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RESUMO 

 
O câncer de mama e o câncer de colo de útero são dois grandes problemas de 

saúde pública no mundo. Apesar do aumento de diagnósticos de câncer, os 

tratamentos medicamentosos disponíveis têm eficácia variável, possibilidade de 

recidiva e muitos efeitos colaterais. Considerando a importância das plantas como 

fontes de novos fármacos, é importante a busca de compostos ativos derivados 

de plantas como protótipos para novas terapias anticâncer. Baccharis trimera 

(Less.) DC. (Asteraceae), popularmente conhecida como "carqueja", é 

amplamente utilizada na medicina popular para problemas digestivos e hepáticos. 

Em relação à sua composição química é relatada a presença de flavonas, 

flavonóis e diterpenos. Os estudos farmacológicos demonstraram diversas 

atividades como anti-inflamatória e antioxidante. Considerando a importante 

atividade biológica apresentada por B. trimera, foi realizado um fracionamento 

bioguiado dessa planta, e seus extratos foram avaliados para a atividade 

antitumoral. O método analítico desenvolvido por CLAE para a quantificação de 

rutina e quercetina na fração de compostos fenólicos de B. trimera mostrou ser 

exato, preciso e específico. A fração de terpenóides e de compostos fenólicos de 

B. trimera demonstraram um efeito anti-proliferativo dose-dependente nas 

linhagens celulares SiHa e MCF7 após o tratamento por 24 horas pelo ensaio 

MTT. Esses resultados foram confirmados pela contagem de células, ensaio 

clonogênico e teste de wound healing na linhagem SiHa, além da avaliação da 

atividade da enzima LDH. Esses resultados, tanto quanto sabemos, são relatados 

pela primeira vez. Com base nesses resultados, pode-se inferir um efeito 

importante na indução de morte celular de B. trimera em linhagens de células de 

câncer de mama e de colo do útero. Esses estudos necessitam ser continuados 

para esclarecer os mecanismos relacionados com a ação farmacológica desses 

extratos, ajudando na busca de novos protótipos com atividade antitumoral.  

Partes desta tese foram suprimidas (páginas 27 a 127) em função de não terem 

sido publicadas.  

 
Palavras-chaves: Baccharis trimera, CLAE, atividade antioxidante, câncer de colo 
de útero, SiHa, câncer de mama, MCF-7, atividade antiproliferativa.  
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ABSTRACT 

 
PHYTOCHEMICAL STUDIES AND EVALUATION OF Baccharis trimera IN PROLIFERATION 

AND CELL DEATH IN HUMAN STRAINS OF CERVICAL CARCINOMA AND BREAST CANCER 

 
 

Breast cancer and cervical cancer are a major public health problem worldwide. 

Despite the increasing cancer rates and treatment costs, the available drug 

treatments have variable efficacy, possibility of recurrence and many side effects. 

Considering the importance of plants as sources of new drugs, it is necessary to 

search for active compounds derived from plants as prototypes to new anticancer 

therapies. Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae), popularly known as 

“carqueja”, is widely used in folk medicine for digestive and liver diseases. In 

relation to its chemical composition it is reported the presence of flavones, 

flavonols and diterpenes. Pharmacological studies demonstrated several activities 

as anti-inflammatory and antioxidant. Considering the potential biological activity of 

B. trimera it was conducted a bioactivity-guided fractionation of the plant which 

extracts were evaluated to antitumor activity. The developed HPLC analytical 

method was accurate, precise and specific to the quantification of rutin and 

quercetin in B. trimera phenolic fraction. B. trimera crude ethanol extract and the 

fractions dichloromethane, butanol, ethyl acetate, aqueous terpenoids and 

phenolic compounds showed an anti-proliferative effect in a dose-dependent in the 

cell lines SiHa and MCF7 after treatment for 24 hours by MTT assay. These 

results were confirmed by cell counts, clonogenic assay and wound healing test in 

the cell line SiHa, moreover activity of the enzyme LDH was measured. These 

results, as far as we know, are reported for the first time. Based on these results, 

we demonstrated a significant effect on cell death induction of B. trimera in breast 

and cervical cancer cell lines. These studies need continuity to understand the 

mechanisms related to the pharmacological action of these extracts, thus helping 

in the search for new prototypes with antitumoral activity. Parts of this work were 

suppressed (pages 27-127) because they have not been published. 

 
 

Keywords: Baccharis triemra, HPLC, antioxidant, cervical cancer, SiHa, breast 
cancer, MCF-7, antiproliferation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Baccharis trimera (Less.) A.P. de Candolle, popularmente conhecida como 

carqueja, é amplamente empregada na forma de chás pela população no Brasil 

para problemas hepáticos, digestivos e como anti-inflamatórios e em muitos 

fitoterápicos para desordens gastrintestinais na forma de solução oral e cápsulas 

(PADUA et al., 2010; ANVISA, 2012). Em sua composição química destaca-se 

maior acúmulo de flavonas, flavonóis e de diterpenos labdanos e clerodanos 

(VERDI et al., 2005).  

Estudos têm demonstrado que os flavonóides induzem apoptose em 

células tumorais (PRIYADARSINI et al., 2010; SHEN et al., 2012). Quercetina, um 

dos flavonóides já isolados para B. trimera, demonstrou induzir apoptose através 

da geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), além de apresentar 

atividade antioxidante, anti-inflamatória e antitumoral em diferentes linhagens 

celulares (SHEN et al., 2012). 

Diversos estudos vêm sendo realizados com B. trimera, e várias atividades 

biológicas têm sido descritas, tais como, atividades anti-inflamatória e 

antimicrobiana, bem como analgésica, antidiabética, anti-hepatotóxica, atividade 

antimutagênica e mutagênica e efeito relaxante muscular (SOICKE & LENG-

PESCHLOW, 1987; GENÉ et al., 1992, 1996; TORRES et al., 2000; De OLIVEIRA 

et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; BETONI et al, 2006). Entretanto, não existem, 

até o momento na literatura, ensaios que avaliem a proliferação e morte celular 

para esta espécie em células tumorais.  

A atividade anti-inflamatória, assim como a atividade antioxidante pode 

estar relacionada à atividade antitumoral e quimiopreventiva, uma vez que o 

estresse oxidativo, ou seja, a produção de radicais livres pode causar dano ao 

DNA, provocando assim, mutações progressivas que podem contribuir para 

desenvolvimento tumoral (GERHÄUSER et al., 2003).  

Estudos anteriores de nosso laboratório demonstraram que as frações 

extraídas das partes aéreas de B. trimera, apresentam atividade anti-inflamatória, 

in vivo, utilizando modelo de pleurisia em ratos, induzida por carragenina e a 

fração de compostos fenólicos apresentou atividade antioxidante semelhante aos 
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efeitos da vitamina C e dos flavonóides quercetina e luteolina, in vitro, avaliado 

através do ensaio espectrofotométrico com DPPH (OLIVEIRA et al., 2012). 

Neste sentido, é necessária a realização de estudos fitoquímicos 

monitorados por ensaios biológicos para descoberta de ativos produzidos por 

plantas para impulsionar o desenvolvimento de novos medicamentos de uso 

humano visando sua utilização na terapêutica. Desta forma, os testes com 

culturas celulares podem ser utilizados com sucesso, pois são reprodutíveis, 

rápidos, sensíveis e financeiramente acessíveis para a execução de ensaios 

biológicos.  

Considerando os relatos da atividade antiproliferativa para espécies de 

Baccharis (KUPCHAN, et al., 1977; FULLAS et al., 1994; MONGELLI et al., 2000; 

RODRIGO et al., 2010) e considerando que o câncer de colo de útero e o câncer 

de mama feminina são importantes problemas de saúde pública no mundo, o 

objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o efeito do extrato bruto 

hidroetanólico e das frações de B. trimera, na morte e proliferação celular, em 

culturas de células tumorais de câncer de colo de útero e de mama. 

Através da realização destes ensaios biológicos, pretendemos 

complementar os estudos sobre as atividades farmacológicas de B. trimera 

contribuindo desta forma, na busca de novos fármacos que possam auxiliar no 

tratamento destas patologias. 
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2. OBJETIVOS 
 

 

 Análise química por cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato 

bruto hidroetanólico e das frações de B. trimera 

 Determinar a quantificação de fenólicos totais das frações de B. trimera  

 Validar a metodologia de quantificação dos flavonóides rutina e quercetina 

na amostra da fração de compostos fenólicos de B. trimera por CLAE e 

Espectroscopia de Massas 

 Avaliar a atividade antioxidante in vitro das frações de B. trimera pelo 

ensaio com DPPH  

 Identificar o grupo de substâncias (fração) que apresentam compostos 

mais bioativos pelo ensaio de Letalidade com Artemia salina 

 Avaliar a proliferação e morte celular em linhagens de células de câncer 

cervical e de mama após tratamento com o extrato bruto hidroetanólico e 

frações de B. trimera.  
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 A revisão bibliográfica está focada em B. trimera. No entanto, também será 

dada ênfase nos trabalhos já publicados pelo nosso grupo de pesquisa com 

outras espécies de Baccharis. 

 

3.1. ASPECTOS ETNOFARMACOLÓGICOS 

Muitas espécies de Baccharis são amplamente utilizadas na medicina 

popular. Baccharis trimera é comumente empregada como hepática, digestiva, 

tônica, diurética, antisséptica e em problemas urinários (ZARDINI, 1984; ADZET 

et al., 1991; GUPTA, 1995). Apesar de seu uso tradicional, a diferenciação 

botânica entre as espécies de Baccharis é complexa, uma vez que há 

controvérsias em relação à correta nomenclatura, sinônimos e especialmente em 

relação à morfologia entre elas.  

 

3.2. ASPECTOS BOTÂNICOS 

Baccharis trimera (Less.) A.P. de Candolle é encontrada na Bolívia, Brasil, 

Colômbia e Peru, assim como nas áreas tropicais da Argentina, Paraguai e 

Uruguai. É um arbusto ramificado, com ramos articulados, perene, que cresce 

verticalmente até a altura de 1-2 m. Suas folhas são trialadas, planas, verde-

acinzentadas e membranoso-coriáceas. As flores são agrupadas em 

inflorescência do tipo capítulo, com coloração branca amarelada, com corolas 

carpeladas irregularmente denticuladas (BARROSO, 1976; FREIRE & URTUBEY, 

1999; GIULIANO, 2001; GOSMANN et al., 2010). 

 

Figura 1. Baccharis trimera coletada em Guaiba, Rio Grande do Sul, Brasil (Foto do autor).  
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3.3. COMPOSIÇÃO QUÍMICA DE B. trimera 

 Os flavonóides juntamente com diterpenos, são os constituintes 

majoritários encontrados no gênero Baccharis e são descritos como bons 

marcadores químicos para a família ASTERACEAE (VERDI et al., 2005; ABAD & 

BERMEJO, 2007). 

 

3.3.1. Diterpenos 

 Diterpenos, os compostos mais encontrados no gênero Baccharis, são 

representados em sua maioria por clerodanos e menos frequentemente por ent-

labdanos e cauranos (VERDI et al., 2005). Para as partes áreas de B. trimera, foi 

relatada a presença de diterpenos do tipo neo-clerodano (HERZ et al., 1977; 

ZDERÒ et al., 1989; JANUÁRIO et al., 2004). A estrutura do diterpeno relatado 

para a espécie de interesse neste trabalho está representada na Figura 2.  

 

O

OH

O

O

O

 

 

Lactona diterpênica 
 

Figura 2. Diterpeno em B. trimera (ZDERO et al., 1989). 

 

3.3.2. Triterpenos e saponinas 

 A presença de saponinas em B. trimera é mencionada por PAVAN (1952) 

através da determinação do índice de espuma e do poder hemolítico. 

 No estudo de GENÉ e colaboradores (1996) as saponinas de B. trimera 

também foram alvo de interesse. Neste estudo, foi detectada a presença de cinco 

saponinas desta espécie sendo que apenas a aglicona da saponina majoritária, 

obtida através de hidrólise ácida da fração bruta, foi identificada como derivada do 

ácido equinocístico. 
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3.3.3. Compostos fenólicos 

 Para B. trimera, os flavonóides são os principais compostos fenólicos 

identificados e já foi relatada a presença de eupatorina, cirsimaritina, hispidulina, 

canferol, luteolina, nepetina, quercetina, apigenina, dentre outros (HERZ et al., 

1977; SOICKE & PESCHLOW, 1987; GENÉ et al., 1996). 

R5

R4

R3R2

R1 O

OH O
 

 

Figura 3. Flavonóides isolados de B. trimera (GIANELLO & GIORDANO, 1984; SOICKE & 
PESCHLOW, 1987; GENÉ et al., 1996, VERDI et al., 2005). 

 
Em 2003, De OLIVEIRA e colaboradores, isolaram do extrato n-BuOH de 

B. articulata uma substância derivada do ácido caféico, identificada como éster 4’-

O-β-D-glicopiranosil-3,5-dimetóxi-benzil caféico, sendo esta de caráter inédito. 
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Figura 4. Substância Ba II (éster de 4’-O-β-D-glicopiranosil-3,5-dimetóxi-benzil cafeato), isolado de 
B. articulata (De OLIVEIRA et al., 2003). 
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No estudo de SIMÕES-PIRES e colaboradores (2005), seis derivados do 

ácido quínico foram identificados e citados pela primeira vez para as espécies do 

gênero Baccharis: ácidos 3-O-[E]-cafeoilquinico, 5-O-[E]-cafeoilquinico, 4-O-[E]-

cafeoil-1-metil-quinico, 4,5-O-[E]-di-cafeoilquinico, 3,4-O-[E]-di-cafeoilquinico e 

3,5-O-[E]-di-cafeoilquinico). Neste estudo foi realizado o isolamento e 

identificação dos compostos de B. trimera, B. crispa e B. usterii por HPLC-UV-

MS/MS. Além disso, também são relatadas as presenças de isoquercetina, 

quercetina e nepetina no extrato aquoso de B. trimera. 

 

3.3.4. Óleos voláteis 

Estudos demonstram uma grande diversidade quanto à composição de 

óleos voláteis em espécies do gênero Baccharis. Determinações quantitativas 

variam de 0,08% a 0,9% de óleo volátil e mais de 26 compostos já foram 

identificados (GIANELLO et al., 2000; SIMÕES-PIRES et al., 2005a; SILVA et al., 

2007; LAGO et al., 2008). Alguns dos principais componentes presentes nestes 

óleos foram: carquejol, acetato de carquejil, (E)-cariofileno, ledol, α-pineno e 

outros monoterpenos e sesquiterpenos. 

 

3.3.5. Diferenciação química entre espécies de Baccharis 

O estudo de De OLIVEIRA e colaboradores (2006) diferenciou 

quimicamente as espécies Baccharis usterii, B. cylindrica, B. spicata, B. trimera e 

B. articulata, sugerindo metodologias de cromatografia em camada delgada que 

podem contribuir significativamente para a diferenciação entre estas espécies, 

assim como um bom marcador químico: o composto chamado Ba II (4’-O--D-

glicopiranosil-3,5-dimetóxi-benzílico), isolado previamente de B. articulata, por 

este mesmo grupo de pesquisa. Outro estudo também avaliou as diferenças na 

caracterização taxonômica entre três espécies do gênero Baccharis utilizando 

espectroscopia UV-Vis. Essas análises mostraram-se adequadas para a 

classificação correta das espécies Baccharis milleflora (Less.) DC, B. 

genistelloides Persoon var. trimera (Less.) DC e B. articulata (Lam.) Persoon, o 

que indica que a diferenciação entre elas pode ser verificada através de métodos 

rápidos e pouco dispendiosos (LONNI et al., 2005).  
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3.4. ASPECTOS BIOLÓGICOS, FARMACOLÓGICOS E TOXICIDADE 

 Diversas espécies do gênero Baccharis foram objeto de estudos biológicos, 

farmacológicos e toxicológicos. Os primeiros relatos datam de 1952, quando 

PAVAN realizou a determinação do índice de amargor, índice de formação de 

espuma, atividades hemolítica e ictiotóxica, bem como avaliou a toxicidade de 

extratos preparados por decocção das partes aéreas de B. trimera. Os resultados 

revelaram que os extratos testados possuíam elevado índice de amargor e de 

formação de espuma, o que poderia ser indicativo da presença de saponinas e, 

estas substâncias poderiam ser responsáveis pela estimulação gástrica. 

 Posteriormente, diversas espécies do gênero Baccharis foram avaliadas 

quanto as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, hepatoprotetoras, 

dentre outras atividades. 

 

3.4.1. Atividade antioxidante 

Diversas espécies vegetais são avaliadas quanto as suas propriedades 

antioxidantes. A maioria dessas espécies apresenta em sua composição química 

compostos fenólicos, como flavonóides, antocianidinas e fenilpropanóides, 

derivados dos ácidos caféico, p-cumárico e clorogênico (CAO, 1999; HALLIWELL 

& GULTERIDGE, 1999; LOPES et al., 1999; CARTRON et al., 2001; SAKIHAMA 

et al., 2002). 

O extrato butanólico de B. articulata e a substância Ba II, derivada do ácido 

caféico, identificada como éster 4’-O--D-glicopiranosil-3,5-dimetóxi-benzílico e 

isolada como composto majoritário a partir deste extrato, foram empregados em 

um estudo preliminar do potencial antioxidante. A substância Ba II foi testada nas 

concentrações de 0,1, 0,2 e 2,0 mM no ensaio para avaliar o potencial 

antioxidante total (TRAP) e apresentou  atividade antioxidante dose-dependente e 

perfil similar ao Trolox em concentrações equimolares. Também foi verificado 

perfil de atividade semelhante entre esta substância e o extrato butanólico. A 

substância Ba II nas concentrações de 0,2 e 2,0 mM diminuiu a formação de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a mortalidade celular (em 

células de Sertoli) induzida por H2O2. A proteção contra o estresse oxidativo 
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induzido pelo H2O2 foi superior ao Trolox nas mesmas concentrações (De 

OLIVEIRA et al., 2003).  

De OLIVEIRA e colaboradores (2004), avaliaram a atividade antioxidante 

de extratos brutos e fracionados de B. spicata, B. trimera e B. usterii, empregando 

as técnicas do TRAP e TBARS. Os resultados apontaram que os extratos n-BuOH 

de B. spicata e B. trimera apresentaram maior potencial antioxidante que a 

substância de referência, trolox, na concentração de 25 g/mL. Para B. usterii 

observou-se que o extrato n-BuOH nesta concentração apresentou perfil de 

atividade similar à substância de referência. Todos os extratos testados destas 

espécies inibiram a peroxidação lipídica causando uma diminuição significativa na 

produção de malondialdeído (MDA) no ensaio de TBARS e também foram 

capazes de proteger as células contra estresse oxidativo induzido por H2O2.  

SIMÕES-PIRES e colaboradores (2005), realizaram o isolamento e 

identificação de compostos antioxidantes de B. trimera, B. crispa e B. usterii por 

HPLC-UV-MS/MS. Foram isolados seis derivados do ácido quínico (ácidos 3-O-

[E]-cafeoilquinico, 5-O-[E]-cafeoilquinico, 4-O-[E]-cafeoil-1-metil-quinico, 4,5-O-[E]-

di-cafeoilquinico, 3,4-O-[E]-di-cafeoilquinico e 3,5-O-[E]-di-cafeoilquinico) a partir 

dos extratos aquosos destas plantas. Estes extratos foram avaliados quanto as 

suas propriedades antioxidantes frente ao radical DPPH empregando 

bioautografia. Foram empregados quercetina e 2,6-di(t-butila)-4-metil-fenol (BHT) 

como substâncias de referência, e o DPPH foi empregado como agente revelador, 

sendo borrifado no cromatograma, após seu desenvolvimento. Os autores 

verificaram que os seis compostos isolados, bem como seus extratos de origem, 

foram capazes de reduzir o radical DPPH. 

O extrato hidroetanólico de B. trimera reduziu a liberação de espécies 

reativas de oxigênio em neutrófilos in vitro em cerca de 85% na concentração de 

5 µg/mL enquanto manteve a viabilidade celular acima de 93%, confirmando sua 

atividade antioxidante (PÁDUA et al., 2010). 

