 
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complexo IKKα ativo fosforila o precursor p100 que é processado proteoliticamente 

em p52. Dessa forma, p52 forma um heterodímero com RelB, que é translocado 

para o núcleo e desempenha seu papel como ativador da transcrição gênica 

(GUPTA et al., 2010; VANDENABEELE et al. 2010; SUN, 2010).  

 

 
Figura 6. Vias de ativação de NF-kB. Há duas vias principais de transdução de sinal NF-kB: a via 
canônica e a não canônica. Na via canônica, o dímero p50/RelA é mantido no citoplasma por 
interação com IkB. Ao se ter um estímulo, o complexo IKK se torna ativo e fosforila IkB, o qual será 
degradado e leva ao deslocamento do dímero p50/RelA para o núcleo, ativando assim, a transcrição 
de genes alvo. Na via não canônica ocorre a ativação do complexo IKK (nesta via este complexo 
apresenta duas subunidades alfa), por meio da cinase indutora de NF-kB (NIK) o qual, por sua vez, 
ativa o complexo p100/RelB que é processado a p52/RelB e este é deslocado para o núcleo a fim de 
exercer sua função. 
Fonte: Adaptado de Gilmore (2006). 

 

A ativação do NF-κB pode ser iniciada por um grande número de estímulos 

extracelulares tais como: respostas inflamatórias (sinalização das citocinas 

interleucina (IL-1β), TNF-α, CD40, RANK e BAFF-R); pelo reconhecimento de 

padrões moleculares associados a patógenos (PMAPs) procariotos (LPS via TLR4 

ou a patógenos virais, como dsRNA (double-stranded RNA) e ssRNA (single 

stranded RNA) via TLR3 e TLR7, respectivamente); pelos receptores de células B 

(BCR) e T (TCR); e também pelos receptores de fatores de crescimento como os 

membros da família EGFR (UMEZAWA, 2006; GUPTA et al., 2010). 
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 Tem sido relatado que EROs apresentam papel dúbio relacionado à ativação 

do NF-kB. De acordo com Morgan e Liu (2010) EROs podem ativar este fator de 

transcrição ao interferir na fosforilação de RelA. Tem sido descrito que espécies 

reativas do oxigênio podem atuar inibindo NF-kB ao impedirem a capacidade de 

ligação deste fator de transcrição ao DNA (TOLEDANO e LEONARD,1991; 

MORGAN e LIU, 2010), bem como ao evitarem a fosforilação de subunidades 

inibidoras (KIL; KIM; PARK; 2008; WU et al., 2009). Ainda, de acordo com Zhou; 

Johnson; Rando (2001) NF-kB pode sofrer inativação em resposta ao estresse 

oxidativo, a fim de elevar a atividade de enzimas antioxidantes e de promover a 

manutenção do equilíbrio redox. 

 Dessa forma, é evidente que a via de sinalização de NF-κB apresenta papel 

crucial em diversos processos biológicos, incluindo a inflamação, imunidade, 

proliferação celular, a diferenciação e a sobrevivência (MORGAN e LIU, 2010). 

Nesse sentido, tem-se observado que a ativação de NF-κB também está envolvida 

com a progressão e desenvolvimento tumoral, estabelecendo uma correlação entre 

câncer e inflamação.  

 Os primeiros relatos da possível conexão entre câncer e inflamação 

ocorreram no século XIX, onde Rudolf Virchow evidenciou a presença de leucócitos 

em torno de tumores (BALKWILL e MANTOVANI, 2001; VAN KEMPEN et al, 2006; 

GRIVENNIKOV et al, 2010; REUTER et al.,2010). Nas últimas décadas, esta 

associação vem sendo amplamente evidenciada. Tem sido observado que a 

inflamação crônica está envolvida na promoção de mutações, instabilidade genética 

e anormalidades cromossômicas, devido ao fato de que o processo inflamatório está 

vinculado a produção de altos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de 

nitrogênio (ERNs), potentes indutores de dano ao DNA (COLOTTA et al. 2009; 

HANAHAN e WEINBERG, 2011).  

Em relação ao envolvimento da via do NF-κB e a tumorigênese, tem sido 

relatado que a ativação do mesmo culmina na transcrição de genes antiapoptóticos 

(como exemplo, Bcl-2 e Bcl-xl), indução da expressão de proteínas mitogênicas 

(Ciclina D1 e Ciclina D2), transcrição da expressão de citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8) e de metaloproteinases (MMPs), favorecendo a resistência 

a apoptose, a degradação da matriz extracelular (MEC) e a ocorrência de 

proliferação celular exarcebada e de metástase (LOBERG et al., 2007; GUPTA et 
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al., 2010). Desta forma, a ativação deste complexo é associada a um pior 

prognóstico em vários tipos de câncer (WU e KRAL, 2005; LI e SETHI, 2010). 

Além disso, tem sido descrita a existência de retroalimentação positiva entre a 

ativação de NF-κB e a sinalização inflamatória. Este feedback se dá por meio de 

citocinas pró-inflamatórias que induzem o complexo NF-κB levando, por exemplo, a 

maior expressão de TNF-α, o qual recruta células do sistema imune potencializando 

a inflamação no microambiente tumoral. A ativação de NF-κB pode ocorrer também 

pela ação de EROs, cuja produção é alta durante a ocorrência de processos 

inflamatórios. Por fim, diversos patógenos indutores de neoplasias também estão 

associados à ativação deste complexo (CHRECK; RIEBER; BEAUERLE, 1991). 

 Ainda, tem sido observado que o crescimento dos tumores pode ser regulado 

por células inflamatórias, tais como macrófagos, neutrófilos, natural killers (NK) e 

células de imunidade adaptativa (linfótico T e B) através da liberação de fatores de 

crescimento, enzimas, espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, quimiocinas, 

citocinas, prostaglandinas, entre outras moléculas bioativas no microambiente 

tumoral (VAN KEMPEN et al, 2006). Como exemplo de citocinas e quimiocinas 

envolvidas no crescimento e desenvolvimento tumoral pode-se citar a interleucina 6 

(IL-6), a qual tem sido associada a iniciação e progressão tumoral, bem como a 

interleucina 8 (IL-8), envolvida na produção de espécies reativas de oxigênio, 

mecanismos de privação de nutrientes, indução de hipóxia e secreção de fatores 

pró-inflamatórios (TNFα, IL-1β) (HOLMES et al, 1991; MURPHY e TIFFANY, 1991; 

WAUGH e WILSON, 2008).  

Por fim, estudos tem evidenciado que outra enzima envolvida no 

desencadeamento do processo inflamatório e que está diretamente associada ao 

desenvolvimento de tumores trata-se da cicloxigenase 2 (COX-2) (KOKI et al., 2002; 

NARKO et al., 2005; TELLIEZ et al., 2006; CHENG et al., 2012). Tem sido 

demonstrado que um grande número de células tumorais superexpressam esta 

enzima com o intuito de promover alterações no processo de adesão da matriz 

extracelular e na regulação do fator de crescimento endotelial vascular, além de 

conferir resistência à apoptose (SUBHASHINI; MAHIPAL; REDDANNA, 2005).  Tais 

alterações se devem ao fato de que a COX-2 é responsável pela produção de 

diversos mediadores biológicos denominados prostanóides, como por exemplo as 

prostaglandinas (PGE2), que estão relacionadas a modulação da proliferação, morte 

celular e invasão tumoral em diversos tipos de câncer, indicando a relação entre 
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COX-2 e desenvolvimento tumoral (INOUE e TANABE,1998; MARNETT et al., 1999; 

DENG; ZHU; WU, 2003; AGGARWAL et al., 2004). 

O mecanismo molecular que correlaciona a carcinogênese ao processo 

inflamatório, bem como o envolvimento da COX-2 na interface destes processos 

está demonstrado na Figura 7. Durante o processo inflamatório, fosfolipídeos de 

membrana, pela ação da enzima fosfolipase, são convertidos em ácido 

araquidônico. Este, por sua vez, é substrato da COX-2, a qual atua convertendo o 

mesmo em protaglandinas e tromboxanos. Tais mediadores podem atuar 

estimulando a carcinogênese através de duas ações principais:  1- elevação da 

expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2, conferindo resistência a apoptose e 2- 

elevação da expressão de metaloproteinases e VEGF, favorecendo a angiogênese 

tumoral e metástase (DEMPKE et al., 2001; WARIS e SIDDIQUI, 2005).   

 

 
Figura 7. Esquema provável da interface entre a inflamação e a carcinogênese. O primeiro passo na 
síntese de prostaglandinas e tromboxanos é a hidrólise de fosfolípidos a ácido araquidônico, em uma 
reação catalisada pela fosfolipase. A segunda etapa desta via é catalisada pela COX-2, e leva a 
formação de prostaglandinas e tromboxanos, culminando no processo inflamatório.Por consequência, 
ocorre o aumento de proteínas anti-apoptóticas, diminuição de proteínas pró-apoptóticas, inativação 
de genes supressores tumorais e produção de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e de 
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que em conjunto, favorecem a carcinogênese. 
Fonte: Adaptado de Dempke et al, (2001). 
 

 

Resumindo as informações descritas, a correlação entre estresse oxidativo, 

câncer e inflamação, está descrita na Figura 8. 
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Figura 8. Relação entre estresse oxidativo, inflamação e câncer. Fatores intrínsecos e extrínsecos ao 
organismo podem desencadear alterações no equilibro redox, levando a ativação de vias de 
sinalização envolvidas no processo inflamatório (por exemplo, a via de NF-kB) e por consequência, a 
produção de fatores e citocinas que promovem a tumorigênese. 
Fonte: Adaptado de Kamp; Shacter; Weitzman, 2011. 
 
 

3.5 ALCALOIDES COMO AGENTES ANTITUMORAIS E ANTIINFLAMATÓRIOS 

Alcaloides são compostos naturais que contém nitrogênio e possuem efeitos 

fisiológicos diversos e importantes para o organismo. Uma classe que chama a 

atenção dentre os alcaloides existentes, é a classe dos alcaloides indólicos, estes 

são substâncias que em sua estrutura, possuem o núcleo do indol oxidado, reduzido 

ou com um substituto equivalente. Estes alcaloides são classificados como 

derivados do aminoácido triptofano, que apresentam o cromóforo indol e derivados 

(MEN e TAYLOR, 1965).  

Estes compostos são obtidos de plantas e apresentam diversas atividades 

farmacológicas, incluindo ação antitumoral e antiinflamatória. Nesse sentido, 

destacam-se os alcaloides da Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae), como 

os dímeros vincristina e vimblastina e da Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), por 

exemplo o paclitaxel, que atuam como inibidores do fuso mitótico. Estes alcaloides 

exercem efeito antitumoral significativo e são de grande utilidade no tratamento do 

câncer de mama, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, câncer de ovário, câncer 
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de testículos e leucemia linfoblástica aguda infantil (BRANDÃO et al, 2010; SOUZA 

2004; HOLANDA et al. 2008).Em relação a alcaloides indólicos com efeito 

antiinflamatório, pode-se citar, por exemplo, a colchicina, utilizada para o tratamento 

de gota e artrite gotosa (BARBOSA-FILHO et al., 2006).  

Mais exemplos de alcaloides isolados de plantas e que apresentam atividade 

antitumoral e/ou antiinflamatoria estão presentes na Tabela 1. 

 
Tabela 1. Alcaloides que apresentam atividade antitumoral e antiinflamatória. 

Alcaloides com atividade antitumoral e antiinflamatória 

Alcaloide Fonte Referência 

Camptotecina Camptotheca acuminata (ZHANG et al., 2011) 
(JAYASOORIYA et al., 2015) 

Caulerpina Caulerpa genus (YU et al., 2016)  
(SOUZA et al., 2009) 

Piperina Piper nigrum (GRINEVICIUS et al., 2016) 
(BANG et al., 2009) 

Barberina Berberis spp (SUN et al., 2009) 
(LI et al., 2014) 

Sanguinarina Sanguinaria Canadensis (GAZIANO, 2016) 
(WANG et al., 2016) 

Evodiamina Evodia rutaecarpa (LIAO et al., 2005) 
(LIAO et al., 2011) 

 

3.5.1 Constituição química, atividades farmacológicas e uso popular da espécie 

Aspidosperma subincanum 

A espécie Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC, conhecida 

popularmente como guatambu, perobinha ou pereiro, pertence a família 

Apocynaceae, pode ser encontrada em florestas dos Estados de São Paulo, Minas 

Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Rio de Janeiro, Paraná, entre 

outros. Esta árvore pode alcançar 15 a 20 metros de altura e apresenta uma 

madeira resistente e dura (Figura 9) (LORENZI, 2008; OLIVEIRA, 2015). 
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Figura 9. Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC. A – Árvore, B – Superfície do ritidoma e cor da 
casca interna. 
Fonte:KINOSHITA,2005. 

