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RESUMO 

O câncer afeta milhões de pessoas, representando um dos maiores problemas de saúde pública 

em todo o mundo. Os tratamentos disponíveis têm vários efeitos adversos e pouca 

especificidade. Assim, a necessidade de opções terapêuticas mais eficazes, com menor 

toxicidade e maior especificidade, tem intensificado a busca por novos fármacos. Arrabidaea 

brachypoda é uma planta nativa do Cerrado brasileiro conhecida como “cipó-una”, “santo 

cipó”, “cervejinha do campo”, popularmente utilizada no tratamento de inflamações em geral, 

cálculos renais e dores. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antitumoral da fração 

diclorometânica (FDCM) obtida de raízes de A. brachypoda, cujos componentes são três 

flavonóides diméricos de estruturas incomuns, denominados braquidinas. A partir do ensaio 

sulforrodamina B (SRB) foi constatada citotoxicidade da FDCM, sendo esta atividade 

influenciada pelo soro fetal bovino (SFB). Análise in sílico demonstrou forte afinidade entre a 

albumina encontrada no soro e as braquidinas, confirmando o impacto da concentração do SFB 

na atividade antitumoral da FDCM. Com base nisso, células de câncer de mama (MCF7), colo 

de útero (HeLa), próstata (DU145), além de células de próstata não tumorais (PNT2), foram 

mantidas em meio de cultura com SFB 1% e tratadas com diferentes concentrações da FDCM 

(1 a 8 µg/mL). Os ensaios revelaram valores de IC50 de 2,77, 2,46, 2,51 µg/mL, e 4,08 µg/mL 

para MCF7, Hela, DU145 e PNT2, respectivamente. Análise de genotoxicidade pelo ensaio 

cometa revelou que a FDCM não causa danos ao DNA quando as células tumorais e não 

tumorais são expostas a ½ IC50, IC50 e dobro IC50, por por 3 e 24 horas. Além disso, a FDCM 

inibiu a formação de colônias (ensaio clonogênico) de células tumorais de modo dependente da 

concentração (r = -0,944, p <0,05), sendo essa inibição quase total em células HeLa e MCF7 

expostas aos seus respectivos IC50. Adicionalmente, tratamentos com 2,5 µg/mL e 1,25 µg/mL 

inibiram significativamente a formação de colônias DU145 em 87,3 e 39,2%, respectivamente. 

A migração celular foi avaliada pelo ensaio wound healing, sendo observado redução da 

mobilidade celular de DU145 (r = -0.751, p < 0.05), enquanto não houve efeito na linhagem 

não tumoral PNT2. Análise por Microscópia de Força Atômica (MFA) revelou alterações 

ultraestruturais (buracos) nas superfícies da membrana nuclear de células DU145 tratadas com 

FDCM. Adicionalmente, observamos uma correlação positiva entre rugosidade da membrana 

celular e concentração da fração (r= 0,857, p < 0,05), sendo de 7,9 ± 0,43 nm para células não 

tratadas, 11,6 ± 1,42 nm e 15,37 ± 3,9 para células tumorais expostas a 2,5 µg/mL e 1,25 µg/mL, 



 

 

respectivamente. Todos esses achados suportam a atividade antitumoral da FDCM e sugerem 

que a indução de alterações ultraestruturais na membrana celular pode ser um dos mecanismos 

de ação das braquidinas. 

Palavras-chave: câncer; quimioterápico; produtos naturais; microscopia de força atômica. 
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ABSTRACT 

Cancer affects millions of people, representing one of the biggest public health problems 

worldwide. Available treatments have several adverse effects and little specificity. Thus, the 

need for more effective therapeutic options, with less toxicity and greater specificity, has 

intensified the search for new drugs. Arrabidaea brachypoda is a native plant of the Brazilian 

Cerrado known as "cipó-una", "santo cipó", "cervejinha do campo", popularly used in the 

treatment of inflammation, kidney stones and pain. Our main aim was to evaluate the antitumor 

potential of the dichloromethane fraction (DCMF) obtained from A. brachypoda roots, whose 

components are three dimeric flavonoids of unusual structures, called brachydins. 

Sulforhodamine B assay results revealed DCMF cytotoxicity, and the impact of fetal bovine 

serum (FBS) on this activity. In silico analysis showed strong affinity between serum albumin 

and brachydins, confirming the impact of FBS concentration on the antitumor activity of 

DCMF. Based on this, cancer cells from breast (MCF7), cervix (HeLa), prostate (DU145), as 

well as non-tumor prostate cells (PNT2), were maintained in culture medium with 1% FBS and 

treated with different DCMF concentrations (1 to 8 µg/mL). Assays revealed IC50's of 2.77, 

2.46, 2.51 µg/mL and 4.08 µg/mL for MCF7, Hela, DU145 and PNT2, respectively. 

Genotoxicity analysis by the comet assay revealed that DCMF does not cause DNA damage 

when both tumor and non -tumor cells are exposed to ½ IC50, IC50 and double IC50 for 3 and 24 

hours.  In addition, DCMF inhibited colony formation (by clonogenic assay) of tumor cells in 

a concentration-dependent manner (r = -0.944, p <0.05), with almost total inhibition in HeLa 

and MCF7 cells exposed to their respective IC50. Additionally, treatments with 2.5 µg/mL and 

1.25 µg/mL significantly inhibited DU145 colony formation by 87.3 and 39.2%, respectively. 

Cell migration was evaluated by the wound healing assay, which revealed reduced mobility of 

DU145 cells (r = -0.751, p < 0.05), whereas there was no effect on the PNT2 cell line. Atomic 

Force Microscopy (AFM) analysis revealed ultrastructural changes (holes) on the nuclear 

membrane surfaces of DCMF-treated DU145 cells. Additionally, there was a positive 

correlation between cell membrane roughness and fraction concentration (r= 0.857, p < 0.05), 

with 7.9 ± 0.43 nm for untreated cells, and 11.6 ± 1.42 nm and 15.37 ± 3.9 for tumor cells 

exposed to 2.5 µg/mL and 1.25 µg/mL, respectively. All these findings support the antitumor 

activity of DCMF and suggest that the induction of ultrastructural changes in the cell membrane 

may be one of the mechanisms of action of brachydins. 



 

 

Keywords: cancer; chemotherapy; natural products; atomic force microscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer é um termo genérico para um grupo de doenças caracterizadas pelo 

crescimento desordenado e contínuo das células, resultando na formação de tumores e na 

aquisição da capacidade de invadir tecidos e órgãos (BASKAR et al., 2014). É considerado 

uma das principais causas de morte e importante barreira para o aumento da expectativa de vida 

em todos os países do mundo. O aumento da incidência dessa doença é devido a vários fatores, 

incluindo envelhecimento, crescimento da população, mudanças nos padrões reprodutivos que 

acompanham a urbanização e o crescimento econômico, além de tabagismo, alimentação não 

saudável, ingestão de bebidas alcoólicas. radiação, infecções, sedentarismo, exposição 

ocupacional a agentes cancerígenos (DABEA ALSHAMMARI et al., 2019). 

Em todo o mundo, cerca de 19,3 milhões de novos casos (18,1 milhões excluindo câncer 

de pele não melanoma) e quase 10 milhões de mortes por câncer (9,9 milhões excluindo câncer 

de pele não melanoma) ocorreram em 2020. A estimativa é de 28,4 milhões de casos em 2040, 

um aumento de 47% em relação a 2020 (SUNG et al., 2021). No Brasil, o Instituto Nacional de 

Câncer José Gomes Alencar da Silva (INCA) estima para o triênio 2020-2022 a ocorrência de 

625 mil novos casos de câncer para cada ano (450 mil, excluindo os casos de câncer de pele 

não melanoma), sendo que o câncer de pele não melanoma permanece como o mais incidente 

na população (177 mil casos novos), seguido pelos cânceres de mama e próstata, com 66 mil 

cada (INCA, 2019) 

Em relação a terapêutica, cirurgia e radioterapia são considerados os agentes mais 

eficazes para cânceres locais e não-invasivos, mas são pouco efetivos ou ineficientes quando o 

câncer se espalha por todo o corpo (metástase). O uso de medicamentos contra o câncer 

(quimioterapia, hormônios e terapias biológicas) é a escolha atual para o tratamento de cânceres 

metastáticos, uma vez que eles são capazes de atingir todos os órgãos do corpo através da 

corrente sanguínea. As drogas quimioterápicas são baseadas em compostos tóxicos que inibem 

principalmente a rápida proliferação das células tumorais, mas infelizmente, apresentam uma 

série de efeitos colaterais indesejáveis, limitando assim as opções de tratamento (PÉREZ-

HERRERO; FERNÁNDEZ-MEDARDE, 2015). A crescente incidência de câncer, associado 

aos problemas de múltiplos efeitos colaterais e resistência inerentes aos agentes 

quimioterápicos clássicos, torna cada vez mais urgente a busca por novos compostos com 

efeitos antitumorais (JAFARI et al., 2022). 
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As plantas servem não apenas como medicamentos brutos, de venda livre e 

nutracêuticos, mas também como recursos naturais para a descoberta e desenvolvimento de 

novos medicamentos, os quais podem ser usados para o tratamento de várias doenças, dentre as 

quais, câncer (ATANASOV et al., 2021; BEUTLER, 2019). O Brasil apresenta a maior 

diversidade vegetal do mundo, apresentando assim um grande potencial para a descoberta de 

novos medicamentos  (HERVOUET; VALLETTE; CARTRON, 2010; ROSA et al., 2021). 

Há relatos de uso popular e do potencial biológico descritos na literatura para espécies 

do gênero Arrabidaea, típicas do Cerrado brasileiro (ALCERITO et al., 2002) e em particular 

de extratos e frações extraídos de Arrabidaea brachypoda, tais como antripanossoma (DA 

ROCHA et al., 2014), antileishmania (ROCHA, et al., 2018), anti-inflamatória (SALGADO et 

al., 2020) e antimicrobiana  (DE SOUSA ANDRADE et al., 2020). Além de constataçoes de 

atividades antitumorais da fração hidroetanólica (SERPELONI et al., 2020) e seus compostos 

(braquidinas) (DE OLIVEIRA et al., 2021; NUNES et al., 2020); da fração hidrometanólica e 

braquidinas isoladas destas (DE LIMA et al., 2022). 

Diante do exposto, nesta tese de doutoramento em Biodiversidade e Biotecnologia, 

investigamos o potencial antineoplásico de uma planta da rica biodiversidade brasileira. Para 

isso, foram realizados ensaios in vitro em três linhagens tumorais e em uma linhagem controle, 

usando ferramentas biotecnológicas robustas e consolidadas na literatura científica. Nossa 

pesquisa foi baseada em achados prévios de outros autores que sugeriam atividade antitumoral 

de braquidinas isoladas e de outras frações extraídas de diferentes partes da planta. Assim, este 

trabalho é inédito em investigar a fração diclorometano (FDCM), extraida da raiz da planta, 

cujos componentes são três braquidinas (A, B e C). A possibilidade de identificarmos uma 

fração com atividade antitumoral, sem a necessidade de isolar compostos ou princípios ativos, 

é de grande interesse na busca de fármacos biologicamente eficazes e com menor custo de 

produção. Assim, com possibilidade de gerar um produto importante para a sociedade que ainda 

se depara com grandes desafios no tratamento do câncer. Além disso, buscamos agregar dados 

para entender os possíveis mecanismos de ação da FDCM. Os resultados apresentados são 

promissores, tanto para melhor compreender os possíveis mecanismos de ação dos 

componentes da fração, quanto na perspectiva de realização de ensaios pré-clínicos in vivo. 

1.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o potencial antitumoral da FDCM, rica em flavonoides diméricos raros, extraída 

da raiz de Arrabidaea brachypoda e buscar estabelecer um possível mecanismo de sua ação. 
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1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Avaliar a atividade citotóxica da FDCM em linhagens tumorais e não tumoral 

humanas. 

Avaliar o feito genotóxico da FDCM em linhagens tumorais e não tumoral humanas. 

• Avaliar o efeito clonogênico da FDCM em linhagens tumorais e não tumoral humanas;  

• Avaliar a ação da FDCM sobre a migração de linhagens tumorais e não tumoral 

humanas;  

• Investigar, em nível de nanoescala, através da microscopia de força atômica, possíveis 

alterações morfológicas nas linhagens tumorais e não-tumoral humanas após tratamento com a 

FDCM.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 CÂNCER 

O câncer surge a partir de alterações genéticas e epigenéticas que permitem que as 

células se proliferem em excesso e escapem de mecanismos que normalmente controlam sua 

sobrevivência e migração (SEVER; BRUGGE, 2015). Esse processo é complexo e abrange 

múltiplas etapas, envolvendo muitos genes, em especial aqueles que regulam a estabilidade e 

reparo do DNA e a proliferação celular. Os principais genes envolvidos nesse processo são os 

proto-oncogenes e os genes supressores de tumor (GST). Os proto-oncogenes estimulam o 

crescimento celular, impedem a diferenciação e a morte celular, enquanto os GST são 

antiproliferativos, ou seja, têm como função o controle negativo da divisão das células 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). A desregulação de proto-oncogenes e GST são 

componentes chave da carcinogênese. A ativação e a inativação de proto-oncogenes e GST, 

devido a mutações em um ou ambos, pode levar ao crescimento e proliferação descontrolada 

de células que, além de não terem as alterações genéticas reparadas, ainda acumulam novas 

mutações, o que caracteriza o micromabiente tumoral como altamente heterogêneo (RAYAN; 

RAIYN; FALAH, 2017). 

