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RESUMO 

 

 

FILARDI, Marcelo Augusto, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2014. Extrato foliar de Anonáceas: citotoxicidade, fluxo de íons e 
marcadores tumorais em células hepatocarcinogênicas. Orientadora: 
Tânia Toledo de Oliveira. Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira, 
Marcia Rogéria de Almeida Lamêgo e Virgínia Ramos Pizziolo. 

 

 

 O carcinoma hepatocelular é o mais frequente câncer primário do fígado e já 

se tornou a quinta neoplasia mais comum no mundo e a segunda causa de 

óbitos relatados por câncer. Estima-se que 2/3 das neoplasias humanas 

poderiam ser prevenidos pela modificação do estilo de vida, incluindo a 

dieta. Estudos farmacológicos intensificaram-se nos últimos anos com 

plantas da família Annonaceae, cujo interesse científico está nas 

acetogeninas, uma classe de compostos derivados de ácidos graxos com 

forte atividade antitumoral. Os experimentos foram conduzidos no 

Laboratório de Infectologia Molecular Animal, do Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular, na Universidade Federal de Viçosa, para 

avaliar in vitro as propriedades antitumorais de extratos foliares de 11 

Anonáceas (9 espécies de 4 gêneros). Para isso, células tumorais hepáticas 

humanas da linhagem HepG2 (ATCC HB-8065™) foram expostas a três 

concentrações dos extratos foliares de Anonáceas e do quimioterápico 5-

Fluoruracil (5-FLU), em três períodos de tempo (24, 48 e 72 h), com análise 

espectrofotométrica da viabilidade celular pela metodologia do corante 

vermelho neutro. Foram conduzidos ensaios para avaliar o efeito dos 

extratos vegetais e do quimioterápico sobre o fluxo químico celular no meio 

de cultura durante os cultivos através da análise por Espectrometria de 
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Emissão Atômica de diferentes especies químicas, e sobre o metabolismo e 

integridade celular, através da análise de marcadores tumorais e 

intermediários metabólicos. Todos os ensaios induziram à morte celular, com 

resultados distintos entre plantas da mesma espécie, com até 100% de 

citotoxicidade, sendo que nove Anonáceas exibiram efeito citotóxico com até 

1/8 da concentração daquela utilizada para o quimioterápico 5-FLU. Nenhum 

dos ensaios com extratos foliares exibiu retomada da proliferação celular 

após 48 ou 72 h, o que foi verificado para os cultivos com o quimioterápico, 

clara evidência de quimiorresistência tumoral. O mecanismo de morte celular 

por apoptose foi confirmado através da citometria de fluxo para dois dos 

extratos escolhidos, incluindo 5-FLU. Não houve um padrão no efeito dos 

extratos sobre o fluxo de íons ou dos marcadores tumorais durante os 

cultivos das células hepatocarcinogênicas, que se mostrou variável dentro 

da espécie ou entre elas, ou dentro de um mesmo gênero ou entre eles, com 

interferência na absorção de alguns íons especialmente, Ca, Na, P, S e 

depleção intracelular total de outros (Se, Zn) para alguns dos tratamentos. 

Marcadores bioquímicos como aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH) tiveram seus níveis 

elevados para alguns dos extratos utilizados, incluindo 5-FLU, resultado 

coincidente com a redução na absorção da glicose pelos hepatócitos 

tumorais, indícios da alteração no metabolismo e integridade celular.  
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ABSTRACT 

 

 

 

FILARDI, Marcelo Augusto, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 
2014. Leaf extract of Annonaceae: citotoxicity, íon flux and tumor 
markers in hepatic carcinogenic cells. Adviser: Tânia Toledo de 
Oliveira. Co-advisers: Leandro Licursi de Oliveira, Marcia Rogéria de 
Almeida Lamêgo and Virgínia Ramos Pizziolo. 

 

 

The hepatocellular carcinoma is the most common primary liver cancer 

and has become the fifth most common cancer worldwide and the second 

leading cause of cancer deaths reported. It is estimated that two thirds of 

human cancers could be prevented by changes in lifestyle, including diet. 

Pharmacological studies have intensified in recent years with the 

Annonaceae plant family, whose scientific interest is in the acetogenins, a 

class of compounds derived from fatty acids with strong antitumor activity. 

The experiments were conducted at the Laboratory of Molecular Animal 

Infectious Diseases, Department of Biochemistry and Molecular Biology, 

Federal University of Viçosa, to evaluate the in vitro antitumor properties 

of leaf extracts of 11 annonaceae (9 species of 4 genera). For this, 

human liver cancer cells HepG2 line (ATCC HB-8065™) were exposed to 

three different concentrations of leaf extracts of Annonaceae and of the 

chemotherapeutic 5-fluorouracil (5-flu) in three time periods (24, 48 and 

72 h), with spectrophotometric analysis of cell viability by the neutral red 

dye method. Assays were conducted to evaluate the effect of plant 
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extracts and chemotherapeutic chemical flow cell on the culture medium 

during the cultivation by atomic emission spectrometry analysis of 

different chemical species, and the cellular integrity and metabolism, by 

analysis of tumor markers and metabolic intermediates. All assays 

induced cell death, with results between different plants of the same 

species, with up to 100% cytotoxicity, nine annonacea exhibited cytotoxic 

effect up to one eighth of the concentration of that used for the 

chemotherapeutic 5-flu. None of the trials with leaf extracts exhibited 

recovery of cell proliferation after 48 or 72 h, which was observed in 

cultures with chemotherapy, clear evidence of tumor chemoresistance. 

The mechanism of cell death by apoptosis was confirmed by flow 

cytometry for two extracts selected, including 5-flu. There was no pattern 

in the effect of the extracts on the flow of ions or of tumor markers during 

the cultivation of hepatic ocarcinogenic cells, which was variable within 

species or between or within the same genus or between them, interfering 

with the absorption of especially some ions, Ca, Na, P, S, and total 

depletion of other intracellular (Se, Zn) for some treatments. Biochemical 

markers such as aspartate aminotransferase (AST), alanine 

aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH) had their 

elevated levels for some of the extracts used, including 5-flu coincident 

result with a reduction in glucose uptake by tumor hepatocytes, evidence 

of changes in metabolism and cellular integrity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Responsável por uma em cada oito mortes em todo o mundo, o 

câncer causa mais mortes que tuberculose, AIDS e malária combinadas, 

ocupando o primeiro lugar em mortalidades em países desenvolvidos e o 

segundo lugar em países em desenvolvimento (AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2014). O câncer não é totalmente conhecido, especialmente devido à 

complexidade etiológica que o envolve. Os tratamentos são desconfortáveis, 

agressivos ao paciente, sendo importante entender o melhor momento de 

intervenção ao tipo de câncer e seu estágio, utilizando a modalidade 

terapêutica apropriada. A qualidade de vida do paciente deve ser 

considerada prioridade no tratamento oncológico.  