Os extratos aquoso e etanólico de B. articulata, B. trimera, B. spicata e B. 

usterii foram avaliados para atividade antioxidante por diversas técnicas 

englobando uma gama de espécies oxidantes e biomarcadores, como ensaio 

utilizando o DPPHe ação contra a peroxidação lipídica. Os resultados obtidos, 
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em concentrações variadas que foram de 6 a 245 µg/mL, sugerem que os 

extratos avaliados apresentam uma significativa atividade antioxidante, 

sequestrando radicais livres e protegendo biomoléculas da oxidação (VIEIRA et 

al., 2011).  

O extrato bruto hidroetanólico e algumas frações de B. trimera foram 

avaliados quanto a sua atividade antioxidante por OLIVEIRA e colaboradores 

(2012) através do consumo de DPPH. Dentre os resultados obtidos, destaca-se 

que as EC50 das frações de flavonóides (7,75 μg/mL), acetato de etila (11,07 

μg/mL) e acetato de etila + n-butanol (29,89 μg/mL) apresentaram uma atividade 

antioxidante similar às substâncias de referência quercetina (11,07 μg/mL) e 

luteolina (10,27 μg/mL). Esse comportamento não foi observado para a fração de 

saponinas (87,30 μg/mL), n-butanol (84,67 μg/mL) e diclorometano (81,51 μg/mL) 

que tiveram comportamento semelhante. Desta forma, as frações de flavonóides 

e acetato de etila de B. trimera apresentaram excelente potencial antioxidante 

quando comparadas às substâncias de referência: ácido ascórbico, quercetina e 

luteolina. Os autores, baseados no mecanismo de redução da molécula de DPPH 

e no conhecimento prévio da composição química desta espécie vegetal, 

inferiram que a ação antioxidante destas frações deve-se à presença de 

substâncias com grupamentos hidroxila disponíveis, tais como os flavonóides e 

ácidos cafeoilquínicos. 

 

3.3.2. Atividades ulcerogênica, hepato e gastroprotetora  

SOICKE & LENG–PESCHLOW (1987) avaliaram a ação hepatoprotetora 

do extrato acetato de etila obtido a partir das partes aéreas de B. trimera e dos 

flavonóides quercetina, luteolina, nepetina, apigenina e hispidulina, isolados do 

mesmo. O extrato bruto e os flavonóides isolados foram administrados via 

intravenosa nas doses de 10 e 50 mg/kg, após processo de ressuspensão em 

salina com Tween 20 e centrifugação, sendo apenas o sobrenadante utilizado. A 

atividade hepatoprotetora foi identificada em ratos intoxicados com 3,4 mg/kg de 

faloidina via intraperitonial. Transcorrida 1 hora da administração da faloidina, o 

extrato acetato de etila aumentou a sobrevivência dos animais. O composto 
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isolado mais ativo foi a hispidulina, na dose de 50 mg/kg (i.v.), o qual aumentou o 

índice de sobrevivência para 80%. 

No trabalho de GENÉ e colaboradores (1996), a avaliação da atividade 

ulcerogênica foi realizada através da administração intraperitoneal do extrato 

butanólico de B. trimera, nas doses de 50 e 100 mg/kg. Transcorridas quatro 

horas da administração dos extratos, os estômagos dos animais foram removidos 

e examinados ao microscópio. Os resultados demonstraram que o extrato 

butanólico de B. trimera é capaz de induzir irritação gástrica e em altas doses, 

provocar pequenas úlceras. 

No entanto, Dias e colaboradores (2009) avaliaram a atividade antiúlcera 

do extrato bruto liofilizado de B. trimera utilizando um modelo de indução aguda 

por etanol acidificado. O extrato bruto liofilizado foi administrado por via oral na 

dose de 400 mg/kg e reduziu a área de lesão em 90% enquanto o fármaco 

controle (lansoprazol) reduziu a área da lesão em 66%.  

Biondo e colaboradores (2011) demonstram que o extrato aquoso de B. 

trimera apresenta componentes ativos que inibem a secreção ácida in vivo, nas 

doses de 1,0 a 2,0 g/kg por via intraduodenal, agindo predominantemente por via 

reguladora colinérgica. Demonstraram também, que o extrato aquoso contém 

constituintes que exercem inibição moderada da via reguladora histaminérgica da 

secreção ácida, bem como das vias H+, K+ e –ATPase microssomais gástricas. 

Esses constituintes ativos parecem fornecer inibição eficaz da secreção ácida in 

vivo, o que pode explicar a utilização popular desta planta para atividade 

antiúlcera.  

 

3.4.3. Atividades antiedematogênica, anti-inflamatória e analgésica 

Baccharis crispa e B. articulata também foram analisadas quanto à 

atividade antiedematogênica por ADZET e colaboradores (1991), através da 

indução de edema plantar com carragenina em ratas, utilizando como substância 

de referência, naproxeno. O extrato aquoso das partes aéreas de cada uma 

dessas espécies foi administrado intraperitonialmente na dose de 100 mg/kg de 

peso do animal. O extrato aquoso de B. articulata não apresentou atividade 



43 

 

significativa em relação à substância de referência. Entretanto, o extrato aquoso 

de B. crispa, apresentou um percentual de inibição do edema de 30%. 

GENÉ e colaboradores (1992) investigaram a ação antiedematogênica 

dessas mesmas espécies e, também de B. trimera. Os autores empregaram a 

mesma técnica do trabalho anterior (indução de edema plantar com carragenina 

em ratas), porém os extratos aquosos dessas plantas foram administrados por via 

oral e intraperitonial (100 mg/kg) aos animais. Os resultados apontam que os 

extratos aquosos de B. articulata e B. crispa não produziram efeito 

antiedematogênico quando comparados à substância de referência (naproxeno). 

O extrato aquoso de B. trimera produziu um índice de inibição de edema de 

61,34%, sendo superior ao efeito produzido pelo naproxeno (47,14%).  

Em 1996, GENÉ e colaboradores avaliaram a atividade analgésica de B. 

trimera. Esta atividade foi avaliada mediante administração do extrato butanólico 

desta espécie nas doses de 50 e 100 mg/kg, via intraperitonial, trinta minutos 

após a estimulação do processo doloroso com ácido acético 0,8% na dose de 1 

mL/100 g, via intraperitonial. Os resultados demonstraram que há um efeito dose 

dependente no edema induzido por carragenina. O percentual de inibição do 

edema do extrato butanólico de B. trimera, nas doses de 40 e 80 mg/kg foi 

superior ao naproxeno. Quando a indução do edema é promovida por dextrano é 

necessário doses maiores do extrato de B. trimera. Neste caso, somente a dose 

de 100 mg/kg foi capaz de produzir inibição do edema, que foi superior a 

metisergida. No mesmo trabalho os autores relatam o fracionamento bioguiado 

pelo experimento de indução de edema plantar, do extrato butanólico de B. 

trimera originando uma fração ativa composta por uma mistura de saponinas 

identificadas por hidrólise como derivadas do ácido equinocístico. Esta fração 

produziu um efeito inibitório na dose de 3,5 mg/kg via i.p. de 48,3%. 

Atividade anti-inflamatória do extrato aquoso de B. trimera foi também 

avaliada usando a inoculação do veneno de Dirphia sp. como modelo de 

inflamação aguda, pleurisia. O tratamento com o extrato aquoso de B. trimera foi 

efetivo na redução de leucócitos PMN e na atividade da lactato desidrogenase 

(LDH). Esses resultados demonstram que o extrato aquoso de B. trimera 
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apresentou ação anti-inflamatória nas doses de 800 a 1600 mg/kg, i.p. (LEITE et 

al., 2007). Em 2009, este mesmo grupo de pesquisa avaliou o efeito 

imunomodulatório in vitro do extrato aquoso de B. trimera em células 

mononucleares de sangue periférico humano nas concentrações de 25, 50 e 100 

mg/mL. Este trabalho demonstrou que este extrato apresenta uma importante 

atividade na proliferação de linfócitos-T, promovendo a morte destas células, no 

entanto estas mesmas concentrações apresentaram efeito citotóxico (PAUL et al., 

2009). 

A atividade anti-inflamatória das frações diclorometano, acetato de etila, n-

butanol e aquosa nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg, i.p.; saponinas nas doses de 

15, 22,5 e 30 mg/kg, i.p. e flavonóides nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg, i.p. de B. 

trimera foi avaliada através do modelo de inflamação aguda da pleurisia induzida 

por carragenina, em ratos por OLIVEIRA e colaboradores (2012). Todas as 

frações de B. trimera apresentaram potente atividade anti-inflamatória nos 

parâmetros avaliados, volume de exsudato, contagem de leucócitos totais, 

diferencial citológico e concentração protéica quando comparadas aos grupos: 

salina, carragenina e dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.).  

 

3.4.4. Atividade mutagênica, antimutagênica e apoptose 

O extrato metanólico de B. trimera reduziu fortemente a mutagenicidade de 

Salmonella typhimurium Trp-P-2 com baixa toxicidade. Este estudo demonstrou 

que os compostos responsáveis por esta atividade antimutagênica foram 

genkwanina, cirsimaritina, hispidulina e apigenina. Em relação à estrutura-

atividade, o grupamento hidroxila das flavonas apresentou atividade 

antimutagênica mais acentuada do que quando os mesmos foram substituídos 

por grupos metoxila (NAKASUGI & KOMAI, 1998). 

Por outro lado, a atividade mutagênica da infusão de B. trimera (6.85 e 68.5 

mg/mL) foi avaliada. As concentrações testadas não causaram ação citotóxica 

significativa, assim como alterações cromossomais em células da medula óssea 

de ratos (PERON et al., 2008). Entretanto, o estudo de PINHO e colaboradores 

(2010) demonstrou mutagenicidade in vivo e in vitro da infusão de B. trimera. Foi 

realizado o teste de Allium cepa L. e o de aberrações cromossômicas em 
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linfócitos humanos utilizando quatro tratamentos: T1 (água); T2 (20 g/L de 

carqueja); T3 (200 g/L de carqueja) e T4 (paracetamol, a 400 mg/L). Ambos os 

procedimentos foram analisados pelo teste Mann-Whitney U. Este estudo 

evidenciou um efeito mutagênico da infusão de B. trimera em células vegetais 

(Allium cepa) e em células humanas (aberrações cromossômicas) cultivadas, uma 

vez que, em ambos os testes, os tratamentos T2 e T3 apresentaram uma média 

mais elevada quando comparada os outros tratamentos. Este estudo demonstra 

que o efeito é dose dependente, portanto, recomenda-se que o chá de carqueja 

seja consumido com moderação. 

No estudo de RODRIGUES e colaboradores (2009), foram avaliadas as 

atividades genotóxica e antigenotóxica in vivo, assim como o potencial 

mutagênico do extrato aquoso de B. trimera, nas concentrações 500, 1000 e 2000 

mg/kg, administrados por gavagem em camundongos fêmeas adultas, por três 

dias consecutivos. Independente da dose, nenhum efeito genotóxico foi 

observado em amostras de sangue e fígado analisadas por ensaio cometa. 

Reciprocamente, B. trimera mostrou um efeito antigenotóxico no sangue dos 

camundongos tratados, protegendo assim as células contra danos oxidativos do 

DNA induzidos pelo tratamento ex vivo com peróxido de hidrogênio. 

O extrato aquoso extraído a frio de B. articulata induziu apoptose e efeito 

mutagênico em células normais. Este extrato demonstrou induzir morte celular por 

apoptose de células mononucleares de sangue periférico humano (CC50=165 

µg/mL) e aumentar a frequência de micronúcleos na medula óssea, em todas as 

concentrações testadas (450, 900 e 1800 mg/kg). Estudos fitoquímicos do extrato 

aquoso a frio de B. articulata mostraram a presença de flavonas como luteolina e 

acacetina, ácidos cafeoilquinicos como o ácido clorogênico e taninos (CARIDDI et 

al., 2012). 

 

3.4.5. Outras atividades 

O efeito do extrato hidroetanólico de B. trimera (8,4 mg/kg) administrado 

oralmente foi investigado em ratas grávidas. Nenhum sinal clínico de toxicidade 

materna e nenhuma mudança nos parâmetros hematológicos foram observados, 

mas os níveis na uréia e o aumento do fígado diferiram significativamente e 
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alterações histopatológicas foram encontradas no fígado e nos rins dos grupos 

tratados. Sendo assim, a administração do extrato hidroetanólico de B. trimera em 

ratas grávidas se mostrou tóxica para os rins maternos e para os hepatócitos, 

embora tais alterações foram reversíveis após a descontinuação do tratamento 

(GRANCE et al., 2008). 

O óleo essencial de B. trimera foi avaliado sobre culturas de células do 

sistema nervoso central, com objetivo de se analisar possíveis efeitos 

toxicológicos existentes. Foram usadas células de retina de ratos neonatos 

tratadas pelo óleo de carqueja nas concentrações 1:500 e 1:1000, por um período 

de incubação de 4, 24 e 48 horas. Os resultados demonstram que a carqueja 

possui ação inibitória na diferenciação de células neuronais in vitro quando 

tratadas cronicamente. Foi observado também uma redução na sobrevida de 

células neuronais e diminuição da proliferação de células gliais (LOSQUI et al., 

2009). 

 O extrato aquoso de B. trimera, assim como as frações etanólica e aquoso 

foram avaliadas para efeitos toxicológicos in vitro e in vivo. O crescimento de 

células de hepatoma de ratos e de células epiteliais de rim embrionário humano 

foi avaliado através do ensaio de redução do sal tetrazólio (MTT). Para avaliação 

toxicológica in vivo camundongos machos foram tratados diariamente por 

gavagem com o extrato/frações nas concentrações 4.2 mg/kg ou 42 mg/kg 

durante 15 dias. Após tratamento, as células do fígado ou o dos rins foram 

submetidas ao ensaio cometa para determinação do dano ao DNA. Somente a 

fração aquosa (IC50 372,5 µg/mL) apresentou citotoxicidade sobre células 

epiteliais de rim embrionário humano. Nenhuma fração e nem o extrato 

apresentaram efeito sobre o outro tipo celular. Camundongos tratados com a 

concentração de 42 mg/kg por 15 dias apresentaram os rins relativamente 

aumentados (NOGUEIRA et al., 2011). 
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3.5. CÂNCER 

Atualmente, câncer é o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 

doenças, que têm em comum o crescimento desordenado de células, que tendem 

a invadir tecidos e órgãos vizinhos (INCA, 2011). Esse crescimento alterado é 

consequência não só da duplicação celular desordenada, mas também da 

progressiva resistência à morte celular (SGAMBATO & CITTADINI, 2010). O 

câncer se caracteriza pela perda do controle da divisão celular e pela capacidade 

de invadir outras estruturas orgânicas (INCA, 2011). A capacidade que as células 

cancerosas apresentam em desrespeitar as fronteiras dos tecidos de origem, 

fornece a capacidade de modificar o ambiente que as cerca, permitindo que elas 

migrem pelos diversos tecidos do corpo e estabeleçam tumores secundários à 

distância, processo denominado de metástase. A capacidade de invadir os 

tecidos vizinhos e de formar as metástases é responsável em última análise, pela 

morte de dois a cada três pacientes com diagnóstico de câncer (OTAKE et al., 

2006).  

Assim, nas últimas décadas, o câncer vem ganhando uma dimensão maior, 

convertendo-se em um evidente problema de saúde pública mundial. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se 

esperar 27 milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por 

câncer e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente, com câncer (INCA, 2011b). 

A problemática do câncer no Brasil ganha relevância pelo perfil 

epidemiológico que essa doença vem apresentando, e, com isso, o tema tem 

conquistado espaço nas agendas políticas e técnicas de todas as esferas do 

governo. Conhecido há muitos séculos, o câncer foi amplamente considerado 

como uma doença dos países desenvolvidos e com grandes recursos financeiros. 

Há aproximadamente quatro décadas, a situação vem mudando, e a maior parte 

do ônus global do câncer pode ser observada em países em desenvolvimento, 

principalmente aqueles com poucos e médios recursos (INCA, 2011a). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 serão válidas também para o 

ano de 2013 e aponta a ocorrência de aproximadamente 518.510 casos novos de 

câncer, incluindo os casos de pele não melanoma, reforçando a magnitude do 

problema do câncer no país. Confirma-se a estimativa que o câncer da pele do 
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tipo não melanoma (134 mil casos novos) será o mais incidente na população 

brasileira, seguido pelos tumores de próstata (60 mil), mama feminina (53 mil), 

cólon e reto (30 mil), pulmão (27 mil), estômago (20 mil) e colo do útero (18 mil) 

(Tabela 1). A Tabela 2 mostra a estimativa para o ano de 2012 de novos casos de 

câncer nos estados brasileiros e a Tabela 3, especificamente, as estimativas de 

novos casos de câncer para o ano de 2012 para o Rio Grande do Sul e Porto 

Alegre (INCA, 2011b). 

 

 

 
Tabela 1: Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidência por 100 mil habitantes e 
de número de novos casos de câncer, segundo sexo e localização primária* (INCA, 2012b). 
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Tabela 2: Estimativas para o ano de 2012 de número de casos novos de câncer, por Estado* 
(INCA 2012b). 

 

Tabela 3: Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidência por 100 mil habitantes e 
de número de novos casos de câncer, segundo sexo e localização primária* para o Rio Grande do 
Sul e Porto Alegre* (INCA, 2012b). 
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3.5.1. Câncer de mama femina 

O câncer de mama é o tipo de câncer que mais acomete as mulheres em 

todo o mundo, tanto em países em desenvolvimento quanto em países 

desenvolvidos. É o mais incidente em mulheres, representando 23% do total de 

casos de câncer no mundo em 2008 com aproximadamente 1,4 milhão casos 

novos naquele ano. É a quinta causa de morte por câncer em geral (458.000 

óbitos) e a causa mais frequente de morte por câncer em mulheres (WHO, 2008, 

INCA, 2011a). 

Em 2012, esperam-se, para o Brasil, 52.680 casos novos de câncer de 

mama, com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 5). 

Sem considerar os tumores da pele não melanoma, esse tipo de câncer também 

é o mais frequente nas mulheres das regiões Sudeste (69/100 mil), Sul (65/100 

mil), Centro-Oeste (48/100 mil) e Nordeste (32/100 mil). Na região Norte é o 

segundo tumor mais incidente (19/100 mil) (INCA, 2011a). 

A idade continua sendo o principal fator de risco para o câncer de mama. 

As taxas de incidência aumentam rapidamente até os 50 anos e, posteriormente, 

esse aumento ocorre de forma mais lenta. Contudo, outros fatores de risco já 

estão bem estabelecidos, como, por exemplo, aqueles relacionados à vida 

reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira 

gestação a termo acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia 

e terapia de reposição hormonal), história familiar de câncer da mama e alta 

densidade do tecido mamário (razão entre o tecido glandular e o tecido adiposo 

da mama). 

A prevenção primária dessa neoplasia ainda não é totalmente possível em 

razão da variação dos fatores de risco e das características genéticas que estão 

envolvidas na sua etiologia. A mamografia, até o momento, é recomendada como 

método efetivo para detecção precoce para mulheres com idade entre 50 e 69 

anos. A amamentação, a prática de atividade física e a alimentação saudável com 

a manutenção do peso corporal estão associadas a um menor risco de 

desenvolver esse câncer. 

Apesar de ser considerado um câncer de relativamente bom prognóstico se 

diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de mortalidade por câncer da 
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mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doença ainda 

é diagnosticada em estádios avançados. A sobrevida média após cinco anos na 

população de países desenvolvidos tem apresentado um discreto aumento, cerca 

de 85%. Entretanto, nos países em desenvolvimento, a sobrevida fica em torno de 

60%. 

 

Figura 5. Representação espacial das taxas brutas de incidência por 100 mil mulheres, estimadas 
para o ano de 2012, segundo Unidade da Federação (neoplasia maligna da mama feminina) 
 

A transformação maligna da célula mamária normal é um processo que 

envolve mudanças na atividade de diferentes genes e proteínas, resultando na 

perda do controle do ciclo celular e de um programa de diferenciação. Estes 

eventos celulares são geralmente mútuos e exclusivos, e são regulados por 

programas genéticos específicos, controlados pela ação sequencial e cooperativa 

de fatores de transcrição. O estrógeno é um regulador do crescimento e 

diferenciação das células epiteliais da glândula mamária normal e tem um papel 

crítico no desenvolvimento da transformação maligna (MESTER & REDEUILH, 

2008). 