O processo da carcinogênese resulta da interação entre as causas internas, tais como 

mutações somáticas ou hereditárias, modificações epigenéticas e alterações a nível hormonal 

e/ou imunitário, e as causas externas (DARWICHE, 2020). Apenas cerca de 5% dos cânceres 

são causados por fatores hereditários, isto significa que cerca de 95% dos casos de câncer têm 

suas raízes no meio ambiente e no estilo de vida  (KATYAL; SHARMA, 2019). Os fatores de 

estilo de vida incluem tabagismo, dieta, álcool, exposição ao sol, poluentes ambientais, 

infecções, estresse, obesidade e sedentarismo (DABEA ALSHAMMARI et al., 2019) (Figura 

1). Nos dois casos, o dano genético ocorre em genes que afetam o equilíbrio de vários processos 

biológicos como angiogênese, crescimento celular, proliferação, apoptose, invasão e metástase 

(KATERJI; DUERKSEN-HUGHES, 2021). 
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Figura 1 - O papel dos genes e do ambiente no desenvolvimento do câncer 

 

Modificado de KATYAL, SHARMA 2019 

 

2.1.1 Principais características biológicas do câncer 

As células cancerosas apresentam diversas características que as diferenciam das células 

normais e que lhes conferem habilidades que promovem seu crescimento e sua sobrevivência. 

De acordo com Hanahan e Weinberg (2011) oito características são consideradas capacidades 

funcionais adquiridas:  sinalização proliferativa sustentada, insensibilidade aos supressores de 

crescimento, resistência à morte celular, imortalidade replicativa, indução da angiogênese, 

invasão e metástase, reprogramação do metabolismo celular e escape da resposta imunológica. 

Há ainda duas características denominadas habilitantes que fornecem os meios pelos quais as 

células tumorais desenvolvem as características funcionais acima elencadas: a instabilidade 

genômica e a inflamação promotora de tumor (Quadro 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; 

LABANI-MOTLAGH; ASHJA-MAHDAVI; LOSKOG, 2020). 
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Quadro 1 - Principais características biológicas do câncer 

Sinalização proliferativa 

sustentada 

A proliferação desenfreada das células tumorais é 

sustentada por variados fatores: produção de seus 

próprios ligantes de fatores de crescimento aos quais 

respondem; desregulando a sinalização do receptor 

através da elevação das proteínas receptoras na 

superfície das células cancerígenas, entre outros. 

Evitação de supressores de 

crescimento 

Células cancerosas contornam programas de 

regulação da proliferação celular inativando genes 

supressores (TP53 e RB1), perdendo completamente 

esses genes ou por meio de mutações de perda de 

função do gene.. 

Resistência à morte celular Células tumorais desenvolvem uma variedade de 

estratégias para limitar ou contornar a apoptose. A 

mais comum é a perda da função supressora de tumor 

TP53. Alternativamente, há o aumento na expressão 

de reguladores antiapoptóticos (Bcl-2, Bcl-xL) e 

regulação negativa de fatores pró-apoptóticos (Bax, 

Bim, Puma).  

Imortalidade replicativa Com o tempo, as células somáticas perdem a 

capacidade de se dividir e entram em um estado de 

senescência, devido ao encurtamento progressivo dos 

telômeros, consequência da inativaçao da telomerase. 

Contrariamente, células tumorais mantem a expressão 

da telomerase e reativam os telômeros, promovendo 

assim sua sobrevivência e tumorigênese. 

Indução da angiogênese Células tumorais apresentam a capacidade de induzir 

a criação de novos vasos sanguíneos, a partir dos já 

existentes em resposta a sinais químicos, 

possibilitando suprimento de nutrientes e oxigênio 

necessários para o desenvolvimento do tumor, além de 

favorecer metástases. 
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Ativação de invasão e 

metástase 

Invasão e metástase são processos decorrentes de 

vários eventos, como: afrouxamento do contato entre 

as células tumorais, degradação da matriz extracelular 

(MEC), transição epitélio- mesenquimal (TEM), 

alteração na fixação das células tumorais aos novos 

componentes da MEC e migração das células 

tumorais. 

Reprogramação do 

metabolismo celular 

Células tumorais precisam de muita energia para 

crescer rapidamente, deste modo reprogramam as vias 

de aquisição e metabolismo de nutrientes para atender 

às demandas bioenergéticas, biossintéticas, resultando 

em uma independência funcional e manutenção das  

principais características do câncer.  

Evitação de destruição 

imunológica 

Células cancerosas escapam do sistema imune por 

diversos mecanismos, tais como: regulação negativa 

ou perda de antígenos tumorais; imunossupressão, em 

que os tumores suprimem as respostas imunes ou os 

produtos tumorais secretados; mascaramento do 

antígeno. 

Inflamação crônica Em uma resposta inflamatória normal do sistema 

imune, as células imunes atuam eliminando e/ou 

neutralizando invasores estranhos. No entanto, no 

microambiente tumoral,  células imunes antitumorais 

podem ser alteradas passando a atuar como células 

imunes promotoras de tumor, que secretam fatores que 

permitem o crescimento e a metástase do tumor. 

Instabilidade genômica Devido à proliferação descontrolada das células 

cancerosas, há uma tendência crescente de alterações 

genômicas e mutações, as quais podem ocasionar 

danos em múltiplos genes que regulam a divisão 

celular e a supressão tumoral. A instabilidade do 

genoma gera as anormalidades genéticas necessárias 

para as características típicas do câncer. 
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Recentemente  Hanahan (2022) sugeriu novas características que futuramente podem 

ser incorporadas como componentes dos hallmarks do câncer: desbloqueio da plasticidade 

fenotípica, microbiomas polimórficos, senescência celular e reprogramação epigenética não 

mutacional. 

2.1.1.1 Desbloqueio da plasticidade fenotípica 

No processo embrionário, a organogênese e organização das células em tecidos sao 

acompanhados pela diferenciação terminal, e parada do crescimento (HANAHAN, 2022). 

Dessa forma, a diferenciação celular final é antiproliferativa e constitue um impedimento ao 

processo neoplásico. Embora seja uma característica marcante da diferenciação embrionária, 

essa plasticidade celular também tem sido amplamente observada em células adultas 

terminalmente diferenciadas diante de estresses fisiológicos e patológicos crônicos, 

funcionando como mecanismo de adaptação ou regeneração tecidual. Por outro lado, também 

pode predispor os tecidos à transformação cancerosa (YUAN; NORGARD; STANGER, 2019). 

Assim, a plasticidade fenotípica é uma capacidade que permite várias interrupções na 

diferenciação celular, como: (i) desdiferenciação de estados maduros para progenitores, (ii) 

diferenciação bloqueada (terminal) de estados de células progenitoras e (iii) transdiferenciação 

em diferentes linhagens celulares (HANAHAN, 2022). 

Perekatt et al. (2018) relataram que a ativação da via WNT pode conduzir a 

desdiferenciação e a formação de adenoma em células epiteliais intestinais diferenciadas após 

a perda concomitante do fator de transcrição SMAD4 no adulto. Köhler et al. (2017) em estudo 

de rastreamento de linhagem de melanomas induzidos por BRAF, concluíram que estes se 

originaram de melanócitos pigmentados maduros que sofreram desdiferenciação durante o 

curso da tumorigênese. Estudos de ganho e perda de função em um modelo de zebrafish de 

melanoma induzido por BRAF demonstraram que a superexpressão do fator de transcrição de 

desenvolvimento SOX10 bloqueia a diferenciação de células progenitoras neurais em 

melanócitos, permitindo a formação de melanomas dirigidos por BRAF (KAUFMAN et al., 

2016). 

2.1.1.2 Microbiomas polimórficos 

Há uma percepção crescente de que os ecossistemas criados por bactérias e fungos 

residentes (microbiomas) têm um impacto profundo na saúde e na doença (THOMAS et al., 

2017). Estudos de associação em manipulação humana e experimental em modelos de 

camundongos com câncer constataram microrganismos particulares, principalmente, bactérias, 



22 

 

que podem ter efeitos protetores ou deletérios no desenvolvimento do câncer, progressão 

maligna e resposta à terapia (HELMINK et al., 2019). Além do microbioma intestinal 

amplamente estudado, outros microbiomas de tecidos distintos, bem como o microbioma do 

tumor, estão implicados na modulação da aquisição - tanto positiva quanto negativamente 

(HANAHAN, 2022).  

Estudos envolvendo transplantes fecais de pacientes portadores de tumores de cólon em 

camundongos receptores predispostos a desenvolver câncer de cólon, descrevem a presença de 

microbiomas protetores do câncer e promotores de tumores, envolvendo espécies bacterianas 

específicas, que podem modular a incidência e a patogênese de tumores de cólon (SEARS; 

GARRETT, 2014). Conexões entre o microbioma e o câncer também tem sido exploradas em 

outros órgãos (WILLIS; GABALDÓN, 2020). Tem sido sugerido que bactérias orais, podem 

converter etanol no carcinógeno acetaldeído (KURKIVUORI et al., 2007) ou regular citocinas 

e outras moléculas pró-inflamatórias, levando a inflamação crônica que pode estar envolvido 

na carcinogênese e que as toxinas bacterianas também podem afetar as vias de sinalização 

celular ou danificar o DNA (TUOMINEN; RAUTAVA, 2021). Estudos recentes indicam que 

muitos microrganismos estão envolvidos no desenvolvimento do câncer de ovário (NENÉ et 

al., 2019; XIE et al., 2017). 

2.1.1.3 Senescência celular 

A senescência celular é uma forma usualmente irreversível de parada proliferativa da 

célula. A senescência pode ser induzida nas células por uma variedade de condições, incluindo 

estresses microambientais, como privação de nutrientes, danos ao DNA, danos a organelas, 

exaustão replicativa, superexpressão de oncogenes ou tratamento com quimioterápicos 

(BIRCH; GIL, 2020; LEE; SCHMITT, 2019). A senescência celular é consideradada um 

mecanismo de proteção contra a neoplasia, por meio da qual as células cancerosas são induzidas 

a sofrer senescência (LEE; SCHMITT, 2019). Existem diversos exemplos apresentando 

benefícios protetores da senescência na limitação da progressão maligna (HE; SHARPLESS, 

2017; KOWALD; PASSOS; KIRKWOOD, 2020); no entanto existem também evidências 

descrevendo que, em certos contextos, as células senescentes estimulam o desenvolvimento de 

tumores e a progressão maligna (WANG, BOSHI; KOHLI; DEMARIA, 2020).  

Estudos demonstrarm que células senescentes secretam uma coleção de fatores pró-

inflamatórios denominados, coletivamente, de fenótipo secretor associado a senescência 

(SASP). Estes SASP são capazes de potencializar vários aspectos da tumorigênese, incluindo 
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proliferação, metástase e imunossupressão (WANG, BOSHI; KOHLI; DEMARIA, 2020). Há 

relatos que células cancerosas senescentes em diferentes sistemas experimentais demonstraram 

contribuir para a sinalização proliferativa, evitando a apoptose, induzindo angiogênese, 

estimulando a invasão e metástase e suprimindo a imunidade do tumor (FAGET; REN; 

STEWART, 2019). Ruhland et al. (2016) demonstraram que fibroblastos senescentes na pele 

envelhecida recrutam células imunes inatas, que são imunossupressoras de respostas imunes 

antitumorais adaptativas ancoradas por linfócitos T CD8 e estimuladoras do crescimento de 

tumores cutâneos.  

2.1.1.4  Reprogramação epigenética não mutacional 

O avanço da identificação de mutações em todo o genoma de células tumorais humanas 

levou ao entendimento de que mutações em genes que organizam, modulam e mantêm a 

arquitetura da cromatina, ou seja, regulam a expressão gênica, são cada vez mais detectadas e 

funcionalmente associadas a características do câncer. Há ainda a reprogramação do genoma 

que envolve apenas mudanças epigeneticamente reguladas na expressão gênica, que pode ser 

denominada “reprogramação epigenética não mutacional” (HANAHAN, 2022).  

Existem evidências de que modificações epigenéticas contribuem para a modulação do 

tumor pelo microambiente tumoral, da heterogeneidade tumoral, e regulação de células 

estromais do microambiente tumoral (BAYLIN; JONES, 2016; DARWICHE, 2020). Por 

exemplo: no câncer os genes supressores de tumor têm suas regiões promotoras comumente 

hipermetiladas (PFEIFER, 2018); proto-oncogenes são comumente hipometilados em vários 

tipos de câncer  (LU et al., 2020);  metilação desregulada de Bcl-2 e bax foi observada no 

glioblastoma multiforme resultando em ruptura da apoptose  (HERVOUET; VALLETTE; 

CARTRON, 2010);  padrão de metilação do DNA do genoma das células neoplásicas diferente 

daquele das células normais; genomas de câncer são tipicamente hipermetilados em ilhas CpG 

em genes específicos e hipometilados em elementos repetitivos de DNA (KALARI; PFEIFER, 

2010). 

2.1.2 Genotoxicidade e câncer 

A integridade do DNA fundamental para a sobrevivência e manutenção da homeostase 

celular, mantida pela replicação precisa e reparo adequado. O dano ao DNA é definido como 

alterações químicas e físicas na dupla hélice do DNA que são derivadas de origens endógenas 

ou exógenas, prejudicando a função e a integridade do material genético (HELENA et al., 2018; 

KATERJI; DUERKSEN-HUGHES, 2021). Danos endógenos ao DNA, originados de 
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processos metabólicos internos, incluem danos causados por espécies reativas de oxigênio 

(EROS) e espécies reativas de nitrogênio (RNS), que podem causar a oxidação de bases 

nitrogenadas e quebra no DNA; incorporação errônea de bases durante a replicação, a 

interconversão de bases por desaminação e a perda de bases por depurinação (HELENA et al., 

2018). Danos exógenos ao DNA, originados de processos ambientais externos, podem ser de 

natureza física (radiação ionizante e ultravioleta solar), poluentes ambientais presentes no ar, 

água e alimentos, ou biológica, tais como como vírus, bactérias e outros parasitas  

(CHATTERJEE; WALKER, 2017). 