Estudos epidemiológicos, clínicos e experimentais mostram que 

muitos constituintes da dieta estão associados à quimioproteção contra 

diferentes tipos de câncer em órgãos como mama, próstata, pulmão, cólon, 

estômago, fígado e rim. É estimado que mais de dois terços das neoplasias 

humanas poderiam ser prevenidos pela modificação do estilo de vida, 

incluindo a dieta. Um número cada vez maior de componentes da dieta tem 

sido reconhecido como agentes anticarcinogênicos (CANTWELL, 2012; 

FORTMANN et. al., 2013; RAMANLINGUM, MAHOMOODALLY, 2014; RASHED, 2014). 
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O carcinoma hepatocelular (CHC) é o mais frequente câncer primário 

do fígado com mais de 5% de novos casos/ano dos cânceres humanos, e a 

incidência mundial vem aumentando devido ao crescimento dos casos de 

hepatites (B e C) e das doenças relacionadas à obesidade. A taxa de 

sobrevida é baixa e não ultrapassa os seis meses: apenas de 3-5% 

registrada em países desenvolvidos, o que exige urgentemente novas 

pesquisas terapêuticas efetivas contra a doença (PIMENTA et. al., 2010). Sua 

incidência praticamente dobrou nos últimos 20 anos e já se tornou a quinta 

neoplasia mais comum no mundo e a segunda causa de óbitos relatados por 

câncer, ultrapassada apenas pelo câncer de pulmão (AHMED et al, 2006; JAHAN 

et. al., 2012; WHO, 2014).  

O Brasil é considerado um país de média prevalência, com 5-10 

casos/100.000 habitantes/ano, com forte associação à cirrose hepática em 

70% dos casos de CHC, muito comum em pacientes portadores do vírus da 

hepatite B e C e alcoolistas (NCI, 2011a; ZHANG et. al., 2012a).  

O câncer de fígado é caracterizado com potencial altamente 

agressivo. A quimioterapia sistêmica ainda é a maior opção de tratamento, 

mas está associada a uma eficiência variável e efeitos adversos severos. A 

cirurgia (ressecção ou transplante), mesmo em recorrência da doença, é um 

tratamento promissor (FUKS et. al., 2012), mas muitos pacientes em estágios 

avançados podem submeter-se somente a tratamentos paliativos, sendo a 

quimioembolização o tratamento mais efetivo (ZHANG et. al., 2012) 

Estudos farmacológicos voltados para o tratamento do câncer têm se 

intensificado nos últimos anos com plantas tropicais da família Annonaceae. 

Com mais de 2.300 espécies, o interesse científico está na descoberta das 

acetogeninas, uma classe de compostos encontrada apenas nesta família de 

plantas (LIAW et. al., 2010; RAMALINGUM, MAHOMOODALLY, 2014). 

Estruturalmente, as acetogeninas são derivadas de ácidos graxos 

alifáticos de cadeias longas (C35-C37), apresentando grande variedade de 

propriedades biológicas, em especial sua citotoxicidade e propriedades 

antitumorais. Sintéticas ou isoladas de Anonáceas, exibem propriedades 

farmacológicas antitumorais que poderão ser promissoras contra neoplasias 

quimioterápico-resistentes. Propriedades antineoplásicas já foram descritas 

in vivo e in vitro com efeitos atribuídos às acetogeninas, incluindo tumores 
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de fígado, pulmão, rim, ovário, próstata, leucemia, ileocecal, nasofaringeal e 

melanoma (MCLAUGHLIN, 2008).  

Estudos realizados no Laboratório de Biofármacos, da Universidade 

Federal de Viçosa, confirmam a atividade antitumoral apoptótica in vitro do 

extrato da anonácea Trigynaea oblongifolia sobre células leucêmicas (U932) 

e adenocarcinoma colorretal (Colo-205). Outros estudos (a serem 

publicados) confirmam o efeito antiproliferativo e citotóxico in vitro do extrato 

de folhas de Annona muricata (graviola) sobre células hepatocarcinogênicas 

HepG2 (ATCC HB-8065™), com um decréscimo na viabilidade celular de até 

45% em 24 horas de cultivo, alcançando o maiores índices antiproliferativos 

de até 96% após 72 horas, na concentração de 8 mg/mL. O próximo passo é 

investigar o efeito comparativo in vitro de outras diferentes espécies de 

Anonáceas em células hepatocarcinogênicas HepG2, utilizando-se também 

do fármaco quimioterápico comercial 5-Fluoruracil nos ensaios, avaliando 

seus efeitos no metabolismo celular tumoral através da análise do fluxo 

químico em meios de cultivo e da liberação de marcadores tumorais in vitro, 

além da confirmação citométrica do efeito apoptótico provocado pelos 

extratos de Anonáceas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

2.1. O câncer  

 
 Câncer  ou neoplasia  (neo, novo; plasia, crescimento) é um grupo de 

doenças caracterizado por crescimento anárquico e errático com expansão 

anormal de células desordenadas formando uma massa celular ou um 

neoplasma. É um distúrbio do crescimento e comportamento celulares, em 

que figuras mitóticas tipicamente mais abundantes apresentam alteração 

arquitetônica local (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Tumores constituídos 

de células malignas em tecidos epiteliais de qualquer origem embrionária 

(ectoderme, mesoderme, endoderme) são denominados carcinomas. 

Quando toda a espessura de um epitélio perde a uniformidade celular 

individual, sua orientação e arquitetura (displasia), a lesão é considerada 

pré-invasiva e tem-se um carcinoma in situ. Neste caso, exibem as 

características citológicas de malignidade sem infiltração da membrana 

basal, um estágio anterior ao de um câncer invasivo. Em muitos órgãos 

(mama, fígado, pulmão, intestino) a maioria dos cânceres são carcinomas. 