 

Há poucos estudos acerca da constituição química desta espécie. Alguns 

metabólitos de interesse medicinal foram isolados e relatados na literatura, sendo 

que o grupo que apresenta maior destaque é o de alcaloides indólicos (Tabela 2) 

(KOBAYASHI et al. 2002).Esta planta é utilizada para vários fins na medicina 

popular como, por exemplo, no combate ao diabetes, hipercolesterolemia e 

problemas no aparelho digestivo (TRESVENZOL, 1997; MONTELES; PINHEIRO, 

2007). 

 
TABELA 2. Exemplos de alcaloides isolados da espécie Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC. 
 

Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC 

Classe química Substâncias Atividade farmacológica Referência 

Alcaloides 
 

Elipticina Antitumoral; anti-HIV Marques, 1988; 
Dalton et al. 1967 

Subincanadinos Atividade relaxante 
Kobayashi et al.  
2002 
Lino e Garrote 2005; 
Benvindo et al, 2011. 
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Pausperadina  Ishiyama et al.  2005 

Uleina 
Antiinflamatória; antimalárica; inibe 

a ação da acetilcolinesterase; 
promove a síntese de oxido nítrico. 

Gaskell e Joule 
1970; Nardin et al 
2008; Seidl et al, 
2011; Oiveira, 2010; 
Souza, 2007. 

Dasicarpidona  Gaskell e Joule, 
1970 

Epidasicarpidona  Gaskell e Joule, 
1970 

 

 

Dentre estes, a uleina (Figura 10), que apresenta estrutura molecular 

C18H22N2, e foi obtido pela primeira vez em 1957 (SCHMUTZ; HUNZIKER; HIRT, 

1957), vem sendo amplamente estudada quanto suas atividades biológicas. Tem 

sido relatado que este composto é capaz de inibir a acetilcolinesterase (SEIDL et al, 

2011), promover a síntese de oxido nítrico (SOUZA, 2007), além de interferir na 

resposta inflamatória (NARDIN et al, 2008) e de apresentar atividade antimalárica 

(OLIVEIRA, 2010).  

 
Figura 10. Fórmula estrutural da uleina. 

                Fonte: PubChem, 2018. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

A estratégia experimental utilizada neste trabalho está descrita na Figura 11. 

 

 
Figura 11. Estratégia experimental adotada para a investigação do potencial citotóxico e 
antiproliferativo in vitro da fração de alcaloides totais obtido de suplemento elaborado a partir da 
casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE.  
Fonte: Dados do autor. 
 
 

4.1 MATERIAL BOTÂNICO 

O suplemento alimentar Para Pau Aspido 80© PL 430/31 (2 frascos/ 180 

capsulas), o qual, como citado anteriormente, foi elaborado a partir das cascas de 

Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC., APOCYNACEAE, foi gentilmente doado 

pela empresa Parabolic Biological (Bélgica / França) em Junho de 2016 e 

intermediado por meio do contato do Prof. Tit. Cid Aimbire de Moraes Santos 

(UFPR). As cápsulas foram abertas (56,7 g) e o conteúdo colocado em solução de 

amônia 5% (pH 10 – 2 Litros) durante 7 dias. Em seguida, a cada 24 horas, o 

macerado foi coletado, filtrado em papel de filtro e armazenado em frasco âmbar. A 

cada coleta, foi adicionada ao suplemento, nova solução de amônia 5%. Este 

procedimento foi realizado até a extração completa dos alcaloides. O macerado 

obtido foi particionado com clorofórmio (CHCl3) até verificar a ocorrência de reação 

negativa frente ao reativo de Dragendorff. A fração rica em alcaloides (FAT) foi 

concentrada em rotaevaporador RV 10 Digital V (IKA) sob pressão reduzida até 
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secura, obtendo 0,26 g (rendimento 1,7%). Por fim, FAT foi armazenada à 

temperatura de - 30ºC até o momento do uso. 

4.2 MÉTODOS ESPECTROMÉTRICOS E CROMATOGRÁFICOS 

 A fração de alcaloides totais (FAT) foi analisada por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiencia (CLAE) (modelo SYS-LC-240-E, Varian), utilizando detecção UV no 

comprimento de onda de 305 nm. A cromatografia de fase reversa foi desenvolvida 

em coluna cromatográfica Microsorb MV 100 C18 (250 x 4,6 mm), tamanho da 

partícula de 5 μm (CicaMerk, Japão) e utilizando como fase móvel 

acetonitrila:metanol (10:90). A amostra foi preparada com metanol e a cromatografia 

realizada com fluxo de 0,8 mL/min; 50 μl da amostra foi injetada e o tempo de 

corrida total foi de 15 minutos. O padrão de uleina (27 mg) foi gentilmente cedido 

pela Dra. Cláudia Seidl da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão 

Preto – USP. 

Os experimentos de infusão direta por espectrometria de massas foram 

conduzidos em um espectrômetro de massas do tipo triploquadrupolo (QqQ) Waters 

Xevo TQD de baixa resolução equipado com uma fonte de ionização por 

electrospray (ESI). A fonte de ionização foi operada no modo positivo utilizando-se, 

como solvente de diluição acetonitrila:H2O (70:30 v/v). A bomba seringa operou em 

velocidade de 15 μL.min-1 e a concentração das amostras utilizada para análise foi 

de 100 a 500 ng.mL-1. Os parâmetros de análise foram ajustados manualmente no 

equipamento para estabilização do sinal e melhor ionização das substâncias. A 

voltagem do capilar foi ajustada em 3.500 V para o modo positivo com a temperatura 

da fonte ajustada em 150 °C. O nitrogênio foi utilizado como gás de nebulização com 

fluxo de 700 L.h-1 e a pressão do gás de interface foi 50 L.h-1. O tempo de aquisição 

dos espectros de massas (scan time) foi de um espectro por segundo, adquiridos 

com uma janela de massas de 100 a 500 Da, durante 30 segundos. Os espectros de 

massas adquiridos foram tratados no software Waters MassLynx® 4.1.Solventes e 

reagentes foram purificados antes do uso, por meio de métodos padrões e foram 

utilizados também solventes com grau HPLC. As vidrarias foram lavadas e secas em 

estufa antes do uso.Unidades e símbolos estão baseados no Système Internationale 

d’Unités (SI) de acordo com a recomendação da IUPAC. 
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4.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

4.3.1 Cultivo de células 

As células das linhagens tumorais MCF7 (carcinoma humano de mama), 

HeLa (câncer cervical), U937 (linfoma histolítico) e HRT-18 (adenocarcinoma 

colorretal) foram obtidas comercialmente junto ao banco de células do Rio de 

Janeiro (BCRJ). Já a linhagem celular McCoy (fibroblasto murino), foi obtida 

comercialmente do Instituto Adolfo Lutz. 

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO, 

Baltimore, EUA) suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina (100 U/ml) 

(GIBCO, Baltimore, EUA) e estreptomicina (100 μg/ml) (GIBCO, Baltimore, EUA).  

As células foram mantidas em uma densidade de 1 x 105 células/ml de meio, 

à temperatura de 37 C e em uma atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de 

umidade. 

 

4.3.2 Ensaio de viabilidade celular pelo sal de tetrazolium (MTT) 

A viabilidade metabólica das linhagens HeLa, MCF7, HRT-18, U937 e McCoy 

foi avaliada pelo ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-2H tetrazolato de 

bromo)de acordo com Mosmann (1983), com modificações. 

As células foram plaqueadas em placa de 96 poços (64 x 104 células/cm2), em 

meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) suplementado, seguido de incubação em 

estufa (37ºCe atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas para adesão celular. 

Transcorrido esse período de tempo, foi realizada a remoção do meio de cultivo e 

adicionado meio com diferentes concentrações de FAT (10 – 350 μg/mL), e 

vincristina (VC) (0,5 – 50 nM), utilizada como controle positivo por ser um alcaloide 

indólico com efeito antitumoral devidamente caracterizado. Para o controle negativo 

usou-se meio de cultivo e veículo de diluição da fração (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA). 

As células foram tratadas pelo período de 24, 48 e 72 horas. Passados os 

tempos de tratamento, o meio de cultura com FAT, VC ou veículo foi retirado e 

realizada a lavagem dos poços com tampão fosfato-salina (PBS) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA) a 37ºC por três vezes. Em seguida, foi adicionada uma solução de MTT 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (0,5mg/mL-200 μL/poço) diluído em meio de cultivo. 

As placas foram incubadas em estufa por 2 horas. Decorrido o tempo de incubação, 

a solução contendo MTT foi retirada e acrescentado aos poços DMSO (PA) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA) (100μL/poço) para solubilização dos cristais de formazan. As 

placas foram homogeneizadas e avaliadas espectrofotometricamente por leitor de 

placas Multiskan FC (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA)a 570nm. 

Este ensaio foi realizado em triplicata. Os valores de absorbância do controle 

negativo foram considerados como 100% de redução do sal, ou seja, 100% de 

viabilidade metabólica. Os valores de concentração inibitória mínima (CI50) foram 

determinados a partir do software GraphPad Prisma 5 (San Diego, EUA). 

 

4.3.3 Ensaio de viabilidade celular pelo vermelho neutro (VN) 

A viabilidade lisossomal das linhagens MCF7 e McCoy foi avaliada pelo teste 

de VN, de acordo com Lowik (1993), onde as células foram plaqueadas, em placa de 

96 poços (64 x 104 células/cm2) em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) 

seguido de incubação em estufa (37ºC e atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas 

para adesão celular. 

Posteriormente, foi realizada a remoção do meio de cultivo e adicionado meio 

com diferentes concentrações de FAT (10 – 350 μg/mL), VC (0,5 – 50 nM) e veículo 

de diluição da fração (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) pelo período de 

72 h.  

Transcorrido o tempo de tratamento, o meio contendo a fração teste e 

controles foi retirado e realizada a lavagem dos poços com tampão fosfato-salina 

(PBS) a 37ºC por três vezes. Em seguida, foi adicionada uma solução de VN 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (1mg/mL-200 μL/poço) diluído em meio de cultivo, 

sendo a placa incubada em estufa por 2 horas. Decorrido o tempo de incubação, a 

solução contendo VN foi retirada e acrescentado aos poços uma solução de 

NaH2PO4 0,05M em etanol 50% (100μL/poço). A placa foi homogeneizada e 

avaliada espectrofotometricamente por leitor de placas Multiskan FC (Thermo 

Scientific, Massachusetts, EUA) a 540nm, sendo este ensaio realizado em triplicata. 
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Os valores de absorbância do controle negativo foram considerados como 

100% de redução do sal, ou seja, 100% de viabilidade celular. Os valores de CI50 

foram determinados a partir do software GraphPad Prisma 5 (San Diego, EUA). 

4.3.4 Ensaio de contagem celular 

Células MCF7 e McCoy foram plaqueadas (cada uma) em 9 poços de uma 

placa de 12 poços. O plaqueamento foi realizado (64 x 104 células/cm2) em meio 

RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), seguido de incubação em estufa (37ºCe 

atmosfera de 5% de CO2) por 24 h para adesão celular. Após este período, o meio 

foi removido e as células foram tratadas por 72 h com FAT (32 μg/mL), VC (16 nM) e 

veículo (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Procedeu-se à contagem 

imediata das células presentes em três poços, referentes a cada um dos tratamentos 

descritos anteriormente. A contagem realizada logo após 72 h de exposição ao FAT, 

foi efetuada com o intuito de caracterizar-se a resposta imediata das células a fração 

(dia 0). Em relação aos demais poços, realizou-se a retirada do tratamento, seguida 

pela lavagem com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e reincubação com meio 

RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) livre de compostos. Contagens foram 

realizadas 2 e 4 dias após o témino de tratamento com FAT, com o objetivo de 

verificar se o efeito citotóxico e/ou antiproliferativo promovido pela fração foi 

persistente após a retirada da fração (Figura 12) (McGAHON et al., 1995). Este 

ensaio foi realizado em triplicata e as contagens foram realizadas utilizando 

hemocitômetro. 

 

 
Figura 12. Esquema de contagem das células MCF7 e McCoy após 72 horas de tratamento com FAT 
e VC. 
FONTE: Dados do autor. 
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4.3.5 Ensaio de formação de colônias (ensaio clonogênico) 

Células McCoy e MCF7 foram plaqueadas em placas de 6 poços (64 x 104 

células/cm2) em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), seguido de 24 horas de 

incubação em estufa (37ºCe atmosfera de 5% de CO2). Após esse período, as 

células foram tratadas com os valores correspondentes a CI25 (calculadas por meio 

da execução do teste do MTT) de FAT e VC. Como controle negativo foi utilizado 

meio de cultivo e veículo (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).  