Genotoxicidade se refere a qualquer mudança deletéria no material genético, 

independentemente do mecanismo pelo qual a mudança é induzida (SHAH, 2012). Na maioria 

dos casos, a genotoxicidade leva a mutações em várias células, que podem levar a disfunções 

celulares, desde câncer até uma ampla variedade de doenças (HELENA et al., 2018). Se o DNA 

danificado for reparável, durante os checkpoints do ciclo celular, ocorre a correção dos danos, 

sendo mantida a integridade do genoma e a sobrevivência da célula. Se a extensão do dano for 

irreparável, as células contendo DNA danificado são direcionadas para apoptose, prevenindo a 

proliferação de células mutantes.  Caso os mecanismos de reparo do DNA não ocorram de 

forma eficiente ou a morte celular não seja desencadeada, as mutações são fixadas e outras 

novas surgem, levando à transformação da célula  (HELENA et al., 2018; JACKSON; 

BARTEK, 2009) (Figura 2). 

Figura 2 - Dano ao DNA e mecanismos de reparo. Vários tipos de agentes causam diferentes 

tipos de dano no DNA. 

 

Adaptado de Helena et al., 2018. 
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2.1.3 Terapias anticâncer 

Várias modalidades terapêuticas podem ser aplicadas para o tratamento de neoplasias, 

como cirurgia para remocão do tumor, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, vacinas 

contra o câncer, terapia hormonal, terapia fotodinâmica e transformação de células-tronco 

(IQBAL et al., 2017). Cada modalidade de tratamento apresenta vantagens e desvantagens, 

sendo as vezes necessária a combinação de tratamentos para produzir resultados mais efetivos  

(D’ERRICO; MACHADO; SAINZ, 2017). 

A técnica cirúrgica pode levar a remoção de tumores com eficácia se não houver 

metástase (ALMEIDA et al., 2005). A radioterapia (geralmente raios gama, radioisótopos como 

cobalto-60 e raios-X) é comumente usada em conjunto com a cirurgia. Nesses casos radiações 

de alta energia interrompem a divisão celular e bloqueiam sua capacidade de proliferar, devido 

ao dano no material genético. Se feito antes da cirurgia, a radioterapia é administrada para 

diminuir o tumor; se for administrada após a cirurgia, as radiações destruirão as células tumorais 

remanescentes e reduzirão a recidiva do câncer (ABBAS; REHMAN, 2018). A radiação 

ionizante é utilizada para agir sobre as células de rápido crescimento, e uma vez que as células 

tumorais têm um déficit em genes reparadores do DNA, elas ficam mais vulneráveis a radiação 

mais intensa (D’ERRICO; MACHADO; SAINZ, 2017).  

A quimioterapia como tratamento para o câncer teve início na década de 1940 (BASAK 

et al., 2021). O princípio central da quimioterapia baseia-se na utilização de substâncias cujo 

alvo principal são células com altos índices de replicação. Dentro das células, esses compostos 

induzem danos ao DNA, impedindo ou modificando processos relacionados à replicação e 

síntese de proteínas. Uma grande desvantagem dos quimioterápicos comumente usados é sua 

alta toxicidade inespecífica, principalmente em tecidos saudáveis de rápida proliferação, 

desencadeando uma ampla variedade de efeitos adversos tanto precoces quanto tardios 

(KHAZIR et al., 2014; REUVERS; KANAAR; NONNEKENS, 2020). Essas desvantagens 

limitam o uso de drogas antitumorais, uma vez que diminuem a qualidade de vida dos pacientes.  

Apesar disso, a quimioterapia ainda é um dos tratamentos mais utilizados para todos os tipos 

de câncer e em todas as fases da progressão do tumor (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017).  

Os quimioterápicos quanto ao mecanismo de ação podem se divididos em: 

antimetabólicos, alquilantes, inibidores da telomerase, inibidores do fuso mitótico, e outras 

substâncias com propriedades mistas ou com efeitos ainda não bem elucidados (CHOUDHARI 

et al., 2020; IQBAL et al., 2017). 
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2.1.3.1 Antimetabólicos  

Quimioterápicos antimetamólitos são agentes antineoplásicos ciclo específicos que 

interferem nas vias biossintéticas essenciais, perturbando a síntese de DNA/RNA ou causando 

a formação de quebras de fita de DNA por inibição de enzimas específicas (diidrofolato 

redutase, ribonucleotídeo redutase e DNA polimerase) ou incorporação de falsos análogos 

estruturais de pirimidina/purina ao DNA. Como exemplos, cita-se a gencitabina (efeitos 

adversos: mielossupressão, elevações das enzimas hepáticas e pneumonite intersticial), 

metotrexato (efeitos adversos mielossupressão, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade), 

fluorouracil - 5-FU (efeitos adversos: disfunção cardíaca, leucopenia, alopecia, colite e 

neutropenia) (NUSSBAUMER et al., 2011; SARDER et al., 2015).  

2.1.3.2 Alquilantes 

Os alquilantes são os quimioterápicos mais comumente usados no tratamento contra o 

câncer. Atuam adiconando um grupo alquila à molécula de DNA, induzindo quebra de suas 

fitas e impedindo sua replicação. Como por exemplos, cita-se: carboplatina (efeitos adversos: 

trombocitopenia, granulocitopenia, anemia, neuropatia periférica e dor vascular leve), 

cisplatina (efeitos adversos:  mielossupressão, nefrotoxicidade, ototoxicidade, náuseas e 

vômitos), ciclofosfamida (efeitos adversos: mielossupressão, neutropenia, anemia e 

trombocitopenia, infertilidade) (BASAK et al., 2021; QUE et al., 2016). 

2.1.3.3   Inibidores da topoisomerase  

Atuam inibindo as atividades das topoisomerases, enzimas envolvidas na replicação do 

DNA. Uma vez inibidas, ocorre a quebra das fitas do DNA, o que por sua vez, leva a parada da 

divisão celular. Temos como exemplo: irinotecano (efeitos adversos: neutropenia, neuropatia 

sensorial e diarreia) e doxorrubicina (efeitos adversos: cardiotoxicidade, neuropatia, 

hepatotoxicidade, alopecia, mielossupressão, neutropenia, anemia), etoposídeo (efeitos 

adversos: neuropatia, leucopenia, trombocitopenia, alopecia e anemia) (MOUKHARSKAYA; 

VERSCHRAEGEN, 2012; SEITER, 2005) e  

2.1.3.4   Inibidores do fuso mitótico 

Quimioterápicos inibidores do fuso mitótico que atuam interferindo no sistema de 

microtúbulos, afetando a mitose celular e perturbando a forma e a motilidade da célula. Neste 

grupo, estão os taxanos (docetaxel e paclitaxel), cujos efeitos adversos são neuropatia 

mielossupressão, deficiência hepática, e hipersensibilidade, entre outros (FLORIAN; 
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MITCHISON, 2016; HO; MACKEY, 2014); alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina) 

apresentando como efeitos adveros a mielossupressão, neurotoxicidade, hipertensão, alopecia 

e toxicidade pulmonar) (MARTINO et al., 2018).  

Há ainda outros agentes quimioterápicos que são caracterizados por mecanismos de 

ação não homogêneos, incluindo-se nessa classe algumas enzimas (l-asparaginase), inibidores 

de proteassoma (bortezomibe), inibidores de tirosina quinase (imatinibe e erlotinibe) e 

antibióticos (bleomicina, actinomicina D e antraciclinas) (CERSOSIMO, 2006). 

2.2 MÉTODOS DE INVESTIGAÇÃO UTILIZADOS EM BUSCA DE NOVAS DROGAS 

ANTITUMORAIS 

Os ensaios in vitro fornecem uma abordagem inicial na triagem de candidatos a 

medicamentos contra o câncer. Uma ampla gama de ensaios in vitro foi desenvolvida para 

avaliar as características da célula neoplásica, tais como viabilidade e proliferação celular, 

apoptose, senescência celular, invasão e migração, estresse oxidativo e efeitos antioxidantes, 

expressão de genes e proteínas, angiogênese e alterações genômicas. A seleção de um ensaio 

ou técnica em particular depende dos objetivos da pesquisa (EDIRIWEERA; TENNEKOON; 

SAMARAKOON, 2019). Aqui abordaremos apenas os ensaios utilizados nesta tese. 

2.2.1 Ensaio de viabilidade celular 

Viabilidade celular é definida como o número de células viavéis em uma amostra, sem 

distinção entre células que estão em divisão ativa ou quiescentes. Os ensaios de viabilidade 

visam medir parâmetros de manutenção e sobrevivência celular (MÉRY et al., 2017), e 

permitem definir limites de concentrações da droga a serem usados nos ensaios de avaliação do 

potencial antitumoral e seus possíveis mecanismos de ação.  

O ensaio sulforrodamina B (SRB) é um método colorimétrico utilizado para medir a 

citotoxicidade induzida por drogas em culturas de células, desenvolvido para uso no programa 

de descoberta de drogas anticâncer, do Instituto Nacional do Câncer (NCI). SRB é um corante 

aminoxanteno rosa brilhante que sob condições levemente ácidas se liga eletrostaticamente e 

pH dependente a resíduos de aminoácidos básicos de proteínas em células fixadas pelo ácido 

tricloroacético (TCA). Após a ligação com a SRB, o corante ligado é solubilizado em condições 

básicas e a absorbância da SRB é mensurada através de um espectrofotômetro. Uma vez que a 

ligação da SRB é estequiométrica, a quantidade de corante extraído de células pigmentadas é 

diretamente proporcional à massa total de proteína e, portanto, relaciona-se a intensidade de 
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marcação à quantidade de células viáveis presentes (SHOEMAKER, 2006; SKEHAN et al., 

1990). 

O ensaio SRB por ser independente do metabolismo celular, não mostra interferência 

nos compostos avaliados, diferentemente do ensaio MTT (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difenil tetrazólio), cujo princípio é a redução metabólica do sal tetrazólio de cor amarela 

em cristais de formazan de coloração arroxeada. (SHOEMAKER, 2006; VICHAI; 

KIRTIKARA, 2006). 

2.2.2 Ensaio de genotoxicidade 

A identificação de possíveis efeitos genotóxicos durante o processo de triagem de 

agentes anticancer é importante para a avaliação risco/benefício quando de seu uso potencial 

em humanos (DOPPALAPUDI et al., 2012). Segundo Mishima (2017), a terapia anticâncer 

atual pode ser uma das fontes exógenas mais importantes de exposição a agentes genotóxicos 

nos EUA, Japão e Europa.  

O ensaio cometa é uma metodologia sensível que avalia e quantifica danos no DNA de 

células individuais, a partir da eletroforese do DNA em gel (SINGH et al., 1988). A técnica 

consiste na incorporação de amostras de células a um gel de agarose, seguido de tratamento 

com solução de lise a fim de remover membranas celulares e proteínas, mantendo apenas o 

nucleoide (cromatina nuclear sem o envoltório nuclear). O material genético é submetido a uma 

corrente elétrica e, uma vez que o DNA tem carga negativa, seus fragmentos se deslocam em 

direção ao ânodo, formando uma cauda que varia de tamanho conforme a extensão do dano 

(fragmentação do DNA) ocorrido. Por outro lado, o material genético intacto/não fragmentado 

permanece estático (cabeça de cometa). Neste método, células com maior quantidade de danos 

no DNA apresentam migração mais rápida durante a eletroforese. Assim, a extensão do dano é 

avaliada pelo deslocamento do DNA (cauda do cometa) em relação ao nucleóide (FAIRBAIRN; 

OLIVE; O’NEILL, 1995; KARLSSON, 2010) 

2.2.3 Teste de clonogenicidade 

Células tumorais apresentam habilidade de proliferação ilimitada e podem invadir os 

limites dos tecidos circundantes. Essa capacidade das células neoplásicas de migrar para fora 

de seu nicho original (metástase), uma das principais causas da agressividade do câncer, está 

relacionada a maioria das mortes dos pacientes (SOMCHAI et al., 2020). Considerando que 

metástase é basicamente uma população de células clonais resultantes da proliferação de uma 
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única célula cancerosa disseminada (NICCO et al., 2022), na triagem de candidatos a drogas 

antineoplásicas, essas capacidades (proliferação e migração) devem ser avaliadas.  

O ensaio clonogênico ou de formação de colônias determina a capacidade de 

sobrevivência de células individuais se reproduzirem, formando colônias (com pelo menos 50 

células), após tratamento com determinado composto ((FRANKEN et al., 2006), com período 

de incubação de 1 a 3 semanas, dependendo da linhagem celular, o que equivale a pelo menos 

seis divisões celulares para formar clones suficientemente grandes para serem visíveis a olho 

nu. As colônias devem ser fixadas, coradas e contadas. Sendo uma metodologia que simula o 

crescimento e a recorrência de tumores após o tratamento com quimioterapia, o ensaio fornece 

uma plataforma de descoberta de drogas para compostos que bloqueiam esses processos 

(GOMES et al., 2022). É considerado o padrão ouro para determinar a falência reprodutiva em 

células previamente submetidas a tratamento, além de verificar a duração dos efeitos do 

tratamento (BRASELMANN et al., 2015; MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005). 

2.2.4 Teste de migração celular 

A migração celular é um processo vital no qual as células precisam se ajustar e alcançar 

sua localização correta em um determinado ambiente para desempenhar seu papel biológico. A 

desregulação desta atividade pode levar a processos patológicos, como inflamação e metástase 

do câncer (BAHAR; YOON, 2021). 

O ensaio wound healing é um dos testes mais utilizados na avaliação do impacto de uma 

substância na mobilidade celular, principalmente devido à sua simplicidade na configuração 

experimental e na análise dos dados no pós-processamento (SOMCHAI et al., 2020). Este teste 

se baseia na observação de que, após a criação de um espaço artificial em uma cultura celular 

em monocamada confluente, as células na borda desse espaço migrarão em direção à abertura 

para fechar a fenda até que novos contatos célula-célula sejam estabelecidos. A análise é feita 

a partir da captura de imagens no início do teste (tempo zero) e em intervalos regulares para 

observar o fechamento do espaço criado para determinar a taxa de migração celular (WU, JIA-

SHUN et al., 2021). 