Enquanto podem ter certas características em comum, diferentes tipos de 

neoplasias têm causas diferentes e podem apresentar respostas diferentes 

aos tratamentos (KUMAR et. al., 2013; YAO et. al., 2011). 

 

 



 5

 Células tumorais proliferam muito mais rapidamente que células 

normais e ambas são afetadas pelos tratamentos anticâncer, limitando sua 

eficácia. O microambiente metabolicamente alterado resultante da 

transformação celular favorece a progressão carcinogênica e a 

quimiorresistência exigindo, por outro lado, um suprimento contínuo de 

energia e nutrientes canalizados para biossíntese de lipídios e outras 

macromoléculas para formação de novas células. A via glicolítica é a 

principal rota tumoral de obtenção de substratos anabólicos e energia 

(fornecendo 50-70% do ATP), mesmo em níveis fisiológicos de oxigênio e 

mitocôndrias intactas (“glicólise aeróbica” ou “efeito Warburg”) (WARBURG, 

1956; ARCHETTI, 2014). Esse metabolismo tumoral reprogramado por 

oncogenes (AKT, mTOR), alterado e adaptado à hipoxia, característica de 

tumores sólidos, favorece a carcinogênese por intensificar a absorção de 

glicose (pela superexpressão de genes codificantes dos transportadores 

transmembrana de glicose, como o GLUT1) aumentando o fluxo de 

carbono disponível em desvios anabólicos da glicólise, via das pentoses 

fosfato e reações anapleróticas do ciclo de Krebs, favorecendo a síntese de 

proteínas, ácidos nucleicos e lipídios (Fig. 1). É intensa a redução de 

piruvato a lactato [reação catalisada pela isoforma PK-M2 da enzima 

piruvato quinase, presente somente em células tumorais e embrionárias], 

que é exportado para o meio extracelular [mediado pela isoforma LDH-A da 

lactato desidrogenase, superespressa em células transformadas]. Além 

disso, um fluxo elevado de glutamina alimentando o ciclo de Krebs (via –

cetoglutarato) suporta as reações anapleróticas e o anabolismo tumoral 

mantendo a produção mitocondrial de espécies reativas de oxigênio (efeito 

intensificado ainda pela ‘glicólise aeróbica’), vantagem seletiva ao 

microcarcinossistema intra e intercelular para as células tumorais, mas não 

para as células normais (ARCHETTI, 2014; BINGHAM et. al., 2014; COSTA et. al., 

2014; ESCOTÉ, FAJAS, 2014, KEE, CHEONG, 2014; LU et. al., 2014). 
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Figura 1 – Metabolismo celular tumoral. Glicose e glutamina são intensamente 
transportadas pela membrana e entram nas vias catabólicas através 
da glicólise e ciclo de Krebs. Glicose é convertida em trioses, que 
contribuem para biossíntese de lipídios, através da ação de enzimas 
como a hexoquinase-2 (HK2), piruvato quinase M2 (PKM2)  e lactato 
desidrogenase A (LDHA). Piruvato desidrogenase quinase-1 (PDK1), 
que é ativada pelo fator de hipoxia (HIF-1), inibe a conversão de 
piruvato a acetil-CoA. Glutamina (que também contribui para síntese 
de ácidos nucleicos e glutationa) é convertida a glutamato pela enzima 
glutaminase (GLS) para ser catabolisada a –cetoglutarato e entrar no 
ciclo de Krebs, onde está presente a isocitrato desidrogenase (IDH). 
Carbonos anabólicos do ciclo de Krebs contribuem para a síntese de 
aminoácidos, lipídios e ácidos nucleicos (DANG et. al., 2011). 

 

 

 As publicações científicas sobre a base molecular do câncer 

ultrapassaram até mesmo o ritmo de crescimento dos tumores mais 

malignos! Em mais de duas décadas de pesquisas, um “censo” genético 

identificou cerca de 400 genes que codificam proteínas tumorais, implicados 

na patogênese do câncer quando mutados, o que representa quase 2% dos 

estimados 25.000 genes codificantes do genoma humano (FUTREAL et. al., 

2004; SANTARIUS et. al.; 2010). 
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 Mutações nos genes que controlam a proliferação celular ou apoptose 

são responsáveis pelo câncer e quando ativados são chamados oncogenes 

e, se inativados, são ditos supressores tumorais (KAUSELMANN et. al., 2012). 

Oncongenes codificam oncoproteínas, alterações de suas versões normais, 

envolvidos em vias de sinalização que controlam a proliferação celular, 

enquanto que genes surpressores atuam em pontos críticos da proliferação 

ou morte celular (AGARWAL et. al., 2012; MASGRAS et. al., 2012). 

 Em nível molecular, a progressão tumoral resulta do acúmulo de 

lesões genéticas que, em alguns casos, são favorecidas por defeitos durante 

o reparo do DNA resultante da expansão clonal de uma única célula 

transformada. São comuns mutações envolvendo um único gene e alguns 

poucos quilobases ou vários genes e inúmeros megabases do DNA, 

ocasionando regiões amplificadas provocando a superexpressão de 

determinados segmentos que levam à tumorigênese (FUTREAL et. al., 2004). 

 As células têm mecanismos bioquímicos elaborados para prevenir a 

entrada prematura no ciclo celular, assegurando todo o suporte bioquímico 

para a síntese de DNA e proteínas (Fig. 2). Ciclinas, quinases ciclino-

dependentes (CDKs), proteínas retinoblastomas (Rb) e fatores de 

transcrição (E2F) são reguladores da proliferação e coordenam a transição 

de cada fase do ciclo. A via ciclina/cdk4-E2F1-pRb regula o metabolismo 

“glicolítico aeróbico” tumoral mantendo o ‘efeito Warburg’ (AGARWAL et. al., 

2012; MASGRAS et. al., 2012; YAO et. al., 2012; ESCOTÉ, FAJAS, 2014).  