Ao fim das 72 horas, o meio de cultivo foi retirado e os poços lavados com 

PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por três vezes. As células foram incubadas com 

meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) livre de compostos até verificação da 

formação de colônias, ou seja, presença de uma ou mais colônias com 

aproximadamente 50 células (aproximadamente 9 dias para a linhagem MCF7 e 3 

dias para a linhagem McCoy).  

Visualizadas as colônias, estas foram fixadas com metanol 70% e coradas 

com uma solução de cristal violeta 0,2% para posterior quantificação (FRANKEN et 

al, 2006). Este ensaio foi realizado em triplicata. As imagens foram analisadas pelo 

programa de processamento de imagem ImageJ versão 1.51p, de acordo com 

Guzmán et al (2014) e pelo software em desenvolvimento descrito no Capitulo 2 

deste trabalho. Os resultados foram expressos pela área ocupada pelas colônias em 

um poço com superfície para crescimento das células de 9,60 cm². 

4.3.6 Análise do ciclo celular 

A avaliação de modificações induzidas no ciclo celular pelo tratamento com 

FAT (19,2 μg/mL) e VC (9,6 nM) foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o 

kit PI/RNASE solution (Immunostep), de acordo com as instruções do fabricante. 

Células MCF7 foram plaqueadas em placas de 6 poços (64 x 104 células/cm2) 

em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), sendo incubadas em estufa (37ºC e 

atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas. Após esse tempo foi realizada a 

sincronização destas com nocodazol (30 ng/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 

14 horas. A seguir, as células foram submetidas ao tratamento com FAT e VC por 72 

h. Ao fim do tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, EUA), ressuspensas em etanol 70% refrigerado e incubadas 

overnight a -20ºC.  

Após a fixação das células, as mesmas foram lavadas com uma solução de 

PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) + BSA 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 

incubadas em uma solução de iodeto de propídeo e RNAse por 15 minutos à 

temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram analisadas em citômetro 

de fluxo BD FACSCANTO II (BD Biosciences,New Jersey, EUA). A avaliação dos 

dados foi realizada utilizando-se o software Flowing Software 2.5 determinando-se o 

percentual de células agrupadas em cada fase do ciclo celular. Este ensaio foi 

realizado em triplicata. 

 

4.3.7 Coloração diferencial com Iodeto de Propídeo e Laranja de Acridina (IP/LA) 

Para análise do tipo de morte celular induzido por FAT, células MCF7 foram 

plaqueadas (64 x 104 células/cm2) em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), 

em placas de 12 poços, seguido de incubação em estufa (37ºC e atmosfera de 5% 

de CO2) por 24 horas e posterior tratamento com FAT (32μg/mL) e VC (16 nM). Após 

o tratamento, as células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 

tripsinizadas e ressuspensas em PBS (25μl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

contendo solução corante (1 μl) constituída por IP (100μg/mL) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA) e LA (100μg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (1:1). A suspensão 

celular corada foi observada entre lâmina e lamínula em microscópio de 

fluorescência Olympus BX41 (Olympus Optical Ltd, Tokio, Japão), obtendo-se o 

registro fotográfico de 10 campos microscópicos de cada amostra, os quais foram 

selecionados aleatoriamente. Para captura das imagens foi utilizado o programa Q-

capture Pro 5.1, Q-imaging. 

Com o auxílio do programa processador de imagem ImageJ versão 1.51p, 

foram contabilizadas 300 células de cada amostra nas imagens obtidas, 

quantificando-se o percentual de células viáveis, necróticas e apoptóticas 

(McGAHON et al., 1995). Este ensaio foi realizado em triplicata. 

 



 
 

44 

4.3.8 Determinação da concentração intracelular de espécies reativas do oxigênio 

(EROs) 

A avaliação dos níveis intracelulares de EROs foram mensurados de acordo 

com o método descrito por Glorieux e colaboradores (2011), com pequenas 

modificações. Células MCF7 foram plaqueadas (64 x 104 células/cm2) em meio RPMI 

1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), em placas de 6 poços, seguida de incubação em 

estufa (37ºC e atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas e posterior tratamento com 

FAT (32 μg/mL), doxorrubicina (DOXO) (1 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), N-

acetilcisteína (NAC) (5 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), TROLOX (6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethychroman-2-carboxylic acid) (2 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA), DOXO (1 nM) + FAT (32 μg/mL), DOXO (1 nM) + NAC (5 mM) e DOXO (1 

nM) + TROLOX (2 mM) por 24, 48 e 72 horas. Para validar o ensaio, DOXO foi 

utilizada como controle positivo para a indução de EROs, enquanto NAC e TROLOX 

(análogo da vitamina E) foram usadas como controle positivo para ação 

antioxidante.  

Passado o tratamento, as células foram lavadas, tripsinizadas e incubadas em 

uma solução de 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA) (10 μM) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA) previamente diluída em HBSS (KCl 5,3 mM; KH2PO4 0,44 

mM; NaHCO3 4,2 mM; NaCl 137,9 mM; Na2HPO4 0,34 mM; D-glicose 5,55 mM; 

vermelho fenol 0,027 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a temperatura ambiente 

por 30 minutos. Decorrido esse tempo, as células foram centrifugadas, 

ressuspensas em HBSS (500μl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e submetidas a 

análise no citômetro de fluxo BD FACSCANTO II (BD Biosciences, New Jersey, 

EUA). As análises foram realizadas utilizando-se o software Flowing Software 2.5 

para determinação da intensidade da fluorescência em cada amostra. Este ensaio 

foi realizado em triplicata. 

 

4.3.9 Determinação da atividade de enzima antioxidante (CAT) 

A atividade da enzima antioxidante foi mensurada de acordo com Aebi (1984). 

Células MCF7 foram plaqueadas em uma densidade celular de 64 x 104 células/cm2 

em placas de petri de 100 mm² em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), 
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seguida de incubação em estufa (37ºC e atmosfera de 5% de CO2)por 24 horas e 

posterior tratamento com FAT (32 μg/mL), DOXO (1 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA)e DOXO (1 nM) + FAT (32 μg/mL), por 24, 48 e 72 horas. Passado o tempo de 

tratamento, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em tampão de lise 

(tampão fosfato Na/K 20 mM (pH 7,4) em 0,1% de Triton e 150 mM NaCl), sendo as 

amostras imediatamente armazenadas em nitrogênio até o momento da análise. 

Em placa de 96 poços apropriada para leitura em UV, foram adicionados 5 μL 

de amostra e 200 μL de solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) (10 mM) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA) em tampão fosfato (50 mM - pH 7,0). A leitura da queda de 

absorbância foi medida  espectrofotometricamente noSpectraMax® Paradigm® Multi-

Mode Microplate Reader (Molecular Devices, Califórnia, EUA) a 240 nm por 5 

minutos a cada 20 segundos. A atividade da enzima foi expressa em mmol.min-1.mg-

1. Os resultados foram normalizados com o conteúdo protéico das amostras 

utilizando o método de Lowry (Lowry, 1951).Este ensaio foi realizado em triplicata. 

 

4.3.10 Avaliação do efeito de FAT sobre a transcrição de COX-2 

A expressão de COX-2 foi avaliada plaqueando 64 x 104 células/cm2 em 

placas de petri de 100mm² em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), seguida 

de incubação em estufa (37ºC e atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas e posterior 

tratamento com FAT (32μg/ml), dexametasona (DEXA) (100nM – utilizada como 

controle positivo) e veículo (DMSO 1%), por 72 h. Transcorrido o tratamento, as 

células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sendo realizada a 

extração do RNA pela lise das células com Trizol (Invitrogen, Califórnia, EUA). A 

seguir, o trizol foi coletado e transferido a microtubos contendo 250 μL de 

clorofórmio, seguido de homogeneização por inversão por 15 segundos e incubação 

por 3 minutos. Decorrido este tempo, os microtubos foram centrifugados por 15 

minutos (10000 RPM, 4ºC), sendo coletado o sobrenadante, o qual foi transferido 

para novos microtubos que continham 500 μl de isopropanol absoluto. Realizou-se 

incubação overnight a -20ºC. 

Passado o tempo de incubação, uma nova centrifugação foi realizada por 20 

minutos (10000 RPM, 4ºC) para a formação de pellet, o qual foi lavado duas vezes 

com 1 mL de etanol 75% (em água DEPC) e centrifugado novamente por 10 minutos 
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(6000 RPM, 4ºC). O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 10 μL 

de água DEPC. A pureza e a concentração do RNA foram verificadas pela razão da 

absorbância mensurada a 260 nm e 280 nm em espectrofotômetro NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). A integridade do RNA foi analisada por 

eletroforese em gel de agarose. 

A seguir, o RNA foi convertido em cDNA utilizando-se iniciadores constituintes 

do kit High Capacity RNA-to-cDNA (AppliedBiosystems, Foster City, EUA). O padrão 

de expressão do gene da proteína COX-2 foi determinado por meio da reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) com EvaGreen Master Mix S (ABM, 

Richmond, Canada). Nesta etapa, foram utilizados iniciadores específicos para o 

gene da COX-2: 5’-GCTCAGGTTGCCTATGTGCT-3’ (forward) e 5’-

CGGTTACATTTCCTCCTCCA-3’ (reverse) e do gene normalizador HPRT: 5’-

GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3’ (forward) e 5’-

TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3’ (reverse). A análise foi realizada em sistemas de 

10 μL no equipamento Rotor-Gene 6000 (CorbettResearch, Mortlake, Austrália) 

(NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). A expressão relativa dos genes foi analisada por 

meio do método 2−ΔΔCT (BUSTIN et al., 2009; HUGGETT et al., 2013; LIVAK e 

SCHMITTGEN, 2001). Este ensaio foi realizado em triplicata. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão ou erro padrão da 

média. Para avaliar os resultados entre os grupos foram realizados análise de 

variância ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram 

considerados significativos quando P<0,001, P<0,01 e P<0,05. As análises foram 

realizadas com o uso do software GraphPad Prisma(San Diego, EUA). 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 MÉTODOS ESPECTROMÉTRICOS E CROMATOGRÁFICOS 

A análise de FAT por meio de CLAE realizada por meio de detecção UV no 

comprimento de onda de 305 nm revelou a presença de uma mistura complexa, 

contendo a presença de pelo menos sete (7) alcaloides, sendo que os principais 

picos apresentaram tempo de retenção de 3,25 (13,83%), 3,77 (23,24%), 4,04 

(10,59%), 4,71 (1,09%), 6,24 min (47,33%) (Figura 13). O pico de 3,77 minutos foi 

identificado como sendo a uleina. Outros alcalóides indolicos também foram 

detectados, porém não foram identificados.  
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Figura 13. Perfil cromatográfico da fração de alcaloides totais (FAT) (linha azul escura) e padrão de 
uleina (linha rosa), usando  uma  fase  móvel  de  acetonitrila:metanol (10:90), coluna C18, fluxo de 
0,8 ml/min e absorvância de 305 nm, apresentando tempo de retenção e com suas respectivas 
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porcentagens de pureza (retângulo vermelho).(A) Porcentagens de pureza do padrão de uleina. (B) 
Porcentagens de pureza da FAT.  
Fonte: Dados do autor. 
 
 Foi realizada uma infusão direta da FAT no espectrômetro de massa, onde foi 

possível detectar o íon de razão massa/carga (m/z) 267 [M+H]+ que caracteriza a 

uleina (C18H22N2). Fragmentos em m/z 251 [M-CH3]+ e m/z 237 [M-C2H5]+ indicam a 

presença de um grupo metila terminal (C-18/19) e também a perda de (C2H5), 

respectivamente, como também o aparecimento de sinais de derivados do carbazol 

(m/z 167) que confirmam a presença de alcaloide do grupo indólico. O fragmento [M-

C2H5]+ pode ser explicado pela localização de íon na ligação C-14/15, que é ativada 

pela posição alila, e ocorrendo a quebra da ligação e perda de radical etila com 

formação subsequente de fragmentos com m/z 237.  A perda do substituinte de C-21 

com transferência de um hidrogênio N-metil pode ocorrer a formação de m/z 181 e 

subsequente perda de hidrogênio benzílico de m/z 181 ou perda da cadeia lateral 

amina formando a espécie totalmente conjugada m/z 180 (Figura 14). 

 

 
Figura  14. Provável fragmentação da uleina no ESI. 
 

O importante íon m/z 209 pode ser formado por rearranjo de hidrogênio 

através de um intermediário de seis membros, adicional quebra da ligação benzílica 

com perda de um radical metila originando o íon m/z 194 (Figura 15). 
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Figura  15. Possível fragmentação da uleina no ESI. 
 