2.2.5 Microscopia de força atômica como ferramenta de análise biológica 

Desde sua invenção em 1986, a MFA é um dos métodos mais importantes para o estudo 

de imagem das superfícies de objetos em resoluções nanométricas (CHANG et al., 2012; 

NIKITAEV et al., 2021). Os métodos de triagem de novas drogas in vitro acima relatados são 
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amplamente utilizados, no entanto estes não são sensíveis o suficiente para fornecer 

informações em nível de nanoescala sobre as estruturas micro-morfológicas que participam das 

interações entre as células tumorais e os potenciais medicamentos anticâncer, assim como não 

possibilitam discriminar possíveis micro-mudanças na superfície da membrana celular em 

resposta aos tratamentos (DUFRÊNE et al., 2017; WANG, JINYI et al., 2009).  

Sabe-se que as células, sob estímulos externos ou quaisquer modificações biológicas, 

apresentam alterações de propriedades físico-químicas que afetam diretamente os processos 

fisiológicos (NIKITAEV et al., 2021). Por exemplo, durante a invasão e metástase de células 

tumorais, a adesão entre as células é reduzida, e a forma e a dureza das células mudam de acordo 

com o ambiente circundante, a fim de atender as atividades fisiológicas das próprias células 

neoplásicas (MALANDRINO; KAMM; MOEENDARBARY, 2018; MIERKE, 2020). 

Atualmente, a maioria dos estudos relacionados a drogas anticâncer e seus efeitos 

inibitórios nas células cancerosas são baseados nas suas propriedades bioquímicas. No 

entanto, as propriedades fisiológicas das células tumorais fazem com que suas propriedades 

mecânicas sejam diferentes daquelas das células normais. Assim considera-se preponderante 

estimar o efeito de drogas anticâncer com potenciais de alterar as propriedades 

morfológicas e mecânicas das células (HUNG; TSAI, 2015; LAL; 

RAMACHANDRAN; ARNSDORF, 2010). 

Pi et al. (2016) verificaram que o flavonoide quercetina induziu apoptose em 

células HepG2 através da interrupção do ciclo celular e interrupção do potencial de 

membrana das mitocôndrias. Por meio de observações de alta resolução, constataram 

que o tratamento com quercetina aumentou o tamanho das partículas e a rugosidade da 

superfície celular de HepG2, além ocasionar maior rigidez da membrana. Também 

usando quercetina, mas em células de câncer de bexiga T24, Adami et al., (2021) 

relataram redução da viabilidade e proliferação como resultado de apoptose.  

Alterações observadas por MFA, como aumento da rugosidade, agregação de proteínas 

de membrana e aumento da rigidez após o tratamento com quercetina foram 

compatíveis com apoptose. Exposição de células de câncer de esôfago (KYSE -150) 

com oridonina, fitoterápico tradicionalmente usado na China, inibiu a proliferaçã o e 

provocou apoptose induzida pela superprodução de ROS (PI et al., 2015). Com base em 

imagens de alta resolução por MFA, os autores constataram que o tratamento com 

oridonina induziu alteraçoes morfólgicas e ultraestruturais, como aumento da altura e 

da rugosidade da membrana celular, além de alterações da rigidez celular.  
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A microscopia de força atômica (MFA) baseia-se na varredura da superfície de uma 

amostra por meio de uma ponta piramidal integrada em um cantilever flexível.  A força entre a 

ponta e a superfície da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa deflexão 

é proporcional à força de interação. Na parte superior da haste há um espelho que reflete a luz 

de um feixe de laser, o qual passa por uma lente e incide sobre um fotodetector (fotodiodo) de 

quatro quadrantes, que mede as variações de posição e de intensidade da luz produzidas pelas 

deflexões do cantiléver. À medida que a ponteira varre a amostra, os diferentes tipos de 

características morfológicas encontrados sobre a superfície fazem com que a interação mude. 

As variações das interações são os fatores que provocam diferentes deflexões, que captadas no 

detector, armazenadas e processadas por um computador, são então transformadas em imagens 

topográficas da superfície bi e tridimensionais (DENG et al., 2018) (Figura 1). 

Figura 3 - Diagrama esquemático dos princípios de funcionamento do microsópio de força 

atômica.  

 

Adaptado de Deng et al., 2018 

2.3 FLAVONOIDES COMO AGENTES ANTITUMORAIS 

Estudos sobre produtos naturais para prevenção do câncer levaram a descoberta de mais 

de 3000 medicamentos com propriedades antitumorais. Estima-se que entre 1981 e 2019, 

aproximadamente 25% de todos os medicamentos anticâncer recém-aprovados estavam 

relacionados a produtos naturais. Medicamentos como paclitaxel, vimblastina ou vincristina, 

irinotecano, camptotecina, são exemplos importantes de medicamentos obtidos de produtos 
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naturais derivados de plantas e que são utilizados clinicamente no tratamento de diferentes tipos 

de tumor (NEWMAN; CRAGG, 2016). 

Flavonoides são uma classe de metabólitos secundários amplamente distribuídos na 

natureza, presentes em quase todas as plantas terrestres (XIANG et al., 2020) e em ambientes 

marinhos (FERDOUS; BALIA YUSOF, 2021; MARTINS et al., 2019). Até agora, cerca de 

8.000 flavonoides diferentes foram descritos, sendo produzidos essencialmente para proteger 

as plantas de danos externos, incluindo fatores bióticos e abióticos (MUTHA; TATIYA; 

SURANA, 2021). 

Estruturalmente, os flavonoides englobam um grupo de compostos fenólicos 

complexos. Possuem baixo peso molecular, com uma estrutura central com quinze carbonos 

consistindo em dois anéis aromáticos com seis átomos de carbono (A e B) e um heterocíclico 

oxigenado que contém três átomos de carbono (C), como mostrado na Figura 4. Podem ocorrer 

na forma livre (agliconas) ou conjugada a açúcares (glicosídeos) (FORNI et al., 2021).  

Figura 4 - Estrutura básica de um flavonoide 

 

Adaptado de FORNI et al. (2021). 

Variações na substituição do anel C padrão resultam em importantes classes de 

flavonoides, tais como: flavonóis, flavonas, flavanonas, flavanóis (ou catequinas), isoflavonas 

e antocianidinas; e substituições dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada 

classe de flavonoides. Essa diversidade de padrões estruturais faz com que os flavonoides sejam 

reconhecidos como uma fonte rica de compostos com potenciais propriedades biológicas 

(KUMAR; PANDEY, 2013; RAVISHANKAR et al., 2018). Diversas pesquisas têm revelado 

que estes compostos exibem uma grande ação sobre os sistemas biológicos, sendo responsáveis 
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por uma variedade de atividades farmacológicas como, antioxidante, anti-inflamatório, 

antiviral, cardioprotetora e antitumoral (FORNI et al., 2021; SANDU; BÎRSĂ; BAHRIN, 

2017). 

Os flavonóides exercem uma ampla variedade de efeitos antitumorais: eles modulam as 

atividades das enzimas de eliminação de ROS, participam da interrupção do ciclo celular, 

induzem apoptose, autofagia, suprimem a proliferação e invasão de células cancerosas, atuam 

na modulação de inflamação e imunidade (KOPUSTINSKIENE et al., 2020; ULLAH et al., 

2020). 

2.3.1 Flavonoides e antiproliferação celular 

Pesquisas demonstram que flavonóides exibem efeitos antiproliferativos por meio de 

múltiplos mecanismos moleculares que envolvem a modulação da apoptose associada à parada 

do ciclo celular, como descrito por ZHANG et al. (2018). Esses autores observaram que 

flavonóides derivados de Tephroseris kirilowii inibiram a proliferação celular em uma 

variedade de linhagens tumorais humanas, por meio da parada do ciclo celular na fase G2/M, 

indução de apoptose e autofagia. Resultados equivalentes foram relatados por Tavsan e Kayali 

(2019) testando o efeito de apigenina, luteolina e miricetina em células de câncer de ovário. 

Clemente-Soto et al. (2019) trabalhando com quercetina, mostraram indução de apoptose 

através do mecanismo de ativação de p53 em células de câncer cervical e gástrico. Sun et al. 

(2018) descreveram que a fisetina pode inibir a proliferação, migração e inibição de linhagens 

celulares de carcinoma mamário humano, interferindo na via de sinalização PI3K/Akt/mTOR. 

Alguns flavonóides, também mostraram efeito antitumoral induzindo autofagia em células 

tumorais, tais como a pelargonidina, cuja ação em células de osteosarcoma, desencadeou, além 

da autofagia, a parada do ciclo celular G2/M (CHEN, YONGGANG et al., 2018), assim como 

a apigenina em células do câncer papilar da tireoide (ZHANG, LI et al., 2015). 

2.3.2 Flavonóides e Estresse Oxidativo 

O estresse oxidativo é um fenômeno causado por um desequilíbrio entre a produção e o 

acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade de um sistema biológico de 

desintoxicar esses produtos reativos (PIZZINO et al., 2017). As EROS são usadas para nomear 

radicais de oxigênio (como radicais hidroxila e radicais superóxido) e vários outros produtos 

não radicais de oxigênio, como peróxido de hidrogênio, que causam danos oxidativos. As EROs 

exibem efeitos benéficos regulando a sinalização intracelular e a homeostase; no entanto, em 

níveis elevados, podem ocasionar danos em proteínas, lipídios e DNA, que podem levar ao 
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aparecimento e/ou progressão de várias doenças  (FORNI et al., 2021; KONTOMANOLIS et 

al., 2020). 

A atividade antioxidante dos flavonóides pode ser direta por meio do sequestro de 

radicais livres ou quelando íons metálicos (CHERRAK et al., 2016), enquanto os efeitos 

indiretos estão relacionados à ativação de enzimas antioxidantes, supressão de enzimas pró-

oxidantes e estimulação da produção de enzimas antioxidantes e enzimas de desintoxicação. 

Como agentes pró-oxidantes, os flavonoides agem por inibição de vias de sinalização de 

proliferação, supressão de citocinas pró-inflamatórias, apoptose e ativação de autofagia. Ambas 

as atividades antioxidantes e pró-oxidantes estão envolvidas nos efeitos anticancerígenos dos 

flavonóides (KOPUSTINSKIENE et al., 2020; XI et al., 2022). 

Flavonoides apigenina e a luteolina induziram a apoptose e a parada do ciclo celular em 

linhas de células de câncer de mama por meio da via Akt/FOXO3a como resultado da remoção 

de EROS (LIN et al., 2015). Wu et al. (2019) descreveram que os flavonóides de Ziziphora 

clinopodioides protegeram células endotelias de veias do cordão umbilical (HUVEC) contra a 

lesão induzida por H2O2 como resultado do aumento da capacidade antioxidante e apoptose. 

Catequinas e procianidinas do cacau induziram danos no DNA e apoptose em células epiteliais 

de câncer de ovário devido às suas propriedades pró-oxidantes (TAPARIA; KHANNA, 2016). 

Estudos mostraram que a quercetina reduziu a proliferação de células HepG2 de carcinoma 

hepatocelular mediado pela redução de EROs intracelulares (JEON et al., 2019), por outro lado 

aumentou a produção de EROS e o número de células apoptóticas no câncer gástrico humano 

AGS (SHANG et al., 2018) e em células do câncer de mama humano (WU, QIU et al., 2019).  

2.3.3 Flavonóides e Apoptose 

Umas das características das células tumorais é a capacidade de evitar a cascata 

apoptótica, escapando da morte celular programada (apoptose). Flavonóides são capazes de 

induzir apoptose por vários mecanismos, como: neutralização de EROS, regulação negativa de 

moléculas antiapoptóticas (Bcl-2 e Bcl-xL, survina, etc) e aumento da expressão de moléculas 

pró-apoptóticas (caspases Bad, Bax, etc) (ABOTALEB et al., 2018; KOPUSTINSKIENE et 

al., 2020).  Genisteína induziu a morte apoptótica em células de adenocarcinoma de cólon 

através da ativação da via da caspase-3 nos níveis transcricional, proteico e enzimático 

(SHAFIEE et al., 2016) e pela via de sinalização apoptótica intrínseca inibindo a fosforilação 

de Akt em células de câncer colo retal  (QIN et al., 2016). O isoflavonóide daidzeína promoveu 

a liberação do citocromo c das mitocôndrias, levando à ativação das caspases 7 e 9 e também 

alterou a relação Bax/Bcl-2 em células de câncer de mama (JIN et al., 2010). 
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2.3.4 Flavonóides como anti-inflamatórios  

A inflamação crônica leva ao desenvolvimento do tumor, modulando a transformação 

celular, sobrevivência, proliferação, invasão, metástase e vias de angiogênese 

(KOPUSTINSKIENE et al., 2020). Flavonóides demonstraram ação anti-inflamatória via 

regulação de células imunes, modificando a expressão de vários genes pró-inflamatórios 

relacionados a citocinas, lipoxigenase, óxido nítrico sintases ciclooxigenase, além de suas 

características antioxidantes como a eliminação de EROS (KOPUSTINSKIENE et al., 2020; 

YAHFOUFI et al., 2018). Em linhagens celulares de câncer de mama MCF7, genisteína 

exerceu influência na expressão de genes relacionados à inflamação (PONS et al., 2019). A 

naringenina inibiu a migração de células de câncer de mama através da modulação das vias de 

sinalização inflamatória e apoptótica (ZHAO et al., 2019), além de suprimir a migração e 

invasão de células de glioblastoma devido à inibição das atividades de ERK e p38 (CHEN, 

YEN-YU et al., 2019).  

2.3.5 Flavonóides e angiogênese 

A angiogênese é o processo de crescimento de novos capilares, sendo para a maioria 

dos tumores malignos, o processo inicial de metástase tumoral. Flavonóides inibem a 

angiogênese e a metástase através da regulação de múltiplas vias de sinalização.  Eles regulam 

a expressão de VEGF, metaloproteinases de matriz (MMPs), EGFR e inibem as vias de 

sinalização NFB, PI3-K/Akt e ERK1/2 (SUBBARAJ; KUMAR; KULANTHAIVEL, 2021). 