 

2.2. O câncer no mundo 

 
Responsável por uma em cada oito mortes em todo o mundo, o 

câncer causa mais mortes que AIDS, tuberculose e malária combinadas, 

ocupando o primeiro lugar das mortalidades em países desenvolvidos e o 

segundo lugar em países em desenvolvimento (AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2014; WHO, 2014). A taxa média de sobrevivência de todos os tipos de câncer 

combinados, após 5 anos da descoberta da doença, é de 68% (NCI, 2010). A 

Figura 3 apresenta uma projeção das mortes provocadas por causas 

diversas em países desenvolvidos, países emergentes (como o Brasil) e 

países pouco desenvolvidos.  
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Figura 2 – Pontos regulatórios no ciclo celular em G1, S e G2. Múltiplos 
mecanismos previnem a passagem inapropriada da fase G1 para 
S, onde ocorre a síntese de DNA. Um ponto central é a fosforilação 
de membros da família RB, como o P107 pelas enzimas quinase 
ciclino-dependentes (CDKs). A fosforilação libera e ativa o fator de 
transcrição E2F que controla transcrição de um número de genes 
requeridos para entrada da célula na fase S, cuja continuidade se 
dá por ciclinas adicionais que mantêm o estado fosforilado de RB. 
Estão mostrados também outros pontos de checagem que podem 
ser ativados em G2 ou M do ciclo celular em resposta a danos no 
DNA (BERTRAM, 2001). 
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Figura 3 – Mortes projetadas por causas diversas em países desenvolvidos, 
países emergentes e países poucos desenvolvidos (WHO, 2008). 

 
 
 
 

Fatores de risco ambientais e comportamentais são responsáveis por 

35% das mortes por câncer: índice de massa corporal elevado, dieta pobre 

em vegetais, sedentarismo, tabagismo, alcoolismo, sexo não seguro, 

poluição do ar nas cidades e em locais fechados, seringas injetáveis 

contaminadas. Associados a causas infecciosas, alcançam 45% das mortes 

por câncer em todo o mundo, sendo 63% das mortes por câncer de 

estômago são causados pela infecção com Helicobacter pilori e 73% das 

mortes por câncer no fígado são causados por infecção com vírus da 

hepatite (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; NCI, 2011b; WHO, 2012). 



 10

No mundo, o câncer de pulmão é o mais fatal (19,4%), seguido pelo 

câncer de fígado (9,1%) e estômago (8,7%) (IARC, 2013; WHO, 2014). Nos 

Estados Unidos, e em muitas outras partes do mundo, o câncer é o maior 

problema de saúde pública, onde uma em cada quatro mortes é devido ao 

câncer, com diferenças no padrão de incidência entre homens e mulheres 

(Fig. 4) (SIEGEL et. al., 2014). 

 

 
 
Figura 4 – Mortes estimadas para 2014 dos dez tipos de neoplasias mais 

incidentes nos EUA (SIEGEL, 2014). 
 
 
 
 
 Segundo a Organização Mundial da Saúde, o impacto global do 

câncer mais que dobrou nas últimas décadas e poderá ter um aumento de 

50% até 2020, de 10 milhões de novos casos no ano 2000 para 15 milhões 

em 2020, sendo que 2/3 das mortes ocorrerão principalmente em países de 

médio e baixo desenvolvimento. A projeção para 2030 é que as neoplasias 

ocupem o 3º lugar, ficando atrás das doenças cardiovasculares e desordens 

fisiológicas, como as do sistema digestório, respiratório, genito-urinário e 

neuro-endócrino (IARC, 2009), com 13,2 milhões de mortes, em consequência 

do crescimento e envelhecimento da população (INCA, 2014). Até 2050, 

espera-se que o número de pacientes diagnosticados anualmente com 
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câncer cresça mais que o dobro, com projeção nos custos de tratamento 

superior à U$ 80 bilhões apenas na próxima década (LI et. al., 2011). 

A Tabela 1 lista as dezoito maiores causas de morte no mundo para 

homens e mulheres e sua projeção mundial para 2030, com mudança na 

posição do ranking em 2002 e 2030. Infecções nas vias respiratórias 

inferiores, condições perinatais, doenças da diarreia, malária e sarampo 

apresentam projeção ao declínio substancial até 2030. Por outro lado, 

diabete melitos, cânceres de fígado, estômago, colorretal e pulmão têm 

projeção para subir três ou mais posições no ranking (MATHERS, LONCAR, 

2006). 

 
 
Tabela 1 – Mudança de posição no ranque das maiores causas de morte no 

mundo, entre 2002 e 2030 (MATHERS, LONCAR, 2006). 
 

DOENÇA OU INJÚRIA 
RANQUE 

2002 
RANQUE 

2030 
MUDANÇA NO 

RANQUE 
Doenças Isquêmicas do Coração 1 1 0 

Doenças Cerebro-Vasculares 2 2 0 

Infecções Respiratórias Inferiores 3 5 ↓2

AIDS 4 3 ↑1

Doença Obstrutiva Pulmonar Crônica 5 4 ↑1

Condições Perinatais 6 9 ↓3

Doenças da Diarreia 7 16 ↓9

Tuberculose 8 23 ↓15

Câncer de Traqueia, Brônquio e Pulmão 9 6 ↓3

Acidentes Automobilísticos 10 8 ↑2

Diabete Melitos 11 7 ↑4

Malária 12 22 ↓10

Doenças Cardíacas Hipertensivas 13 11 ↑2

Injúrias auto-Imunes 14 12 ↑2

Câncer de Estômago  15 10 ↑5

Nefrites e Nefrose 17 13 ↑4

Cânceres de cólon e reto 18 15 ↑4

Cânceres hepáticos 19 14 ↑5
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2.3. O câncer no Brasil 

 
 No Brasil, o câncer é a segunda causa de morte, com destaques para 

as doenças cardiovasculares que ocupam o 1º lugar e as doenças 

respiratórias, o 3º lugar (Fig. 5) (BRASIL, 2011; WHO, 2011a). Segundo 

estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2014) para o ano de 2015, 

surgirão mais de 576 mil casos novos de câncer sendo que, em homens, os 

tipos mais incidentes são próstata, pulmão, cólon/reto; o fígado ocupa a 

oitava posição; nas mulheres, mama, útero e cólon e reto são as neoplasias 

mais frequentes entre as 10 mais incidentes (Fig. 6), acompanhando o 

mesmo perfil da magnitude observada para a América Latina.  

 

 

 

 

Figura 5 – Mortalidade (óbitos/100.000) pelas principais doenças crônicas 
não transmissíveis no Brasil, entre 1991 e 2009. Fonte: Secretaria 
de Vigilância em Saúde / Ministério da Saúde (BRASIL, 2011). 
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Figura 6 – Tipos de câncer mais incidentes, exceto pele não melanoma, na 
população brasileira. Fonte: Instituto Nacional de 
Câncer/Ministério da Saúde (INCA, 2009). 