 

Outros fragmentos estão presentes em m/z 221, 182, 168, 144, 130, 124 e 

110   (Figura 16)  e de acordo com Budzikiewicz e colaboradores (1964), Manske e 

Rodrigo (1965) e Dolabela e colaboradores (2015) comprovam a identificação da 

uleina. 
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 Fonte: Dados do autor. 

 

6.2 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

6.2.1 Ensaio de viabilidade celular pelo sal de tetrazolium (MTT) e pelo vermelho 

neutro (VN) 

Os resultados obtidos por meio do ensaio MTT nas linhagens HeLa, MCF7, 

HRT-18 e U937 estão presentes na Tabela 3. 

 
TABELA 3.Valores de CI50 (μg/mL) determinados para FAT em linhagens tumorais tratadas por 24, 48 
e 72 horas com diferentes concentrações dafração teste (10 – 350 μg/mL). 
 
 Citotoxicidade (CI50) 

Tempo de 
tratamento HeLa MCF7 HRT-18 U937 

24 horas 263±20 172±15 375±13 156±25 

48 horas 136±16 95±19 297±12 143±23 

72 horas 86±5 32± 1 107±9 120±17 

Fonte: Dados do autor (2017). 
 

Figura 16. Espectro de massas de FAT por infusão direta (DIMS). 
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Os resultados indicaram que, dentre todos os períodos de tempo e tipos 

celulares avaliados, FAT apresentou maior citotoxicidade e/ou efeito antiproliferativo 

em células MCF7 após 72 horas de tratamento, mostrando que tal ação é tempo 

dependente e variável entre as diversas linhagens avaliadas, sendo mais efetiva em 

linhagem de câncer de mama (Tabela 3).  

Uma vez que extratos ou frações com valores de CI50 inferiores a 30 μg/mL 

são considerados antineoplásicos em potencial (SUFFINESS e PEZZUTO, 1990; 

ITHARATA et al., 2004; ALZEER et al., 2014), e, observando-se que a CI50 de 

células MCF7 após a exposição a FAT por 72 h foi de 32 μg/mL, verificou-se que 

estas seriam as condições adequadas (concentração e tempo) para dar 

continuidade aos ensaios. Nesse segundo momento, procurou-se verificar se a 

atividade citotóxica e/ou antiproliferativa apresentada por FAT ocorre de maneira 

seletiva, uma vez que foram realizados paralelamente, ensaios de MTT e VN em 

linhagem celular tumoral (MCF7) e normal (McCoy).  

Os valores obtidos pelo ensaio de MTT e VN para FAT e controles em células 

MCF7 e McCoy  em 72 horas estão apresentados na Figura 17. 
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Figura 17. Efeito citotóxico e/ou antiproliferativo da fração de alcalóides totais (FAT) obtida a partir da 
casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e da vincristina (VC) sobre 
células MCF7 e McCoy após 72 h de tratamento. Efeito citotóxico e/ou antiproliferativo de FAT sobre 
células MCF7 e McCoy de acordo com o ensaio de MTT (A) e VN (B) . Efeito citotóxico e/ou 
antiproliferativo de VC sobre células MCF7 e McCoy de acordo com o ensaio de MTT (C) e VN (D). 
Fonte: Dados do autor. 
 
 

Como mencionado anteriormente, o tratamento com FAT apresentou efeito 

citotóxico/antiproliferativo sobre a linhagem tumoral, evidenciado agora, pelos testes 

de MTT e VN. Os valores de CI50 obtidos para as células MCF7 foram de 32 e de 42 

μg/mL nos ensaios de MTT e VN, respectivamente. Para a linhagem murina (McCoy 

– não tumoral), FAT apresentou citoxicidade reduzida quando comparada ao efeito 

induzido na linhagem tumoral, uma vez que os valores de CI50 determinados após 72 

h de exposição à fração, foram de 80 μg/mL no ensaio de MTT e de 73 μg/mL no 

teste de VN. Os dados obtidos evidenciam determinada seletividade da fração sobre 

a linhagem tumoral humana quando comparada a linhagem não tumoral murina. 

Cabe ressaltar que os resultados obtidos estão de acordo com o preconizado 

pela literatura, tendo sido demonstrado o efeito citotóxico da uleina sobre células 

tumorais B16F10 (carcinoma de pele murino) (Souza, 2007). Também foi verificada 

a atividade citotóxica deste alcaloide sobre Plasmodium falciparum, evidenciando a 

ação antimalárica do mesmo (Oliveira et al., 2010). Além disso, De Lima e 
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colaboradores (2010), mostraram que um extrato de Himatanthus lancifolia, rico em 

alcalóides, particularmente a uleína, apresentou ação citostática em células 

leucêmicas (K-562, Daudi). Já Nardin e colaboradores (2008), mostraram que 

concentrações de uleina inferiores a 100 μg/mL não interferiram na viabilidade 

celular de monócitos e granulócitos humanos, evidenciando a atividade seletiva 

deste composto sobre linhagens neoplásicas. 

 A vincristina, utilizada como controle positivo, apresentou como CI50 os 

valores de 16 nM e 26 nM nos ensaios do MTT e VN, respectivamente. Observou-se 

ainda que VC não apresentou efeito sobre a linhagem McCoy, demonstrando o 

efeito seletivo deste fármaco e corroborando os dados da literatura, os quais 

demonstram efeitos seletivos da vincristina sobre linhagens tumorais (BURDMAN, 

1966; JOHNSON et al., 1973; VILPO; KOSKI; VILPO, 2000). 

 Por fim, salienta-se que VC foi selecionada neste estudo como controle 

positivo por tratar-se de um alcaloide indólico amplamente utilizado na clinica para o 

tratamento de diversos tipos de câncer (BLAJESKI et al., 2002; GROTH-PEDERSEN 

et al., 2007; ESMAEILI-MAHANI; FALAHI; YAGHOOBI, 2014),ou seja, optou-se em 

usar VC pelo fato de pertencer à mesma classe química da uleina, composto 

presente na fração em estudo, e não pelo mecanismo de ação proposto para FAT, 

uma vez que VC não apresenta efeito antitumoral vinculado a ação antiinflamatória e 

sim por atuar na desestabilização dos microtúbulos (JOHNSON et al., 1963; SAITO, 

2009). 

6.2.2 Ensaio de contagem celular 

Os resultados do ensaio de contagem para células MCF7 e McCoy estão 

presentes na figura 18A e 18B, respectivamente. 
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Figura 18. Efeito da fração de alcalóides totais (FAT) obtida a partir da casca de Aspidosperma 
subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e da vincristina (VC) sobre o número de células das 
linhagens MCF7 e McCoy. (A) - Efeito de FAT e VC em linhagem MCF7 nos dias 0, 2 e 4 após a 
retirada do tratamento.(B) – Efeito de FAT e VC em linhagem McCoy nos dias 0, 2 e 4 após a retirada 
do tratamento. (*), (**) e (***) denotam diferença estatística de p<0,05, p<0,01 e de p<0,001, 
respectivamente, em relação ao controle (CTRL). 
Fonte: Dados do autor. 

 

O ensaio de contagem celular demonstrou que,  após o terceiro e ultimo dia 

de tratamento (dia 0), há redução significativa do número de células tumorais 

(88,0%) e esta se mantém por 4 dias após o término do tratamento, tanto para FAT 

quanto para VC (Figura 18A). Em relação a linhagem normal, o tratamento com FAT 

também levou a uma diminuição do número de células, porém, de maneira menos 

significativa (40%) (Figura 18B). Ainda, foi demonstrado que células McCoy tendem 

a se recuperar mais rapidamente da injúria, voltando a se proliferar 4 dias após a 

retirada do tratamento, uma vez que observou-se que a redução do número de 

células passou de 40 para 27%, respectivamente, no dia 0 e 4 após a exposição a 

FAT (Figura 18B). Esses resultados demonstram claramente a atividade seletiva de 

FAT sobre a linhagem tumoral MCF7, corroborando os dados apresentados 

anteriormente. 
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Para evidenciar melhor o tempo que a célula tumoral leva para adquirir 

resistência ao tratamento, bem como a duração do efeito promovido pela exposição 

de células MCF7 a FAT, será executado o ensaio de population doubling de acordo 

com o preconizado por Silva e colaboradores (2016). 

6.2.3 Ensaio de formação de colônias (ensaio clonogênico) 

Para confirmar o efeito citotóxico e antiproliferativo de FAT, bem como 

verificar se tais ações promovidas pela fração afetam o potencial clonogênico da 

linhagem tumoral, realizou-se o ensaio de formação de colônias, cujos resultados 

obtidos estão apresentados nas Figuras 19 e 20.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Efeito anticlonogênico da fração de alcalóides totais (FAT) obtida a partir da casca de 
Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e do quimioterápico vincristina (VC). 
Células MCF7 foram cultivadas in vitro e tratadas por 72 horas com FAT e VC em concentrações 
referentes à CI25 obtida pelo método do MTT. (***) denota diferença estatística de p<0,001, em 
relação ao controle (CTRL). 
Fonte: Dados do autor. 

 

Em relação as células MCF7, foi demonstrado que FAT e VC reduziram a 

área das colônias em 79,7 e 38,2%, respectivamente, quando comparadas ao 

controle negativo, evidenciando o potencial anticlonogênico dos tratamentos e 

confirmando os dados anteriores (Figura 18A). O efeito seletivo de FAT e VC 

também foram confirmados, sendo que nenhum dos tratamentos afetou o potencial 

clonogênico das células McCoy (Figura 20).  
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Figura 20. Efeito anticlonogênico da fração de alcalóides totais (FAT)obtida a partir da casca de 
Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e do quimioterápico vincristina (VC). 
Células McCoy foram cultivadas in vitro e tratadas por 72 horas com FAT e VC em concentrações 
referentes à CI25 obtida pelo método do MTT. 
Fonte: Dados do autor. 

 

Em suma, quando observados em conjunto, os resultados obtidos através da 

execução dos ensaios do MTT, VN, contagem celular e clonogênico, demonstraram 

claramente a atividade citotóxica, antiproliferativa e seletiva de FAT sobre células de 

carcinoma de mama MCF7, indicando a presença de compostos com potencial 

antineoplásico. Neste sentido, sugere-se que a uleina seja um dos compostos 

responsáveis por estas ações, uma vez tal alcalóide foi detectado na fração (Figura 

13). Além disso, tem sido demonstrado que a uleina apresenta efeito citotóxico em 

parasitas (OLIVEIRA, 2010) e em diversas linhagens tumorais (SOUZA, 2007; 

NARDIN et al, 2008), de maneira seletiva (NARDIN et al, 2008), corroborando os 

resultados obtidos. 

Uma vez avaliado o efeito citotóxico e antiproliferativo de FAT, passou-se 

então a caracterizar estas ações, através da avaliação de interferências no ciclo 

celular, bem como da determinação do tipo de morte celular induzido. 
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6.2.4 Análise do ciclo celular 

Os resultados da análise do ciclo celular de células MCF7 após o tratamento 

com FAT e VC em concentrações correspondentes a CI30 determinadas pelo método 

do MTT, pelo período de 72 h, estão apresentados na Figura 21. 

 
 

 

 
Figura 21. Efeito da fração de alcalóides totais (FAT- CI30 - 19,2μg/mL) obtida a partir da casca de 
Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e da vincristina (VC - CI30 – 9,6 nM) 
sobre a progressão do ciclo celular de células MCF7 após 72 horas de tratamento. (**) e (***) 
denotam diferença estatística de p<0,01 e p<0,001, respectivamente, em relação ao controle (CTRL). 
Fonte: Dados do autor. 
 
 

A análise do ciclo celular mostrou que FAT foi capaz de elevar em 11% o 

número de células na fase G1, bem como de reduzir em 38%, o número de células 

na fase S, quando comparado ao grupo controle (Figura 21). Estes resultados 

sugerem que a atividade antiproliferativa de FAT pode estar vinculada a capacidade 

do mesmo em realizar a parada do ciclo celular na fase G1, justificando a drástica 

redução do número de células na fase S.   

Já o tratamento com VC, como era esperado, elevou em aproximadamente 

49,7% o número de células na fase G2/M, visto que este fármaco interrompe o 

processo de divisão celular na metáfase (GEORGE; JOURNEY; GOLDSTEIN, 1965; 

CHIUCHETTA; CASTRO-PRADO, 2002; BRANDÃO et al., 2010). Além disso, o 
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tratamento com VC aumentou o número de células na fase subG1, indicando que 

este composto, na concentração administrada, foi capaz também de induzir a 

apoptose. Ainda, observou-se que o tratamento com VC reduziu em torno de 45,4% 

o número de células na fase S, o que pode ser justificado pela parada do ciclo em 

G2/M, bem como pela indução do processo apoptótico.   