Kim (2017) relatou que a miricetina reduziu significativamente a angiogênese em linhagens 

celulares HUVEC ao inibir as vias de sinal, como Akt/PI3K/mTOR. Luo et al. (2009) 

verificaram que kaempferol inibiu a a angiogênese e a expressão de VEGF em células de câncer 

de ovário humano através de vias dependentes de HIF (Akt/HIF) e independentes de HIF 

(ESRRA). Chen et al. (2019) verificaram que Epigalocatequina 3 galato (EGCG) também 

reduziu a angiogênese inibindo as vias de sinalização VEGF, endoglina/smad1 em células 

HUVEC. 

2.3.6 Flavonóides e membrana celular 

A membrana plasmática é um importante regulador da função celular, desempenhando 

papéis importantes nos processos fisiológicos das células, como transdução de sinal, transporte 

celular, conversão de energia, reconhecimento de superfície celular, sobrevivência celular e 

diferenciação, sendo sua integridade vital na sobrevivência celular (AMMENDOLIA; 

BEMENT; BRUMELL, 2021; LUCIO; LIMA; REIS, 2010).  
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A entrada de qualquer molécula na célula ocorre a partir da membrana plasmática, assim 

as interações de membrana de uma molécula terão uma grande influência em seus mecanismos 

de ação. Deste modo, as atividades biológicas de uma molécula decorrem do seu modo de 

interação com os componentes da membrana, bem como sua localização e tempo de residência 

na membrana celular (SELVARAJ et al., 2015). Fatores presentes tanto no ambiente extra 

quanto intracelular podem induzir rupturas químicas ou físicas na membrana plasmática, as 

quais podem ocasionar morte celular ou alterar amplamente a paisagem intracelular por meio 

de vazamento citosólico e exposição ao ambiente externo (AMMENDOLIA; BEMENT; 

BRUMELL, 2021).  

A atividade biológica dos flavonoides está relacionada com a sua estrutura molecular e 

depende do número e local de fixação dos grupos funcionais (por exemplo, grupos hidroxilo) 

na molécula, como da possibilidade de interagir com uma membrana biológica, tendo seus 

efeitos explicados por sua ligação ou interferência com enzimas, receptores, transportadores e 

sistemas de transdução de sinal (SELVARAJ et al., 2015; TSUCHIYA, 2010; WŁOCH et al., 

2021). 

Os flavonóides são capazes de interagir com membranas celulares e penetrar mais ou 

menos profundamente em seus sítios hidrofóbicos ou interfásicos, dependendo da 

hidrofilicidade e/ou hidrofobicidade. Assim, aqueles hospedados na membrana podem 

influenciar em suas propriedades biofísicas (microviscosidade, potencial transmembranar) e 

nanomecânicas (elasticidade, fluidez e permeabilidade) alterando o arranjo dos constituintes da 

membrana responsáveis pela transdução do sinal celular, a regulação do metabolismo e da 

atividade biológica  (MANDIĆ et al., 2019a; POKLAR ULRIH et al., 2010; TARAHOVSKY 

et al., 2014). 

Vários trabalhos sugerem uma relação entre as interações da membrana e as atividades 

biológicas dos flavonóides, tais como Saha et al. (2020), que sugerem que posicionamento de 

compostos (morin, fisetina e apigenina) na membrana lipídica pode afetar suas propriedades 

antioxidantes. Pawlikowska-Pawlega et al., (2018) constataram que o lensosídeo Aβ pode 

exercer seu efeito benéfico sobre as células através de sua intercalação e interações com 

membranas, Ajdžanović et al. (2013) propõem que a genisteína teria efeito antimetástico em 

células de câncer de próstata devido a diminuição da fluidez da membrana; Sanver et al (2016) 

relata que a  interação entre quercetina e a superfície da membrana celular durante processos 

bioquímicos pode influenciar suas propriedades como agentes antivirais e anticancerígenos. 
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2.4 ATIVIDADES BIOLÓGICAS DA ESPÉCIE Arrabidaea brachypoda  

Diversas atividades biológicas são atribuídas a espécies do gênero Arrabidaea. Entre 

elas, podemos citar: bactericida de A. chica (MAFIOLETI et al., 2013); anti-tripanosoma de A. 

triplinervia  (LEITE et al., 2006) e A.  chica (CORTEZ DE SÁ et al., 2015; RODRIGUES et 

al., 2014); antifúngica de A. Chica (BARBOSA et al., 2008) e A. brachypoda (ALCERITO et 

al., 2002); vermicida  de A. pulchra (ALVARENGA et al., 2012); antiviral de A. samydoides  

(BRANDÃO et al., 2010); antioxidante de A. patellifera  (MARTIN et al., 2008) e A. chica 

(SIRAICHI et al., 2013); anti-inflamatória de  A. chica (MICHEL et al., 2015); além de 

atividade antitumoral de A. chica (MICHEL et al., 2015; TAFFARELLO et al., 2013).  

A. brachypoda (sinonímia Fridericia platyphylla) (Figura 6) é uma espécie nativa do 

Cerrado brasileiro, conhecida no Brasil como “cervejinha do campo”, “cipó-una” ou 

“tintureiro”. É um arbusto, com 1 a 2 metros de altura, abundantemente ramificado, com ramos 

cilíndricos, estriados, glabros, com lentículas, com folhas simples e flores róseo-roxas em 

inflorescências terminais (ALCERITO et al., 2002).  

Figura 5 - Arrabidaea brachypoda 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: da ROCHA et al. 2017. 

A. brachypoda vem sendo utilizada há muito tempo pela medicina popular para o 

tratamento de cálculos renais e dores em geral (da ROCHA et al., 2011). Alcerito et al. (2002) 

relataram quatro compostos flavonoides extraídos de folhas de A. brachypoda com atividade 

antifúngica contra Cladosporium sphaerospermum. Em outro estudo, da Rocha et al. (2011) 

relataram atividade anti-inflamatória e antinociceptiva do extrato etanólico isolado da raiz de 
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A. brachypoda, confirmando o potencial farmacológico dessa espécie, sustentando assim seu 

uso popular no tratamento de dores e inflamações. Além disso, determinaram que flavonoides 

e triterpenos são os principais constituintes no extrato testado.  Avaliando as propriedades anti-

inflamatórias do triterpeno olenano dessa mesma espécie, da Rocha et al. (2015). ratificaram o 

seu efeito anti-inflamatório. Além disso, Brandão et al. (2010) relataram atividade antiviral do 

extrato de caule e de frutas de A. brachypoda. Quanto ao potencial antileishmanial de A. 

brachypoda, Pereira et al. (2012) revelaram que as frações hexânica e acetato-etílica das folhas 

da planta são ativas contra Leishmania amazonensis. Na ação antifúngica, Menezes Filho et al. 

(2021) descreveram o efeito do extrato hidroetanólico floral de A. brachypoda em cepas de 

Candida. 

2.5 BRAQUIDINAS 

Da Rocha et al. (2014) a partir FDCM do extrato de raízes de A. brachypoda, 

identificaram e caracterizaram três novos compostos, classificados como flavonoides dimericos 

incomuns, denominados braquidinas A, B e C. Esses flavonóides são compostos por quatro 

anéis independentes (A, B, C e D) e dois anéis benzopiranos fundidos, com diferentes grupos 

substituintes no anel C (Figura 6). Os referidos autores relataram atividade tripanocida destes 

compostos, tanto in vitro quanto em modelos in vivo, com efeitos menos tóxicos que 

benznidazol, droga utilizada no tratamento da doença de Chagas. 

Figura 6 - Estrutura química dos compostos isolados de A. brachypoda.  

 

Legenda: Braquidina A (1), braquidina B (2) e braquidina C (3). 

Ação antiulcerogênica de extrato hidroetanólico de raiz dessa mesma planta foi relatada 

por da Rocha et al. (2017), com atividade equivalente ao lansoprazol, medicamento de primeira 

escolha na terapia contra úlcera gástrica. Em investigação fitoquímica mais profunda deste 

extrato, os autores isolaram, além das braquidinas agliconas citadas acima, sete flavonoides 
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diméricos glicosilados e outros dois compostos descrito pela primeira vez na família 

Bignoniaceae, sem dados prévios na literatura sobre suas propriedades farmacológicas. 

Braquidinas isoladas da FDCM apresentaram ação leishmanicida in vitro, porém tal 

atividade não foi encontrada in vivo (ROCHA et al., 2018). Sousa Andrade et al. (2020), 

avaliaram a atividade de extratos etanólico e fração diclorometano, além das moléculas isoladas 

braquidinas A e B, obtidos das flores de A. brachypoda contra as espécies Staphylococcus 

aureus, Escherchia coli e Candida albicans e constaram que apenas a braquidina B apresentou 

atividade antifúngica contra C. albicans. Salgado et al. (2020) verificaram, in vitro, a atividade 

anti-inflamatória da FDCM e seus isolados braquidinas A e B, da raiz de A brachypoda, 

ratificando assim o uso tradicional dessas raízes no tratamento da osteoartrite. 

Em continuidade aos estudos do potencial biológico dos extratos contendo braquidinas, 

assim como seus compostos isolados, foram desenvolvidas pesquisas sobre atividade 

antitumoral. Serpeloni et al. (2020) avaliaram extratos hidroetanólicos brutos das raízes desta 

espécie e demonstraram uma tendência à citotoxicidade em células de câncer gástrico (ACP02), 

principalmente por necrose. Os autores também observaram redução na expressão de genes 

envolvidos na apoptose (BCL-XL e BIRC5) e no controle do ciclo celular (MET). Nunes et al. 

(2020) por sua vez avaliaram as braquidinas (A, B e C) isoladas da FDCM em células de câncer 

de próstata (PC3), constatando citotoxicidade e redução na proliferação celular. Os autores 

verificaram que as braquidinas diminuíram a progressão do ciclo celular por meio da indução 

da expressão de p21, assim como ocasionaram redução da expressão de AKT. Braquidina A 

também foi avaliada por de Oliveira et al. (2022) desta vez em linhagem de câncer de próstata 

(DU145). Como resultado observaram indução de necrose e apoptose, redução da proliferação 

celular, porém em concentraçao acima do IC50 e redução na capacidade migratória tanto nas 

celulas tumorais quanto nas não tumorais.  

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
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Figura 7 - Delineamento dos experimentos in vitro para avaliação da atividade antitumoral da 

FDCM. 

 

Fonte: a autora 

3.2 OBTENÇÃO DA FRAÇÃO DICLOROMETÂNICA DE A. Brachypoda 

3.2.1 Obtenção do material vegetal  

As raízes de A. brachypoda foram coletadas em abril de 2017 na Fazenda Sant'Ana da 

Serra em João Pinheiro, Minas Gerais, Brasil. A planta foi identificada no Herbário José Badine 

da Universidade Federal de Ouro Preto pela botânica Drª. Maria Cristina Teixeira Braga 

Messias. Um voucher (n° 17.935) foi depositado no Herbário da Universidade Federal de Ouro 

Preto em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. A autorização para coleta e estudos científicos foi 

cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SisGen) sob o número A451DE4. 

3.2.2 Obtenção do extrato e da fração diclorometânica 

Esta etapa do projeto foi feita em parceria com Profª Drª Cláudia Quintino da Rocha, do 

Laboratório de Estudos Avançados em Fitomedicamentos (LEAF), Departamento de Química 

do Centro de Ciência e Tecnologia, Universidade Federal do Maranhão (UFMA). 
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As raízes foram secas a 50 °C em estufa por 72 horas e trituradas em moinho de facas. 

O pó obtido foi extraído com etanol/água (7:3) por meio de percolação exaustiva. Após a 

extração, o líquido extrator foi evaporado sob pressão reduzida, em temperatura menor que 50 

°C. O extrato foi transferido para vidros e posteriormente liofilizados. Em seguida, o extrato 

etanólico foi diluído em H2O e submetido a uma partição líquido-líquido para obtenção das 

frações diclorometânica e metanol/água.  

3.2.3 Preparação da fração e determinação de concentrações para os ensaios biológicos 

in vitro. 

A FDCM foi dissolvida em 100% de dimetilsulfóxido (DMSO, Merck®) obtendo-se 

uma solução-mãe com concentração de 30.000 µg/mL, a partir da qual todas as demais 

concentrações foram obtidas, diluindo-se esta solução-mãe em meio de cultura. As 

concentrações foram determinadas em ensaios de viabilidade celular pelo método de 

sulforrodamina B (SRB), tendo sido testadas concentrações de 1 a 100µg/mL em períodos de 

24 e 48 horas.  

3.3 LINHAGENS CELULARES TUMORAIS E NÃO TUMORAL 

Todas as culturas de células utilizadas neste trabalho são de origem humana, aderentes 

e com morfologia epitelial. As linhas celulares de câncer de próstata, DU145 (ATCC HTB-81) 

e carcinoma de mama, MCF7 (ATCC HTB-22), foram adquiridas da American Type Culture 

Collection (ATCC; Manassas, VA, EUA). Células de próstata não tumorigênica PNT2 

(ECACC 95012613) foram obtidas da European Collection of Cell Cultures (ECACC; 

Salisbury, UK) e a de carcinoma de colo de útero - HeLa (BCRJ 0100) obtida do Banco de 

Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil).  

As células MCF7, DU145 e HeLa foram cultivadas em meio DMEM (Gibco; EUA), 

enquanto as células PNT2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich; EUA). Todas 

as células foram suplementadas com soro fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco; Brasil) e solução 

antibiótico-antimicótica a 1% (100X) (Gibco; EUA). As células foram incubadas em estufa a 

37°C com atmosfera de 5% de CO2, seguido da observação do crescimento celular com ajuda 

de microscópio de inversão a cada 24 horas. Quando as células atingiram 70% de confluência, 

elas foram replicadas para nova garrafa de cultura celular contendo meio de cultura novo. As 

condições experimentais para cada teste estão descriminadas na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Ensaios in vitro, métodos, linhagens celulares e condições experimentais utilizadas 

para avaliar a atividade antitumoral da FDCM. 