Oncogenes específicos tem sido identificados e numerosos genes que 

codificam proteínas envolvidas na regulação do ciclo celular são amplificados, 

superexpressos ou ativados, como c-Myc, ciclina D1, MDM2, HER-2 (LACROIX et 

al., 2006). A atividade desses genes/proteínas é frequentemente controlada direta 

ou indiretamente por estrógenos. Pouco se sabe sobre a iniciação dos eventos 

genéticos, que disparam a transformação maligna das células epiteliais mamárias, 
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com exceção da forma hereditária (perda heterozigosidade BRCA1 ou BRCA2) 

(MESTER & REDEUILH, 2008). 

 Dentre as proteínas que rigorosamente controlam o ciclo celular, a proteína 

p53 exerce importante função na atividade supressora de tumor por dois 

mecanismos: interrupção da proliferação e indução da morte celular programada 

(THOMPSON, 1993; BOLASÉLL et al., 2000; VOUSDEN, 2002). Assim, a p53 

atua na proliferação celular, permitindo que sejam reparados danos espontâneos 

ou induzidos durante as fases G1-S do ciclo celular (BOLASÉLL et al., 2000). Se 

houver falha dos mecanismos de reparo, os níveis de p53 aumentam e as células 

são encaminhadas para apoptose. Em muitos tumores, mutações no gene P53 

resultam na tradução de proteínas mutantes incapazes de corrigir danos 

genômicos e/ou levarem a célula a apoptose (ALMEIDA et al., 2004). No câncer 

de mama, o aumento da expressão de p53 mutante reflete a agressividade do 

tumor, acumulando-se nas células neoplásicas, o que implica na perda da 

principal via de indução de apoptose (ALMEIDA et al., 2004).  

 

3.5.2. Câncer do colo do útero 

O câncer do colo do útero é um importante problema de saúde pública no 

mundo. As mais recentes estimativas mundiais apontaram 529 mil casos novos 

deste câncer em mulheres no ano de 2008, configurando-se o terceiro tipo de 

câncer mais comum entre as mulheres. Sua incidência é cerca de duas vezes 

maior em países menos desenvolvidos quando comparada aos países mais 

desenvolvidos. Em geral, a razão mortalidade/incidência é de 52%, sendo 

responsável pelo óbito de 275 mil mulheres em 2008. Mais de 85% desses óbitos 

ocorrem em países em desenvolvimento. Somente a Índia, que é o segundo país 

mais populoso do mundo, contribui com cerca de 27% dos óbitos por essa 

patologia (INCA, 2011b). 

Para o Brasil, no ano de 2012, esperam-se 17.540 casos novos de câncer 

do colo do útero, com um risco estimado de 17 casos a cada 100 mil mulheres. 

Sem considerar os tumores da pele não melanoma, o câncer do colo do útero é o 

mais incidente na região Norte (24/100 mil). Nas regiões Centro-Oeste (28/100 

mil) e Nordeste (18/100 mil) é o segundo mais frequente, na região Sudeste 
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(15/100 mil), o terceiro, e na região Sul (14/100 mil), ocupa a quarta posição, 

conforme demonstrado na Figura 6. 

 

Figura 6. Representação espacial das taxas brutas de incidência por 100 mil mulheres, estimadas 
para o ano de 2012, no Brasil segundo Unidade da Federação (neoplasia maligna do colo do 
útero) 

 

A incidência do câncer do colo do útero manifesta-se a partir da faixa etária 

de 20 a 29 anos, aumentando seu risco rapidamente até atingir o pico etário entre 

50 e 60 anos. Uma provável explicação para as altas taxas de incidência em 

países em desenvolvimento seria a inexistência ou a pouca eficiência dos 

programas de rastreamento. Com exceção do câncer da pele não melanoma, 

esse tumor é o que apresenta maior potencial de prevenção e cura quando 

diagnosticado precocemente (INCA, 2011b). 

O principal fator de risco para o desenvolvimento de lesões intra-epiteliais 

de alto grau e do câncer do colo do útero é a infecção pelo papilomavírus humano 

(HPV). Apesar de ser considerada uma condição necessária, a infecção pelo HPV 

por si só não representa uma causa suficiente para o surgimento dessa neoplasia. 

Além de aspectos relacionados à própria infecção pelo HPV (tipo e carga viral, 

infecção única ou múltipla), outros fatores ligados à imunidade, à genética e ao 

comportamento sexual, parecem influenciar os mecanismos ainda incertos que 

determinam a regressão ou a persistência da infecção e também a progressão 

para lesões precursoras ou câncer. A idade também interfere nesse processo, 

sendo que a maioria das infecções por HPV em mulheres com menos de 30 anos 
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regride espontaneamente, ao passo que, acima dessa idade, a persistência é 

mais frequente. O tabagismo eleva o risco para o desenvolvimento do câncer do 

colo do útero. Esse risco é proporcional ao número de cigarros fumados por dia e 

aumenta, sobretudo quando o ato de fumar é iniciado em idade precoce (INCA, 

2011b). 

Existem hoje 13 tipos de HPVs reconhecidos como oncogênicos pela 

Agência Internacional para Pesquisa sobre o Câncer (IARC). Destes, os mais 

frequentes são o HPV16 e o HPV18. 

Com relação à classificação histológica, aproximadamente 90% a 93% dos 

cânceres cervicais são de células escamosas e de 7% a 10% representadas pelo 

adenocarcinoma. Mais de 80% dos cânceres invasores do colo do útero ocorrem 

como evolução de uma neoplasia intraepitelial escamosa (SIL) ou glandular 

(adenocarcinoma in situ) anterior. Esta evolução é lenta, na maioria das vezes, 

sendo que 30% a 70% das lesões in situ não tratadas evoluem para câncer num 

período de 10 a 12 anos, entretanto, aproximadamente 10% podem progredir 

rapidamente num período menor que um ano (FERNANDES et al., 2011). 

O exame de Papanicolau convencional constitui-se na principal estratégia 

utilizada em programas de rastreamento para o controle do câncer do colo do 

útero. A vacina contra o HPV é uma promissora ferramenta para o combate a 

esse câncer, porém ainda é uma prática distante da realidade dos países com 

baixa renda, em razão de seu alto custo. Estão registradas pela Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (Anvisa) as vacinas quadrivalente (HPV 6,11,16 e 18) e 

bivalente (HPV 16 e 18) contra o câncer do colo do útero, indicadas para 

mulheres com idade de 9 a 26 anos. A incorporação da vacina contra HPV no 

Programa Nacional de Imunizações permanece em discussão pelo Ministério da 

Saúde e pode se tornar uma das ferramentas para o controle do câncer do colo 

do útero no futuro. 

O papilomavirus (HPV) é um vírus pertencente à família Papillomaviridae 

do gênero Papovavirus identificado primeiramente por Strauss em 1949, sendo 

que desde então, este vem sendo isolado em inúmeras espécies animais. Os 

HPVs são vírus epiteliotrópicos presentes na pele (cutaneotrófico) e mucosa 

(mucosatrófico) e nos seres humanos, mais de 100 tipos já foram descritos 
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(TUNGTEAKKHUN & DUERKSEN-HUGHES, 2008). Os tipos de HPV 

encontrados com maior frequência no trato anogenital, aproximadamente 40 tipos 

virais, foram classificados por MUÑOZ e colaboradores (2003), segundo seu risco 

de malignidade na cérvice em: HPV de baixo risco, e de alto risco (Tabela 4)  

 

Tabela 4: Tipos de HPV classificados de acordo com seu grau de malignidade. 

Risco de Malignidade Tipos virais do HPV 

Baixo risco 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 70, 72, 

74, e 81 

Provável alto risco 26, 53, 66 

Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 

59, 68,73 e 82 

(ZUR HAUSEN, 2000; MUÑOZ et al., 2003; DOORBAR, 2006; MADKAN et al., 2007; ZUR 
HAUSEN, 2009, CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011)  

 

A infecção pelo HPV (Figura 7) exige a disponibilidade de células epiteliais 

da epiderme ou da mucosa e o ciclo de vida produtivo do vírus ocorre juntamente 

ao ciclo de diferenciação celular do hospedeiro infectado (STANLEY, 2008). A 

infecção da mucosa genital pelo HPV leva frequentemente ao aparecimento de 

uma alteração morfológica conhecida por coilocitose (KOSS & DURFEE, 1956). 

 

 
Figura 7. O ciclo viral do Papilomavírus Humano (HPV). Através de microlesões o HPV é capaz de 
infectar células da camada basal do epitélio. Ao migrar para as camadas suprabasais os genes 
virais são ativados, o DNA do vírus é replicado e as proteínas do capsômero são sintetizadas. As 
partículas virais formadas são liberadas na superfície da mucosa onde podem infectar outras 
células (modificado de DOORBAR, 2006). 
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Portanto, o primeiro passo para a progressão do câncer cervical, é a 

produção das oncoproteínas E6 e E7, por HPVs de alto risco, e consequente 

inativação dos genes supressores tumorais p53 e Rb, respectivamente. 

Considerando que a proteína p53 é responsável por atuar no ciclo celular 

evitando a replicação do DNA contendo alterações genéticas, e a proteína do 

retinoblastoma (Rb) está envolvida na multiplicação celular, a inativação destes 

genes leva a um descontrole do ciclo celular e das divisões celulares 

(FEHRMANN & LAIMINS, 2003). Essas duas oncoproteínas também têm 

demonstrado causar distúrbios no mecanismo de duplicação e segregação 

durante a mitose, causando instabilidade cromossômica severa (DUENSNG & 

MÜNGER, 2003; WENTZENSEN et al, 2004). 

 
3.5.3. Tratamentos para o câncer de colo de útero e de mama 

O tratamento do câncer, apesar de ter avançado nas últimas décadas, 

ainda é um dos maiores desafios médicos da atualidade. As modalidades 

utilizadas clinicamente contra o câncer de mama como remoção cirúrgica do 

tumor, seguido por radioterapia e principalmente quimioterapia (ciclofosfamida, 

fluouracil, epirubicina, metotrexato) e/ou hormônio-terapia, são agentes anti-

proliferativos sistêmicos que destroem preferencialmente células em divisão 

(BRACKE, et al., 2008; KOMEN et al., 2008; MARSH & LIU, 2009). Contudo, 

esses fármacos não são seletivos para células cancerosas e sua eficácia 

terapêutica fica limitada devido ao dano que podem causar às células e tecidos 

normais.  

A opção terapêutica para o tratamento do câncer de colo de útero varia 

entre cirurgia, radioterapia e a quimioterapia O tratamento quimioterápico visa o 

controle de sintomas, privilegiando a qualidade de vida. Para pacientes 

oligossintomáticas, o uso de monodroga (geralmente a cisplatina) deve ser a 

primeira escolha. Os esquemas baseados em doublets com cisplatina devem ser 

reservados a pacientes sintomáticas e de melhor estado geral. A utilização de 

cisplatina associada com outros medicamentos como a ifosfamida, fluouracil, 

paclitaxel e topotecano, promove aumento na sobrevida das pacientes, mas 

promove também um aumento significativo na toxicidade hematológica, como 
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leucopenia, neutropenia, alteração renal e neurotoxicidade (FERNANDES et al., 

2011). 

Alguns agentes quimioterápicos, além de interromper o metabolismo 

celular, são capazes de induzir alquilação do DNA, bem como reestabelecer o 

processo de apoptose (TAKEI et al., 2005). As quimioterapias convencionais 

causam intensos efeitos colaterais, com taxa de sucesso limitada devido à 

concentração insuficiente do fármaco, alta toxicidade sistêmica, ausência de 

seletividade, além de colaborarem para resistência desses tumores após 

tratamento prolongado. Para superar tais limitações desses agentes algumas 

estratégias têm sido utilizadas para que estes quimioterápicos possam ser 

ativados seletivamente no tecido tumoral (XU & MCLEOD, 2001). Dessa forma, 

estudos com substâncias naturais podem colaborar para o maior entendimento da 

capacidade das mesmas em permitir a modulação de sinais de apoptose (NOBILI 

et al., 2009). 

 

3.6. MECANISMOS DE MORTE CELULAR 

Até pouco tempo, os mecanismos de morte celular descritos na literatura 

eram divididos em três categorias: apoptose, autofagia e necrose, baseados em 

critérios tais como alterações morfológicas, inicio da sinalização da morte celular 

ou a implicação de caspases (BRAS et al., 2005). Entretanto, no ano de 2009, o 

Comitê de Nomenclatura em Morte Celular (CNMC) propôs uma série de 

recomendações baseadas nas alterações morfológicas provocadas pelos 

diferentes tipos de morte celular levando em consideração os mecanismos 

bioquímicos envolvidos e uma terminologia apropriada para cada tipo de morte 

relatada, incluindo apoptose, necrose e mitose catastrófica (KROEMER et al., 

2009). 

Atualmente, em vista do progresso substancial na exploração bioquímica e 

genética de morte celular, houve a necessidade de se modificar algumas 

definições morfológicas existentes. Em 2012, foi proposto pelo Comitê de 

Nomenclatura em Morte Celular (GALLUZZI et al., 2012) uma classificação 

funcional de morte celular que se aplica tanto in vitro como in vivo e inclui 
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apoptose extrínseca, apoptose intrínseca caspase-dependente ou independente, 

necrose regulada, morte celular autofágica e catástrofe mitótica 

 

3.6.1. Apoptose 

 O termo apoptose é frequentemente utilizado como sinônimo de 

morte celular programada. No entanto, este termo foi originalmente utilizado para 

descrever um padrão de morte celular com características morfológicas opostas a 

necrose (DESAGHER & MARTINOU, 2000). 

A apoptose é um processo fisiológico altamente regulado de morte celular 

programada em organismos multicelulares e desempenha um papel relevante na 

homeostase de diferentes tecidos em resposta a numerosos estímulos. Esse 

processo é caracterizado por diversas alterações morfológicas e bioquímicas das 

células e é de crucial importância para o desenvolvimento embrionário, maturação 

do sistema imune, defesa contra infecções virais e eliminação de tumores (BRAS 

et al., 2005; HUANG et al., 2011). No processo de apoptose ocorrem alterações 

no citoesqueleto celular que induzem a retração da célula que causa perda da 

aderência com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas celulares 

mantêm a sua morfologia, com exceção, em alguns casos, das mitocôndrias, que 

podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre condensação 

e se concentra junto à membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a 

membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o núcleo se desintegra em 

fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana 

celular aumentam de número e tamanho e rompem, originando estruturas 

contendo o conteúdo celular, denominadas de corpos apoptóticos. Os corpos 

apoptóticos são rapidamente fagocitados por macrófagos e removidos sem 

causar um processo inflamatório. Outra característica muito marcante da morte 

por apoptose é a fragmentação internucleossômica do DNA (GRIVICICH et al., 

2007) (Figura 10).  

Assim, o termo “apoptose” deve ser aplicado exclusivamente a eventos de 

morte celular que ocorrem durante a manifestação de várias destas 

características morfológicas. É importante salientar que não é correto supor que 

morte celular programada e apoptose são sinônimos, porque a morte celular, 
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como ocorre durante o desenvolvimento fisiológico, pode manifestar 

características não-apoptóticas (KROEMER et al., 2009). 

 

3.6.1.1. Apoptose extrínseca 

Assim, o termo "apoptose extrínsica" tem sido amplamente utilizado para 

indicar os casos de morte celular por apoptose, que são induzidos pelos sinais de 

estresse extracelulares que são sentidas e propagadas por receptores 

transmembrana específicos. A apoptose extrínseca pode ser iniciada pela ligação 

de ligantes letais, tais como FAS /CD95 ligante (FASL/CD95L), fator de necrose 

tumoral α (TNFα) e superfamília TNF (ligante), membro 10 (TNFSF10), à vários 

receptores de morte (ou seja, FAS/CD95, TNFα receptor 1 (TNFR1) e receptor 

TRAIL (TRAILR) 1-2, respectivamente). Alternativamente, o sinal extrínseco pró-

apoptótico pode ser disparados pelos então chamados "receptores de 

dependência", incluindo receptores de netrina (por exemplo, UNC5A-D e DCC 

extraídos de carcinoma colorretal), que apenas exercem funções letais quando a 

concentração dos seus ligantes específicos cai abaixo de um nível limiar crítico  

A definição operacional proposta de apoptose extrínseca. é uma caspase-

dependente subrotina de morte celular, e, portanto, pode ser suprimida (pelo 

menos teoricamente) por pancaspases tais como os inibidores químicos N-

benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona (Z-VAD-fmk) ou pela super-

expressão de inibidores virais de caspases como citocinas modificadoras da 

resposta A (CRMA). A apoptose extrínseca participaria de uma entre três grandes 

cascatas de sinalização letais: (i) a sinalização do receptor de morte e a ativação 

da caspase-8 (ou -10) → cascata da caspase-3, (ii) sinalização do receptor de 

morte e ativação da caspase-8 → tBID → MOMP → caspase-9 → via caspase-3, 

ou (iii) ligação a receptores de sinalização dependentes de privação- induzida 

seguido pela (direta ou MOMP-dependente) ativação da caspase-9 → cascata de 

caspase-3 (Figura 8)(GALLUZZI et al., 2012). 
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Figura 8. Apoptose extrínseca. Após ligação ao FAS ligante (FASL), as caudas citoplasmáticas de 
FAS (também conhecido como CD95, um receptor de morte prototípica) recruta trímeros (entre 
outras proteínas) proteína FAS-associada com um domínio de morte (FADD), inibidor da apoptose 
celular de proteínas (cIAPS ), c-FLIPs e pró-caspase-8 (ou -10). Esta plataforma supramolecular, 
que foi apelidado de "morte-induzida por complexo de sinalização" (DISC), controla a ativação de 
caspase-8 (-10). Dentro do DISC, c-FLIPs e cIAPS exercem funções pró- sobrevivência. No 
entanto, quando os sinais letais prevalecer, caspase-8 é ativado e pode desencadear diretamente 
a cascata da caspase mediando a maturação proteolítica da caspase-3, ou estimular a 
permeabilização da membrana mitocondrial externa (MOMP), através da clivagem da proteína de 
BH3-isolada BID. Apoptose extrínseca também pode ser iniciada por receptores de dependência 
como DCC ou UNC5B, que transmitem sinais letais na ausência do seu ligante (netrina-1) (Figura 
extraída e modificada de GALLUZZI et al., 2012). 
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3.6.1.2. Apoptose intrínseca 

A apoptose intrínseca (Figura 9) pode ser desencadeada por uma grande 

variedade de condições de estresses intracelulares, incluindo danos ao DNA, o 

estresse oxidativo, sobrecarga Ca2+ citosólico, excitotoxicidade leve (relacionada 

com a superestimulação dos receptores de glutamato no sistema nervoso 

central), a acumulação de proteínas desdobradas no retículo endoplasmático (RE) 

e muitos outros. Os estímulos iniciadores da cascata de sinalização que 

desencadeia apoptose intrínseca são muito heterogêneos, no entanto, todos eles 

estão ligados a um mecanismo de controle centralizador na mitocôndria. 

Frequentemente, em conjunto com os mecanismos pró-apoptóticos de 

propagação da cascata de sinalização também estão envolvidos os mecanismos 

anti-apoptóticos em uma tentativa das células lidarem com o estresse. Neste 

cenário, ambos os sinais pró e anti-apoptótico convergem em membranas 

mitocondriais, que se tornam permeabilizadas predominando o primeiro sobre o 

segundo. 

Na apoptose caspase dependente, os danos causados na mitocôndria 

resultam no extravasamento do citocromo c para o citosol. Na sequencia o 

citocromo c liberado no citosol rapidamente complexa-se com a região C-terminal 

de uma proteína adaptadora (Apaf-1), esta interação facilita a ligação ao dATP e 

pró-caspase 9 formando um complexo chamado de apoptossomo, e através da 

clivagem proteolítica, a caspase 9 se torna ativa e subsequentemente ativa outras 

caspases (HAJRA & LIU, 2004; GALLUZZI, 2012) (Figura 9). O complexo 

catalítico gerado pelos sinais mitocondriais e a ação das caspases ativadas de via 

extrínsica são sinais convergentes responsáveis pela ativação das caspases 

efetoras 3 e 7 (HAIL et al., 2006). 

Já foram caracterizadas mais de doze isoformas de caspases e 

aproximadamente dois terços destas enzimas apresentam função no processo de 

apoptose. Dois tipos de caspases atuam nas vias de sinalização para apoptose e 

são denominadas de iniciadoras (caspases 8 - 9 e 10) e efetoras ou executoras 

(caspases 3, 6 e 7) (THORMBERRY & LAZEBNIK, 1998; LAVRIK et al., 2005). 