Os resultados obtidos corroboram a literatura, uma vez que diversos estudos 

evidenciam a interferência de alcaloides com potencial anti-inflamatório sobre o ciclo 

celular. Paiva e colaboradores (2016) descreveram o efeito de uma fração rica em 

alcaloides fenantroquinolizidínicos sobre a linhagem NCI-H460 (câncer de pulmão). 

Neste estudo observou-se um aumento do número de células na fase G2/M após o 

tratamento das mesmas, pelo período de 24 horas com a fração rica em alcaloides. 

Além disso, foi mostrado que o alcaloide elipticina, interferiu no ciclo celular da 

linhagem HepG2 (carcinoma hepatocelular), ao parar o mesmo na fase G1, além de 

elevar os níveis de p53 (KUO et al., 2006). Ainda, foi verificado que outros alcaloides 

com efeito antiinflamatório tais como, arohitukina (ISAH, 2016) e a sanguinarina 

(GAZIANO, 2016) alteraram o ciclo celular das linhagens tumorais MCL (linfoma de 

células do manto) e MDA-MB-231 (câncer de mama), respectivamente. 

Por fim, cabe salientar que experimentos estão sendo conduzidos no sentido 

de avaliar os níveis de marcadores do ciclo celular que atuam no checkpoint G1 

como p53, p21, pRb, ciclina D, dentre outros.  

6.2.5 Coloração diferencial com Iodeto de Propídeo e Laranja de Acridina (IP/LA) 

A coloração diferencial com iodeto de propídeo e laranja de acridina foi 

realizada com o intuito de identificar o tipo de morte celular induzido, avaliando a 

integridade de membrana. Este ensaio, baseia-se na capacidade do corante laranja 

de acridina em atravessar livremente a membrana plasmática, intercalando-se ao 

DNA e dando coloração verde ao núcleo das mesmas. Já o iodeto de propídeo, por 

não conseguir atravessar livremente a membrana plasmática, penetra em células 

que não apresentam membranas íntegras, intercalando-se ao DNA e corando os 

núcleos das mesmas em vermelho. Assim, células viáveis apresentam o núcleo 

verde, em função da intercalação pelo laranja de acridina. Células em necrose 

apresentam o núcleo vermelho em decorrência da intercalação pelo iodeto de 

propídeo. Por fim, células em apoptose apresentam o núcleo corado em laranja, em 
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função da intercalação ao DNA realizada por ambos corantes (McGAHON et al., 

1995). 

Os resultados obtidos por meio do ensaio de IP/LA estão demonstrados na 

Figura 22. Pode-se observar que FAT promoveu redução significativa de células 

viáveis, acompanhado pelo aumento de células inviáveis (em apoptose e necrose), 

quando comparado ao controle negativo (Figura 22). 
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Figura 22. Tipo de morte celular induzido pela fração de alcalóides totais (FAT) (32 μg/mL) obtida a 
partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e pela vincristina 
(VC) (16 nM) em linhagem MCF7 após 72 horas de tratamento. (A)- Imagem representativa de 
células tratadas com o veiculo de diluição de FAT (CTRL). (B)- Imagem representativa de células 
após tratamento com FAT. (C)- Imagem representativa de células após tratamento com VC. (***) 
denota diferença estatística de p<0,001 em relação ao controle (CTRL). 
Fonte: Dados do autor. 

 

Em relação a elevação do número de células inviáveis, foi demonstrado que o 

tratamento com FAT pelo período de 72 h, aumentou o número de células 

apoptóticas e necróticas em 8,2 e 2,3 vezes, respectivamente, quando comparado a 

CTRL (Figura 22). A indução de apoptose aqui observada, corrobora os resultados 

obtidos através da análise do ciclo celular (Figura 21). Como mencionado 

anteriormente, FAT promoveu elevação do número de células em G1 

concomitantemente à redução do número celular em S, sugerindo que esta fração 
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realizou bloqueio do ciclo em G1. Sabe-se que o checkpoint da fase G1 está 

relacionado a verificação da ocorrência de danos ao DNA. Nesse sentido, quando o 

dano supera a capacidade de reparo, as células são conduzidas à senescência ou 

apoptose (BARTEK e LUKAS, 2003; WRIGHTON, 2010; LORD e ASHWORTH, 

2012). Desta forma, sugere-se que FAT aumentou o número de células na fase G1, 

devido a tentativa de induzir o reparo da célula após a injúria sofrida; entretanto, o 

dano promovido pela fração parece ter superado os mecanismos intracelulares de 

reparo, culminando na morte apoptótica das mesmas e justificando a apoptose 

detectada.  

Ainda, a análise da Figura 22 evidencia que VC também reduziu 

significativamente o número de células viáveis. Entretanto, este alcaloide apresentou 

um padrão de morte celular um pouco diferente do mostrado por FAT. VC elevou o 

número de células em apoptose e necrose, em torno de 2,8 e 17,7 vezes, 

respectivamente, quando comparado ao controle negativo. 

Os dados obtidos corroboram a literatura, uma vez que diversos estudos 

demonstram também que alcaloides indólicos, tais como a elipticina, a 

isovoacangina, a voacangina e a sampangina, podem levar a indução de apoptose 

em várias linhagens tumorais, tais como HepG2, HL-60 (leucemia promielocítica) e 

THP-1 (leucemia monocítica aguda) (KLUZA et al., 2005; KUO et al., 2006; 

FIGUEIREDO et al., 2010). 

Cabe salientar que experimentos estão sendo conduzidos no sentido de 

confirmar a indução de apoptose promovida por FAT, através da mensuração da 

exposição de fosfatidil serina, bem como da avaliação de níveis de marcadores de 

dano ao DNA (yH2Ax) e do processo apoptótico tais como p53, BAX, Bcl-2, dentre 

outros.  

6.2.6 Determinação da concentração intracelular de espécies reativas do oxigênio 

(EROs) 

Como mencionado anteriormente, em relação ao câncer, EROs apresentam 

papel dúbio, uma vez que níveis intracelulares moderados dessas espécies são 

fundamentais para manutenção da instabilidade genética, estabelecimento de 

processo inflamatório e a ocorrência de mutações (GLOIRE; LEGRAND-POELS; 

PIETTE, 2006). Entretanto, quando produzidos em excesso, assim como quando 
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suas concentrações intracelulares são reduzidas drasticamente, EROS podem levar 

a morte de células tumorais (GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). Mediante 

esses argumentos, bem como pelo fato de a uleina já ter apresentado ação 

antiinflamatória, achou-se pertinente avaliar se o efeito antitumoral promovido por 

FAT estaria associado a interferências no equilíbrio redox. 

Na Figura 23, estão presentes os resultados obtidos no ensaio realizado para 

mensuração intracelular de EROS. 
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Figura 23. Efeito da fração de alcalóides totais (FAT) obtida a partir da casca de Aspidosperma 
subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE sobre os níveis intracelulares de H2O2 na linhagem 
MCF7. (*), (**) e (***) denotam diferença estatística de p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente em 
relação ao controle (CTRL). 
Fonte: Dados do autor. 
 
 

Os níveis intracelulares de peróxido de hidrogênio sofreram um aumento de 

1,2 vezes após o tratamento com FAT por 24 horas e estes decaíram após 48 e 72 

horas de exposição à fração. Já o tratamento com o controle positivo (DOXO) 

induziu o aumento de H2O2 nos três períodos de tempo avaliados. Por fim, células 

quando tratadas com NAC e TROLOX apresentaram níveis de H2O2 reduzidos 

quando comparados ao controle negativo.  

Os resultados obtidos com o tratamento utilizando os controles positivo 

(DOXO, NAC e TROLOX) estão de acordo com a literatura, uma vez que a 

doxorrubicina, por apresentar um grupo quinona, gera radicais livres via ciclo redox, 

elevando a quantidade intracelular de EROs (KARIM et al., 2001); assim como NAC 



 
 

64 

e TROLOX apresentam efeito antioxidante, diminuindo as concentrações de EROs 

(HAMAD et al., 2010; HALASI et al., 2013; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2015). 

Para validar a técnica utilizada, visto que mensurou-se os níveis intracelulares 

de H2O2 em períodos de exposição bastante prolongados (24 -72 h) e excluir 

portanto, qualquer hipótese relacionada a dissipação e/ou degradação de peróxido 

presente no sistema, avaliou-se ainda, os níveis de peróxido intracelulares após a 

exposição de células a DOXO + FAT, DOXO + NAC e DOXO + TROLOX. Como 

mencionado anteriormente, esta estratégia foi utilizada uma vez que DOXO atua na 

formação constante de EROs através da ocorrência do ciclo redox. 

 Observou-se que o tratamento realizado concomitantemente com DOXO e 

FAT no período de 24 horas levou ao aumento de H2O2 intracelular, quando 

comparado ao grupo controle. Já a exposição à combinação DOXO + FAT pelo 

período de 48 e 72 h, promoveu redução dos níveis intracelulares de peróxido. 

Ainda, os tratamentos DOXO + NAC e DOXO + TROLOX, causaram redução de 

H2O2 em relação ao controle negativo desde as primeiras 24 h de tratamento, 

conforme o esperado.  

Os resultados obtidos demonstram que FAT promoveu alterações 

significativas no equilíbrio redox de células MCF7. Como mencionado anteriormente, 

FAT promoveu elevação dos níveis de H2O2 nas primeiras 24 h de tratamento e 

posterior redução significativa dos mesmos (48 e 72 h de tratamento). Sugere-se 

que, devido a elevação dos níveis de peróxido de hidrogênio observada nas 

primeiras 24 h de tratamento, ocorreu o desenvolvimento de exacerbada e 

persistente resposta adaptativa (mediado provavelmente pela ativação de defesas 

antioxidantes enzimáticas), acarretando na indução de efeito antioxidante e 

consequente redução significativa dos níveis de H2O2 subsequentes (48 e 72 h de 

tratamento). Ainda, sugere-se que o efeito antitumoral de FAT pode estar associado 

a tal resposta adaptativa, que culminou na diminuição dos níveis de EROs.  

Novamente, os resultados obtidos estão de acordo com o que já foi descrito 

na literatura. Foi evidenciado que o alcaloide sanguinarina induz a ocorrência de 

uma resposta antioxidante em linhagens celulares tumorais, levando a morte das 

mesmas por apoptose (GAZIANO, 2016). Efeitos semelhantes, de diminuição de 

EROs intracelulares, foram descritos para alguns alcaloides da vinca (vinorelbina e 

vindolicina), sobre células Beta-TC-6 (insulinoma), A549 (adenocarcinoma alveolar) 

(TIONG et al., 2013). 
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 Por fim, cabe salientar que experimentos estão sendo realizados a fim de 

determinar os níveis de peróxido de hidrogênio em intervalos de tempo anteriores 

aos avaliados (6 e 12 h) e sustentar melhor a hipótese descrita, onde espera-se 

observar indução de estresse oxidativo, refletido na elevação dos níveis 

intracelulares de H2O2, nos dois períodos de tempo propostos. 

6.2.7 Determinação da atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) 

Com o intuito de confirmar a hipótese anteriormente mencionada, ou seja, de 

que FAT promoveu a indução de resposta adaptativa exarcebada e persistente, 

culminando na redução significativa dos níveis de H2O2, avaliou-se a atividade da 

enzima antioxidante CAT, cujos resultados estão expressos na Figura 24. 

 

 
Figura 24. Atividade da CAT em células MCF7 após tratamento com fração de alcalóides totais (FAT) 
obtidaa partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE, 
doxorrubicina (DOXO) e associação DOXO+FAT por 24, 48 e 72 horas. (**) e (***) denotam diferença 
estatística de p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (α) e (β) denotam diferença estatística em relação 
ao controle (CTRL) e ao tratamento com a associação DOXO + FAT, respectivamente. 
Fonte: Dados do autor. 

 

O tratamento com FAT levou ao aumento da atividade da enzima, a qual se 

mostrou elevada após 24, 48 e 72 horas de tratamento. Observou-se um pico de 

ativação enzimática, verificado após 48 h de exposição a fração, onde FAT foi capaz 

de induzir a atividade da catalase de forma semelhante a mediada por DOXO. Tal 

pico de ativação foi sustentado parcialmente até 72 h de tratamento, acompanhando 

o perfil do tratamento com DOXO (Figura 24). Os períodos de exposição a FAT (48 e 

72 h) em que foi demonstrado o pico de ativação enzimática, tratam-se justamente 

dos intervalos de tempo em que observou-se redução significativa dos níveis 

intracelulares de H2O2, corroborando assim, os resultados obtidos (Figuras 23 e 24). 

Logo, sugere-se que a diminuição acentuada dos níveis de H2O2 induzidos por FAT 
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deve-se a uma ativação elevada e persintente da CAT (semelhante a induzida por 

DOXO), associada a um pequeno aumento dos níveis de peróxido, quando 

comparada a elevação causada pela DOXO (Figuras 23 e 24). 