 

 

A distribuição dos novos casos de câncer segundo localização 

primária mostra-se heterogênea entre Estados e capitais do país, o que fica 

em evidência ao se observar a representação espacial das diferentes taxas 

brutas de incidência (Fig. 7). As regiões Sul e Sudeste, de maneira geral, 

apresentam as maiores taxas, enquanto que as regiões Norte e Nordeste 

mostram as menores taxas; a região Centro-Oeste apresentam um padrão 

intermediário (INCA, 2011). 
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Figura 7 – Representação espacial das taxas brutas de incidência por 
100 mil homens e 100 mil mulheres, segundo a Unidade da 
Federação Brasileira (todas as neoplasias malignas, exceto as de 
pele não melanoma). Fonte: Instituto Nacional de Câncer e 
Ministério da Saúde (INCA, 2014). 

 

 

2.4. O carcinoma hepatocelular 
 

 O carcinoma hepatocelular (CHC) é um câncer primário que começa 

nos hepatócitos e é o tumor sólido mais comum no mundo, representando 

mais de 90% das neoplasias primárias hepáticas, com mais de 1.000.000 de 

mortes por ano em todo o mundo e com duração média de vida de 7 a 8 

meses após diagnóstico (SUBRAMANIAM et. al., 2013). Tumores malignos do 

fígado (Tabela 2), primários ou secundários (metastásicos) são, na maioria, 

assintomáticos, sem alterações das funções hepáticas (AHMED et al, 2006).  
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Tabela 2 – Classificação dos tumores malignos do fígado; (*) indica a 
porcentagem de tumores primários, excluindo as metástases 
(AHMED et al, 2006) 

 
 

 PRIMÁRIO SECUNDÁRIO (METASTÁSICOS) 

 
 TUMORES EPITELIAIS 

Hepatocelular 
 - Hepatoblastoma (7%)* 
 - Carcinoma Hepatocelular (75%)* 
      - Colangiocelular (6%) 
 - Colangiocarcinoma 
    - Cistadenocarcinoma 
  TUMORES MESENQUIMAIS 
Tumores de Vasos Sanguíneos 
 - Angiosarcoma 
 - Hemangioendotelioma 
        Outros Tumores 
            - Sarcoma embrional 
            - Fibrosarcoma 
  TUMORES DO TECIDO MUSCULAR 
 - Leiomiosarcoma 
 - Rabdomiosarcoma 
  MISTOS 
 - Carcinosarcoma 
 - Teratoma 
 - Tumor do Saco Vitelínico 
 - Carcinoide 
 - Carcinoma Escamoso 
 - Linfoma Primário 

 
 TUMORES GASTROINTESTINAIS 
 - Colorretal 
 - Pâncreas  
 - Estômago 
 - Esôfago 
 - Carcinoide 
  TUMORES NÃO GASTROINTESTINAIS 
 - Brônquios 
 - Mama 
 - Ovário 
 - Melanoma 
 - Linfoma 
 - Renal 
  

 

 

2.4.1. Incidência e fatores de risco do Carcinoma Hepatocelular (CHC) 

 

CHC é o quinto câncer mais comum no mundo e a segunda causa de 

morte (9,1% do total), ultrapassado apenas pelo câncer de pulmão (19,4%) 

(IARC, 2013; WHO, 2014). A taxa de incidência é cerca de 10 casos por 100 mil 

(América do Norte e Europa Ocidental) a 50-150/100 mil (África e Ásia). Nos 

países em desenvolvimento, os registros de CHC são de 2 a 3 vezes 

maiores que em países desenvolvidos (EL-SERAG, 2012; FORNER et. al., 2012; 

IARC, 2013; INCA, 2014; SHLOMAI et. al., 2014).  
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As estatísticas do CHC elevam-se quando há associação da diabete 

tipo II e vírus da hepatite B (KO et. al., 2012), obesidade (EL-SERAG, 2014; 

FARREL, 2014; PORT et. al., 2014), dieta rica em carnes vermelhas e gorduras 

(FREEDMAN et. al., 2010; EL-BAHRAWY et. al., 2014) ou laticínios (SALLES et. al., 

2014). A infecção crônica pelo vírus da hepatite B e C (BAUMERT et. al., 2014) é 

o mais importante fator de risco (ALEKSANDROVA et. al., 2014; BRUIX et. al., 2014; 

HUANG, HOLLINGER, 2014; SHLOMAI et. al., 2014; WHO, 2012) e terapias anti-virais, 

como a vacinação, resultam em um substancial declínio da doença (SINGH et. 

al., 2014). Os portadores da hepatite B apresentam de 20 a 100 vezes mais 

chance de desenvolver CHC, agravado pelos seguintes fatores: duração da 

infecção, idade, sexo masculino, coinfecção com outros vírus hepatotrópicos 

(C ou D), alcoolismo, fumo, aflatoxina, inflamação hepática crônica com 

fibrose, hemocromatose, esteatose e diabete (ALEKSANDROVA et. al., 2014; 

SINGH et. al., 2014; TURATI et. al., 2014; VANNI, BUGIANESI, 2014; VANNI et. al., 2014).  

 Os agentes hepatovirais B e C exibem estreitas ligações com genes 

reguladores do estresse oxidativo, vias angiogênicas (EL-SERAG, 2012; JAHAN 

et. al., 2012; SHLOMAI et. al., 2014) e mutações genéticas tumorais supressoras 

que provocam, particularmente, nos genes p53 e na proteína-quinase 

retinoblastoma (pRB), exercendo esses efeitos oncogênicos de modo 

progressivo, desde a lesão hepatocelular direta inicial, passando pela 

inflamação, mitoses proliferativas e a malignização final (ARZUMANYAN et. al., 

2013; SHLOMAI et. al., 2014; SINGH et. al., 2014). 