Teste Método Linhagem 

celular 

Concentração/tempo de 

exposição 

Efeito do SFB na 

citotoxicidade da 

FDCM  

Sulforrodamina B 

(SRB) 

HeLa, MCF7 SFB (1, 5 e 10%); FDCM 

(1, 5, 10 e 20 μg/mL) /48 h 

 

Viabilidade SRB PNT2, DU145, 

HeLa, MCF7 

SFB (1%); FDCM (1 a 8 

μg/mL); Dox (0,06 to 1 

μg/mL) /48 h 

Dano ao DNA Cometa PNT2, DU145, 

HeLa, MCF7 

SFB (1%); FDCM (IC50, ½ 

IC50 e 2X IC50 para cada 

linhagem cellular); Dox 

(IC50 para cada linhagem 

celular) /3 e 24 h 

Capacidade 

reprodutiva  

Clonogenicidade PNT2, DU145, 

HeLa, MCF7 

SFB (1%); FDCM (IC50, ½ 

IC50 e 2X IC50 para cada 

linhagem celular); Dox 

(IC50 para cada linhagem 

celular) /48 h 

Mobilidade Migração celular PNT2, DU145 SFBS (1%); DCMF (1,25 e 

2,5 μg/ mL para ambas as 

linhagens celulares); Dox 

(0.1 μg/mL) /24 h 

Alterações 

ultraestruturais 

Microscópio de 

Força Atômica 

PNT2, DU145 SFB (1%); FDCM (1,25 e 

2,5 μg/mL para ambas as 

linhagens celulares) /48 h 

Legenda - FDCM: fração de diclorometânica Dox: doxorrubicina; SFB: soro fetal bovino; a IC50: metade 

da concentração inibitória máxima concentração inibitória semi-máxima; HeLa (BCRJ 0100): linhagem 

celular de câncer do colo do útero; MCF7 (ATCC HTB-22): linhagem celular de câncer de mama; 

DU145 (ATCC HTB-81): linhagem celular de câncer de próstata; PNT2 (ECACC 95012613): linhagem 

celular de próstata não tumoral 

3.4 PADRONIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

Considerando a ocorrência de interações entre flavonóides e proteínas do SFB, 

principalmente albumina (LIU et al., 2010, HU et al., 2012, PAL e SAHA 2014, GREENWELL 

& RAHMAN 2015, TANG et al., 2017, GENG et al., 2018, FUJII et al., 2019), inicialmente 

foi investigado o efeito do SFB na atividade citotóxica de FDCM. Assim, testes preliminares 

foram realizados para verificar o protocolo ideal a ser utilizado nos ensaios de viabilidade 

celular. Células tumorais HeLa e MCF7 foram expostas a concentrações de FDCM variando de 
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1 a 100 μg/mL por 24 e 48 horas, onde foi constatado que mais de 90% das células se tornaram 

inviáveis quando expostas a > 20 μg/mL.  

3.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR  

Foi utilizado o ensaio de SRB descrito por Skehan et al. (1990), com modificações. 

Células foram plaqueadas a 1 × 104 células/poço em placas de 96 poços (Kasvi), mantidas em 

estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas. Em seguida, foram lavadas duas 

vezes com PBS 1X e tratadas com quatro concentrações diferentes da FDCM 1, 5, 10 e 20 

μg/mL (200 μL/poço) em meio de cultura contendo três concentracoes de SFB, 1, 5 e 10%, por 

48 horas. Após o tratamento, as células foram fixadas com ácido tricloracético (TCA) (Sigma-

Aldrich; EUA) a 50% por 1 hora a 4°C. Em seguida, as células foram submetidas a quatro 

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

as placas mantidas à temperatura ambiente, até a secagem completa. As células foram então 

coradas com 50 μL de solução de SRB 0,4% p/v em ácido acético a 1% por 20 minutos em 

temperatura ambiente. Passado o tempo, as células foram enxaguadas quatro vezes com ácido 

acético a 1%, para retirada do excesso de corante. As placas foram secas a temperatura ambiente 

e o corante ligado foi posteriormente eluído com 150 μL de tampão Tris 10 mM frio (pH 10,5). 

A absorbância foi medida a 540 nm em um leitor de microplacas (Epoch 2 BioTek, EUA). 

Células não tratadas e células expostas à maior concentração de DMSO no meio de cultura 

(0,07%) foram usadas como controle negativo e veículo, respectivamente. Todos os testes 

foram realizados em três experimentos independentes, em triplicata. As absorbâncias das 

células não tratadas foram consideradas como 100% de viabilidade enquanto as tratadas foram 

calculadas a partir da seguinte fórmula: 

Células Viáveis (%) =         Absorbância da amostra             x 100  

                                     Absorbância do controle negativo   

Após constatada a influência do SFB sobre a atividade da FDCM, foram realizados 

novos ensaios de viabilidade celular usando o ensaio SRB, conforme descrito acima. Foram 

testadas células tumorais HeLa, DU145 e MCF7, enquanto PNT2 foi usado como célula não 

tumoral. Testes pilotos foram realizados para determinar as concentrações finais de FDCM (1, 

2, 4, 6 e 8 μg/mL). Células expostas a doxorrubicina (1, 0,5, 0,25, 0,12, 0,06 μg/mL) e DMSO 

(0,03%) foram usadas como controles positivo e veículo, respectivamente, enquanto as células 

não tratadas foram o controle negativo.  
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Após cálculo da porcentagem de células viáveis, os dados obtidos foram utilizados para 

cálculo da IC50 a partir da curva dose resposta, utilizando-se o programa estatístico GraphPad 

Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Calculou-se o índice de seletividade 

tumoral (IS) por meio da razão entre o valor da IC50 da fração sobre a linhagem de células não 

tumorais e o valor da IC50 da fração sobre a linhagem de células neoplásicas: 

 

IS =
𝐼𝐶50 𝑛ã𝑜 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙

𝐼𝐶50 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙
 

 

3.6 DOCAGEM MOLECULAR 

A interação molecular entre cada braquidina (A, B e C) e a albumina sérica bovina 

(BSA) foi investigada por docagem molecular. A análise in silico permitiu explorar a energia 

de ligação livre, ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas entre os flavonóides e a BSA. 

Essas análises foram realizadas usando o AutoDock (AD4) versão 4.2, conforme descrito por 

Ravi e Kannabiran (2016). A estrutura cristalina molecular da BSA (PDB ID: 3v03) foi obtida 

do banco de dados de proteínas do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics. As 

três braquidinas (Bra A, Bra B e Bra C) foram preparadas para as simulações de encaixe usando 

o AutoDock Tools versão 1.5.6 (MORRIS et al. 2009). 

Na molécula de BSA com resolução de 2,7 Å, a cadeia B da estrutura foi removida para 

gerar uma estrutura monomérica. Todos os heteroátomos, cofatores, moléculas de água, ligantes 

naturais (íons cálcio e acetato) e subunidades adicionais foram removidos da estrutura da 

proteína. Posteriormente, os átomos ausentes e os resíduos terminais da cadeia A foram 

reparados, e os átomos de hidrogênio polar e as cargas parciais de Gasteiger foram calculados 

nas estruturas Bra A, Bra B, Bra C e BSA. Os hidrogênios apolares de Bra A, Bra B e Bra C e 

BSA foram posteriormente fundidos. As dimensões da caixa cúbica ao longo dos eixos X, Y e 

Z foram 60 × 60 × 60 Å, respectivamente, com um espaçamento de 0,375 Å entre os pontos da 

grade. O grid box foi centrado no resíduo BSA Trp213, e o algoritmo genético Lamarckiano 

foi escolhido para buscar as melhores conformações, com 100 execuções para cada braquidina. 

As coordenadas iniciais da BSA e as interações dos flavonóides diméricos presentes na DCMF 

foram escolhidas com base no critério da menor conformação de ancoragem do cluster com 

menor energia e inspeção visual. 
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3.7 AVALIAÇÃO DA GENOTOXICIDADE DA FDCM (ENSAIO DO COMETA IN 

VITRO)  

Foi utilizado o ensaio cometa descrito por Singh et al. (1988) com algumas 

modificações. Células DU145, MCF7, HeLa e PNT2 foram semeadas em placas de 24 poços 

em concentração de 1 x 105 células por poço e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 

5% de CO2, por 24 horas. Após este tempo, o meio foi retirado, as células lavadas com PBS 1X 

e em seguida tratadas com três concentrações definidas a partir da IC50 para cada linhagem 

celular (IC50, dobro do IC50 e 50% do IC50), nas condições descritas na tabela 1. Foram testados 

também, em cada ensaio, controle positivo (Doxorrubicina), negativo (sem tratamento) e 

controle de veículo (tratadas com DMSO 0,05%). Antes da realização do ensaio cometa foi 

verificado a viabilidade celular pelo teste de exclusão por azul de tripan.  

Procedimento experimental do teste de exclusão por azul de tripan 

As células foram homogeneizadas com corante azul de tripan a 0,4% na proporção 1:1 

(corante:homogeneizado de células). Essa mistura foi gotejada em uma câmara de Neubauer e 

avaliada sob microscopia ótica, diferenciando e contando as células coradas (mortas) e as não 

coradas (vivas). Foram analisadas 100 células de cada grupo experimental e controle, 

considerou-se o índice mínimo de 70% de células viáveis (TICE et al., 2000). 

Procedimento experimental do ensaio cometa 

Após o período de tratamento, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 1200rpm. 

O sobrenadante foi retirado, retendo-se aproximadamente 100 μL de suspensão celular em cada 

tubo. Um volume de 50μL das suspensões celulares de cada tratamento foi adicionado a 200μL 

de agarose low melting (0,5%) e homogeneizado. Dessa mistura foram retirados 100μL para 

aplicação em lâminas pré-gelificadas com agarose de ponto de fusão normal (1,5%). Em 

seguida, foram cobertas com lamínulas (24x60mm) e mantidas à 4ºC, protegidas da luz, por 10 

minutos. Foram feitas duas lâminas por tratamento. As lamínulas foram cuidadosamente 

retiradas e mergulhadas em solução de lise gelada (1% de Triton-X + 10% de DMSO + solução 

lise estoque: 2,5M NaCl; 100 mM EDTA; 10mM Tris) e mantidas a 4ºC protegidas da luz por 

2 horas.  

Após o processo de lise para rompimento das membranas, as lâminas foram incubadas 

por 20 minutos com o tampão de eletroforese (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH 13) e 

posteriormente foram submetidas à eletroforese horizontal sob voltagem de 25 V e corrente 
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elétrica 300 mA por 30 minutos, em uma cuba contendo o mesmo tampão alcalino. Após a 

eletroforese, as lâminas foram retiradas da cuba e colocadas em uma solução de neutralização 

(Tris/HCl 0,4M pH: 7,5) por 15 minutos. Posteriormente foram deixadas para secar em 

temperatura ambiente. As lâminas secas foram fixadas com etanol absoluto por 5 minutos.  

A coloração foi realizada com 30 μL de brometo de etídio (20 μg/mL) em cada lâmina 

e cobrindo-a com lamínula (24 x 60mm). Estas foram imediatamente analisadas em 

microscópio de fluorescência (BX51/BX52-Olympus; Japão), usando filtro de 516-560 nm e 

barreira de filtro de 590 nm em objetiva de 40X. As células foram classificadas levando-se em 

consideração tanto o tamanho do nucleoide quanto a quantidade de DNA presente na cauda de 

acordo com o tamanho em: 

Classe 0: nenhum dano, ou seja, nucleóides intactos, sem cauda; 

Classe 1: dano pequeno, os nucleóides apresentam um tamanho de cauda inferior ao 

diâmetro da cabeça;  

Classe 2: dano intermediário, os nucleóides apresentam caudas com tamanhos 

equivalentes a uma vez o tamanho do diâmetro da cabeça; 

Classe 3: dano elevado, os nucleóides apresentam caudas com tamanho equivalente a 

duas vezes o diâmetro da cabeça; 

Classe 4: dano máximo. 

Duzentos nucleoides foram analisados e as pontuações de danos foram calculadas 

multiplicando o número de nucleoides em cada classe pelo respectivo valor de classe, usando a 

equação:  

𝐸𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
[(0 × 𝑛0) + (1 × 𝑛1) + (2 × 𝑛2) + (3 × 𝑛3) + (4 × 𝑛4)]

𝑁
 

onde n é o valor de cada classe de nucleoide e N é o número total de células. 

3.8 ENSAIO CLONOGÊNICO  

Para avaliar a capacidade da FDCM inibir a formação de colônias foi utilizado o ensaio 

clonogênico. O protocolo utilizado para o teste segue as orientações de Franken (2006), com 

algumas modificações. 

Para este ensaio as células foram cultivadas em placas de 6 poços, na concentração de 

500 células/poço e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas. 
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Após 24 horas, as células foram lavadas com PBS 1X, em seguida tratadas com três 

concentrações diferentes de FDCM (IC50, ½ IC50 e 2X IC50) durantes 48 horas, sob as condições 

descritas na tabela 1. Posteriormente o meio de cultura foi removido e as células lavadas com 

PBS 1X e ressuspensas em 2 mL de meio de cultura fresco. As placas de cultura foram mantidas 

a 37°C por sete dias, permitindo que as células viáveis crescessem em colônias macroscópicas. 