Como mencionado anteriormente, o tratamento com doxorrubicina também foi 

capaz de promover a elevação persistente da atividade da CAT (Figura 24). Apesar 

da DOXO ter aumentado significativamente a atividade da catalase desde as 

primeiras 24 h de tratamento, a ativação enzimática promovida por esse 

quimioterápico foi constante ao longo do tempo (Figura 24). Entretanto, como 

mostrado na Figura 21, o tratamento de células MCF7 com DOXO elevou 

acentuadamente os níveis intracelulares de H2O2  em relação ao aumento 

promovida por FAT pelo período de 24 h. Assim, quando considerados em conjunto, 

os resultados obtidos sugerem que o tratamento com DOXO induziu a ocorrência de 

uma resposta adaptativa mais adequada da linhagem tumoral, onde a catalase foi 

reduzindo progressivamente o excesso de peróxido de hidrogênio produzido, sem 

levar à redução drástica (com diferença significativa em relação a CTRL) observada 

no tratamento com FAT.  

Já a associação DOXO + FAT apresentou perfil semelhante ao tratamento 

com FAT, ou seja, elevou a atividade da catalase pelo período de 24, 48 e 72 h de 

tratamento, induzindo a ocorrência de pico de ativação enzimática após 48 h de 

exposição à associação, o qual foi sustentado nas 24 h subsequentes (72 h de 

tratamento). Novamente, os resultados obtidos corroboram a redução significativa 

dos níveis de H2O2 observados em 48 e 72 h de tratamento (Figura 23). Ainda, cabe 

ressaltar que a associação dos tratamentos levou a uma maior atividade da enzima, 

em relação ao tratamento realizado com cada composto de forma individual (com 

exceção ao tratamento com DOXO por 24 h) (Figura 24). 

Um estudo realizado por Oliveira et al (2016) evidenciou que o aumento da 

atividade da enzima CAT levou a um efeito citostático, assim como inibiu a ativação 

de NF-kB em células da linhagem A549 (adenocarcinoma de pulmão humano), 

causando consequentemente, a morte celular. Gupta et al (2004) demonstraram a 

elevação da atividade da CAT em camundongos inoculados com tumor ascítico de 

Ehrlich, e tratados com extrato metanólico de Caesalpinia bonducella Fleming 

(Caesalpiniaceae). Tais autores associaram o aumento da atividade enzimática ao 

efeito antitumoral promovido pelo extrato. Extratos de Aegle  marmelos (L.) Correa 

(Rutaceae) e Cocculus   hirsutus(L.)   Diels   (Menispermaceae) apresentam o 
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mesmo perfil quando utilizadas no tratamento de camundongos com linfoma ascítico 

de Dalton (CHOCKALINGAM; KADALI; GNANASAMBANTHAM, 2012; THAVAMANI; 

MATHEW; PALANISWAMY, 2014). 

Por fim, os dados mostrados sugerem que o efeito antitumoral de FAT parece 

estar associado a redução intracelular drástica de EROs, resultante de uma resposta 

adaptativa exacerbada, persistente e vinculada a elevação da atividade da CAT. 

Sugere-se que a redução intracelular significativa dos níveis de EROs pode ter 

influenciado em diversos mecanismos de sinalização celular, acarretando no efeito 

citotóxico, antiproliferativo e morte celular anteriormente descritos.  

Experimentos estão sendo conduzidos com o intuito de mensurar a atividade 

da enzima superóxido dismutase (SOD) e sustentar melhor a hipótese descrita.  

6.2.8 Avaliação do efeito de FAT sobre a expressão de COX-2 

Como mencionado anteriormente, evidências demonstram claramente uma 

correlação entre inflamação e câncer, bem como apontam a COX-2 como um 

importante alvo molecular para novas terapias antitumorais, o qual vem sendo 

amplamente estudado (SUBHASHINI; MAHIPAL; REDDANNA, 2005). Tem sido 

relatado que a COX-2 contribui no desenvolvimento de tumores ao ativar 

mecanismos que levam a indução de resistência a apoptose e ao estímulo da 

angiogênese (DEMPKE et al., 2001).  

Uma vez que Nardin et al. (2008) demonstraram o efeito antiinflamatório da 

uleina, composto presente na fração analisada, e devido ao papel essencial que a 

COX-2 apresenta na carcinogênese, achou-se pertinente investigar se o efeito 

antitumoral de FAT caracterizado neste trabalho, estaria vinculado ao efeito 

antiinflamatório promovido pelo mesmo, através da avaliação da expressão de COX-

2, cujos resultados estão demonstrados na Figura 25. 
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Figura 25. Efeito da fração de alcalóides totais (FAT) obtida a partir da casca de Aspidosperma 
subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE, e da dexametasona (DEXA- 100 nM) sobre a 
expressão de COX-2 após 24, 48 e 72 horas de tratamento. (***) denota diferença estatística de 
p<0,001 em relação ao controle (CTRL). 
Fonte: Dados do autor. 

 

Os dados obtidos mostram que, após 24 h de tratamento com FAT, a 

expressão de COX-2 foi elevada em 7 vezes em relação as células não tratadas. Já 

após 48 e 72 h de tratamento com a fração, a expressão da enzima foi inibida 

(Figura 25). Cabe ressaltar que este resultado seguiu o comportamento da produção 

de H2O2 anteriormente descrita, onde foi relatado um aumento da produção de 

peróxido de hidrogênio nas primeiras 24 h de tratamento, seguido de uma queda 

brusca dos níveis intracelulares do mesmo após 48 e 72 horas de exposição a 

fração (Figura 21).  

Tem sido demonstrado na literatura que EROs podem induzir a expressão de 

COX-2 através da ativação direta ou indireta do NF-kB (BARBIERI, 2003; MARI et 

al., 2003). Dessa forma, sugere-se que a redução dos níveis intracelulares de EROs 

resultantes da ativação exacerbada e persistente da CAT, podem estar associados à 

inibição da expressão da COX-2 aqui observada, onde tal resposta favoreceu o 

encaminhamento das células para a morte, através da indução de apoptose. 

No que se refere ao tratamento com DEXA, foi observado que este fármaco 

reduziu drasticamente a expressão de COX-2 nas primeiras 24 h de tratamento, 

inibindo completamente a expressão da enzima nos demais intervalos de tempo 

avaliados. 

Os dados obtidos corroboram a literatura, uma vez que estudos mostram que 

diversos alcaloides são capazes de inibir e/ou reduzir a expressão de COX-2. 

Chandel e colaboradores (2017) descreveram este mesmo efeito ao tratarem células 
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HeLa (câncer cervical) e Colo 205 (adenocarcinoma colorretal) com uma fração rica 

em alcaloides de Anthocephalus cadamba (Roxb.) Miq. (Rubiaceae). Ainda, foi 

mostrado que os alcaloides 3-(Hydroxymethyl)-6,7-dihydroindolo[2,3-a]quinolizin-

(12H)-one e barberina, foram capazes de reduzir  a expressão de COX-2 em células 

RAW 264.7 (macrófagos murinos), A375 e Hs294 (melanomas) respectivamente 

(SINGH et al., 2010; ZHAO et al.,2013).  Antiinflamatórios seletivos para COX-2 

como, por exemplo, celecoxibe, etoricoxibe, valdecoxibe, parecoxibe e lumiracoxibe 

(HILÁRIO; TERRERI; LEN, 2006) também tiveram seu efeito descrito na literatura. 

De acordo com Bocca e colaboradores (2010) o celecoxibe foi capaz de inibir 

fortemente a proliferação e a invasão de células MDA-MB-231. Este mesmo efeito já 

foi observado em modelos in vivo e em humanos (DAI et al., 2012; BRANDÃO et al., 

2013) 

Experimentos estão sendo realizados com o intuito de verificar se o 

tratamento com a fração é capaz de evitar a ativação do NF-kB, bem como de 

mensurar os níveis de interleucinas associadas ao processo inflamatório e 

produzidas mediante atividade da COX-2.  

Levando-se em consideração todos os resultados obtidos, sugere-se que o 

mecanismo com que FAT exerce efeito antitumoral está relacionado ao fato dessa 

fração causar um desequilíbrio redox, ao promover uma elevação exacerbada e 

persistente da atividade da CAT, induzindo a ocorrência de efeito antioxidante e 

culminando na redução drástica dos níveis intracelulares de EROs. Tal redução 

pode acarretar na diminuição ou até mesmo na inibição da atividade do NFkB, 

inibindo a expressão de COX-2 e levando ao efeito citotóxico e antiproliferativo 

observados (Figura 26).  

 

 
Figura 26. Hipótese do mecanismo de ação citotóxica e antiproliferativa da fração de alcaloides totais 
(FAT) obtido de suplemento elaborado a partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. 
DC., APOCYNACEAE. 
Fonte: Dados do autor. 
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7 CONCLUSÕES 

A execução deste trabalho permite concluir que: 

 

 A uleina está presente em FAT, juntamente com outros alcaloides não 

identificados no trabalho; 

  FAT apresentou atividade citotóxica e antiproliferativa seletiva sobre a 

linhagem tumoral de câncer de mama MCF7; 

 A atividade antiproliferativa de FAT sobre células MCF7 está provavelmente 

relacionada ao fato desta fração aumentar o número de células na fase G1 do 

ciclo celular; 

 Sugere-se que o tipo de morte celular induzido por FAT em células MCF7 

trata-se de apoptose; 

 Possivelmente, o efeito antitumoral de FAT está associado a capacidade 

desta fração em promover um desequilíbrio redox em células MCF7, 

representado pela redução drástica dos níveis intracelulares de EROs e 

elevação persistente da atividade da enzima antioxidante catalase; 

 O efeito antitumoral de FAT sobre células MCF7 provavelmente está 

correlacionado a ação antiinflamatória desta fração, uma vez que observou-se 

que FAT suprimiu a expressão de COX-2 neste tipo celular. 
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CAPÍTULO 2 - DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE SOFTWARE DE 
MENSURAÇÃO DE ÁREA E CONTAGEM DE NÚMERO DE COLÔNIAS 
 
8 OBJETIVOS 

8.1.1 Objetivo Geral 

Desenvolver e validar um software de mensuração de área e de contagem de 

número de colônias. 

8.1.2 Objetivos Específicos 

 Desenvolver um software capaz de mensurar a área e contar o número de 

colônias; 

 Padronizar o método de obtenção das imagens do ensaio de formação de 

colônias para as determinações descritas (área e número de colônias); 

 Realizar a análise das imagens pelos métodos: manual, plugin (método 

computacional) já descrito na literatura e software em desenvolvimento; 

 Validar o software por meio da comparação dos resultados obtidos pelos 

métodos anteriormente mencionados. 
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9 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

9.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN 

VITRO 

Testes in vitro são comumente utilizados para a detecção da toxicidade de 

compostos antes do uso em animais e humanos, a fim de minimizar efeitos adversos 

e possíveis lesões ao paciente (ROGERO et al., 2003). Estes ensaios são 

considerados preliminares, pois uma vez caracterizada a não citotoxicidade pode se 

dar continuidade a experimentos em animais, por exemplo (ISO,10993). 

Ensaios de citotoxicidade e de atividade antiproliferativa in vitro são utilizados 

também na descoberta de novos fármacos. Com estes testes é possível realizar um 

screening quanto a interferência de novos compostos sobre a adesão, perfil 

clonogênico, integridade de membrana e sobrevivência celular (NILES; A 

MORAVEC; RISS, 2008).  

Estes ensaios foram padronizados em cultura de células (Tabela 3), onde se 

expõem linhagens celulares de mamíferos ao composto de interesse para posterior 

analisar a ocorrência de possíveis alterações celulares, o que é realizado 

principalmente através do uso de métodos colorimétricos que avaliam a atividade 

metabólica celular, ou de ensaios que permitam visualizar a inibição da formação de 

colônias (CRUZ et al., 1987; ROGERO et al., 2000).  

A principal vantagem destes métodos em comparação aos ensaios in vivo se 

deve a limitação de variáveis, o que leva a resultados mais significativos e 

reprodutíveis. Outra vantagem é o baixo custo para realização dos mesmos 

(ROGERO et al., 2003). 
 
TABELA 4. Principais ensaios diretos e indiretos para análise de viabilidade e proliferação celular. 
 

ENSAIO PRINCÍPIO DO ENSAIO 

MTT 

 

O ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina (MTT) é um teste colorimétrico quantitativo, utilizado 

para a avaliação da sobrevivência e proliferação celular. Células 

metabolicamente ativas possuem a capacidade de reduzir o sal de 

tetrazólio levando a formação de formazan, o qual possui coloração 

roxa e esta pode ser avaliada espectrofotometricamente. Células 
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mortas não apresentam a capacidade de reduzir este sal 

(MOSMANN, 1983). 