As caspases (Cystein-dependent aspartate-especific protease) pertencem 

à família das cisteínas proteases que tem a capacidade de reconhecer e clivar 
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substratos que possuam resíduos de aspartato. Como mecanismo de proteção 

contra ativação inadvertida, essas enzimas são sintetizadas na forma de 

precursores inativos (zimogênios), necessitando de clivagem para iniciar sua 

ativação (HENGARTNER, 2000). As caspases sinalizam a apoptose e clivam 

esses substratos levando à condensação e fragmentação nuclear, externalização 

de fosfolipídeos de membrana que irão sinalizar para estas células serem 

fagocitadas por macrófagos (GRIVICICH et al.,2007). Entre os diversos substratos 

das caspases pode-se citar a mdm-2 (murine double murine), uma proteína que 

se liga a p53 mantendo-a no citoplasma. Ao ser clivado pelas caspases, essa 

proteína libera a p53 que se transloca para o núcleo, ativando a transcrição de 

genes pró-apoptóticos como o Bax. São conhecidas 14 caspases humanas, 

sendo que seis (caspases 3, 6, 7, 8, 9, 10) participam da apoptose. As caspases 

1, 4, 5, 11, 12, 13, 14 estão envolvidas na maturação de citoquinas, e sua 

contribuição na apoptose ainda não está esclarecida (LAVRIK et al.,2005). 

Outro fator mitocondrial pró-apoptótico é o Smac/DIABLO que atua inibindo 

as proteínas inibidoras da apoptose (IAPs) de bloquear a atividade das caspases. 

As IAPs pertencem uma família de proteínas com atividade anti-apoptótica que 

atuam inibindo as caspases. Após dano mitocondrial, a Smac/DIABLO é liberada 

do espaço intermembrana para o citoplasma, juntamente com o citocromo c. 

Enquanto o citocromo c liga-se à APAF-1 e ativa diretamente a caspase-9, 

Smac/DIABLO remove as IAP de sua ligação inibitória com as caspases 

(GRIVICICH, 2007). A ação das caspases também é regulada através do bloqueio 

do complexo DISC por uma proteína inibidora dos receptores de morte c-FLIPL, c-

FLIPS, and c-FLIPR. Essas proteínas são alvos de estudo na modulação 

farmacológica na morte celular (Figura 9) (LAVRIK et al., 2005).  

A família bcl-2 possui cerca de vinte proteínas já identificadas, cada uma 

delas com duas ou mais isoformas. Dentre essas proteínas, bax, bak, bcl-Xs, bok, 

bad, bid exercem função pró-apoptóticas enquanto as proteínas bcl-2, bcl-XL, bl-

w, mcl-1 têm função anti-apotótica. É conhecido que, durante a apoptose, 

membros da família Bcl-2 podem ser fosforilados (bcl-2 e bad), clivados (bid) e 

podem ter mudanças de conformação e oligomerização (bax e bak). Os sinais 

mitocondriais anti ou pró-apoptóticos estão em equilíbrio e a predominância de 
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um desses sinais, conduz, respectivamente, a sobrevida ou morte celular 

programada (CHAN & YU, 2004). Proteínas BH3 (Bid e Bim) interagem com 

proteínas pró-apoptóticas da família bcl-2, como Bak e Bax e essa interação induz 

a ativação/oligomerização (DESAGHER & MARTINOU, 2000; KUTUK & 

BASAGA, 2006). Assim, o equilíbrio anti e pró-apoptótico são modulados por vias 

que se complementam, nas quais ocorre a associação das proteínas Bcl-2/Bax e 

Bcl-xL/Bak. Se o estímulo for anti-apoptótico, a ligação de Bcl-2/Bax e Bcl-xL/Bak 

é mantida, impedindo a formação do poro na membrana mitocondrial e liberação 

de citocromo-c e das IAPs. Entretanto, por estímulo pró-apoptótico, a ativação de 

Bax e Bak ocorre pela forma clivada de Bid (tBid), seguida da oligomerização Bax 

e Bak na membrana mitocondrial, com subseqüente liberação das proteínas 

apoptogênicas (citocromo c) e consequente indução de morte celular (PETROS et 

al., 2004; BRAS et al., 2005; KUTUK & BASAGA, 2006). 

 Na apoptose caspase independente, o fator de indução de apoptose (IAF) 

e a endonuclease G (ENDOG) migram para o núcleo, onde promovem em larga 

escala fragmentação de DNA independentemente das caspases. SMAC/DIABLO 

e HTRA2 inibem a função anti-apoptótica de vários membros da família das IAPs, 

assim inibindo a ativação das caspases. Além disso, HTRA2 exerce efeitos pró-

apoptóticos caspase independente em virtude da atividade da serina protease. 

 Enfim, a definição sugerida para apoptose intrínseca é de um processo de 

morte celular que é mediada pela permeabilização da membrana mitocondrial 

externa, e, portanto está sempre associada a (i) generalizada e irreversível 

dissipação do potencial transmebranar mitocondrial ∆ѱm (ii) liberação de proteínas 

da membrana mitocondrial interna no citosol (e sua possível relocalização em 

outros compartimentos subcelulares e (iii) inibição da cadeia respiratória. 

A demonstração de que a apoptose é um mecanismo inato de defesa 

antineoplásica e que vários agentes quimioterápicos agem através da indução 

desse tipo de morte celular levou a uma intensa investigação dos mecanismos 

moleculares da apoptose e sua aplicação no tratamento do câncer (GRIVICICH et 

al., 2007; HUANG et al., 2011). 
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Figura 9. Apoptose intrínseca. Como resposta à múltliplas condições de estresse intracelular (por 
exemplo, danos ao DNA, sobrecarga de Ca

2+
 citosólico), sinais de sobrevivência e morte são 

gerados e convertidos ao centro de controle mitocondrial. Quando os sinais de morte prevalecem, 
ocorre a permeabilização da membrana mitocondrial externa (MOMP) ocorre e leva a dissipação 
do potencial transmembrana mitocondrial (∆ѱm), inibição da síntese de ATP mitocondrial e 
atividades de transporte ∆ѱm- dependente. Além disso, as cadeias respiratórias ficam 
desacopladas, levando a uma superprodução de espécies reativas de oxigênio (ROS), e proteínas 
que estão normalmente confinadas no espaço intermembranar mitocondrial (IMS) são libertados 
para o citosol. Entre esses, o citocromo c (CYTC) unidades - em conjunto com o proteína 
adaptadora citoplasmática APAF1 e dATP – que conjuntamente são chamados de apoptossomo, 
um complexo multiproteinas que desencadeia a cascata de caspase-9 → caspase-3 proteolítica. 
Proteína IAP de ligação direta com baixo pI (DIABLO, também conhecida como segundo ativador 
de mitocôndrias derivadas de caspases, SMAC) e altas temperaturas requerem proteína A2 
(HTRA2) o que facilita a ativação da caspase pelo sequestramento e/ou degradação de vários 
membros da família de proteína inibidoras de apoptose (IAP).Em contrapartida, o fator de indução 
de apoptose (AIF) e endonuclease G (ENDOG) funcionam como caspase independente pela 
recolocação dos núcleos e fragmentação do DNA. Digno de nota, a serina protease HTRA2, 
também contribui para a apoptose independente de caspase através da clivagem de uma grande 
variedade de substratos celulares (incluindo proteínas do citoesqueleto) (Figura extraída e 
modificada de GALLUZZI et al., 2012). 
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3.6.2. Necrose regulada 

Durante muito tempo, a necrose tem sido considerada como um mero 

mecanismo de morte acidental de células e foi definida pela ausência de 

características morfológicas de apoptose ou autofagia. Diversos estudos têm 

demonstrando que a necrose pode ocorrer de uma forma regulada, e que a morte 

celular necrótica tem um papel proeminente nos diferentes aspectos fisiológicos e 

patológicos (GALLUZZI et al., 2012). 

Como principais características da necrose, observam-se um aumento do 

volume celular, a dilatação das mitocôndrias e do retículo endoplasmático rugoso, 

a condensação da cromatina e a desagregação dos ribossomos (BRAS et al., 

2005). Ocorrem alterações na permeabilidade da membrana plasmática por 

diminuição nos níveis de ATP, que tem como consequência comprometimento da 

bomba de Na+/K+ e de outros fenômenos que são ATP-dependentes (TRUMP et 

al., 1997). Isso resulta no rompimento de organelas e da membrana plasmática e 

liberação de componentes intracelulares, ocasionando uma reação inflamatória 

local (BOUJRAD et al., 2007; KROEMER, et al., 2009),). Ainda que o material 

necrótico seja removido por fagócitos, a inflamação causa danos locais 

significativos (Figura 8) (KERR et al., 1994). Não há evidencia de remodelamento 

de cromatina durante a necrose, e a célula entra em citólise imediata, com 

digestão aleatória do DNA, cariolise e perda da integridade da membrana 

plasmática. A citólise é o estágio final da decadência celular evidente no processo 

de necrose (HAIL et al., 2006) (Figura 10). 

O termo necroptose tem sido utilizado recentemente como sinônimo de 

necrose regulada, mas foi originalmente introduzido para indicar um caso 

específico ou morte regulada, no qual é iniciada pela ligação ao receptor de morte 

TNFR1 e que pode ser inibida pela proteína RIP1-alvo químico necrostatina-1. O 

Comitê de Nomenclatura de Morte Celular (2012) orienta os cientistas e os 

autores de publicações científicas a utilizarem a nomenclatura geral, não a 

específica. Entretanto, necroptose pode ser utilizado para indicar necrose 

regulada por RIP1- e/ou RPI3-dependente, desde que devidamente esclarecido 

no início de cada trabalho.  
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Figura 10. Características morfológicas de apoptose e necrose. (Figura extraída e modificada de 
HAIL et al., 2006). 

  

3.6.3. Morte celular autofágica 

Com base nas características morfológicas, o termo morte celular 

autofágica tem sido amplamente usado para indicar situações de morte celular, 

que são acompanhados por uma enorme vacuolização citoplasmática, que 

frequentemente (embora nem sempre) indica aumento do fluxo autofágico. 

GALLUZZI e colaboradores (2012) reintroduziram o termo morte celular 

autofágica baseado nas considerações bioquímicas e funcionais, para indicar um 

exemplo de morte celular que é mediada por autofagia, ou seja, que pode ser 

suprimida pela inibição da via autofágica por produtos químicos e/ou meios 

genéticos (por exemplo, mutação ou RNAi visando essenciais moduladores 

autofágicos como AMBRA1, ATG5, ATG12 ou beclina 1.  

  



67 

 

3.6.4. Mitose catastrófica 

 Durante a última década, diversas tentativas foram realizadas para 

delinear as vias moleculares que levam a mitose catastrófica. Ocasionalmente, 

pesquisadores empregam mitose catastrófica para a morte celular que ocorre na 

mitose. Mais frequentemente, catástrofe mitótica refere-se a casos de morte 

celular que são desencadeadas por mitose anormal e executada quer durante a 

mitose ou na interfase subsequente. Recentemente, tem sido proposto que a 

mitose catastrófica não deve ser considerada um mecanismo de morte celular 

fidedigno mas sim uma cascata de sinalização  oncossuppressiva que precede a 

morte celular (ou senescência) (GALLUZZI et al., 2011).  

 
3.7. PRODUTOS NATURAIS E O CÂNCER 

O Brasil tem quase um terço da flora mundial com uma biodiversidade 

exuberante, estimada em cerca de 20% do número total de plantas do planeta. 

Essa grande biodiversidade se distribui em diferentes regiões como a Amazônia, 

a Mata Atlântica e o Cerrado (CRAGG et al., 1997). Esse imenso patrimônio 

genético de fontes naturais, já escassos em países desenvolvidos tem na 

atualidade valor econômico estratégico inestimável em várias atividades, mas é 

no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior 

potencialidade. A razão dessa afirmação é facilmente comprovada quando se 

analisa o número de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a partir de 

produtos naturais (BAKER et al., 2007; NEWMAN & GRAGG, 2007, 2012).  

A descoberta e desenvolvimento de novos fármacos a partir de extratos 

vegetais ainda é pouco explorada. Atualmente, estima-se que das 300 mil 

espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a 

algum estudo científico para avaliar suas potencialidades na preparação de novos 

produtos (NOGUEIRA et al., 2010).  

O uso da fitoterapia na prática médica continua crescendo visivelmente ao 

longo dos anos para tratar diversas enfermidades. Frente a esse crescimento, é 

perceptível em nosso país que não somente a população, mas também 

profissionais da saúde necessitem de informações seguras sobre os fitoterápicos. 

Baseada apenas na chamada sabedoria popular sobre os benefícios dos 

fitoterápicos, inúmeras pessoas utilizam as plantas para o tratamento de doenças 
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desconhecendo seus riscos, o que torna os estudos toxicológicos e 

farmacológicos pré-clínicos e clínicos indispensáveis para a proteção à saúde da 

população, bem como para comprovar cientificamente a eficácia terapêutica 

desses produtos. 

A quantidade de estudos utilizando produtos naturais na área da 

quimioterapia do câncer é intensa, uma vez que 74% dos compostos antitumorais 

são originados de espécies vegetais ou derivados (TAN et al., 2006; GRAGG & 

NEWMAN, 2007). Muitos desses produtos naturais são capazes de alterar o 

metabolismo de carcinógenos através da indução de enzimas microssomais 

envolvidas na detoxificação do organismo. A carcinogênese, portanto, pode ser 

evitada por uma série de compostos de diferentes classes como flavonóides, 

alcalóides, cumarinas, tiocarbamatos, fenólicos e isotiocianatos que podem agir 

como agentes quimiopreventivos do câncer, uma vez que podem prevenir, 

suprimir ou reverter o processo de carcinogênese através da ingestão de 

compostos na dieta ou fármacos (SONG et al., 1999).  

Um exemplo clássico de compostos antitumorais originados de plantas 

medicinais são os alcalóides vincristina e vimblastina, isolados de uma pequena 

planta conhecida como vinca. Devido ao grande interesse desses compostos na 

quimioterapia, foram realizados diversos estudos de semissíntese e síntese, de 

modo a obter e propiciar o desenvolvimento de novas substâncias com este fim 

terapêutico, como o derivado semissintético vinorrelbina e o derivado sintético 

vindesina. A ação farmacológica dos alcaloides da vinca e seus derivados é 

devida à inibição da polimerização da tubulina em microtúbulos, e, portanto, 

bloqueio da divisão celular no início da metáfase (GRAGG & NEWMANN, 2005; 

SIMÕES et al., 2010). 

Outros exemplos são os derivados da camptotecina (isolada de uma árvore 

chinesa, Camptotheca acuminata), da podofilotoxina (proveniente da Podophyllum 

peltatum) e do paclitaxel (extraído das cascas do tronco de Taxus brevifolia), que 

derivam do screening desenvolvido no National Cancer Institute (NCI/USA), onde 

milhares de extratos foram avaliados para atividade antitumoral. Os derivados da 

camptotecina, como o topotecano e o irinotecano, são fármacos inibidores das 

topoisomerases do tipo I, já os derivados semissintéticos da podofilotoxina, como 
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o etoposídeo/VP16 e teniposídeo/VM26 (epipodofilotoxinas), são fármacos 

inibidores das topoisomerases do tipo II, e, por apresentarem esse mecanismo de 

ação único, constituem uma alternativa nova para terapêutica antitumoral. Já os 

derivados do paclitaxel, como o docetaxel, se ligam à tubulina e favorecem sua 

polimerização em microtúbulos, e por sua vez, inibem a despolimerização dos 

microtúbulos em tubulina, impedindo assim o desaparecimento do fuso da divisão 

celular (FUCHS & WANNMACHER, 2010; SIMÕES et al., 2010). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

I. PARTE QUÍMICA 

I.1. MATERIAL VEGETAL 

As partes aéreas de Baccharis trimera foram coletadas na cidade de Guaíba, 

Rio Grande do Sul, Brasil, e identificadas pelo botânico Prof. Dr. Sérgio 

Bordignon. O Material testemunho está depositado no herbário do Departamento 

de Botânica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN: 189790).  

Após secagem em estufa de ar circulante em temperatura não superior a 

40°C, as partes aéreas de B. trimera foram moídas e este material foi empregado 

para as análises fitoquímicas e biológicas. 

  

I.2. OBTENÇÃO DE EXTRATOS E FRAÇÕES DE Baccharis trimera 

I.2.1. Preparação do extrato bruto hidroetanólico de B. trimera 

 1 kg das partes aéreas frescas e rasuradas de B. trimera foram maceradas 

em etanol a 70% na proporção de 10 g do material vegetal/100 mL de etanol, 

durante 15 dias. Uma segunda maceração foi realizada após filtração do primeiro 

macerado. Após retirada do etanol em evaporador rotatório, o extrato bruto foi 

liofilizado e armazenado em dessecador. 

 

I.2.2. Preparação de frações: diclorometano, acetato de etila, n-butanol e 

aquosa de B. trimera 

As partes aéreas moídas de B. trimera foram extraídas através de aparelho 

Soxhlet com solventes de polaridade crescente, diclorometano, acetato de etila e 

n-butanol por 24 h cada e concentradas em evaporador rotatório. O resíduo 

vegetal foi submetido à decocção por 3 horas sendo, então, a fase aquosa 

liofilizada para obtenção da fração aquosa. Foram obtidas assim quatro frações. 

(Figura 11). Todas as frações foram caracterizadas através de cromatografia em 

camada delgada.  
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I.2.3. Obtenção de frações enriquecidas de terpenos e de compostos 

fenólicos de B. trimera 

A partir de 1 g da fração resultante da reunião das frações acetato de etila + n-

butanol foram realizados sucessivos fracionamentos através de cromatografia em 

coluna de exclusão molecular, empregando-se como fase estacionária sephadex 

LH-20 e fase móvel etanol absoluto para obtenção de duas novas frações: uma 

fração majoritária de terpenóides e uma fração majoritária de compostos fenólicos 

(Figura 11). As frações foram monitoradas por cromatografia em camada delgada. 

A fração de compostos fenólicos foi caracterizada por cromatografia líquida de 

alta eficiência (ver item I.6.). 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema de obtenção das frações a partir de B. trimera. 

  

Partes aéreas de B trimera 50 g 

Extração 
(Soxhlet) 

diclorometano  acetato de etila n-butanol fração aquosa residual  

Fracionamento por cromatografia  
em coluna de exclusão molecular 

Terpenóides Compostos fenólicos 
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I.3. ANÁLISE QUÍMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA 

(CCD) 

Tanto o extrato bruto hidroetanólico como as frações de B. trimera foram 

analisados quimicamente por CCD. 

Para as cromatografias em camada delgada foram utilizadas cromatofolhas 

de alumínio GF254. Os cromatogramas foram observados sob luz UV254 e 

UV366 nm e borrifados com o agente cromogênico anisaldeído sulfúrico com 

posterior aquecimento a 100 °C até o máximo desenvolvimento de coloração 

(STAHL, 1969). 

Foram empregados diferentes sistemas eluentes para B. trimera: 

clorofórmio:etanol:ácido acético (100:40:6, v/v), diclorometano:metanol (95:5, v/v), 

butanol:ácido acético:água (2:1:1, v/v) e acetato de etila:acetona:ácido 

acético:água (60:20:10:10, v/v) (OLIVEIRA et al., 2012)  

 

I.4. DETERMINAÇÃO DE FENÓIS TOTAIS PELO MÉTODO DE FOLIN-

CIOCALTEU (BEARA, 2009). 

O conteúdo de fenólicos totais foi avaliado pelo método de Folin-Ciocalteu 

e adaptado para placa de 96 poços. Para este ensaio foram testadas as frações 

diclorometano, acetato de etila, n-butanol, aquosa, compostos fenólicos e 

terpenóides. As amostras foram preparadas na concentração de 1mg/mL.  