O CHC é um tipo de câncer que apresenta variações geográficas 

importantes dependentes da exposição ao vírus da hepatite (INCA, 2008; 

SHLOMAI et. al., 2014). A incidência global de câncer hepático, reportada em 

100 mil pessoas, responde por 70-85% dos casos de câncer (Fig. 8). A 

incidência vem aumentando nos últimos anos em áreas historicamente com 

baixas taxas, como Oceania, Europa Central e América do Norte, atribuído à 

elevação das infecções por hepatite C, uso de drogas injetáveis e à 

obesidade. Por outro lado, taxas do câncer hepático vêm declinando em 

áreas historicamente de alto risco, como China e Singapura, devido à 

redução nos casos de hepatite B através de campanhas sanitárias e 

vacinação (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; WHO, 2011; SIEGEL et. al., 2012; 

VANNI, BUGIANESI; 2014). 
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Figura 8 – Variações das taxas de mortalidade do carcinoma hepatocelular 
em todo o mundo entre homems (gráfico superior) e entre 
mulheres (inferior), reportadas em 100 mil pessoas (WHO, 2011). 
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Nas últimas décadas, as taxas de incidência e mortalidade de CHC 

têm aumentado em ambos os sexos de todos os grupos humanos (Fig. 9), 

sendo duas vezes maiores em negros e afro-americanos que em brancos, e 

duas vezes maior em hispânicos que em brancos (NCI, 2013; SIEGEL et. al., 

2012; WHO, 2011). 

 
 

 

 
 
 

Figura 9 –  Mortalidade de câncer hepático em diferentes grupos humanos, 
entre os anos 1990 e 2010 (NCI, 2013). 

 

 

O número de casos praticamente dobrou nos últimos 20 anos, 

provavelmente relacionado ao aumento dos casos de hepatite (73% dos 

óbitos), obesidade e diabete (EL-SERAG, 2012; JAHAN et. al., 2012; NCI, 2012; 

SHLOMAI et. al., 2014; VANNI, BUGIANESI; 2014), principalmente se houver cirrose 

associada (IELUZZI et. al., 2014). As taxas de incidência têm aumentado 

especialmente em homens com idade entre 55 e 64 anos (Figura 10) (SIEGEL 

et. al., 2014; WHO, 2012). 

Mais de 80% dos casos de câncer de fígado ocorrem na Ásia e África, 

associados às infecções pelo vírus da hepatite B e C; em países ocidentais, 

a cirrose hepática provocada pelo uso abusivo do álcool favorece o câncer 

hepático. Homens são duas vezes mais afetados que as mulheres, sendo a 
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segunda causa de mortes por câncer entre homens e a sexta causa de 

morte entre mulheres em todo o mundo, respondendo por 4% de todas as 

neoplasias humanas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011; EL-SERAG, 2014; 

FORNER et. al., 2012; NCI, 2012). Nas últimas duas décadas, o câncer hepático, 

em ambos os sexos, mostrou elevação nas taxas anuais de incidência (3,6% 

em homem; 3,0% em mulheres) e mortalidade (2,1% em homens; 1,3% em 

mulheres) (NCI, 2012; SIEGEL et. al., 2012; WHO, 2011; 2012). 

 

 

 

 

Figura 10 – Taxas de incidência de câncer hepático, por sexo e idade, nas 
última década (WHO, 2012). 

 

 

 A Fig. 11 apresenta alguns fatores que favorecem o acometimento de 

CHC e a Tabela 3 mostra as áreas geográficas dominantes em relação ao 

fator de risco. Em países europeus, há relação entre CHC e ingestão 

elevada de laticíneos particularmente leite e queijo (SALLES et. al., 2014) e forte 

associação com cirrose hepática em mais de 80% dos casos de CHC 

(ALEKSANDROVA et. al., 2014; IELUZZI et. al., 2014; SHLOMAI et. al., 2014).  
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Figura 11 – Fatores etiológicos do carcinoma hepatocelular. Vírus da 

hepatite B (HBV) e C (HBC) são os fatores mais importantes, 
agravados pelo alcoolismo (PIMENTA et. al., 2010). 

 
 
 
Tabela 3 – Etiologia do carcinoma hepatocelular (NCI, 2012). 
 
 

PRINCIPAIS	AGENTES	CAUSADORES	 ÁREA	GEOGRÁFICA	PREDOMINANTE	Vírus	da	(epatite	B	 Ásia	e	África	Vírus	da	(epatite	C		 Europa,	Estados	Unidos	e	Japão	Álcool		 Europa	e	Estados	Unidos	Aflatoxina	 Oeste	da	Ásia	e	África	
  

 

No Brasil, o CHC não está incluído entre os dez tipos de câncer mais 

comuns, provavelmente devido às subnotificações, mas é a sétima causa de 

óbitos, responsável por 4% das mortes por câncer no país, anualmente, e 

está associado à cirrose hepática avançada em 71,2% dos casos com 

incidência de 1:100.000 habitantes/ano e estima-se que há cerca de 3.000 

diagnósticos da doença por ano (JAGER et. al., 2011; ZHANG et. al., 2012a).  
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2.4.2. Manifestações clínicas do Carcinoma Hepatocelular 

 
O câncer hepático inicial não manifesta sintomas, embora há 

alterações em parâmetros fisiológicos como a elevação nos níveis séricos do 

marcador hepático específico –feto proteína (JOHNSON et. al., 2014), da 

molécula de adesão epitelial E-caderina, aumento da atividade das enzimas 

metabólicas G6PDH (lipogênica) e aldolase (glicolítica) e redução dos níveis 

de IGF-1 [insuline-like growth factor]. IGF-1 promove proliferação celular, 

migração e malignificação, tornando-se um importante marcador precoce 

para diagnose do hepatocarcinoma, já que a redução da síntese de IGF-1 

pode ser explicada pelas lesões oxidativas de um quadro cirrótico pré-

tumoral no parênquima hepático (EL-ASHMAWY et. al., 2014; EL-BAHRAWY et. al., 

2014). Parâmetros bioquímicos (colesterol total, albumina, creatinina, ácido 

úrico, transferrina, ferro, zinco, vitamina B12, dentre outros) também podem 

contribuir para identificar pacientes com cirrose hepática avançada, com ou 

sem carcinoma hepatocelular, sendo que o metabolismo do ferro (níveis de 

ferro e ferritina, hematócrito) e metabolismo lipídico (HDL, triglicerídios) são 

os que mais podem ser alterados (PORT et. al., 2014). Em estágios mais 

avançados da tumorigênese, os sinais e sintomas dos pacientes são: 

inchaço e dor abdominal na região superior direita, anorexia, perda de 

apetite/peso, náusea, vômito, olhos e pele amarelados, urina escurecida e 

ascite. Alguns pacientes poderão evoluir para ruptura espontânea do tumor 

seguida de choque hipovolêmico (INCA, 2009; PIMENTA et. al., 2010; NCI, 2012; 

WHO, 2012). 