 
 
 

RESAZURINA 

 

O ensaio da resazurina também é utilizado para avaliar viabilidade 

e profileração celular, onde células metabolicamente viáveis 

reduzem a resazurina a resofurin, que apresenta cor rosa podendo 

ser mensurada espectrofotometricamente. Células inviáveis não 

possuem tal capacidade de redução (ROLÓN et al., 2006). Após a 

redução, o sal formado não precipita, diferentemente do ensaio de 

MTT (OBRIEN et al., 2000). 

VERMELHO NEUTRO 

 

O ensaio de absorção de vermelho neutro avalia a atividade 

antiproliferativa e viabilidade celular de forma quantitativa, com 

base na habilidade de células com lisossomos viáveis em endocitar 

e ligar o corante nos mesmos, o qual apresenta coloração vermelha 

que pode ser mensurada espectrofotometricamente. Células com 

lisossomos não viáveis não apresentam a capacidade de 

incorporação do corante (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008). 

Um dos problemas associados a este teste se deve a ocorrência de 

falso negativo perante a indução de autofagia. Se o tratamento 

utilizado induz a autofagia, ocorrerá o aumento do número de 

lisossomos a fim de degradar as organelas lesadas. Como estes 

lisossomos são capazes também de endocitar o vermelho neutro, o 

composto indutor de autofagia pode ser caracterizado como não 

citotóxico, porém este composto, pode ter afetado a viabilidade 

celular, dependendo da intensidade do processo autofágico 

(ESKELINEN; SAFTIG, 2009; MARTINS et al., 2013). 

 

COLORAÇÃO CRISTAL 
VIOLETA 

 

O ensaio de coloração por cristal violeta avalia indiretamente a 

viabilidade e proliferação celular, uma vez que células viáveis não 

perdem a capacidade de adesão, diferentemente das células 

inviáveis. Assim, ao serem coradas, é possível mensurar a relação 

de células viáveis e inviáveis (FEOKTISTOVA; GESERICK; 

LEVERKUS, 2016). 

 

AZUL DE TRIPAN 

 

O ensaio do azul de Tripan é utilizado para avaliar a viabilidade 

celular pela verificação da integridade de membrana. Células 

viáveis apresentam membranas celulares íntegras, o que leva a 
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exclusão do corante; já células mortas acabam incorporando o azul 

de Tripan, o que permite quantificar o número de células viáveis e 

inviáveis por meio do microscópio óptico (STROBER, 2001). 

LDH 

 

O ensaio da lactato desidrogenase (LDH) também é utilizado para 

avaliar a viabilidade celular através da verificação da integridade de 

membrana. Tal enzima está presente em todas as células, sendo 

extravasada para o espaço extracelular quando estas apresentam a 

membrana celular danificada, demonstrando que as mesmas estão 

mortas. Logo, a mensuração da LDH extracelular é diretamente 

proporcional ao número de células inviáveis (CHAN; MORIWAKI; 

ROSA, 2013). 

 

9.1.1 Ensaio clonogênico 

O ensaio clonogênico, tem como principal objetivo avaliar o potencial 

clonogênico de uma única célula frente a alguma injúria, como por exemplo, 

exposição a radiação ou quimioterápicos (RUDIN et al., 1991). A perda da 

capacidade de proliferação celular é um indicativo de morte, uma vez que isto 

impossibilita a geração de células filhas. Células viáveis apresentam a capacidade 

de gerar clones e levar a formação de colônias, sendo consideradas como 

clonogênicas (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005). 

Este ensaio é utilizado por várias áreas como, microbiologia, imunologia, 

biologia molecular e celular (RUDIN et al., 1991; RUUSUVUORI et al., 2014) e a 

avaliação manual ainda é considerada o padrão-ouro de análise, podendo-se avaliar 

a morfologia, número, cor e tamanho das colônias (RUDIN et al., 1991), quando as 

mesmas são observadas a olho nu ou em microscópio óptico, o que permite análises 

diferenciadas. Apesar de ser frequentemente utilizada, a análise manual do ensaio 

clonogênico trata-se de uma forma de avaliação lenta, além de apresentar baixa 

reprodutibilidade e ser inviável para ensaios de alto rendimento (CHOUDHRY, 

2016). Alternativamente, um método mais efetivo para análise das colônias é a 

mensuração da área ocupada pelas mesmas em relação ao suporte onde estão 

aderidas, permitindo avaliar o desenvolvimento de colônias (refletido no aumento do 

tamanho das mesmas) ou a diminuição das mesmas. Neste sentido, diversos 
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plugins e macros foram desenhados para este fim (ICHINOSE, 2005; NIEMELÄ et 

al., 2012).  

Ainda, devido ao maior acesso a tecnologia, tenta-se automatizar este ensaio 

com o intuito de ganhar velocidade, precisão e reprodutibilidade, obtendo-se 

imagens das colônias com câmeras digitais e fazendo uso de macros e plug-ins em 

programas de imagens pré-existentes, os quais atuam delimitando as colônias e 

diferenciando-as do plano de fundo do suporte em que se encontram. Um dos 

problemas em relação a estas ferramentas, se deve a presença de artefatos (detritos 

celulares, bolhas, excesso de corante ou de meio de cultura) que por ventura 

acabam interferindo na análise da imagem (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005; 

CHOUDHRY, 2016). Apesar das tentativas, nenhum método existente alcançou um 

uso generalizado (NIYAZI; NIYAZI; BELKA, 2007). 

Outro fator que pode interferir na análise por macros e plug-ins é a qualidade 

das imagens obtidas, a qual depende diretamente de diversos parâmetros como 

iluminação, tamanho e contraste; evidenciando a necessidade de padronização das 

imagens obtidas para a análise. Além disso, ajustes também devem ser feitos em 

relação ao macro ou plugin para cada imagem a ser analisada (CHOUDHRY, 2016). 

Por fim, cabe ressaltar que a análise por meio de imagem, algumas vezes requer o 

uso de equipamentos e softwares de alto valor, o que pode inviabilizar a realização 

das mesmas (ELKIND; HAN; VOLZ,1963). 

Fica evidente então, a necessidade de se criar um programa apropriado para 

análise do ensaio clonogênico, o qual propicie otimização de tempo, 

reprodutibilidade e precisão. 

9.2 A LINGUAGEM PYTHON™ 

O processo de programar se restringe a sequenciar uma lista de instruções 

(códigos fonte) que informam ao hardware, tal como o computador, os 

procedimentos necessários para que as tarefas listadas sejam realizadas com êxito. 

A ferramenta utilizada para se programar é dita linguagem, tais como a C, C++, 

Java™ ePython™ (ZELLE, 2004). 

Após a inserção do código fonte, a linguagem deve ser traduzida para a 

linguagem da máquina (notação binária) sendo este processo realizado por 

intermédio de um compilador. O compilador é um programa complexo que traduz a 
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linguagem utilizada pelo programador na linguagem de máquina, fazendo com que 

esta possa compreender o código e seguir as instruções fornecidas a ela (ZELLE, 

2004). 

O compilador tendo executado a sua função, tornará o software ativo, o qual 

estará aguardando um input (comando) por meio de uma interface gráfica, para 

realizar uma ação com o código fonte. Assim que o input for fornecido, o código 

fonte será processado e irá fornecer um output, ou seja, uma resposta (Figura 27) 

(ZELLE, 2004). 

 

 
Figura 27. Esquema de compilação de linguagem computacional. 
Fonte: Adaptado de ZELLE, 2004 

 

Uma das linguagens mais populares para computação é a linguagem de 

programação Python™, desenvolvida por Guido van Rossum em 1991. Esta se 

mostra uma excelente escolha para desenvolvimento algorítimo e exploratório de 

dados científicos (DUBOIS, 2007).  

Comparado as demais linguagens computacionais o Python™ é mais consiso, 

o que simplifica o desenvolvimento de aplicativos e softwares, além de ser 

executável em vários sistemas operacionais (DUBOIS, 2007).  

A linguagem Python™ é uma poderosa e moderna ferramenta utilizada até 

mesmo pelos grandes nomes da tecnologia, tais como o Youtube© (LLC), Google© 

(LLC) e Industrial Light & Magic© (ILM) (MORO, 2013). 
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10 MATERIAL E MÉTODOS 

10.1 ENSAIO CLONOGÊNICO 

 Células da linhagem McCoy e MCF7 foram plaqueadas, tratadas, fixadas e 

coradas conforme item 4.3.5 deste trabalho. Os ensaios foram realizados em 

triplicata a fim de fornecer um maior número de imagens para a comparação dos 

métodos de análise. 

10.2 DESENVOLVIMENTO DO SOFTWARE 

O software para contagem automática de colônias foi desenvolvido em 

parceria com o aluno Elberth Manfron Schiefer do Programa de Pós graduação em 

Física da Universidade Federal do Paraná (UFPR), em linguagem Python™, com o 

intuito de gerar uma interface gráfica amigável e de fácil utilização para a contagem 

de colônias e de suas respectivas áreas. 

O programa analisa imagens de poços de placas de cultivo, delimitando a 

área total e individual de cada colônia e o número das mesmas. Este processo 

ocorre pela subtração da imagem do poço pela imagem do background para reduzir 

os ruídos, e então uma distorção gaussiana é aplicada sobre a imagem para que 

pontos não corados das colônias sejam encobertos. Na sequência, é realizada a 

separação de cores (threshold) da imagem, sendo determinado o tamanho e centro 

do poço. Após estes passos, o programa calcula as áreas das colônias em relação a 

área do poço, assim como seu respectivo número, e por fim, o programa gera um 

Documento de Texto (.txt) que informa o número de colônias, área total das colônias 

em pixels e em cm2, área individual das colônias em pixels e em cm2, e porcentagem 

da área ocupada pelas colônias em relação ao tamanho do poço. 

10.3 MÉTODO DE OBTENÇÃO DAS IMAGENS 

Para análise automatizada foram utilizadas imagens das colônias obtidas por 

meio do uso de uma câmera digital de um smartphone de 16 mega pixels, as quais 

foram captadas sobre um plano branco e com iluminação feita por luz branca. A 

altura da obtenção das imagens foi padronizada, assim como o posicionamento dos 
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poços em relação a câmera (Figura 28). Posteriormente à obtenção das imagens, as 

mesmas foram analisadas pelo plugin e pelo software em desenvolvimento. 

 

 
Figura 28. Desenho representativo do suporte para obtenção das imagens das coloniasnos 
respectivos poços. 
Fonte: O autor. 
 
 

10.4 ANÁLISE DA FORMAÇÃO DE COLÔNIAS 

10.4.1 Análise manual 

As colônias foram analisadas manualmente com auxilio de microscópio 

óptico, realizando a contagem do número de colônias em cada poço. A divisão do 

poço por quadrantes foi realizada a fim de facilitar a contagem do número colônias 

(Figura 29). 

 
Figura 29. Divisão do poço em quadrantes para facilitar a contagem manual do número de colônias. 
Fonte: O autor. 
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Após a análise, os dados foram tabelados a fim de realizar a comparação dos 

resultados obtidos entre os métodos. 

10.4.2 Análise por plugin (ImageJ) 

Para análise das imagens por um programa de imagem pré-existente, 

determinou-se a utilização de um plugin pelo ImageJ, de acordo com Guzmán et al 

(2014). O esquema de avaliação utilizado está demonstrado na Figura 30. 

 

 
Figura 30. Passos a serem seguidos para análise das colônias pelo plugin. 
Fonte:  Adaptado de Guzmán et al., 2014 
  
  

 Ao inserir as imagens no ImageJ, estas foram convertidas para 8-bits. Após 

este passo, iniciou-se a análise pelo plugin, o qual seleciona o centro do poço, 

realiza a separação de cores e fornece os valores de porcentagem da área das 

colônias em relação a área do poço (Figura 31). Cada poço foi avaliado de forma 

individual. 
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       A      B 

   
      C      D 

Fonte: Dados do autor. 

 

 

Fonte: Dados do autor. 

 

 Após a análise, os dados foram tabelados a fim de realizar a comparação dos 

resultados obtidos entre os métodos em estudo. 

10.4.3 Análise automatizada pelo software em desenvolvimento 

As imagens obtidas das colônias foram inseridas no software e analisadas 

seguindo os passos descritos na Figura 33. 

Figura 31. Etapas de análise da imagem pelo ImageJ utilizando o plugin desenvolvido por Guzmán et 
al, 2014. (A) Imagem inserida no programa. (B) Conversão da imagem em 8-bits. (C) Determinação 
do local do centro do poço. (D)Colonias a serem avaliadas. 