Para curva padrão do ácido gálico foram preparados 4 mL de solução de 

ácido gálico em metanol na concentração de 500 μM e realizadas as diluições das 

soluções padrões para as concentrações 10, 15, 20, 25 e 30 μM. Após 2 h, a 

absorbância das amostras foi medida a 750 nm, tendo como "branco" o metanol e 

todos os reagentes, exceto o extrato. As medidas de absorbância foram efetuadas 

em triplicata. 
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I.5. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO 

FOTOCOLORIMÉTRICO DO DPPH

A avaliação da atividade antioxidante frente ao radical DPPHfoi realizada 

através de medidas espectrofotométricas do consumo do radical, na presença de 

substâncias antioxidantes de acordo com o método de BRAND-WILLIAMS e 

colaboradores (1995) e adapatado para placa de 96 poços. (BEARA et al., 2009). 

A densidade óptica foi medida em leitor de placas Envision (PerkinElmer), no 

comprimento de onda de 515 nm e o experimento foi conduzido em triplicata. 

DPPH em metanol foi utilizado como controle negativo e o flavonóide quercetina 

foi utilizado como substância antioxidante de referência. A atividade antioxidante 

(AOA) foi expressa como a concentração (µg/mL) capaz de inibir a formação do 

radical DPPH em 50% (IC50) em comparação com o controle negativo.  

 

1.5.1. Preparação da curva-analítica do DPPH 

A curva de calibração (5 a 150 μM) foi construída a partir dos valores da 

absorbância a  = 515 nm. As medidas de absorbância foram efetuadas em 

triplicata. 

 

1.5.2. Preparação das amostras 

Para este ensaio foi utilizado às frações diclorometano, acetato de etila, n-

butanol, aquosa, compostos fenólicos e terpenóides. As amostras e a substância 

antioxidante de referência (quercetina) foram analisadas nas concentrações de 1 

a 100 μg/mL.  

 

I.6. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) 

A fração de compostos fenólicos foi caracterizada por cromatografia líquida 

de alta eficiência. 

 

I.6.1. Substâncias químicas, reagentes 

Os solventes para extração foram de grau p.a., Synth® (diclorometano), 

Nuclear® (acetato de etila), Vetec® (butanol), água destilada, e de grau CLAE, 

Merck® (metanol) e água obtida por sistema Milli-Q® Plus Millipore. 
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Foram utilizadas como substâncias de referência para validação do método 

analítico por CLAE os flavonóides quercetina e rutina (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Pureza e procedência das substâncias de referência quercetina e rutina 

Substâncias Pureza Procedência Lotes 

Quercetina ≥98% Sigma 060M1196V 
Rutina NI Riedel 30853 

 

I.6.2. Condições cromatográficas 

Cada solução foi filtrada em membrana HV (DURAPORE) em PDV, 045 µm 

de poro, 13 mm de diâmetro e injetada em triplicata no cromatógrafo seguindo as 

seguintes condições cromatográficas (Tabela 6): 

Tabela 6. Condições cromatográficas 

Característica Descrição 

Fase móvel Método isocrático: Metanol:água (40:60) + 
0,05% ácido trifluoroacético (pH=3,0)  

Coluna Fase reversa C-18 Vertical
®
 VERTISEP GES 

(4,6 x 250 mm 5 µm) 
Fluxo da fase móvel 0,9 mL/min. 
Comprimento de onda 254 nm 
Volume de injeção 20 µL  
Temperatura de análise ambiente  

 

I.6.3. Fase móvel e solução de diluição 

A fase móvel foi preparada acidificando a água ultrapura (MilliQ®) com 

0,05% de ácido trifluoroacético (pH=3,0), sendo que 600 mL desta solução 

aquosa foi misturada com 400 mL de metanol, constituindo assim a fase móvel. A 

solução de diluição da fração de fenólicos e das substâncias de referência 

quercetina e rutina foi preparada com uma mistura de 500 mL de água ultrapura 

(MilliQ®) com 500 mL de metanol. 

 
I.6.4. Preparo das substâncias de referências 

 Para a obtenção da solução-mãe das substâncias de referência, quercetina 

e rutina, foram pesados separadamente, em balança analítica, exatamente 10 mg 

de cada uma. Após serem diluídas com a solução de diluição (metanol:água - 

50:50), foram reunidas em balão volumétrico de 100 mL. 

 A solução-mãe foi diluída em cinco diferentes concentrações para a 

obtenção da respectiva curva analítica: 10 µg/mL, 15 µg/mL, 20 µg/mL, 25 µg/mL 
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e 30 µg/mL. As soluções foram filtradas em membrana de 0,45 µm antes de 

serem injetadas no CLAE. 

 

I.6.5. Preparo da amostra 

 Foram pesados exatamente 10 mg da fração de compostos fenólicos. A 

amostra foi diluída em metanol:água (50:50) em balão volumétrico de 10 mL. 

Após a realização das diluições desejadas, a solução final foi filtrada em 

membrana de 0,45 µm antes de ser injetada no CLAE. 

 

I.7. VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA CLAE-UV 

Para a validação da metodologia desenvolvida por CLAE-UV foram 

avaliados os parâmetros: linearidade, precisão, exatidão, especificidade (pureza 

do pico), limite de detecção e limite de quantificação. A precisão e a exatidão do 

método foram avaliadas utilizando soluções diluídas da fração de compostos 

fenólicos, enquanto a linearidade, o limite de detecção e de quantificação foram 

determinados pela mistura das substâncias de referência quercetina e rutina. 

 A especificidade foi avaliada através da análise da pureza de cada pico da 

amostra utilizando detector UV-PDA e confirmada através dos tempos de 

retenção das substâncias de referência quercetina e rutina. 

 

I.7.1. Linearidade 

Para as substâncias de referência, quercetina e rutina, construiu-se uma 

curva analítica com cinco concentrações. Cada ponto da curva foi injetado em 

triplicata. 

A curva analítica das substâncias de referência foi realizada em três dias 

diferentes. Foi construído um gráfico para cada substância, com as áreas médias 

dos cromatogramas obtidas nos diferentes dias, plotando-se os resultados da 

área versus concentração (µg/mL). Foram calculados o coeficiente de correlação 

e a equação da reta da curva analítica. Esta foi determinada através da regressão 

linear, pelo método dos mínimos quadrados e pela análise de variância (ANOVA). 
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I.7.2. Limite de Detecção (LD) 

 O limite de detecção foi estimado calculando-se a partir dos dados obtidos 

da equação da reta da curva analítica, pela equação: 

 

 

        LD = DPa x 3 / IC 

 

Onde: DPa = é o desvio padrão do intercepto com o eixo do Y 

 IC = é a inclinação da reta 

 

I.7.3. Limite de Quantificação (LQ) 

 O limite de quantificação foi estimado calculando-se a partir dos dados 

obtidos da equação da reta da curva analítica, pela equação: 

 

       LQ = DPa x 10 / IC 

 

Onde: DPa = é o desvio padrão do intercepto com o eixo do Y 

 IC = é a inclinação da reta 

 

I.7.4. Precisão 

A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série 

de medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma amostra. Foi avaliada a 

repetibilidade (precisão intra-cromatograma): verificada por 9 determinações, em 

3 concentrações, baixa, média e alta, em triplicata. A Precisão intermediária 

(precisão inter- cromatogramas) foi realizada em 2 dias diferentes. 

A amostra foi preparada de acordo com o item I.6.4 sendo realizadas diluições 

para obter as concentrações baixa, média e alta: 400, 500 e 600 µg/mL, 

respectivamente. 

 

I.7.5. Exatidão 

 A Exatidão do método foi verificada pela adição de quantidades conhecidas 

das substâncias de referência na fração de compostos fenólicos. Na solução de 
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500 µg/mL da fração de compostos fenólicos foram adicionadas as substâncias 

de referência, quercetina e rutina, nas concentrações de 10, 15 e 20 µg/mL, de 

modo a obter 3 pontos da curva analítica.  

O ensaio para cada amostra foi realizado em dois dias diferentes, sendo 

cada uma analisada em triplicata. 

A exatidão é expressa pela relação entre a concentração média 

determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente: 

Exatidão = concentração média experimental x 100 

     Concentração teórica 

I.7.6. Especificidade 

 A especificidade da amostra foi determinada utilizando o aparelho: 

Shimadzu C-10AD equipado com detector SPD-M10AVP diode array, através da 

determinação da pureza do pico. 

 

I.7.7. Quantificação da fração compostos fenólicos expressa em quercetina 

por CLAE 

A quantificação da fração compostos fenólicos foi determinada pela 

interpolação do somatório das áreas dos picos do cromatograma e de seus picos 

individuais na concentração de 500 µg/ml na curva analítica da quercetina (10 a 

30 µg/mL) e expressos como equivalente de quercetina (EQ) por g de extrato. A 

equação do gráfico da curva analítica da quercetina foi y= 78641x+12367 e o 

coeficiente de correlação R2 = 0,9996. Todas as análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

I.8. ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 A espectrometria de massas foi realizada em espectrômetro de massas Q-

Tof micromass/Waters, capilaridade: 3300 V, cone: 35 V, ionização: ESI + (modo 

positivo). As amostras foram diluídas em solução 50:50 metanol/ácido fórmico 0,1 

%, e o fluxo da infusão direta foi 1 microlitro/minuto. 
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II PARTE BIOLÓGICA 

 

II.1. ENSAIO DE LETALIDADE COM ARTEMIA SALINA (MEYER et al., 1982) 

Ovos de Artemia salina (Maramar®) foram eclodidos em um recipiente 

contendo água do mar artificial, o qual foi preparado com uma mistura comercial 

de sal (RedSea®) e água destilada (15 g\L), por incubação sob lâmpada de 60 W, 

que forneceu luz e calor direta (24-26 ºC). Após 48 h as larvas foram coletadas 

com pipeta Pasteur. Cada tubo de ensaio usado no teste tinha 10 larvas (PARRA 

et al., 2001). Cada extrato foi dissolvido em água e DMSO (1%) para obter 

soluções com concentrações entre 33 a 1330 µg/mL (em triplicata) para 

determinar a curva dose-resposta. O grupo controle foi composto de água salina 

artificial e DMSO (1%). Após 24 h, as larvas vivas foram contadas e o valor DL50 

(dose letal 50%) foi estimado através do método estatístico dos Probitos 

(FINNEY, 1971) com intervalo de confiança de 95%. 

 
II. 2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DE Baccharis trimera NA PROLIFERAÇÃO E 

MORTE CELULAR EM LINHAGENS HUMANAS DE CARCINOMA CERVICAL E 

DE CÂNCER DE MAMA  

 

II.2.1. Materiais 

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), penicilina/estreptomicina, 

solução de tripsina 0,25%/EDTA, fungizona, foram adquiridos da Sigma (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO). SFB (soro fetal bovino) foi adquirido da Gibco 

(Gibco BRL, Grand Island, NY). Todas as outras substâncias químicas e 

solventes utilizados foram de grau analítico. 

 

II.2.2. Linhagens celulares e condições de cultivo 

As linhagens celulares humanas SiHa (carcinoma cervical - HPV 16-

positivo) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama -dependente de estrógeno), foram 

adquiridas da ATCC - American Type Culture Collection (Rock-ville, MD). As 

linhagens celulares foram mantidas em meio de cultura DMEM, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB) e com 0,5 U/mL dos antibióticos 



82 

 

penicilina/estreptomicina. As culturas celulares foram mantidas em atmosfera 

umidificada a 5% de CO2 à temperatura de 37 °C.  

 

II.2.3. Avaliação da Viabilidade Celular 

 

II.2.3.1. Preparação dos extratos de B. trimera  

Os extratos e frações, com exceção do extrato aquoso, foram preparados 

com 1% de DMSO em meio de cultura, obtendo-se uma concentração final 

máxima de DMSO por poço de 0,03% durante os tratamentos.  

 

II.2.3.2. Ensaio de MTT 

As linhagens celulares SiHa (2 x 103 células/poço) e MCF-7 (3 x 103 

células/poço), foram cultivadas em placas de 96 poços, em um volume final de 

190 µL, e após atingirem semiconfluência, foram tratadas com os extratos e 

frações de B. trimera, nos tempos de 24 e 48 h. A viabilidade celular foi avaliada 

pelo ensaio do MTT (3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazólio brometo), o 

qual foi adicionado ao meio de incubação a concentração final de 0,5 mg/mL. As 

células foram incubadas por 180 minutos a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2. O 

meio foi então removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO, 

sob agitação por 10 minutos. A densidade óptica foi medida em leitor de placas  

Envision (PerkinElmer), nos comprimentos de onda de 630 nm e 560 nm. 

Como substâncias de referência, foram utilizadas a cisplatina, nas concentrações 

de 30 e 50 µM, e quercetina e rutina, nas concentrações de 10 a 100 µM 

(ROCKENBACH et al., 2011).  

Foram realizados quatro experimentos independentes. Os resultados foram 

expressos em percentual de viabilidade em relação ao controle negativo contendo 

o veículo DMSO, representando a viabilidade de cada tratamento, segundo 

proposto por SREELATHA e colaboradores (2011):  

 

Viabilidade Celular (%) =      Absorbância do Teste                    x 100  

          Absorbância do Controle Negativo  
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II.2.3.3. Observação das alterações morfológicas das células 

A linhagem celular SiHa (2,5 x 104 células/poço) foi cultivada em placas de 

24 poços, em um volume final de 600 µL. Após atingirem semi-confluência, as 

células foram tratadas com o extrato bruto hidroetanólico (946,41 µg/mL), fração 

compostos fenólicos (482,49 µg/mL) e fração terpenóide (456,18 µg/mL) de B. 

trimera por 24 h. Após o tratamento as células foram observadas em microscópio 

de fase invertido Olympus IX71 (aumento de 200x) (SREELATHA et al., 2011). 

 

II.2.3.4. Contagem celular 

A linhagem celular SiHa (2,5 x 104 células/poço) e MCF-7 (3,5 x 104 

células/poço) foi cultivada em placas de 24 poços, em um volume final de 600 µL. 

Após 48 h, ao atingirem a semi-confluência, as células foram tratadas com o 

extrato bruto hidroetanólico e frações de B. trimera por 24 h. Como controle foi 

utilizado meio com DMSO na concentração máxima de 0,03%. Após a retirada 

dos tratamentos, as células foram lavadas com tampão PBS e destacadas da 

placa com tripsina 0,25%/EDTA. A contagem foi realizada utilizando azul de 

trypan e em câmara de Neubauer. Os resultados foram expressos como % em 

relação aos controles.  

 

II.2.3.5. Ensaio Clonogênico 

Após o tratamento com o extrato e frações de B. trimera, as células 

aderentes foram destacadas da placa com tripsina 0,25%/EDTA, contadas e 

plaqueadas (1 x 102 células por poço) em placas de 6 poços em meio DMEM + 

10% SFB e incubadas a 37 ºC a 5% CO2. Como controle, foi utilizado, meio com 

DMSO na concentração final máxima de 0,03%. Após 10 dias, as colônias 

formadas foram contadas e foi determinado o PE (plating efficiency) dos poços 

controles, ou seja, a fração de col 

ônias formadas por células não expostas ao tratamento: 

 

PE = número de colônias formadas 

         número de células plaqueadas 
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Em seguida calculou-se o SF (surviving fraction) dos poços tratados, ou 

seja, a fração de colônias formadas por células expostas ao tratamento: 

 

 
SF=  número de colônias formadas após tratamento   x PE 

                      número de células plaqueadas  

 

II.2.3.6. Teste de Wound Healing 

 O ensaio de migração celular foi realizado de acordo com o teste wound 

healing ou modelo de cicatrização in vitro (MILEO et al., 2012). As células foram 

cultivadas em placas de 24 poços, em um volume final de 600 µL. Após a cultura 

atingir a confluência, foi realizada uma lesão na camada unicelular com o auxílio 

de uma ponteira pressionada contra o assoalho da placa de cultura, formando 

assim uma fenda na camada de células. A cultura foi lavada três vezes com 

tampão PBS para retirada completa de resíduos celulares da fenda formada. Em 

seguida, as células foram incubadas em ausência e presença do extrato bruto 

hidroetanólico e frações de compostos fenólicos e de terpenóides de B. trimera 

por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Foram realizados três 

experimentos independentes. 

As imagens foram captadas em microscópio de fase invertido Olympus 

IX71 (aumento de 100x) no início do experimento (tempo zero) e após 24, 48 e 72 

horas. A área das fendas foi medida atribuindo-se 100% no tempo zero. A média 

das distâncias totais das áreas das fendas foram calculadas e atribuídas em 

valores percentuais em relação ao controle. 

 
II.2.3.7. Ensaio de Lactato Desidrogenase (LDH) 

Células da linhagem celular SiHa foram cultivadas em placas de 24 poços 

(2x104 células por poço) e ao atingirem semi-confluência, foram tratadas com os 

extratos e frações de B. trimera e com cisplatina 50 µM. Após a exposição das 

células aos tratamentos, o meio de cultura foi retirado e centrifugado a 10.000 rpm 

por um minuto, com o objetivo de obter o sobrenadante livre de células. A 

atividade da enzima LDH foi avaliada utilizando o KIT colorimétrico comercial da 

Labtest Diagnóstica (Minas Gerais, Brasil). Os resultados obtidos para células 



85 

 

tratadas foram comparadas com os respectivos controles e com o Triton X-100, 

na concentração de 1,5%, utilizado como controle positivo (BUFFON et al., 2007). 

 

II.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão e analisados 

estatisticamente por Análise da Variância (ANOVA) seguidos de post test Tukey. P< 

0,05 foram considerados como indicativo de significância. 

 

 

  



86 

 

 

 
  



87 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RREESSUULLTTAADDOOSS  
 
 
 
 
 
 
 
 



88 

 

 
  



89 

 

5. RESULTADOS  

 

I. PARTE QUIMICA 

 

I.1. RENDIMENTO DOS EXTRATOS  

O extrato bruto hidroetanólico apresentou um rendimento de 125 g (12%) a 

partir de 1 kg das partes aéreas de B. trimera. 

A infusão apresentou um rendimento de 8,378 g (16%) a partir de 50 g das 

partes aéreas de B. trimera. 

 

I.1.1. Rendimento das frações diclorometano, acetato de etila, n-butanol e 

aquosa 

Considerando-se a extração das frações em aparelho soxhlet utilizando 

solventes de polaridade crescente (diclorometano, acetato de etila e n-butanol) e 

da fase aquosa por decocção do resíduo vegetal a partir de 30 g das partes 

aéreas moídas de B. trimera, obteve-se os seguintes rendimentos: Fração 

diclorometano - 4,3 g (14%), Fração acetato de etila - 1,2 g (4%), Fração n-

butanol - 2,4 g (8%) e Fração aquosa do resíduo vegetal - 10,55 g (35%) 

 

I.1.3. Rendimento das frações enriquecidas de terpenóides e de compostos 

fenólicos 

O rendimento dessas frações obtido através do fracionamento em coluna 

de exclusão molecular, a partir da reunião das frações acetato de etila e n-butanol 

(1 g), foram de: Fração terpenóides - 0,39 g (65%) e Fração de compostos 

fenólicos - 0,16 g (26%). 

 

I.2. ANÁLISE CROMATOGRÁFICA 

 Através da análise cromatográfica em camada delgada foram comparadas 

as frações diclorometano, acetato de etila, n-butanol e aquosa com o extrato bruto 

hidroetanólico de B. trimera. Como agente cromogênico foi utilizado anisaldeído 

sulfúrico com posterior aquecimento a 100 ºC com o qual os terpenos revelam 

com coloração azulada ou rosado-avermelhada (STAHL, 1969).  
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Na análise do perfil cromatográfico da fração diclorometano e do extrato 

bruto hidroetanólico (Figura 12) utilizando como fase móvel 

diclorometano:metanol (95:5, v/v), pode-se verificar a presença de substâncias 

mais apolares. 

 

Figura 12. CCD da fração diclorometano (DM) e do extrato bruto (EBH) de B. trimera. Fase móvel: 
Diclorometano:Metanol (95:5, v/v). Agente cromogênico: anisaldeído sulfúrico com posterior 
aquecimento a 100 ºC. 

 
A comparação cromatográfica entre as frações acetato de etila e n-butanol 

foi observada na figura 13. Quanto às substâncias encontradas nessas frações, 

pode-se destacar a abundância de substâncias com coloração rosa e azulada, 

típica de terpenóides, frente a este revelador. Esses compostos não foram 

isolados. Desta forma, pela análise qualitativa e pela formação de espuma do 

extrato aquoso, se supõe que saponinas possam estar presentes. Também se 

observa em menor proporção, a presença de compostos fenólicos caracterizados 

pela coloração amarela frente ao reagente natural (STAHL, 1969). Pode-se 

perceber que a fração n-butanol extraiu os compostos mais polares, enquanto a 

fração acetato de etila extraiu compostos com polaridades intermediárias. No 

entanto, essas duas frações apresentam compostos com comportamento 

cromatográfico semelhante a fenólicos e terpenos. Devido a isto, foi decidido 

reunir essas duas frações para separar esses dois grupos de compostos através 

de cromatografia por exclusão molecular que diferencia os compostos por 

tamanho molecular. 