Após esse período, o meio foi removido, as células lavadas com PBS 1X e fixadas com uma 

solução de metanol:ácido acético:água (1:1:8) por 30 minutos. Posteriormente, as células foram 

coradas com cristal violeta (0,5% p/v) durante 20 minutos. Em seguida foram feitas 3-5 

lavagens com água corrente para remoção do excesso de corante, sendo deixadas em 

temperatura ambiente para secagem total. As células tratadas com doxorrubicina e as células 

não tratadas foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente. Todos os 

testes foram realizados em três experimentos independentes, em duplicata. O número de 

colônias foi quantificado usando um estereomicroscópio (Zeiss; Alemanha), sendo 

contabilizadas apenas colônias com mais de 50 células. A porcentagem de colônias foi 

calculada como uma razão entre o número de colônias derivadas de células tratadas e aquelas 

do controle negativo, multiplicado por 100.  

Nº de colônias =   nº de colônias após o tratamento   

        nº de colônias do controle negativo 

 

3.9 ENSAIO WOUND HEALING 

 Considerando que a FDCM reduziu a viabilidade celular e a formação de colônias em 

todas as linhagens tumorais, os ensaios de migração celular e a análise por MFA foram 

realizados utilizando apenas DU145 como linhagem tumoral, uma vez que a linhagem celular 

não tumoral (PNT2) também é derivada de tecido prostático. 

 Foi utilizado o ensaio de wound healing descrito por(LIANG; PARK; GUAN, 2007), com 

modificações. Células DU 145 e PNT2 foram cultivadas em placas de 48 poços a 1 × 105 

células/poço e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas, para 

permitir que as células se fixassem e formassem uma monocamada. Passado o tempo, riscos 

retos foram feitos na monocamada celular usando ponta de pipeta de 200 µl. O meio de cultura 

foi removido e as células lavadas com PBS 1X para remover os resíduos celulares. Em seguida 

as células foram tratadas com 1,25 e 2,5 µg/mL da FDCM e mantidas sob as condições descritas 

na tabela 1. As lacunas das fendas foram fotografadas nos intervalos de 0 e 24 horas, usando 

um microscópio invertido Axiovert 200M (Zeiss; Alemanha). A área de fechamento das células 



48 

 

foi medida usando o software ZEN Lite/Blue usando a fórmula abaixo: 

% 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑐ℎ𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑎 𝑓𝑒𝑛𝑑𝑎 =
𝐴0 − 𝐴𝑡

𝐴0
× 100 

onde 0 é a área inicial e t a área após o tempo de incubação (YUE et al. 2010). Células tratadas 

com doxorrubicina e células não tratadas foram usadas como controles positivo e negativo, 

respectivamente. Todos os testes foram realizados em três experimentos independentes, em 

triplicata. 

3.10  MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (MFA) 

Neste ensaio as células DU 145 e PNT2 foram cultivadas em placas de 24 poços, na 

concentração de  3x104 células/poço e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, 

por 24 horas.. Lamínulas redondas de vidro com diâmetro de 13mm foram previamente 

adicionadas aos poços para servirem como superfície de fixação das células. Após 24 horas, as 

células foram tratadas com a FDCM nas concentrações de 1,25 e 2,5 µg/mL durante 48 horas. 

Após o período de incubação, o meio foi descartado, as lamínulas contendo as células foram 

coletadas e lavadas três vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram fixadas com solução 

de formaldeído 4% por um período de 30 minutos. A solução fixadora foi removida e as células 

novamente lavadas duas vezes com PBS 1X e secas ao ar para posterior aquisição de imagens 

e análise ultraestrutural em microscópio de força atômica.  

A captura de imagens foi realizada usando lamínulas circulares contendo as células, que 

foram fixadas no porta-amostras magnético MFA e analisadas por um MFA Multimode 8 

(Bruker, CA, EUA) no modo PeakForce Quantitative Nanomechanics (QNM). Sondas 

Scanasyst Air, com constante de mola nominal cantilever de 0,4 N/m e rádio de ponta de 2 nm, 

foram usadas em todas as medições. Toda a aquisição de dados foi feita em condições 

ambientais (23°C e 44% de umidade). As imagens topográficas foram adquiridas com pelo 

menos nove células diferentes para cada grupo amostral (controle e tratamento). Para analisar 

a nanoestrutura das células, a rugosidade quadrática média (Rq) foi calculada nas varreduras de 

5 µm obtidas na região central do núcleo celular, conforme a equação abaixo (Dufrêne et al. 

2017): 

𝑅𝑞 = √
1

𝑁
∑ 𝑧𝑖

2𝑁
𝑖=1 ,  

onde N é o número de pixels e z é a altura de cada pixel. 
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Foram avaliadas as características morfológicas da superficie da membrana  nuclear e a 

rugosidade. 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Testes de normalidade foram adotados para determinar se os dados estavam 

normalmente distribuídos antes da aplicação dos testes estatísticos. Os dados paramétricos 

foram avaliados por meio de análise de variância unidirecional seguida do teste de comparações 

múltiplas post hoc de Tukey. No caso dos dados não paramétricos, foi utilizado o teste de 

Kruskal-Wallis, seguido de Dunn como pós-teste. O teste não paramétrico de Spearman foi 

utilizado para verificar a correlação entre formação de colônias, taxa de migração e rugosidade. 

Uma curva de regressão não linear foi usada para medir os dados de viabilidade obtidos do 

ensaio SRB de uma maneira dependente da dose. Os resultados foram expressos em média ± 

desvio padrão. Em todos os casos, os valores foram estatisticamente significantes quando p < 

0,05. As análises estatísticas e os gráficos foram gerados utilizando o programa Prism® do 

GraphPad versão 6.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). 

4. RESULTADOS 

4.1 SFB AFETA A CITOTOXICIDADE FDCM 

A viabilidade das células MCF7 e HeLa variou de acordo com a proporção de SFB no 

meio de cultura celular (Figura 8).  O tratamento com 5 μg/mL da FDCM reduziu a viabilidade 

celular em aproximadamente 12 vezes em meio contendo 1% de SFB, em comparação com 

células mantidas em concentrações mais altas de SFB, para as duas linhagens (Figuras 8B e 

8F). Quando ambas as células tumorais foram tratadas com uma concentração mais alta da 

FDCM (10 μg/mL), a viabilidade celular foi reduzida em meio com 1 e 5% de SFB, mas não 

em 10% (Figura 8C e 8G). Quando expostas a 20 μg/mL, houve uma diminuição substancial 

na viabilidade celular em ambas as linhagens, independentemente da concentração do soro 

(Figura 8D e 8H), contrastando com o tratamento com a menor concentração de FDCM, na qual 

não houve efeito significativo (Figuras 8A e 8E). 
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Figura 8 - Viabilidade de células tumorais tratadas com FDCM (1, 5, 10 e 20 μg/mL) por 48 

horas em meio de cultura suplementado com SFB (1, 5 e 10%).  

 

Legenda - HeLa: câncer do colo do útero. MCF7: carcinoma de mama. FDCM: fração de 

diclorometânica. CV: controle de veículos. ns: não significativo. Cada valor representa a média ± DP de 

três experimentos independentes realizados em duplicata usando o ensaio de sulforrodamina B. Letras 

diferentes ou um asterisco indicam diferenças significativas (p < 0,05) por ANOVA seguido de pós-

teste de Dunn. 

4.2 DOCAGEM MOLECULAR 

O estudo de docagem molecular revelou uma forte interação entre os flavonóides 

diméricos e os resíduos de aminoácidos no sítio ativo Trp-213 da cadeia BSA. Todos os 
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compostos apresentaram altos parâmetros de afinidade com a estrutura da proteína. As 

braquidinas A e C foram as moléculas que exibiram as interações mais favoráveis, com valores 

de energia de ligação livre de -7,9 e -7,92 kcal/mol e constantes de inibição de 1,62 e 1,57 µM, 

respectivamente (Tabela 2). Além disso, os resultados de interações da Bra A foi superior a Bra 

B e Bra C, que inclui duas ligações de hidrogênio com resíduos Pro338 e Val292. As 

conformações espaciais podem ser vistas na Figura 9. 

 

Tabela 2 - Análise da docagem molecular entre cada braquidina (A, B e C) e BSA. 

Ligante/ 

receptor 

∆Gbind 

(Kcal/mol) 

 Ki 

(µM) 

Ligações de 

hidrogênio 

Interações hidrofóbicas 

Bra A – 

BSA 

-7,9 1,62 Pro338, 

Val292 

Arg198, Arg217, Arg194, Ala290, 

Glu291, Lys221, Lys294, Trp213, 

Gln220, Val342, Asp450, Ala341, 

Pro446, Glu339 

Bra B – 

BSA 

-7,37 3,94 Val292 Glu291, Ala290, Lys221, Glu339, 

Pro336, Arg194, Gln220, Arg217, 

Arg198, Asp450, Ala341, Val342, 

Trp213 

Bra C – 

BSA 

-7,92 1,57 Val292 Glu291, Ala290, Lis294, Arg194, 

Lys221, Arg217, Arg198, Pro446, 

Asp450, Pro338, Gln220, Trp213, 

Ala341, Val342, Tyr340 

Legenda - Bra: braquidina; BSA: albumina bovina sérica; ∆Gbind: energia de ligação; Ki: constante de 

inibição. 
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Figura 9 - Interação tridimensional entre cada flavonóide dimérico (braquidina A, braquidina 

B e braquidina C) e BSA.  

 

 

 

Legenda - BSA: albumina sérica bovina. Braquidina A é destacada em azul (A e B); Braquidina B em 

cinza (C e D); braquidina C em amarelo (E e F). A representação molecular de braquidina/BSA foi 

gerada usando o software UCSF Chimera. 

 

4.3  FDCM APRESENTA ATIVIDADE ANTITUMORAL 

Baseado nos resultados descritos acima foi estabelecido como o protocolo padrão meio 

de cultura com 1% de SFB para análise da viabilidade celular. A Figura 10 (A-D) apresenta a 
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IC50 para cada linhagem de células tumorais (2,77, 2,46 e 2,51 µg/mL para MCF7, HeLa e 

DU145, respectivamente), bem como para células não tumorais (4,08 µg/mL). A FDCM foi 

eficaz contra células tumorais, com IS ≥ 1,48. O IS observado para células HeLa foi três vezes 

maior quando as mesmas células foram tratadas com doxorrubicina. 

4.4 FDCM NÃO CAUSA DANOS NO DNA 

A análise genotóxica das células tumorais e não tumorais tratadas com FDCM (½ IC50, IC50 e 

o dobro do IC50) por 3 horas (dados não mostrados) e 24 horas (Figura 10 E-H) demonstrou que 

FDCM não causa danos ao DNA, nas condições experimentais usadas neste estudo.  
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Figura 10. Viabilidade celular e escore de danos ao DNA observadas em células da próstata 

tratadas com FDCM.  

 

Legnda - (A D) Curvas de viabilidade dose-resposta para células não tumorais e tumorais tratadas com 

FDCM por 48 horas. (E–H) Escores de danos ao DNA em células não tumorais e tumorais tratadas com 

FDCM por 24 horas. PNT2: linhagem celular não tumorogênica da próstata; MCF7: linhagem celular 

de câncer de mama; HeLa: linhagem celular de câncer do colo do útero; DU145: linhagem celular de 

câncer de próstata; FDCM: fração de diclorometânica; Dox: doxorrubicina; CN: controle negativo; IS: 

índice de seletividade. A linha tracejada indica a metade da concentração inibitória máxima (IC50). Os 

valores são a média ± SD de três experimentos independentes. Letras diferentes indicam diferenças 

significativas (p < 0,05) pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Nota: Os valores de IC50 de 

doxorrubicina foram 0,09 ± 0,02 (IS = 2,33), 0,13 ± 0,05 (IS = 1,61), 0,4 ± 0,001 (IS = 0,5) e 0,21 ± 

0,02 μg/mL para DU145, MCF7, HeLa e PNT2, respectivamente. 
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4.5  FDCM REDUZ A FORMAÇÃO DE COLÔNIAS DE CÉLULAS  

Os resultados mostraram que a FDCM inibiu significativamente o número de colônias 

das células, de modo dependente da concentração (r = -0,944, p <0,05). Quando as células HeLa 

e MCF7 foram tratadas com IC50 (2,77 e 2,46 µg/mL, respectivamente), elas foram quase 

completamente inibidas, enquanto, em concentrações mais baixas, diminuíram 25% e 16,4%, 

respectivamente. Além disso, 2,5 µg/mL e 1,25 µg/mL inibiram significativamente a formação 

de colônias DU145 em 87,3 e 39,2%, respectivamente. Já PNT2 apresentou redução de apenas 

44% a 2,5 µg/mL e um aumento de 92% a 1,25 µg/mL (Figura 11A e B). Vale ressaltar que não 

houve formação de colônias quando todas as linhagens celulares foram tratadas com a maior 

concentração de FDCM ou doxorrubicina. 

 

4.6  FDCM REDUZ A MIGRAÇÃO DE CÉLULAS TUMORAIS 

Considerando que a FDCM reduziu a viabilidade celular e a formação de colônias em 

todas as linhagens tumorais, realizamos ensaios de migração e MFA utilizando apenas DU145, 

uma vez que a linhagem celular não tumoral também é derivada de tecido prostático (PNT2).  

Ao tratar células tumorais com  1,25 e 2,5 µg/mL da FDCM, constatamos uma inibição 

nas áreas de fechamento de 20,9% e 32,6%, respectivamente em comparação com o controle 

de células sem tratamento. Sendo essa redução da motilidade celular concentração-dependente 

(r = -0,751, p < 0,05). Em contraste, não foi observado nenhum efeito nas células não tumorais 

(Figura 11C-D) . Todos os testes foram realizados em três experimentos independentes, em 

triplicata.   
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Figura 11. Formação de colônias e migração celular em linhagens celulares tumorais e não 

tumorais de próstata tratadas com FDCM. 

 

Legenda - (A) Imagens representativas de um ensaio de formação de colônias em células tumorais e não 

tumorais da próstata com e sem tratamento com FDCM e (B) a respectiva análise quantitativa. (C) 

Imagens representativas das lacunas observadas em 0 e 24 horas nas células tumorais da próstata com e 

sem tratamento com FDCM, usando ensaio wound healing e (D) a análise quantitativa das células da 

próstata. FDCM: fração de diclorometânica. CN: controle negativo. PNT2: linhagem celular não tumoral 

de próstata. DU145: linhagem celular de câncer de próstata. Os experimentos foram realizados três vezes 

em duplicata. Letras diferentes significam que há diferença pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey 

p < 0,05). 