Figura 14. Imagem final fornecida pelo plugin com os resultados obtidos 
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A                   B                  C 

 
      D                                               E 

 
 

 

Por fim, é gerado um documento de texto, o qual fornece os dados obtidos 

por meio do programa (Figura 34). 

 

 

 
Após a análise, os dados foram tabelados a fim de realizar a comparação dos 

resultados obtidos entre os métodos. 

Figura 33. Etapas de análise da imagem pelo software e desenvolvimento.(A)  Imagem inserida no 
programa. (B) Subtração da imagem do poço pela imagem do background. (C) Separação das cores 
da imagem em pretro e branco. (D) Determinação do local do centro do poço. (E) Colônias a serem 
analisadas. 
Fonte: Dados do autor. 

Figura 15.Documento de texto gerado pelo software em desenvolvimento. 
Fonte: Dados do autor. 
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10.5 VALIDAÇÃO DO SOFTWARE PARA AS LINHAGENS ESTUDADAS 

 A fim de validar o uso do software para as linhagens estudadas (MCF7 e 

McCoy), os dados obtidos pela análise manual, por meio do plugin e pelo software 

em desenvolvimento foram tabelados e comparados utilizando o software Microsoft 

Office Excel 2013. 
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11 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Os resultados obtidos a partir dos três métodos de análise constam nas 

Tabelas 5, 6, 7 e 8. O plugin não fornece o número de colônias, por este motivo 

estes valores não constam nas tabelas e são descritos por (-), assim como a área 

das colônias pelo método manual. 

 
TABELA 5. Número de colônias da linhagem MCF7 contadas pelo método manual e pelo software em 
desenvolvimento. 
 

NÚMERO DE COLÔNIAS (MCF7) 

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE 

CTRL 1 130 - 146 

CTRL 2 107 - 104 

CTRL 3 99 - 109 

FAT 1 33 - 38 

FAT 2 36 - 37 

FAT 3 23 - 24 

VC 1 39 - 42 

VC2 50 - 53 

VC3 40 - 41 

Fonte: Dados do autor. 

 
TABELA 6. Número de colônias da linhagem McCoy contadas por meio manual e pelo software em 
desenvolvimento. 
 

NÚMERO DE COLÔNIAS (McCoy) 

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE 

CTRL 1 240 - 155 

CTRL 2 210 - 162 

CTRL 3 290 - 158 
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FAT 1 136 - 165 

FAT 2 195 - 152 

FAT 3 166 - 146 

VC 1 156 - 149 

VC2 219 - 144 

VC3 203 - 142 

Fonte: Dados do autor. 

 

 Como mencionado anteriormente, uma grande desvantagem que a contagem 

manual apresenta sobre os demais métodos de análise do ensaio clonogênico, 

refere-se ao fato de que a mesma permite somente determinar o número de 

colônias. Tal particularidade muitas vezes limita a análise do resultado, pois 

dependo da injúria causada nas células, pode não haver a redução do número de 

colônias, mas a diminuição da área das mesmas, devido a um menor número de 

células por colônia, como por exemplo na indução de senescência. Outras 

desvantagens do método manual referem-se a alta demanda de tempo para análise 

(em média 30 minutos por poço) e falta de reprodutibilidade, devido à variabilidade 

interpessoal e possíveis erros nos processos de contagem.   
 

TABELA 7. Área das colônias da linhagem MCF7 determinadas pelo plugin e pelo software em 
desenvolvimento. 
 

ÁREA DAS COLÔNIAS (cm2) (MCF7) 

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE 

CTRL 1 - 0,22 0,31 

CTRL 2 - 0,14 0,15 

CTRL 3 - 0,21 0,36 

FAT 1 - 0,07 0,04 

FAT 2 - 0,07 0,09 

FAT 3 - 0,06 0,06 
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VC 1 - 0,98 0,06 

VC2 - 0,15 0,10 

VC3 - 0,09 0,09 

Fonte: Dados do autor. 

 
TABELA 8. Área das colônias da linhagem McCoy determinadas pelo plugin e pelo software em 
desenvolvimento. 
 

ÁREA DAS COLÔNIAS (cm2) (McCoy) 

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE 

CTRL 1 - 1,82 0,61 

CTRL 2 - 1,00 0,52 

CTRL 3 - 1,36 0,60 

FAT 1 - 1,81 0,48 

FAT 2 - 0,05 0,51 

FAT 3 - 0,04 0,67 

VC 1 - 0,07 0,47 

VC2 - 0,05 0,53 

VC3 - 0,05 0,55 

Fonte: Dados do autor. 

 

 Como mencionado anteriormente, o uso do plugin permitiu apenas a análise 

da área total das colônias, a qual foi realizada em aproximadamente 2 minutos por 

imagem. Contudo, esta análise se mostrou limitada, pois além da necessidade de se 

ter um programa de análise de imagem (ImageJ) instalado ao computador, deve-se 

seguir uma sequência de passos, muitas vezes difícil de compreender se o 

analisador não está habituado à linguagem computacional. Outro problema 

detectado através da execução da análise da imagem pelo plugin, refere-se a 

necessidade de se ajustar parâmetros de separação de cor para cada imagem. 

Estes pontos acabam dificultando e tornando a análise demorada. Deve-se destacar 
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também a falta de reprodutibilidade causada pela variação do método de separação 

de cores (NIYAZI; NIYAZI; BELKA, 2007). 

 Já a análise por meio do software em desenvolvimento permitiu a análise das 

colônias por todos os parâmetros analisados (número de colônias, determinação da 

área ocupada pelas mesmas nos poços e área média de cada colônia 

individualmente), realizando isto apenas com a inserção da imagem no programa e 

em um intervalo de tempo de aproximadamente 7 segundos por imagem, o que 

torna a análise rápida e prática. Os passos para análise das imagens são pré 

definidos pelo programa, o qual desconsidera distorções nas imagens, assim como 

delimita a área do poço sozinho, o que não torna necessário ajusta-los a cada 

imagem. Logo, nos quesitos tempo e praticidade, o software em desenvolvimento 

apresentou desempenho superior à contagem manual, bem como a utilização do 

plugin. 

 Para comparação da reprodutibilidade dos métodos avaliados, levou-se em 

consideração o erro aleatório de desvio padrão médio ( ), bem como demais erros 

aleatórios. A análise manual do número de colônias resultou em um erro aleatório de 

desvio padrão médio ( ) dado por  colônias. Contando com este desvio, os 

valores do número de colônias e seus desvios padrão ( ), dependente dos demais 

erros aleatórios ( ) estão presentes nas tabelas 9 e 10 onde .  Os 

valores foram representados pela média e desvio padrão. 
 
TABELA 9. Média ± desvio-padrão do número de colônias da linhagem MCF7 determinadas pelo 
plugin e pelo software em desenvolvimento. 
 

NÚMERO DE COLONIAS (MCF7) 

 MANUAL SOFTWARE 

CTRL 
  

FAT   

VC   

 

Fonte: Dados do autor. 
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TABELA 10. Média ± desvio-padrão do número de colônias da linhagem McCoy determinadas pelo 
plugin e pelo software em desenvolvimento. 
 

NÚMERO DE COLONIAS (McCoy) 

              MANUAL SOFTWARE 

CTRL 
  

FAT   

VC   

 

Fonte: Dados do autor. 

 

 Pode-se observar que o número de colônias não apresentou diferença 

estatística entre os métodos avaliados, entretanto, o desvio-padrão obtido por meio 

da contagem manual mostrou ser até 13,75 vezes maior do que o desvio padrão 

obtido pelo software, o que evidencia a melhor reprodutibilidade do programa. 

 A análise da Tabela 9, referente à comparação da determinação do número 

de colônias pelo método manual e pelo software, mostra que ambas análises 

apresentaram um padrão similar de redução do número de colônias frente aos 

tratamentos, resultado que confere com a literatura (BLAJESKI et al., 2002; GROTH-

PEDERSEN et al., 2007; ESMAEILI-MAHANI; FALAHI; YAGHOOBI, 2014). 

 Em relação a linhagem McCoy (Tabela 10), os valores obtidos pelos dois 

métodos, não apresentaram diferença estatística entre controle e tratados, o que era 

esperado, uma vez que já foi demonstrado que os tratamentos em questão não 

exercem efeito estatisticamente significativo sobre linhagens não tumorais, quando 

comparados ao controle (BURDMAN, 1966; JOHNSON et al., 1973; VILPO; KOSKI; 

VILPO, 2000). 

 Dessa forma, os resultados obtidos validam, mesmo que de forma preliminar, 

a utilização do software para a determinação do número de colônias. 

 A análise da área total das colônias realizada pelo plugin resultou em um erro 

aleatório de desvio padrão médio ( ) dado por  colônias. Contando com 

este desvio, os valores do número de colônias e seus desvios padrão ( ), 
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dependente dos demais erros aleatórios ( ) estão presentes nas tabelas 11 e 12 

onde . Os valores foram representados pela média e desvio padrão. 

 
TABELA 11. Média ± desvio-padrão dos valores das áreas das colônias da linhagem MCF7 
determinadas pelo plugin e pelo software em desenvolvimento. 
 

ÁREAS DAS COLONIAS (MCF7) 

              PLUGIN SOFTWARE 

CTRL 
  

FAT   

VC   

 

Fonte: Dados do autor. 

 
TABELA 12. Média ± desvio-padrão dos valores das areas das colônias da linhagem McCoy 
determinadas pelo plugin e pelo software em desenvolvimento. 
 

ÁREAS DAS COLONIAS (McCoy) 

              PLUGIN SOFTWARE 

CTRL 
  

FAT   

VC   

 

Fonte: Dados do autor. 

 

 A observação da Tabela 11 mostra que o plugin utilizado apresentou 

diferença estatística em relação ao controle, na redução das áreas das colônias 

quando células da linhagem MCF7 foram tratadas com FAT. Contudo, não houve 

diferença estatística quando foram comparados CTRL e VC. Este fato sinaliza um 

problema na interpretação das imagens pelo plugin, uma vez que o esperado era 

uma redução significativa da área das colônias quando as células foram tratadas 

com VC, visto que este fármaco já teve sua atividade citotóxica e antiproliferativa em 

linhagem MCF7 descrita na literatura (BLAJESKI et al., 2002; GROTH-PEDERSEN 

et al., 2007; ESMAEILI-MAHANI; FALAHI; YAGHOOBI, 2014). 
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 O software, diferentemente do plugin, indicou uma redução estatisticamente 

significativa entre controle e os tratamentos (incluindo VC) para a linhagem MCF7, 

conforme o descrito pela literatura (Tabela 11).  

 Os resultados obtidos para a linhagem McCoy por meio do plugin, indicaram 

uma redução estatisticamente significativa entre controle e VC (Tabela 12), 

contrariando os dados obtidos anteriormente neste trabalho e na literatura 

(BURDMAN, 1966; JOHNSON et al., 1973; VILPO; KOSKI; VILPO, 2000). Esses 

dados reforçam a existência de problemas durante o processamento das imagens. 

Por sua vez, o software indicou o resultado esperando, sendo que não houve 

diferença estatística entre as amostras (Tabela 12).  

 Dessa forma, os resultados obtidos validam, mesmo que de forma preliminar, 

a utilização do software para a determinação da área total e do número das colônias. 

 Experimentos estão sendo conduzidos utilizando-se outras linhagens 

celulares (MDA-MB-231, NIH, HeLa, HRT 18) e outros quimioterápicos clássicos 

(doxorrubicina, cisplatina, paclitaxel, vimblastina) para validação do software. Estes 

experimentos estão sendo realizados em maior número de replicatas a fim de 

delimitar parâmetros como exclusão de clusters, delimitação mais precisa de 

threshold, e sensibilidade do software. 
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12 CONCLUSÕES 

A execução deste trabalho permite concluir que: 

 
 A análise do número de colônias pelo software em desenvolvimento 

demonstrou-se eficiente, uma vez que os resultados obtidos foram coerentes 

com a literatura e com a contagem manual; 

 A contagem do número de colônias pelo software em desenvolvimento foi 

mais reprodutível que o método manual, apresentando menor desvio-padrão;  

 O software em desenvolvimento demonstrou ser mais eficaz na mensuração 

das áreas das colônias quando comparado ao uso de plugin, apresentando 

resultados que corroboram o que é descrito pela literatura; 

 O software em desenvolvimento analisa uma maior quantidade de parâmetros 

(número de colônias, área individual e total das colônias em pixels e em cm2) 

quando comparado à contagem manual e plugin; 

 O uso do software em desenvolvimento para a determinação do número de 

colônias e da mensuração da área das mesmas otimizou o tempo de análise. 

 O tempo de análise da contagem manual foi 257 vezes maior do que o tempo 

da análise pelo software, assim como a análise das imagens pelo plugin é 17 

vezes mais lenta que a analise pelo software. 
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