Na figura 13 também se pode observar o cromatograma das frações (2 a 

28) resultantes do fracionamento por exclusão molecular da fração acetato de 

etila + n-butanol. Uma análise geral desta cromatografia nos permite dizer que 
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existem semelhanças no perfil de substâncias da primeira porção do 

cromatograma, diferenciando do restante da cromatografia. Assim, é possível 

visualizar que houve a separação dos terpenóides (3 a 7), com coloração violeta, 

e dos compostos fenólicos (8 em diante), com coloração amarelada. As frações n-

butanol (BU) e acetato de etila (AE) se encontram ao final da CCD para 

comparação.  

 

 

 

Figura 13. CCD do fracionamento da fração acetato de etila (AE) + n-butanol (BU) de B. trimera. 
Fase móvel: clorofórmio:etanol:ácido acético (100:40:6, v/v/v). Agente cromogênico: anisaldeído 
sulfúrico com posterior aquecimento a 100 ºC. Q= quercetina; 1 a final= frações coletadas na 
cromatografia em coluna por exclusão molecular; DM= fraçao diclorometano; AE= fração acetato 
de etila; BU= fração n-butanol. 

 

Sendo assim, o extrato bruto hidroetanólico e as diferentes frações de B. 

trimera apontaram diferenças qualitativas quanto ao perfil de substâncias, 

sugerindo a existência de uma diversidade estrutural entre eles que pode servir 

como elemento importante na descoberta e isolamento de novas substâncias. 

 

I.3. DETERMINAÇÃO DE FENÓIS TOTAIS PELO MÉTODO DE FOLIN-

CIOCALTEU  

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado por interpolação da 

absorbância das amostras em uma curva de calibração de ácido gálico (10 a 30 

μg/mL) e expressos como mg de EAG (equivalentes de ácido gálico) por g de 

extrato. A equação do gráfico da curva de calibração de ácido gálico foi y = 

0,0275x + 0,0104 e o coeficiente de correlação R2 = 0,9993 (Figura 12). Todas as 

análises foram realizadas em triplicata. 

Q      1-4        5         6      7        8-9      10-11    12     ppt12      13      14        15-20  21-28    final     DM      AE     BU 
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Os resultados obtidos na determinação de fenóis totais pelo método de 

Folin-Ciocalteu, expressos como equivalentes de ácido gálico (EAG) por g de 

material vegetal seco, são apresentados na tabela 7. 

 

Curva Analítica do Ácido Gálico 
 

 
Figura 14. Curva analítica do ácido gálico nas concentrações de 10 a 30 μg/mL  

 

1.4. MÉTODO FOTOCOLORIMÉTRICO DO DPPH 

 Este método é baseado na capacidade do radical livre estável 2,2-difenil-1-

picril-hidrazila em reagir com substâncias doadoras de H (DPPH + [AH]n  

DPPH-H + [A]n), incluindo compostos fenólicos (ROGINSKY & LISSI, 2005), 

sendo um método amplamente utilizado e relativamente rápido para avaliar a 

capacidante antioxidante quando comparado a outras técnicas (SÁNCHEZ-

MORENO et al., 1998; MENSOR et al., 2001). 

 O consumo de DPPH é, portanto, um índice para estimar a capacidade 

antioxidante na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio 

espectrofotométrico, a absorbância a 515 nm diminui como um resultado de uma 

alteração na coloração violeta característica para amarelo, uma vez que o radical 

é capturado por antioxidantes presentes na amostra através da doação de um 

átomo de H para formar a molécula estável DPPH-H (ESPÍN et al., 2000).  

 A Figura 15 apresenta a curva analítica do DPPH nas concentrações de 5 

a 150 µM. 
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 Dados da curva-padrão do DPPH 

 

Figura 15. Curva analítica do DPPH nas concentrações de 5 a 150 µM 

 

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos do IC50 das frações de B. 

trimera e do flavonóide quercetina, para a determinação de fenóis totais pelo 

método de Folin-Ciocalteu, para a determinação da capacidade antioxidante pelo 

método do DPPH. Também estão apresentados os resultados para o ensaio de 

letalidade em Artemia salina. 

 

Tabela 7. Análise dos extratos e frações de Baccharis trimera para o ensaio de letalidade 
em Artemia salina, a determinação da capacidade antioxidante em DPPH e a determinação de 
fenóis totais. 

Baccharis 
trimera 

Amostras Artemia salina 
(DL50)

a
 

DPPH (IC50)
b
 Folin (EAG/g)

c
 

 Diclorometano > 1330 80,00 148,77 ± 2,41 
 Acetato de etila > 1330 9,95 246,44 ± 15,45 
 Butanol > 1330 86,18 164,20 ± 4,24 
 Aquoso >1330 42,06 61,45 ± 0,14 
 Terpenóides > 1330 10,25 223,02 ± 28.86 
 Fenólicos 47,02 ± 1,21 1,57  1482,02 ± 50.41  

Substância de 
referência 

 
quercetina 1050,84 ± 3,15 1,27 906,00 ± 36,40 

a em g/ml, segundo metodologia item II.1 

b em g/ml, segundo metodologia item I.5  
c expressos como equivalentes de ácido gálico (EAG) por g de material vegetal seco 

 

 Pode se verificar que a fração de compostos fenólicos e a quercetina 

apresentam a melhor atividade antioxidante e o maior conteúdo em fenóis totais.  

O ensaio de letalidade em Artemia salina possui uma boa correlação com 

ensaios “in vivo” (PARRA et al., 2001). Na avaliação de toxicidade de extratos 

Curva de calibração do DPPH
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vegetais, um valor de DL50 abaixo de 1000 μg/mL é indicativo da presença de 

compostos bioativos (BUSSMANN et al., 2011; AWANTU et al., 2011). 

Assim, a fração de compostos fenólicos parece conter compostos mais 

bioativos que a fração de terpenos. Também pode-se observar por esses 

resultados, que a atividade de compostos isolados é maior que a da fração que 

lhe originou (quercetina vs fração acetato de etila). 

 

I.5. Validação da metodologia CLAE-UV para fração de compostos fenólicos 

de B. trimera 

O método foi validado de acordo com a resolução RE nº 899, de 29 de 

maio de 2003, da ANVISA. 

 Para avaliação dos compostos fenólicos obtidos através do nosso 

fracionamento, utilizamos como ponto de partida o método descrito por SIMÕES-

PIRES (2005), no qual utilizou um método gradiente linear com metanol, água e 

0,05% de ácido trifluoroacético. Este método mostrou-se pouco satisfatório para o 

nosso extrato, uma vez que não conseguíamos obter uma boa resolução entre os 

picos do cromatograma e não conseguimos obter uma boa linha de base. 

Posteriormente nos baseamos no método descrito para B. trimera na 

Farmacopéia Brasileira, V edição, para doseamento de ácidos caféicos totais, 

este sistema também não foi satisfatório. Ainda com base neste método, testamos 

um sistema isocrático com a mesma fase móvel em diferentes concentrações, o 

que também não se mostrou eficiente para separação dos picos do 

cromatograma. Então, com base no trabalho de SIMÕES-PIRES (2005), optamos 

por realizar um método isocrático com diferentes concentrações da fase móvel até 

se obter a melhor resolução dos picos. O método isocrático escolhido foi: 

metanol:água (40:60) + 0,05% ácido trifluoroacético (pH=3,0)  

 

I.5.1. Linearidade 

 A linearidade de um procedimento analítico corresponde à capacidade do 

método de fornecer resultados diretamente proporcionais à concentração da 

substância de interesse na amostra dentro de uma determinada concentração 

(Anvisa, 2003).  
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A curva analítica foi construída usando cinco concentrações e representa a 

área média obtida em três diferentes dias. Avaliando-se os resultados da Tabela 8 

e Figura 16, foi possível obter os coeficientes de correlação. A análise de 

variância (ANOVA) apresentou regressão linear e diferença significativa entre os 

grupos e sem desvio de linearidade, mostrando que o método é linear. 

 

Tabela 8. Resultados obtidos no estudo de linearidade das curvas analíticas: 

 Rutina Quercetina 

Níveis de concentração 5 5 

Faixa (µg/mL) 10 – 30 10 – 30 

Inclinação 41329 78641 

Intercepto 30858 12367 

Coeficiente de correlação (r) 0,9999 0,9996 

Tempo de retenção min. 17,252 52,745 

 

 

Figura 16. Curva analítica da rutina e quercetina nas concentrações: 10, 15, 20, 25 e 30 µg/mL em 

254 nm. 
 

I.5.2. Limite de Detecção 

 O limite de detecção representa a mais baixa concentração da substância 

em exame, que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade utilizando 

um determinado procedimento experimental. 

 Na Tabela abaixo se encontra os limites de detecção das substâncias de 

referência rutina e quercetina. 
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Tabela 9. Limites de detecção das substâncias de referência rutina e quercetina. 

Substâncias de referência Limite de deteção (µg/mL) 

Rutina 3,269837 

Quercetina 3,119262 

 

I.5.3. Limite de Quantificação 

 O limite de quantificação de um método analítico corresponde à menor 

quantidade da substância em exame, que pode ser quantificada com aceitável 

precisão e exatidão. 

 Na Tabela abaixo se encontra o limite de quantificação estimado para cada 

substância de referência. 

 

Tabela 10. Limites de quantificação das substâncias de referência rutina e quercetina. 

Substância de referência Limite de quantificação (µg/mL) 

Rutina 10,89946 

Quercetina 19,29441 

 

I.5.4. Precisão 

A precisão representa o grau de concordância entre os resultados de 

análises individuais quando o procedimento é aplicado repetidamente a múltiplas 

alíquotas de uma amostra homogênea. Neste parâmetro avaliamos a 

repetibilidade e a precisão intermediária dos compostos fenólicos. 

Tanto para o estudo de repetibilidade quanto para a precisão intermediária, 

os resultados apresentados na Tabela 11 mostraram-se repetitivos e precisos 

para os componentes rutina e quercetina. 
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Tabela 11. Valores experimentais obtidos na determinação da repetibilidade e da precisão intermediária do método para a fração de compostos fenólicos por 
CLAE-UV. (MD – média, DP – desvio padrão, DPR – desvio padrão relativo). 

Rutina  dia 1   dia 2   Interdia   

µg/mL MD DP DPR MD DP DPR MD DP DPR 

400 786733 11616,68 1,476572 887304 75399,41 8,497585 837018,5 71114,44 8,496161 

500 936868,7 13314,95 1,421218 989510,7 7267,784 0,734483 963189,7 37223,52 3,864609 

600 1051828 44731,2 4,252709 1129383 16881,53 1,494757 1090606 54839,67 5,028369 

Quercetina  dia 1   dia 2   Interdia  

µg/mL MD DP DPR MD DP DPR MD DP DPR 

400 1337355 34193,66 2,556812 1370853 32420,34 2,364976 1354104 23686,43 1,749232 

500 1540868 75117,12 4,874987 1588524 84804,8 5,33859 1564696 33697,88 2,153637 

600 1794259 149752,2 8,346183 1863143 22295,63 1,196667 1828701 48708,11 2,663536 

Tabela 12. Determinação da exatidão do método para a fração de compostos fenólicos por CLAE-UV. (MD – média, DP – desvio padrão, DPR – desvio 
padrão relativo). 

Quercetina 
Concentração 

acrescida MD da área DP DPR 
Recuperação 

(%) 

compostos fenólicos 
500 µg/mL  / 1526085 17412,5 1,140992 /  

compostos fenólicos 
500 µg/mL  10 µg/mL 1947437 80190,8 4,117761 95,9357872 

compostos fenólicos 
500 µg/mL  15 µg/mL 2353570 91708,84 3,896584 97,11119171 

compostos fenólicos 
500 µg/mL  20 µg/mL 2711994 155501,7 5,73385 97,51025921 

Rutina 
Concentração 

acrescida MD da área DP DPR Recuperação 

compostos fenólicos 
500 µg/mL  / 972266 23758,79 2,443651 /  

compostos fenólicos 
500 µg/mL  10 µg/mL 1281592 43187,18 3,369808 98,25891416 

compostos fenólicos 
500 µg/mL  15 µg/mL 1490100 44563,75 2,990654 97,87175023 

compostos fenólicos 
500 µg/mL  20 µg/mL 1656861 51358,53 3,099748 97,11345133 
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I.5.5. Exatidão 

 A exatidão do método deve ser determinada após o estabelecimento 

da linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo. 

 A exatidão foi determinada pela adição de quantidades conhecidas de 

quercetina e rutina, separadamente, na amostra, de forma a obter três 

concentrações diferentes para cada substância. Cada concentração foi 

analisada em dois diferentes dias, conjuntamente com a amostra sem adição 

das substâncias de referência. 

 Na tabela 12 apresentamos os resultados obtidos para determinação 

da exatidão do método. 

 

 

Figura 17. Cromatograma da fração fenólica (linha rosa) de B. trimera com sobreposição 

das substâncias de referências (linha preta): 3 – rutina e 5 – quercetina em 254 nm. 

 

A recuperação média ficou em torno de 95 e 97% para quercetina 

com um DPR em torno de 5%, e para rutina, a recuperação ficou entre 97 e 

98%, com um DPR < 5%, sendo que para matrizes complexas, como nossas 

amostras, aceita-se uma precisão de até ± 15% (RIBANI et al., 2004). 

Portanto, de acordo com a Tabela 11 e a Figura 17, o método 

proposto se mostrou exato demonstrando pouca interferência da matriz na 

recuperação dos dois compostos analisados. 

 

I.5.6. Especificidade 

 A especificidade de um método analítico dentre outras formas, pode 

ser validada através da determinação da pureza do pico cromatográfico, 

utilizando detector de arranjo de diodos (ANVISA, 2003), o qual mostra 
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gráfica e numericamente, a similaridade do espectro do pico da substância 

de interesse.  

 A Tabela 13 mostra os índices de pureza total dos picos 

cromatográficos dos compostos fenólicos, bem como os comprimentos de 

onda máximos e mínimos determinados pelo HPLC-PDA, durante a 

validação do método. 

 Quanto mais próximo for o índice de similaridade/pureza do pico de 

1,0000, mais similar ou mais puro é o pico cromatográfico. Os resultados 

encontrados demonstram que os picos do cromatograma do método 

proposto são específicos. 

 

Tabela 13. Índice de pureza dos picos cromatográficos para a amostra de compostos 
fenólicos, utilizando coluna de fase reversa C-18 (4,6 x 250 mm 5 µm), HPLC-PDA, fase 
móvel metanol:água (40:60) + 0,05% ácido trifluoroacético (pH= 3,0) no HPLC – PDA. 
 

Pico TR (min) 

Comprimento de onda 
lambda max. (nm) 

observado 
Índice de 

pureza do pico 

1 10,023 216, 233, 302, 325 0,999998 

2 11,060 217, 241, 328 0,999995 

3 16,669 254, 349 0,999995 

4 19,657 216, 328 0,999996 

5 25,474 253, 302(sh), 309, 368 0,999994 

6 34,964 254, 356 0,999999 

 

I.5.7. Quantificação da fração de compostos fenólicos expressa em 

quercetina 

O resultado da quantificação de fração de compostos fenólicos foi 

obtido através da interpolação do somatório das áreas de todos os picos e 

dos picos individuais do cromatograma desta fração na curva analítica da 

quercetina e expresso como equivalente de quercetina por grama de 

material vegetal seco, e está apresentado na Tabela 14. 
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Tabela 14: Quantificação da fração de compostos fenólicos pela interpolação do somatório 
das áreas dos picos na curva analítica da quercetina (10 a 30 µg/mL). 

Picos Média das áreas dos picos  Conteúdo de fenólicos
a 

(EQ/ g do extrato)
b 

1 1998214 50,50412 
2 2203265 55,71898 
Rutina 936868,7 23,51195 
4 2425031 61,35893 
Quercetina 1540868 38,87288 
6 1508432 38,04797 
Somatório das áreas de 
todos os picos 

10612680 
 

269,5874 

a
 Média das áreas dos picos da fração fenólica na concentração de 500 µg/mL 

b
 Dados da quantificação da fração fenólica expressos como mg de EQ (equivalentes de 

quercetina) por g de extrato. 

 

I.5.8. ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 Na tabela 15 estão resumidos os dados da espectroscopia do UV, 

obtidos em CLAE-PDA (representado na figura 17) e espectrometria de 

massas obtidas por QTOF/MS da fração de compostos fenólicos 

(representado nas figuras 18 a 27). 

 

Tabela 15. Dados de espectroscopia de UV e espectrometria de massas da fração de 
compostos fenólicos de B. trimera 

Pico 
Composto 
proposto 

Comprimento de onda 
max. (nm) observado

a
 

Comprimento de 
onda max. (nm) da 

literatura
b
 Íon massa molecular

c
 

1 

Não 

identificado 216, 233, 302, 325  --- ---- 

2 

Não 

identificado 217, 241, 328  ---- ---- 

3 rutina 254, 349 

258, 266sh, 298sh, 

358 nm em metanol m/z 611 (M+H)+ 

4 

Não 

identificado 216, 328 ---- ---- 

5 quercetina 253, 302(sh), 309, 368 

254, 271sh, 307sh, 

371 nm em metanol m/z 303 (M+H)+ 

6  nepetina 

 

254, 356 

255, 273, 349 em 

etanol 

m/z 317 (M+H)+; 302 (M-

CH3)+ 

a na fase móvel metanol:água (40:60) + 0,05% ácido trifluoroacético (ph= 3,0) 
b segundo http://www.extrasynthese.com (acessado em 30/11/2012). 
c obtido por injeção direta em Waters QTOF/MS, modo positivo 

  

http://www.extrasynthese.com/
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Para entendermos os componentes da amostra, foi realizada 

espectrometria de massas da fração de compostos fenólicos, como 

podemos observar na figura 18. 

A figura 18 apresenta a varrredura dos compostos com massa 

molecular entre 100 Da e 1100 Da da fração de compostos de fenólicos. 

 

Figura 18. Varrredura dos compostos com massa molecular entre 100 Da e 1100 Da da 
fração de compostos fenólicos de B. trimera em modo positivo. 

 
 A seguir são apresentados os espectros das regiões ampliadas do 

espectro da Figura 18 acima, que correspondem aos compostos 

identificados no cromatograma CLAE/PDA da figura 17 e tabela 14. 

 

 

 
 
Figura 19. Espectro ampliado na região de 300 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera indicando a presença do pico 5 m/z 303 (M+H)+ atribuído à quercetina. 

 

 

 
 
Figura 20. Espectro ampliado na região de 300 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera indicando a presença do pico 6 m/z 317 (M+H)+ atribuído à nepetina. 

4.00000000amostra 1 fracao fenolica

m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100

%

0

100

JSQ20120809_01 19 (0.353) AM (Cen,4, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.70); Cm (5:53) 1: TOF MS ES+ 
6.97e4317.0616

100.0729

274.2708163.0354
203.0480

318.0711

339.0501

535.0837377.0842 425.1434 686.0380617.1448
853.1614

725.1310
833.1801 1002.1042

885.1369
1085.0950
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Figura 21. Espectro MS/MS do pico 317 apresentando a sua fragmentação no pico principal 
m/z 302 atribuído a perda da metila da nepetina. Energia de colisão 25 eV  
 
 

 
 
Figura 22. Espectro ampliado na região de 600 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera indicando a presença do pico 3 m/z 611 (M+H)+ atribuído à rutina. 
 
 

 O espectro de massas apresenta também outros picos que podem 

indicar a presença dos compostos já descritos em espécies de Baccharis, 

conforme abaixo. Para a confirmação da presença desses compostos será 

realizada posteriormente a fragmentação de cada pico em CLAE/MS. 

 

 
 
Figura 23. Espectro ampliado na região de 170 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera com a presença do pico m/z 181 (M+H)+ indicativo da presença de ácido caféico. 
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Figura 24. Espectro ampliado na região de 270 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera com a presença do pico m/z 271 (M+H)+ indicativo da presença de apigenina. 
 