4.7  FDCM INDUZ ALTERAÇÕES ULTRAESTRUTURAIS EM CÉLULAS TUMORAIS 

Células de próstatas tratadas com a FDCM mostraram alterações morfológicas de 

acordo com a concentração (Figura 12A, células tumorais nas imagens a-f e células não 

tumorais nas imagens g-m). As alterações ultraestruturais (buracos) nas superfícies da 

membrana nuclear das células DU145 foram observadas nos tratamentos com 1,25 e 2,5 µg/mL 

(e-f). Curiosamente, PNT2 tratadas com as mesmas concentrações de FDCM apresentaram 

menos alterações (imagens l-m). As cores da escala marrom nas imagens representam diferentes 
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alturas, com claro e escuro denotando a topografia superior e inferior, demonstrando que as 

diferenças na altura da membrana aumentam com a concentração de FDCM. 

Posteriormente, realizamos uma análise quantitativa da rugosidade da célula calculando 

a rugosidade média quadrática (Rq) da superfície da membrana para medir a nanoestrutura da 

membrana nuclear. A rugosidade da superfície é estimada a partir dos desvios do perfil do valor 

z bidimensional medido de uma superfície ideal (Antonio et al. 2012). Células DU145 não 

tratadas apresentaram rugosidade de 7,9 ± 0,43 nm, enquanto as tratadas com FDCM 1,25 e 2,5 

µg/mL apresentaram rugosidade de 11,6 ± 1,42 nm e 15,37 ± 3,9 nm, respectivamente, com 

correlação positiva entre a concentração de FDCM e a rugosidade da célula tumoral (r= 0,857, 

p < 0,05). Para PNT2, por outro lado, a rugosidade celular aumentou apenas na concentração 

mais alta (2,5 µg/mL), resultando em um Rq igual a 10,78 ± 2,23 nm (Figura 12B). 

 

Figura 12 - Imagens de microscopia de força atômica da superfície da membrana nuclear de 

células prostáticas com e sem tratamento com FDCM e a análise quantitativa da rugosidade 

celular.   
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Legenda - (A) Imagens de MFA de células da próstata mostrando alterações morfológicas de acordo 

com a concentração de FDCM. (a–c): morfologia das células tumorais e (d–f): imagens da ultraestrutura 

da membrana (5 µm x 5 µm) na região celular correspondente indicada pelo quadro verde. (g–i): 

morfologia de células não tumorais e (j–m): imagens da ultraestrutura de membrana (5 µm x 5 µm) na 

região celular correspondente indicada pelo quadro verde. A seta azul indica os orifícios na superfície 

da membrana. (B): análise quantitativa da rugosidade celular. PNT2: linhagem celular não tumoral da 

próstata. DU145: linhagem celular de câncer de próstata. CN: controle negativo. Letras diferentes 

significam que há diferença pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey p < 0,05. 

A formação de colônias, a taxa de migração e a rugosidade foram avaliadas pelo teste 

não paramétrico de Spearman. Os resultados mostraram uma correlação positiva entre a 

migração e a capacidade de formação de colônias das células tumorais (r = 0,692, p < 0,05). 

Por outro lado, migração e rugosidade foram negativamente correlacionadas (r = -0,608, p < 

0,05). Da mesma forma, a formação de colônias e rugosidade apresentaram correlação inversa 

(r = -0,806, p < 0,05). Esses achados sugerem que o FDCM tem um efeito antitumoral 

dependente da concentração (Figura 13). 

 

Figura 13 - Gráficos de dispersão 3D entre migração, formação de colônias e rugosidade de 

acordo com os tipos de células. Os pontos verdes indicam a linhagem celular não tumoral da 

próstata e os pontos vermelhos indicam a linhagem celular tumoral da próstata. 

5 DISCUSSÃO 

A quimioterapia permanece sendo o tratamento oncológico mais utilizado, apesar de 

sua alta toxicidade. Nesse contexto, há uma contínua busca por promissores novos agentes 

anticancerígenos com maior eficácia e menores efeitos colaterais (CHOUDHARI et al., 2020; 

SIDDIQUI et al., 2022). Considerando esses aspectos, investigamos os efeitos biológicos do 

FDCM (contendo três flavonóides diméricos) em linhagens de células tumorais. Ressalta-se 
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que o desenvolvimento de um protocolo robusto é fundamental para evitar resultados falso-

negativos ou falso-positivos em ensaios in vitro, que são causados principalmente pela interação 

droga-componente meio. Por exemplo, Ribéreau-Gayon et al. (1995), Knöpfl-Sidler et al. 

(2005), e Faheina-Martins et al. (2011) relataram o efeito do SFB na atividade citotóxica de 

extratos vegetais. Estudos recentes atribuíram menor citotoxicidade de flavonóides (FUJII et 

al., 2019) e saponinas (LIN, YINGJIA et al., 2017) à sua interação com a albumina no SFB. 

Assim, determinamos as condições ideais para realizar todos os ensaios no presente estudo. Os 

resultados mostraram que o SFB inibe a atividade citotóxica do FDCM em células tumorais de 

maneira dependente da concentração. Confirmamos uma forte interação entre os três 

flavonóides diméricos incomuns e BSA usando docagem molecular, sugerindo que a redução 

da citotoxicidade pode ser devido à afinidade estrutural da BSA pelos flavonóides, 

potencialmente reduzindo sua disponibilidade. Com bases nesses dados, realizamos todos os 

ensaios experimentais in vitro (citotoxicidade, genotoxicidade, reprodução celular e migração 

celular) utilizando células mantidas em meio de cultura suplementado com 1% de SFB. 

Em relação à citotoxicidade, o FDCM reduziu significativamente a viabilidade das 

células tumorais, corroborando estudos anteriores em que a atividade antitumoral foi 

demonstrada para extratos (SERPELONI et al., 2020) e para cada uma das três braquidinas 

separadamente (DE OLIVEIRA et al., 2021; NUNES et al., 2020). Recentemente, de Lima et 

al. (2022) descreveram essa capacidade também em braquidinas glicosiladas. Em nosso estudo, 

o FDCM contendo as três braquidinas apresentou atividade antitumoral com menor IC50, 

sugerindo um efeito sinérgico desses flavonóides raros. 

A FDCM também reduziu em quase 90% a formação de colônias tumorais de próstata 

de forma concentração-dependente, reforçando sua capacidade de controlar a proliferação 

celular e, consequentemente, a progressão tumoral. Da mesma forma, de Oliveira et al. (2021) 

e Lima et al. (2022) também relataram o efeito antiproliferativo das braquidinas, mas avaliaram 

as braquidinas separadamente e por um período mais prolongado. Curiosamente, a menor 

concentração de FDCM aumentou significativamente a proliferação de células PNT2, enquanto 

a maior concentração a diminuiu. Várias substâncias apresentam efeitos farmacológicos dose-

dependentes ambíguos, sendo que doses baixas têm efeito estimulador e altas doses têm efeito 

tóxico, fenômeno conhecido como dose-resposta bifásica ou hormese (CALABRESE; 

BALDWIN, 2002). Futuras pesquisas devem desenvolvidas para elucidar esse fenômeno, 

observado nas células normais expostas a FDCM. 

A metástase é uma das principais causas de morte relacionada ao câncer, sendo a 

migração de células tumorais o passo inicial no processo metastático (WU, JIA-SHUN et al., 

2021). Assim, na busca por drogas antineoplásicas, é desejável que drogas potenciais tenham 
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atividade anti-invasão e anti-metastática (STEEG, THEODORESCU, 2008). Deste modo 

avaliamos a motilidade celular para determinar a taxa de migração, usando o ensaio wound 

healing (KABAŁA-DZIK et al., 2017). Nossos dados mostraram que FDCM inibiu 

significativamente a migração de DU145, sem efeito em células não tumorais, corroborando 

Lima et al. (2022), que obteve resultados semelhantes avaliando braquidinas glicosiladas. 

Portanto, a FDCM é promissora, pois possui três propriedades antitumorais críticas, ou seja, 

capacidades citotóxicas, antiproliferativas e antimigratórias, com seletividade contra células 

tumorais (IS> 1,6). Além disso, como não é necessário o processo de isolamento, a FDCM 

apresenta menores custos de fabricação. 

Considerando que vários agentes antitumorais podem atuar induzindo danos ao DNA 

(GUROVA, 2009; REUVERS; KANAAR; NONNEKENS, 2020), também investigamos se 

este seria um possível mecanismo envolvido na atividade antitumoral da FDCM. Nosso 

principal objetivo foi determinar a capacidade da FDCM de causar danos ao DNA em 

concentrações definidas nos ensaios citotóxicos (IC50). Testamos três concentrações (IC50, ½ 

IC50 e 2 x IC50) dentro de 3 e 24 horas de tratamento. Nossos resultados estão de acordo com 

outros autores que avaliaram o potencial genotóxico ou mutagênico das braquidinas. Resende 

et al. (2017) relataram que a FDCM não causou mutações em bactérias, enquanto Nunes et al. 

(2020) testaram cada braquidina individualmente e não detectaram genotoxicidade. Os 

quimioterápicos indutores de danos ao DNA mantêm uma posição de destaque entre as 

estratégias utilizadas no tratamento do câncer. No entanto, geralmente são pouco seletivos, 

causando uma variedade de efeitos adversos, incluindo um risco aumentado de câncer 

secundário (REUVERS; KANAAR; NONNEKENS, 2020; WANG, XUAN; ZHANG; CHEN, 

2019). Assim, agentes antitumorais que não causem danos ao DNA são de grande interesse, 

uma vez que a maioria dos efeitos colaterais será reduzida (GUROVA, 2009). 

Finalmente, usamos o MFA para demonstrar pela primeira vez, até onde sabemos, o 

impacto ultraestrutural dos efeitos antitumorais da FDCM em células de câncer de próstata. 

MFA é uma poderosa ferramenta na técnica de imagem que permite a investigação em escala 

nanométrica de células e moléculas (DUFRÊNE et al., 2017; PILLET et al., 2014) e sondar 

danos induzidos por drogas à morfologia celular (LEKKA; LAIDLER, 2009; WANG, JINYI 

et al., 2009). Nossa análise revelou um aumento no número de buracos e rugosidade a 

membrana celular, principalmente em células tumorais, de forma concentração-dependente, 

corroborando com os efeitos de citotoxicidade, clonogenicidade e migração observados em 

células tratadas com FDCM. Estudos anteriores demonstraram que flavonóides podem interagir 

com membranas celulares penetrando seus espaços hidrofóbicos ou interfásicos, reorganizando 

os elementos da membrana envolvidos na transmissão de sinais, regulação do metabolismo ou 
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outras funções biológicas (MANDIĆ et al., 2019; ESCRIBÁ et al., 2015; TSUCHIYA, 2010, 

2015). 

A rugosidade da membrana celular reflete a presença de macromoléculas e seus diversos 

estados agregados e alterações nessas estruturas causadas pela lesão celular (YEOW; TABOR; 

GARNIER, 2017). Notavelmente, existem diferenças entre os componentes das membranas das 

células tumorais e os das células normais, possibilitando parâmetros de rugosidade para 

diagnóstico e avaliação de estratégias de terapia antitumoral (TAN et al., 2017; WANG, JINYI 

et al., 2009b). Alterações na rugosidade da membrana foram descritas em células tumorais 

(WANG, YUHUA et al., 2016), eritrócitos (BUYS et al., 2013) e fibroblastos (CHANG, 

CHAO-HUNG; LEE; LEE, 2017), que foram associados com anormalidades do citoesqueleto. 

Recentemente, estudos demonstraram uma associação entre migração, invasão e formação de 

colônias com alterações no citoesqueleto de actina em células tumorais tratadas com cisplatina 

(RAUDENSKA et al. 2019), equinomicina (Chen et al. 2020) e óxido de grafeno (WANG, 

JING et al., 2020). Considerando a redução da migração e formação de colônias e a maior 

rugosidade nas células tumorais tratadas com FDCM, sugerimos que a atividade antitumoral 

pode estar relacionada a alterações nas proteínas do citoesqueleto. No entanto, mais 

investigações são necessárias para melhor elucidar o mecanismo subjacente à atividade 

antitumoral da FDCM. 

Nas condições experimentais deste estudo, concluímos que a FDCM isolada de raízes 

de A. brachypoda reduz a viabilidade das células tumorais sem causar danos ao DNA. Além 

disso, a FDCM inibe a proliferação e migração de células tumorais, cujas membranas 

apresentam alterações ultraestruturais dependentes da concentração. Esses resultados sugerem 

que a FDCM pode ser um agente anticancerígeno promissor com menor toxicidade para células 

normais. 

 

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram o potencial antitumoral da 

FDCM, composta de braquidinas A, B e C, extraída da raiz de A. brachypoda. Nossos resultados 

mostraram uma significante redução na viabilidade das células tumorais humanas DU145, 

MCF7 e HeLa, sem causar danos ao DNA, redução na capacidade de formação colônias e sua 

capacidade de migrar em células DU145. Além disso a MFA revelou alterações na 

ultraestrutura das superfícies da membrana nuclear tumoral, indicando que os flavonoides 

presentes na FDCM possivelmente atuam por meio da interação com marcadores tumorais 

específicos na membrana.  
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Deste modo, nossos achados são promissores no que diz respeito a utilização deste 

produto natural para a formulação de fármacos que combatam o câncer, uma vez que apresentou 

atividade em baixa concentração (IC50), em diferentes linhagens tumorais, sem causar danos ao 

DNA. Ressaltamos também o possível menor custo de produção comercial deste potencial 

antitumoral uma vez que não há necessidade de isolamento de compostos específicos presentes 

na fração diclorometânica.   
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