 

2.4.3. Tratamento do Carcinoma Hepatocelular 

 
 Os tratamentos para o CHC (Tabela 4) dependem da extensão da 

doença dentro e fora do fígado, das condições gerais do órgão e o estado de 

saúde do paciente, e são convencionalmente divididos em curativos, como a 

ressecção/hepatotectomia, transplante de fígado, radiofrequência e injeções 

etanólicas, ou paliativos, como a quimio/radioembolização (BRITTEN et. al., 

2012; BRUIX et. al., 2014; FORNER et. al., 2012). Drogas quimioterápicas incluem 

moléculas citotóxicas não seletivas com fortes efeitos colaterais: sorafenib 
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(CAMMÀ et. al., 2013), 5-fluoruracil (SHAABAN et. al, 2014; TAN et. al, 2014), 

cisplastina, doxorrubicina, paclitaxel e mitomicina (SHAABAN et. al, 2014; 

SUBRAMANIAM et. al., 2013),. 

A taxa de sobrevivência é de apenas 14% após cinco anos do 

diagnóstico; 39% dos pacientes são diagnosticados nos estágios iniciais da 

doença, para os quais a taxa de sobrevivência chega a 27%, mas cai para 

4% para aqueles diagnosticados tardiamente (WHO, 2012). Infelizmente, a 

recorrência de tumores pós-operatórios é comum, com taxa de sobrevida de 

30 a 50% após cinco anos (SONG et. al., 2004) ou até mesmo de 14% (WHO, 

2011). Cerca de 20-30% dos pacientes podem ser tratados com cirurgia e a 

maioria dos pacientes apresenta tumores não ressectáveis, com média de 

sobrevivência alcançando somente cinco a oito meses (INCA, 2009; LAINO, 

2008). 

 

 

Tabela 4 – Intervenções terapêuticas para o tratamento de tumores malignos 
do fígado (FORNER et. al., 2012; RAOUL, 2008) 

 
 

INTERVENÇÃO	CIRÚRGICA	 DROGAS	‐	Ressecção	do	Fígado	 ‐	Geneterapia	‐	Transplante	de	Fígado	 ‐	)munoterapia	
INTERVENÇÃO	PERCUTÂNEA	OU	MINIMAMENTE	INVASIVA	 INTERVENÇÕES	TRANSARTERIAIS	‐	)njeções	Etanólicas	 ‐	Embolização	‐	Termo‐ablação	por	Radiofrequência	 ‐	Quimioperfusão	‐	Termo‐ablação	por	Frio	‐	Crioablação	 ‐	Quimioembolização	‐	Termo‐ablação	por	Calor:	Micro‐ondas	ou	Laser	 	
 

 

 Carcinoma hepatocelular é uma malignidade altamente vascular, 

associada a inúmeros fatores angiogênicos como Fator de Crescimento 

Endotelial Vascular (VEGF), receptores VEGF e -Receptor de Fatores de 

Crescimento Derivados de Plaquetas (PDGF). Drogas quimioterápicas como 

sorafeniba (Nexavar) e sunitiniba (Sutent) (CAMMÀ et. al., 2013; NCI, 2012; WHO, 

2012) ou anticorpos monoclonais (Bevacizumab) têm claros efeitos 
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antiangiogênicos (BRITTEN et. al., 2012). Aprovados há dois anos pela FDA, 

imatiniba (Gleeve) e cabozantiniba (Exelixis) são anti-angiogênicos 

inibidores de enzimas tirosina-quinases, indicados a pacientes com tumores 

gastrointestinais, incluindo cânceres hepáticos, com forte redução de 

recorrência tumoral (VOGELZANG et. al., 2012). 

 Estágios iniciais do hepatocarcinoma geralmente podem ser tratados 

com sucesso em pacientes com tecidos hepáticos saudáveis (Fig. 12); a 

ressecção do carcinoma é uma primeira linha de tratamento e o transplante 

em caso de recorrência é uma opção promissora (FUKS et. al., 2012; PIMENTA 

et. al., 2010).  

 

 

 
Figura 12 – Probabilidade de sobrevivência de pacientes não tratados 

acometidos com CHC de acordo com o estágio do tumor. 
Estágio intermediário: tumores multinodulares assintomáticos, 
com média de sobrevivência de 40 meses. Estágio avançado: 
estágio sintomático, invasão vascular e expansão extra-hepática; 
média de sobrevivência de 4-5 meses (LLOVET et. al., 2003). 

 
 
 

De acordo com os registros de transplantes no Brasil (ABTO, 2014), o 

fígado ocupa a segunda posição nos procedimentos realizados (Fig. 13), e a 

terceira posição no sistema de Lista Única de espera de órgãos para 

transplantes sendo que, pela primeira vez, houve redução (5,7%) no número 

de transplantes em 2014. O carcinoma hepatocelular ocupa a segunda 
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causa (8%) em indicação dos transplantes de fígado no Brasil, depois da 

insuficiência hepática cirrótica causada por infecção com o vírus da hepatite 

C (69%), como pode ser observado na Fig. 14 (ABTO, 2007). 
 

 

 

 

Figura 13 – Evolução anual dos transplantes de órgãos no Brasil, em 
número absoluto, de acordo com o Registro Brasileiro de 
Transplante (ABTO, 2011). 

 
 

 
 

 

 

Figura 14 – Causas mais comuns das indicações de transplantes de fígado 
no Brasil, de acordo com a Associação Brasileira de Transplante 
de Órgão (ABTO, 2007). 
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2.4.4. Vias oncogênicas da hepatocarcinogênese  

 
 
 A hepatocarcinogênese envolve múltiplos oncogenes, fatores de 

crescimento e supressores tumorais. As vias oncongênicas comumente 

alteradas por mutações somáticas ou deleções homozigóticas são: via 

Wnt/β-catenina, p53, via de sinalização fosfatidil-inositol 3-quinase 

(PI3K/Ras), remodelação da cromatina (BRUIX et. al., 2014; MA et. al., 2014; 

WANDS, KIM, 2014). Aneuploidias são eventos frequentes em 

hepatocarcinomas para loci cromossômicos 1p, 4q, 6q, 7p, 8p-q, 9p, 10q, 

13q, 16p-q e 17p, ou deleções de p73, p53, Rb, APC, DLC-1; p16, GSTP1, 

PTEN, IGF-2, BRCA2, SOCS-1, Smad2-4, β-catenina, c-myc, gankirina e 

ciclina D1 e amplificações cromossômicas em 1q, 8q, 6p e 17q, 

superexpressão de ciclina D1 em 11q13 e do oncogene c-myc em 1q, 6p e 

17q (JAGER et. al., 2011; FORNER et. al., 2012). 