 
 
Figura 25. Espectro ampliado na região de 280 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera com a presença do pico m/z 287 (M+H)+ indicativo da presença de canferol e 
luteolina. 

 

 
 
Figura 26. Espectro ampliado na região de 300 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera com a presença do pico m/z 301 (M+H)+ indicativo da presença de hispidulina. 
 

 
 
Figura 27. Espectro ampliado na região de 340 Da da fração de compostos fenólicos de B. 
trimera com a presença do pico m/z 345 (M+H)+ indicativo da presença de eupatorina. 
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II. PARTE BIOLÓGICA 
 
II.1 ENSAIO DE LETALIDADE COM ARTEMIA SALINA 
 Esses resultados estão apresentados anteriormente no item 1.4, 

Tabela 7. 

 

II.2. AVALIAÇÃO DO EFEITO DE Baccharis trimera NA PROLIFERAÇÃO 

E MORTE CELULAR EM LINHAGENS HUMANAS DE CARCINOMA 

CERVICAL E DE CÂNCER DE MAMA 

 

II.2.1.Ensaios de Viabilidade Celular 

Para investigar o efeito de B. trimera na viabilidade celular, as células 

da linhagem celular SiHa foram tratadas com seu extrato e frações. O 

número de células viáveis foi então contado e realizado ensaio com MTT. A 

avaliação da capacidade de formação de colônias foi determinada através 

do ensaio clonogênico e a capacidade de migração celular foi realizada 

através do teste de wound healing. 

Para linhagem celular de câncer de mama, MCF-7, foram realizados 

os experimentos de MTT. 

 

II.2.1.1. Linhagem celular SiHa  
 
II.2.1.1.1. Avaliação da contagem e viabilidade celular. 

 A linhagem celular SiHa foi incubada por 24 e 48 horas com diferentes 

concentrações do extrato e frações de B. trimera conforme Tabela 16. 

 
Tabela 16: Concentrações das amostras de B. trimera testadas para a linhagem celular 
SiHa. 

Baccharis trimera Concentrações (µg/mL) 

Extrato bruto hidroetanólico 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1500 

Diclorometano 25, 50, 75, 100, 200, 400 

Acetato de etila 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000  

Butanol 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 

Aquoso 10, 50, 100, 200, 600, 1000 

Terpenóides 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1500 

Compostos fenólicos 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1500 

 



105 

 

Na Figura 28 apresentamos somente os resultados mais expressivos 

das amostras na redução da viabilidade celular, após 24 horas de 

tratamento. Os resultados obtidos após 48 horas de tratamento não se 

diferenciaram significativamente dos tratamentos com 24 horas, por esta 

razão não foram apresentados para esta linhagem celular.  

Podemos verificar que o efeito anti-proliferativo para esta linhagem 

celular apresenta um padrão dose-dependente para todos os cinco extratos, 

evidenciado pela capacidade diminuída das células em reduzir o MTT após o 

tratamento com as seguintes amostras: extrato bruto hidroetanólico (nas 

concentrações de 800, 100 e 1500 µg/mL), diclorometano (nas 

concentrações de 100, 200 e 400 µg/mL), acetato de etila (nas 

concentrações de 800, 1000 e 1500 µg/mL), compostos fenólicos (nas 

concentrações de 400, 600, 1000 e 1500 µg/mL) e terpenóides (nas 

concentrações de 800, 1000 e 1500 µg/mL). Além disso, os tratamentos do 

extrato bruto hidroetanólico e frações, acetato de etila, fenólica e de 

terpenos, na sua concentração mais alta (1500 µg/mL), diferenciaram-se 

estatisticamente quando comparados com concentrações mais baixas 

destes mesmos extratos. É importante destacar ainda que, para os 

tratamentos com a fração de compostos fenólicos e terpenos na 

concentração de 1500 µg/mL houve uma importante redução na viabilidade 

celular (86% ± 4,99 e 86% ± 4,53, respectivamente),quando comparado ao 

controle, diferenciando-se estatisticamente da cisplatina na concentração de 

50 µM (62% ± 11,16), um dos fármacos utilizados no tratamento do câncer 

de colo de útero. 
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Figura 28. Viabilidade celular após tratamentos com diferentes concentrações (µg/mL) do 

extrato e frações de B. trimera por 24 horas, para linhagem celular SiHa. *P<0,05 quando 

comparados com o controle, **P<0,05 quando comparados com a cisplatina 50 µM e 

***P<0,05 quando comparados com as demais concentrações das mesmas frações 

(ANOVA, 1 via, seguida pelo teste de Tukey). (EBH-extrato bruto hodroetanólico, DM-fração 

diclorometano, AE-fração acetato de etila, FEN-fração compostos fenólicos e TP- fração 

terpenóides), n=4.  

 

Alterações no citoesqueleto, como a retração celular que promove 

perda de aderência com a matriz extracelular e células vizinhas e a sugestão 

de formação de corpos apoptóticos é característica de apoptose. Estas 

características foram observadas na linhagem celular SiHa, após 24 horas 

de tratamento com o extrato e frações de B. trimera (Figura 29). 

O protocolo quimioterápico para tratamento do câncer de colo de 

útero normalmente inclui uma associação de medicamentos, no qual faz 

parte a cisplatina. Com base nestes dados, para avaliarmos o possível efeito 

sinérgico entre os extratos de B. trimera e a cisplatina, investigamos a 

associação dos extratos e frações em diferentes concentrações (Tabela 17) 

juntamente com a cisplatina na concentração de 50 µM e avaliamos a 

viabilidade celular através do ensaio com MTT. 
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 Figura 29. Alterações morfológicas da linhagem celular SiHa. As células foram analisadas 

na ausência e após tratamento com o extrato e frações de B. trimera por 24 horas. 

Representativo de 4 experimentos independentes (aumento 20x). a=Controle, b= Extrato 

bruto hidroetanólico 946,41 µg/mL, c= Fração de compostos fenólicos 482,49 µg/mL, d= 

Fração terpenóides 456,18 µg/mL e e= cisplatina 100 µM. Representado pela seta e pela 

figura sobreposta a presença de corpos apoptóticos (aumento 200x). 
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Tabela 17: Concentrações do extrato e das frações B. trimera em associação com a 

cisplatina para a linhagem celular SiHa. 

Baccharis trimera Concentrações dos extratos (µg/mL) 

Extrato bruto hidroetanólico 800, 1000 e 1500 

Extrato bruto + cisplatina 50 M 800, 1000 e 1500 

Diclorometano 100, 200 e 400 

Diclorometano + cisplatina 50 M 100, 200 e 400 

Acetato de etila 800, 1000 e 1500 

Acetato de etila + cisplatina 50 M 800, 1000 e 1500 

Terpenóides 800, 1000 e 1500 

Terpenóides + cisplatina 50 M 800, 1000 e 1500 

Compostos fenólicos 600, 1000 e 1500 

Compostos fenólicos + cisplatina 50 M 600, 1000 e 1500 

Cisplatina 50 M  - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

 

Como podemos observar na figura 30, após 24 horas de tratamento, a 

associação da cisplatina com o extrato e frações de B. trimera demonstrou 

diminuir significativamente a viabilidade celular, quando comparados com o 

extrato e frações isolados. Este efeito foi observado após tratamento com o 

extrato bruto hidroetanólico e terpenóides (800 µg/mL) e fração 

diclorometano (100 e 200 µg/mL) quando comparados com a associação de 

cada um destes com 50 µM de cisplatina. Entretanto, este efeito não foi 

suficiente para acentuar o efeito do tratamento observado com a dose mais 

alta de cisplatina isolada (50 µM). Quando comparamos os tratamentos com 

o extrato bruto hidroetanólico (1500 µg/mL) e a fração de terpenóides (1000 

e 1500 µg/mL) ambos em associação com a cisplatina (50 µM), também 

observamos efeito sinérgico bastante significativo (90% ± 2,69, 89% ± 2,08 e 

92% ± 2,14, respectivamente) que foi mais acentuado do que o tratamento 

com a cisplatina isolada na dose de 50 µM (68% ± 13,06). 
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Figura 30. Viabilidade celular após tratamentos com diferentes concentrações (µg/mL) do 
extrato e frações de B. trimera isolados e em associação com a cisplatina (µM) por 24 
horas, para linhagem celular SiHa. *P<0,05 quando comparados com o controle, **P<0,05 
quando comparados com a cisplatina 50 µM e ***P<0,05 quando comparados com as 
demais concentrações das mesmas frações (ANOVA, 1 via, seguida pelo teste de Tukey). 
(EBH-extrato bruto hodroetanólico, DM-fração diclorometano, AE-fração acetato de etila, 
FEN-fração compostos fenólicos e TP- fração terpenóides), n=4.  
 

Na fração compostos fenólicos obtidos pelo fracionamento de B. 

trimera verificamos a presença dos flavonóides quercetina e rutina (HERZ et 

al., 1977; SOICKE & PESCHLOW, 1987; GENÉ et al., 1996). Considerando 

que muitos estudos demonstram a atividade antitumoral da quercetina em 

diferentes linhagens de células (LIN et al., 2011; SHEN et al., 2012; YUAN et 

al., 2012), decidimos avaliar a atividade destes flavonóides na proliferação 

celular através do ensaio de MTT, na linhagem SiHa. As células foram 

tratadas por 24 horas com diferentes concentrações dos flavonóides, 

quercetina e rutina, isolados e em associação (Tabela 18). 

 

Tabela 18. Concentração dos flavonóides quercetina e rutina testados para linhagem celular 
SiHa. 

Substâncias de referência Concentrações dos extratos (µM) 

Rutina 10, 30, 50 e 100 

Quercetina 10, 30, 50 e 100 

Rutina + quercetina 10, 30, 50 e 100 

 

Após o tratamento das células com a associação entre os dois 

flavonóides (Figura 31), observamos uma significativa diminuição da 

viabilidade celular na concentração de 30 µM de rutina e quercetina, 

enquanto que esta redução só foi significativa no tratamento com os 

flavonóides isolados na concentração de 50 µM. 
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Figura 31. Viabilidade celular após tratamento com diferentes concentrações de rutina e 
quercetina isoladas e em associação por 24 horas, para linhagem celular SiHa. *P<0,05, 
**P<0,01 e P<0,001 quando comparadas com o controle (ANOVA de 1 via seguida pelo 
teste de Tukey). n=4 

 

Com o objetivo de confirmar os resultados obtidos com o ensaio do 

MTT, foi realizada a contagem celular após 24 horas de tratamento com o 

extrato e frações de B. trimera. Em função do grande número de extratos 

testados em diferentes concentrações, selecionamos as três frações que 

tiveram os resultados mais significativos na diminuição da viabilidade celular 

para dar seguimento aos experimentos. Os extratos selecionados para 

linhagem celular SiHa foram: extrato bruto, fração de compostos fenólicos e 

terpenos em cinco concentrações diferentes (Tabela 19). 

 

Tabela 19. Concentração do extrato e frações de B. trimera para contagem celular na 
linhagem celular SiHa 

Baccharis trimera Concentrações (µg/mL) 

Extrato bruto hidroetanólico 100, 200, 500, 1000 e 1500 

Terpenóides  100, 200, 500, 1000 e 1500 

Compostos fenólicos 100, 200, 500, 1000 e 1500 

 

Os resultados encontrados para contagem celular após tratamento 

com o extrato bruto hidroetanólico, fração de compostos fenólicos e 

terpenóides, nas diferentes concentrações testadas, estão representados na 

Figura 32. Como podemos verificar, obtivemos o mesmo padrão anti-

proliferativo e dose dependente para o extrato bruto hidroetanólico e as duas 

frações, obtidos anteriormente com o ensaio do MTT (Figura 18). 
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Figura 32. Contagem de células após o tratamento com diferentes concentrações (µg/mL) 
do extrato bruto hidroetanólico e frações de B. trimera por 24 h, para linhagem celular 
SiHa.*P<0,05 quando comparados com o controle e **P<0,05 quando comparados com as 
demais concentrações das mesmas frações (ANOVA de 1 via seguida pelo teste de Tukey). 
(EBH-extrato bruto hodroetanólico, FEN-fração compostos fenólicos e TP- fração 
terpenóides), n=4. 
 

Com base nos resultados obtidos com a contagem celular, foi 

calculada a IC50 do extrato e frações de B. trimera. Para obtenção deste 

resultado, foi calculada a média da porcentagem de viabilidade celular em 

relação ao controle de células (100%), em função da concentração do 

extrato para obter as curvas de viabilidade celular. Através desta curva 

pode-se encontrar o índice de citotoxicidade (IC50%) que significa a 

concentração do extrato que induz 50% de lise ou morte celular (Tabela 20). 

 

Tabela 20. IC50 do extrato e frações de B. trimera para linhagem celular SiHa. 

IC50 das amostras  Concentração dos extratos (µg/mL) 

Extrato bruto 946,41 

Compostos fenólicos 482,49  

Terpenóides  456,18  

 

II.1.2.2. Ensaio Clonogênico 

Este ensaio foi realizado com o objetivo de determinar o efeito 

supressor dos extratos de B. trimera sobre o crescimento celular. A linhagem 

celular SiHa foi tratada com o extrato bruto e as frações de compostos 

fenólicos e de terpenóides na concentração de 200 µg/mL, por 24 horas. 

O extrato bruto hidroetanólico e a fração compostos fenólicos 

reduziram significativamente o número de colônias formadas, quando 
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comparados com o controle, de 15 a 4 %, respectivamente (Figura 33). As 

colônias foram avaliadas após 10 dias do tratamento. O extrato bruto 

hidroetanólico e a fração de compostos fenólicos apresentaram SF 

(surviving fraction) de 0,32 e 0,20 respectivamente, ou seja, a fração de 

colônias formadas por célula exposta ao tratamento. Entretanto, a fração 

de terpenóides, aumentou o número de colônias formadas (SF=1,48). A 

Figura 33 mostra a experiência representativa da formação de colônias. 

 

 

 

 

 

 
Figura 33. Efeito do extrato e frações de B. trimera no potencial clonogênico em linhagem 
de células tumorais (Clones formados em placas contendo SiHa após 24 h de tratamento; 
a-controle, b-extrato bruto hidroetanólico, c-fração compostos fenólicos, d- fração 
terpenóides. O extrato e frações foram administrados na concentração de 200 µg/mL, n=4. 

 
 

II.2.1.2. Ensaio de Wound Healing 

 A progressão do câncer está associada com a diminuição dos 

mecanismos normais de controle de morte celular que limitam a invasão e a 

migração celular, levando a metástase. A capacidade do extrato bruto 

hidroetanólico e das frações de compostos fenólicos e terpenos de B. trimera 

em reduzir a migração celular foi investigada através de um ensaio clássico 

de cicatrização de feridas in vitro. As células foram expostas a IC50 do 
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extrato bruto hidroetanólico e das frações por 24 h. A Figura 34 mostra uma 

experiência representativa no tempo 0 e 48 h após a lesão na camada 

unicelular de células não tratadas e tratadas.  
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Figura 34. Teste de wound healing após tratamento com extrato e frações de B. trimera na 

linhagem celular SiHa. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparados com o controle (ANOVA 

2 vias seguida pelo teste de Bonferroni). (C = controle, EBH-extrato bruto hidroetanólico, 

FEN-fração compostos fenólicos e TP- fração terpenóides), n=3.  

 

 Neste experimento, a fração de compostos fenólicos demonstrou 

diminuir significativamente a migração celular no periodo de 24 e 48 h 

quando comparada ao controle (tempo zero). O extrato bruto hidroetanólico, 

diferenciou-se estatisticamente do tempo zero somente após 48 h de 

tratamento. No entanto, a fração terpenóides não demonstrou diminuir a 

migração celular quando comparada ao controle.  

 

C tempo zero C 24 h C 48 h 

EBH 24 h 

EBH 48 h 

FEN 24 h TP 24 h 

FEN 48 h TP 48 h 
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II.1.2.4. Ensaio de Lactato Desidrogenase (LDH) 

Para avaliar a integridade celular após tratamento com extratos e 

frações de B. trimera, realizamos a dosagem da enzima lactato 

desidrogenase no sobrenadante das células. (Figura 35). O ensaio da LDH é 

baseado na liberação desta enzima citosólica, em células que tiveram a sua 

membrana plasmática rompida. Após 24 horas de tratamento, verificamos 

um aumento na atividade desta enzima em relação ao controle, de forma 

dose dependente, que foi estatisticamente significativo nas doses de 1000 e 

1500 µg/mL para o extrato bruto hidroetanólico e para fração terpenóides, e 

na dose de 1500 µg/mL para a fração de compostos fenólicos Entretanto, 

não foi observado aumento significativo da atividade da LDH após 

tratamento com cisplatina 50 µM, o que já era esperado, uma vez que o 

mecanismo de indução de morte celular por este composto se dá por 

indução de apoptose.  
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Figura 35. Perda da integridade da membrane mensurada pelo ensaio de LDH após 
tratamento com diferentes concentrações (µg/mL) de extrato e frações de B. trimera por 24 
h, na linhagem celular SiHa. *P<0,05 quando comparados com o controle (ANOVA 1 via 
seguida pelo teste de Tukey). (EBH-extrato bruto hodroetanólico, FEN-fração compostos 
fenólicos e TP- fração terpenóides), n=4.  
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II.2.1.2. Linhagem celular MCF-7  

 

II.2.1.2.1 Ensaio de MTT 

Para avaliar a viabilidade celular, realizamos o ensaio do MTT, após 

tratamento da linhagem celular MCF-7, por 24 e 48 horas, com o extrato 

bruto e as frações de B. trimera nas concentrações descritas na Tabela 21. 

 
Tabela 21. Concentração das amostras de B. trimera para linhagem celular MCF-7 

B. trimera Concentrações (µg/mL) 

Extrato bruto 500, 1000 e 1500 

Diclorometano 500, 1000 e 1500 

Acetato de etila 500, 1000 e 1500 

Butanol 500, 1000 e 1500 

Aquoso 500, 1000 e 1500 

Terpenóides 250, 500, 1000 e 1500 

Composots fenólicos 250, 500, 1000 e 1500 

 

Após tratamento das células por 24 horas, observamos uma 

significativa redução na viabilidade celular, quando comparado ao controle 

(Figura 36), com o extrato bruto e a fração aquosa, na concentração de 1500 

µg/mL, com as frações acetato de etila, butanol e de terpenóides nas 

concentrações de 1000 e 1500 µg/mL e fração de compostos fenólicos a 

partir da concentração de 500 µg/mL. Observamos ainda diferenças 

significativas entre tratamentos com concentrações da mesma fração, como 

as frações acetato de etila, butanol, terpenóides e compostos fenólicos. 

Em relação ao tratamento da linhagem celular MCF-7 por 48 horas, 

verificamos que a fração diclorometano de B. trimera, apresentou diferença 

significativa na concentração de 400 µg/mL quando comparada ao controle. 

Observamos também que a fração compostos fenólicos apresentou uma 

redução da viabilidade celular na concentração de 250 µg/mL em torno de 

50%, efeito este não observado no tratamento por 24 h. Além disso, a fração 

terpenóides, na concentração de 1500 µg/mL, inibiu a viabilidade celular em 

99%, enquanto que no tratamento por 24 horas, este percentual foi de 77%. 
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Figura 36. Viabilidade celular após tratamento com diferentes concentrações (µg/mL) do 
extrato e frações de B. trimera, por 24 e 48 h na linhagem celular MCF-7. *P<0,05 quando 
comparadas ao controle 

**
P<0,05 quando comparados com as demais concentrações das 

mesmas frações (ANOVA de 1 via seguida pelo teste de Tukey). (EBH-extrato bruto 
hodroetanólico, INF-infusão, DM-fração diclorometano, AE-fração acetato de etila, BU-
fração butanólica, AQ-fração aquosa, FEN-fração compostos fenólicos e TP- fração 
terpenóides), n=4.  
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6. DISCUSSÃO  
 
 O gênero Baccharis (ASTERACEAE) possui importância sócio-

econômica elevada devido a sua utilização na medicina popular para o 

controle ou tratamento de diversas doenças (VERDI et al., 2005). 

 O presente trabalho dá continuidade aos estudos realizados pelo 

nosso grupo com B. trimera (De OLIVEIRA et al., 2003, 2004, 2006; 

OLIVEIRA et al., 2012) abordando aspectos fitoquímicos e biológicos, 

principalmente relacionados as atividades antioxidante, antimicrobiana e 

anti-inflamatória. 

A extração das partes aéreas de B. trimera em soxhlet forneceu 

quatro frações: a fração diclorometano, a fração acetato de etila, a fração n-

butanol e a fração aquosa. A fração diclorometano e a fração aquosa 

apresentaram os maiores rendimentos: 14% e 35%, respectivamente. O 

rendimento das frações terpenos e compostos fenólicos obtidos através do 

fracionamento em coluna por exclusão molecular, a partir das frações 

acetato de etila e n-butanol, foi de 65% e 26%, respectivamente e o 

rendimento do extrato bruto hidroetanólico realizado através de maceração 

foi de 12%. A comparação cromatográfica por CCD entre as frações acetato 

de etila, n-butanol e aquosa com o extrato bruto hidroetanólico demonstrou a 

presença abundante de substâncias com coloração rosa e azulada, típica de 

terpenóides, e em menor proporção, a presença de compostos fenólicos 

caracterizados pela coloração amarela frente ao revelador anisaldeído 

sulfúrico.  

O teor de fenóis totais determinado pelo método de Folin Ciocalteu 

para as frações analisadas (DM, AE, BU, AQ, TP e FEN), na forma de 

equivalentes de ácido gálico (EAG), demonstrou que a fração de compostos 

fenólicos apresentou o maior teor de fenóis totais (1482,02 EAG/ g) 

enquanto a fração aquosa apresentou o menor teor (61,45 EAG/g). 

A utilização de substâncias naturais antioxidantes tais como os 

flavonóides e outros compostos fenólicos, tem sido relacionada à baixa 

incidência de doenças associadas ao estresse oxidativo, como por exemplo, 

alguns tipos de câncer e doenças neurodegenerativas tais como Parkinson e 

Alzheimer (BOLIGON et al., 2009). 
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A atividade antioxidante dos extratos e frações de B. trimera foi 

avaliada pelo método de DPPHA fração de compostos fenólicos 

apresentou um excelente potencial antioxidante (IC50 1,57 µg/mL), 

equiparando-se a substância de referência, o flavonoide quercetina (IC50 

1,27 µg/mL). Entretanto o mesmo comportamento não foi encontrado para 

as frações diclorometano e aquosa que apresentaram um IC50 de 80 µg/mL 

e 42,06 µg/mL, respectivamente. Este diferente comportamento pode ser 

explicado pela diferente composição química entre cada fração, desde a 

presença de substâncias que reagem rapidamente com o DPPH e outras 

com um mecanismo de reação mais lento. A comparação dos resultados 

obtidos pela fração acetato de etila de B. trimera (IC50 9,95 µg/mL) com a 

fração acetato de etila de outras plantas como, por exemplo, Scutia bruxifolia 

(IC50 13,26 µg/mL) e Ilex paraguariensis (IC50 86,82 µg/mL) (BOLIGON et 

al.,2009) demonstra o importante potencial antioxidade das frações desta 

espécie. 

A análise realizada por espectrometria de massas da fração de 

compostos fenólicos de B. trimera, juntamente com os dados obtidos pelo 

CLAE-DAD em 254 nm e da literatura (GIANELLO & GIORDANO, 1984; 

SOICKE & PESCHLOW, 1987; GENÉ et al., 1996, VERDI et al., 2005) 

permitiu a identificação, segundo Figura 17, do pico 3 como rutina, do pico 5 

como quercetina e do pico 6 como nepetina. Esses e demais picos serão 

analisados por CLAE/MS/MS para confirmação de fragmentações e 

consequente identificação dos mesmos.  

 A validação da metodologia CLAE-UV para a fração de compostos 

fenólicos de B. trimera foi baseada no método descrito por SIMÕES-PIRES 

(2005) com modificações, utilizando duas substâncias de referência 

(quercetina e rutina). O método apresentou-se linear tanto para quercetina 

como para rutina. Os limites de detecção encontrados para rutina e 

quercetina foram de 3,27 e 3,12 µg/mL, respectivamente, enquanto que o 

limite de quantificação foi de 10,90 e 19,29 µg/mL, respectivamente. Os 

resultados mostraram ser repetitivos e precisos para esses flavonóides. A 

quercetina apresentou uma recuperação média em torno de 95 e 97%, e a 

rutina apresentou uma recuperação entre 97 e 98%, sendo que para 
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matrizes complexas se aceita uma precisão de até ± 15% (RIBANI et al., 

2004).  

De acordo com estes dados, o método proposto mostrou-se exato, 

demonstrando pouca interferência da matriz na recuperação dos dois 

compostos analisados. Em relação à especificidade, os resultados 

demonstram que os picos dos compostos obtidos neste sistema 

cromatográfico são específicos (índice de similaridade/pureza do pico 

próximos de 1,0000). Enfim, em relação à quantificação dos compostos 

fenólicos expressa em quercetina, obtivemos que a fração de compostos 

fenólicos apresenta 269,58 EQ/g.  

O extrato bruto hidroetanólico e as diferentes frações de B. trimera 

apontaram diferenças qualitativas quanto ao perfil de substâncias na análise 

química realizada, sugerindo a existência de uma diversidade estrutural 

entre eles que pode servir como elemento importante na descoberta e 

isolamento de novas substâncias. 

O ensaio “in vitro” de letalidade em Artemia salina possui uma boa 

correlação com ensaios “in vivo” (PARRA et al., 2001). Neste estudo ficou 

comprovado que os resultados obtidos pela LC50 após administração de 

extratos vegetais no ensaio de letalidade com Artemia salina apresentaram 

boa correlação quando comparados com o DL50 de camundongos após 24 h 

da administração oral dos mesmos extratos, apresentando um coeficiente de 

correlação de r = 0,85 (P<0,05) no teste de Spearman. Na avaliação da 

bioatividade de extratos vegetais, um valor de DL50 abaixo de 1000 μg/mL é 

indicativo da presença de compostos bioativos (BUSSMANN et al., 2011; 

AWANTU et al, 2011). Assim, a fração de compostos fenólicos parece conter 

compostos mais bioativos que a fração de terpenóides. Esses resultados 

foram confirmados pela atividade antitumoral apresentados neste trabalho, 

onde a atividade antitumoral da fração de compostos fenólicos (IC50 608,93 

µg/mL) foi mais ativa que da fração de terpenóides (IC50 968,34 µg/mL) na 

linhagem celular MCF-7. No entanto, para a linhagem celular SiHa após 

tratamento por 24 h, a fração de compostos fenólicos (IC50 482,49 µg/mL) 

apresentou atividade semelhante à fração de terpenóides (IC50 456,18 

µg/mL). 
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 O uso das plantas medicinais como agentes antitumorais tem uma 

longa história que se iniciou com a medicina popular e através dos anos vem 

sendo incorporada à medicina tradicional. Muitos fármacos utilizados hoje na 

terapia quimioterápica originaram-se de plantas medicinais como, por 

exemplo, a vincristina, vimblastina, topotecanos, irinotecanos e paclitaxel 

(CRAGG & NEWMANN, 2005; SIMÕES et al., 2010; NEWMANN & CRAGG, 

2012). De acordo com CRAGG & NEWMAN (2000), cerca de 50% dos 

fármacos com atividade antitumoral utilizadas na clínica foram isoladas de 

fontes naturais ou relacionadas a elas. Portanto, o uso de produtos naturais 

representa uma estratégia bem sucedida para a descoberta de novos 

medicamentos usados na terapia antitumoral (BEZERRA et al., 2008). 

Diferentes classes de compostos presentes nos produtos naturais são 

capazes de alterar a carcinogênese, como por exemplo, os flavonóides, 

alcalóides, cumarinas, tiocarbamatos e isotiocianatos (SONG et al., 1999). A 

descoberta desses compostos biologicamente ativos contra células tumorais 

normalmente se inicia pelos ensaios de viabilidade celular (WINTERS, 

2006). 

A revisão da literatura para o gênero Baccharis, considerando 

atividade antitumoral, indicou poucos trabalhos. Em 1994, FULLAS e 

colaboradores isolaram alguns diterpenos clerodanos e labdanos de B. 

gaudichaudiana. Estes compostos foram avaliados em células P-388 de 

leucemia linfocítica. Entre os diterpenóides isolados, o gaudichaudol C (3) 

(ED50 2,4 µg/mL), gaudichaudona (4) (ED50 11,7 µg/mL), e acetato articulina 

(5) (1,7 µg/mL) apresentaram atividade citotóxica significativa contra esta 

linhagem celular. MONGELLI e colaboradores em 2000 avaliaram a 

atividade citotóxica e a interação com DNA de B. grisebachii em células 

humanas de carcinoma oral epidermóide (KB), através dos ensaios 

utilizando disco de batata, DNA-MG e bioensaios de citotoxicidade. O extrato 

diclorometano de B. grisebachii demonstrou diminuir o crescimento do tumor 

pelo ensaio com disco de batata em 62%. RODRIGO e colaboradores (2010) 

avaliaram a atividade antiproliferativa de curcufenol, um sesquiterpeno 

isolado de B. genistelloides e de uma esponja marinha Myrmekioderma styx. 

através do ensaio com WST-1 em células humanas de câncer de colo da 

linhagem Caco-2. A indução da apoptose foi associada a simulação da 
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atividade da enzima caspase-3. Este sesquiterpeno foi avaliado em 

diferentes concentrações (29 – 116 µg/mL) e apresentou um padrão de 

inibição celular dose-dependente (9 - 33%, respectivamente), apresentando 

propriedades pró-apoptóticas dependentes de caspase. 

 Até o momento, não foram encontrados estudos das espécies de B. 

trimera para atividade antitumoral. Neste trabalho, utilizando-se linhagens 

tumorais de carcinoma cervical (SiHa) e de adenocarcinoma de mama 

(MCF-7) foram realizados experimentos in vitro para a determinação da 

viabilidade celular na proliferação e morte celular dos extratos e frações de 

B. trimera pela técnica colorimétrica de MTT, da contagem celular, ensaio 

clonogênico, teste de wound healing e atividade da enzima lactato 

desidrogenase (LDH).  

 Para a linhagem celular SiHa, o extrato bruto hidroetanólico de B. 

trimera (nas concentrações de 800, 100 e 1500 µg/mL) e as frações 

diclorometano (nas concentrações de 100, 200 e 400 µg/mL), acetato de 

etila (nas concentrações de 800, 1000 e 1500 µg/mL), compostos fenólicos 

(nas concentrações de 400, 600, 1000 e 1500 µg/mL) e terpenóides (nas 

concentrações de 800, 1000 e 1500 µg/mL) apresentaram um efeito anti-

proliferativo com um padrão dose-dependente após o tratamento por 24 h. A 

infusão não apresentou diminuição da viabilidade celular para esta linhagem 

celular em nenhuma das concentrações administradas (50, 100, 200, 600 e 

1000 µg/mL) após tratamento por 24 e 48 h.  

 A fração de compostos fenólicos e a fração terpenóides na 

concentração de 1500 µg/mL demonstraram uma importante redução da 

viabilidade celular (86% ± 4,99 e 86% ± 4,53, respectivamente), quando 

comparadas à cisplatina na concentração de 50 µM (62% ± 11,16), 

diferenciando-se estatisticamente da mesma. A cisplatina é um dos 

fármacos utilizados no protocolo quimioterápico para o tratamento do câncer 

de colo de útero. 

 A retração celular e a formação de corpos apoptóticos são algumas 

das alterações do citoesqueleto celular observadas na linhagem celular 

SiHa, após tratamento por 24 horas com a fração de compostos fenólicos de 

B. trimera na concentração de 1000 µg/mL.  
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 Também foi investigado o possível efeito sinérgico do extrato e 

frações de B. trimera em associação com a cisplatina. O extrato bruto 

hidroetanólico (1500 µg/mL) e a fração de terpenóides (1000 e 1500 µg/mL) 

ambos em associação com a cisplatina (50 µM), apresentaram uma redução 

da viabilidade celular mais acentuada do que o tratamento com a cisplatina 

isolada na dose de 50 µM (68% ± 13,06) diferenciando-se estatisticamente. 

Este resultado é importante, uma vez que o protocolo quimioterápico para o 

tratamento do câncer de colo de útero leva em consideração a associação 

de medicamentos. 

A atividade dos flavonóides quercetina e rutina (presentes na fração 

de compostos fenólicos), isolados e em associação, na viabilidade celular da 

linhagem SiHa foi avaliada através do ensaio de MTT. Após 24 horas de 

tratamento com diferentes concentrações destes flavonóides (10 – 100 µM) 

pudemos verificar que a associação entre os dois flavonóides (rutina e 

quercetina) forneceu uma resposta mais acentuada na diminuição da 

viabilidade celular quando comparados com esses compostos isoladamente. 

Em um trabalho semelhante (YUAN et al., 2012), a quercetina em diferentes 

concentrações (0 – 200 µM) e em diferentes tempos (24, 48 e 72 h) foi 

capaz de inibir a proliferação de células de leucemia da linhagem HL-60 com 

um padrão dose e tempo dependentes quando comparados ao controle. Os 

resultados demonstraram uma inibição gradual de 5 a 60% da proliferação 

celular com o aumento da dose de quercetina. PRIYADARSINI e 

colaboradores, em 2010, avaliaram a atividade da quercetina na viabilidade 

celular de células tumorais de câncer cervical da linhagem HeLa nas doses 

de 20 a 100 µM por 24 h. A resposta encontrada foi uma diminuição 

significativa da viabilidade celular num padrão dose-dependente, sendo que 

a inibição de 50% da viabilidade celular para esta linhagem celular quando 

comparada ao controle foi atingida na dose de 80 µM. Como não existem até 

o momento, experimentos de viabilidade celular de quercetina e rutina para 

linhagem SiHa, nossos resultados são importantes, uma vez que 

apresentam o mesmo padrão dose-dependente de diminuição da viabilidade 

celular. 

A contagem celular após 24 horas de tratamento com o extrato bruto 

hidroetanólico e as frações compostos fenólicos e terpenóides de B. trimera 
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na linhagem celular SiHa, apresentaram o mesmo padrão anti-proliferativo e 

dose- dependente obtidos com o ensaio do MTT com IC50 de 946,41 µg/mL, 

482,49 µg/mL, e 456,18 µg/mL, respectivamente. CARIDDI e colaboradores 

(2012) encontraram para o extrato aquoso de B. articulata em células 

mononucleadas de sangue periférico humano um IC50 de 165 µg/mL após 

tratamento por 18-24 h. 

O efeito supressor do extrato e frações de B. trimera sobre o 

crescimento celular foi avaliado através de ensaio clonogênico após 10 dias 

do tratamento. Após 24 horas de exposição das células ao tratamento, tanto 

o extrato bruto hidroetanólico quanto a fração compostos fenólicos, na 

concentração de 200 µg/mL, apresentaram a capacidade de diminuir a 

formação de colônias com SF de 0,32 e 0,20, respectivamente. Entretanto a 

fração de terpenóides aumentou a formação de colônias com SF de 1,48. 

Esta diferença nos resultados pode estar relacionada à diferença química 

destas substâncias, o que poderia estar promovendo diferentes mecanismos 

de morte celular. 

A metástase está relacionada à diminuição dos mecanismos normais 

de controle de morte celular, que limitam a migração e a invasão celular. A 

capacidade em reduzir a migração celular de B. trimera foi avaliada pelo 

teste de would healing, ensaio clássico de cicatrização de feridas in vitro. A 

fração de compostos fenólicos na concentração de 482,49 µg/mL (IC50) 

diminuiu a migração das células para a região da fenda em 19% ± 4,96 

quando comparada ao controle (48% ± 8,62). Mais uma vez, a fração de 

terpenóides (IC50 946 µg/mL) apresentou um comportamento diferente da 

fração de compostos fenólicos. A capacidade da fração terpenóide em 

diminuir a migração para área da fenda (41% ± 7,01) não foi capaz de se 

diferenciar estatisticamente do controle, demonstrando mais uma vez que 

estas duas frações (fenólicos e terpenóides) estão atuando por mecanismos 

diferentes na viabilidade celular da linhagem SiHa. 

A perda da integridade da membrana plasmática na linhagem SiHa foi 

determinada colorimetricamente, pela atividade da enzima da LDH, no 

sobrenadante das células após 24 horas de tratamento com o extrato e 

frações de B. trimera. O extrato bruto hidroetanólico e a fração terpenos 

promoveram um aumento na atividade desta enzima em relação ao controle, 
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de forma dose dependente (doses de 1000 e 1500 µg/mL). Entretanto, para 

a fração fenólica, foi observada uma alteração significativa na atividade da 

LDH, apenas na concentração de 1500 µg/mL, em relação ao controle. 

Embora este ensaio esteja relacionado com a citotoxicidade, o aumento da 

liberação da LDH no meio, após tratamento que induza perda de integridade 

da membrana celular, pode estar relacionado tanto a fenômenos apoptóticos 

quanto necróticos. Portanto, é um indicador inespecífico de citotoxicidade, 

sendo necessários estudos mais aprofundados para esclarecer o 

mecanismo de morte celular envolvido após os tratamentos realizados neste 

estudo, como marcação dupla com Anexina V, marcador de apoptose e 

incorporação com iodeto de propídio, marcador de necrose. 

A atividade antitumoral da cisplatina é atribuída à ligação ao DNA, 

originando ligações intra e intercadeias que induzem alterações estruturais 

no DNA. O efeito citotóxico da cisplatina é, portanto, causado pela inibição 

da replicação do DNA e transcrição do RNA promovendo, desta forma, a 

morte das células cancerosas ao bloquear sua habilidade de sintetizar novas 

moléculas de DNA, necessárias para a divisão celular através de um 

mecanismo apoptótico (FUCHS & WANNMACHER, 2010). Portanto, a 

apoptose é um processo que inclui uma cascata de eventos, como podemos 

verificar através do mecanismo de ação da cisplatina. Neste estudo, a fração 

de compostos fenólicos de B. trimera, demonstrou alterações na morfologia, 

como retração celular. Estas alterações podem sugerir um possível 

mecanismo de morte celular por apoptose, evidenciado ainda pelo mesmo 

padrão de resposta apresentado para atividade da enzima LDH, após 

tratamento com esta fração e com a cisplatina, conhecida por induzir morte 

celular por apoptose. 

 A viabilidade celular da linhagem celular MCF-7, foi avaliada pelo 

ensaio de redução do MTT, após tratamento com o extrato bruto 

hidroetanólico e as frações de B. trimera, por 24 e 48 horas. Após o tempo 

de 24 h de tratamento, observou-se uma significativa redução na viabilidade 

celular com o extrato bruto e a fração aquosa, na concentração de 1500 

µg/mL, infusão e frações acetato de etila, butanol e de terpenos, nas 

concentrações de 1000 e 1500 µg/mL e fração fenólica, a partir da 

concentração de 500 µg/mL quando comparados aos controles. Após o 
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tratamento por 48 horas, foram observadas alguns efeitos mais acentuados 

na redução da viabilidade celular, em relação ao tratamento por 24 horas, 

como a significativa redução pela fração diclorometano, em torno de 55%, na 

concentração de 400 µg/mL quando comparada aos controles. Verificamos 

também que a fração de compostos fenólicos apresentou uma redução no 

percentual de viabilidade celular em torno de 50% a partir da dose de 250 

µg/mL, efeito este observado somente com a concentração de 500 µg/mL 

após 24 horas de tratamento. Além disso, a fração terpenos, na 

concentração de 1500 µg/mL, reduziu a viabilidade celular em 99%, efeito 

mais significativo do que foi observado com o tratamento por 24 horas, que 

na mesma concentração, inibiu a viabilidade em 77%. A capacidade da 

infusão de B. trimera em reduzir a viabilidade celular na linhagem MCF-7, 

câncer de mama, não foi observada para linhagem celular SiHa, de câncer 

cervical. 

 Com base nestes resultados, podemos sugerir um efeito importante 

de indução de morte celular para extratos de B. trimera nas linhagens 

celulares de câncer de mama e câncer cervical. Entretanto, estes estudos 

necessitam de uma complementação, para melhor esclarecermos os 

mecanismos relacionados à ação farmacológica destes extratos, 

contribuindo desta forma, na busca de novos fármacos e na descoberta de 

novos mecanismos de ação que possam auxiliar na terapia antitumoral.  
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