 As vias de ativação oncogênica ocorrem geralmente em estágios 

tardios da hepatocarcinogênese como uma consequência da instabilidade 

cromossômica induzida pela redução dos telômeros e disfunção dos pontos 

de restrição das vias Rb e p53. As Figuras 15 e 16 apresentam as vias mais 

comuns ativadas durante o desenvolvimento do CHC, e os principais pontos, 

incluindo p53, Rb, p27 e fator de crescimento IGF-2R afetados em 

carcinomas hepatocelulares, e vias embrionárias de desenvolvimento, 

incluindo Akt, myc, -catenina hedgehog e met (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007).  

 O gene p53, provavelmente o alvo molecular mais comum envolvido 

em vários cânceres, é ativado em resposta a um dano no DNA, 

interrompendo o ciclo ou induzindo à apoptose. Alterações em p53 ocorrem 

em até 60% dos tumores de CHC e ocorre principalmente por mutações ou 

deleções alélicas no cromossomo 17p13, onde está localizado, podendo ser 

causadas pelo vírus da hepatite B (JAGER et. al., 2011; VINCENT et. al., 2011) ou 

em mais de 50% dos casos de hepatocarcinomas induzidos pela aflatoxina 

(JAGER et. al., 2011).  
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Figura 15 – Alterações mais frequentes nos pontos de restrição do ciclo 
celular e apoptose associados ao carcinoma hepatocelular. As 
vias mais comuns são afetadas em 60-100% dos casos 
incluindo as vias p53, Rb, p27 e transformação do fator de 
crescimento IGF2R. Os números em vermelho indicam 
inativação e em azul, ativação (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007). 

 
 

 
 

Figura 16 – Alterações nas vias de desenvolvimento embrionário associadas 
à hepatocarcinogênese. As vias mais comuns são ativadas em 
20-60% do CHC incluindo Akt, myc, -catenina, hedgehog e met. 
Mesmo não sendo um oncogene, a ativação da telomerase é 
muito comum e um passo essencial para a imortalização das 
células tumorais. Os números em vermelho indicam inativação e 
em azul, ativação (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007). 
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 A Figura 17 e a Tabela 5 apresentam as mudanças moleculares mais 

comuns envolvendo reguladores do ciclo celular e de vias bioquímicas 

durante a hepatocarcinogênese. 

 

 

 
 

Figura 17 – Vias de sinalização celular mais comuns envolvidas no 
hepatocarcinoma celular. Abreviações: EGFR: epidermal 
growth factor receptor; IGFR: insulin-like growth factor receptor; 
PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; AKT(PKB): serine-threonin 
kinase protein B; mTOR: mammalian target of rapamycin;  
VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor; FGFR: 
fibrolast growth factor receptor; GRB2/SOS: growth factor 
receptor-bound protein 2 / son of sevenless; PLC: Pleural 
lavage cytology; PKC: protein kinase C; RAF-MEK-ERK: 
extracellular signal-regulated kinases;  WNT: wingles-type;  
APC-Axin: adenomatous polyposis coli;: GSK3β/β-catenin: 
glycogen synthase kinase (WU, LI, 2012). 
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2
8

Tabela 5 – Expressão de genes regulatórios e vias bioquímicas em Carcinoma Hepatocelular. 
 

GENES/VIAS	 REGULAÇÃO	DURANTE	A	HEPATOCARCINOGÊNESE		 REFERÊNCIA	

p53	 Expressão	 aumentada,	 principalmente	 em	 hepatocarcinomas	 associados	 a	 processos	 cirróticos,	 e	 especialmente	 em	estágios	tardios	da	doença.	 Bruix	et.	al.,	ʹͲͳͶ.	Tretiakova	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	Jager	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	
Wnt/	

β‐catenina	
Expressão	aumentada,	principalmente	em	hepatocarcinomas	associados	a	processos	cirróticos.	 Ma	et.	al.,	ʹͲͳͶ.	Shlomai	et.	al.,	ʹͲͳͶ.	Wands,	Kim,	ʹͲͳͶ.	

STAT3	 Superexpressão	 em	 mais	 de	 ͷͲ%	 dos	 casos	 de	 C(C,	 envolvida	 com	 crescimento	 e	 proliferação	 celular,	 metástase,	angiogênese	e	imunossupressão.	 Subramaniam	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	
Rb	 Expressão	aumentada,	principalmente	em	hepatocarcinomas	associados	a	processos	cirróticos.	 Tretiakova	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	

Ciclina	D1	 Expressão	aumentada	de	Ciclina	Dͳ,	principalmente	em	hepatocarcinomas	com	maior	grau	de	diferenciação,	associados	a	processos	cirróticos	ou	ao	vírus	da	hepatite	B	e	C.		 Tretiakova	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	Jager	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	
p21Waf1/cip1	 Expressão	aumentada,	principalmente	em	hepatocarcinomas	associados	a	processos	não	cirróticos;	expressão	intensificada	principalmente	em	nódulos	tumorais	aumentados	ȋ>	ͷͲ	mmȌ.	 Tretiakova	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	Jager	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	
p27Kip1	 Expressão	aumentada,	principalmente	em	hepatocarcinomas	associados	a	processos	cirróticos.	 Tretiakova	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	
p16Ink4	 Expressão	intensificada	principalmente	em	nódulos	tumorais	aumentados	ȋ>	ͷͲ	mmȌ.	 Tretiakova	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	

IGF‐1R,	2R	 Expressão	intensificada	inibindo	apoptose	celular	tumoral;	promoção	de	metástase	hepática	e	angiogênese.	 Zhang	et.	al.,	ʹͲͳʹ.	King	et.	al.,	ʹͲͳʹ.	
PKC/	

Integrina	
Ativação	 de	 proteínas	 Quinase‐C	 ȋPKCȌ	 pela	 via	 integrina,	 modulada	 pelos	 níveis	 de	 espécies	 reativas	 de	 oxigênio,	interferindo	 na	 fosforilação	 de	 enzimas	 da	 via	 ERK	 e	migração	metastásica	 de	 células	 hepatocarcinogênicas	(epGʹ;	 ↓β‐integrina.	 (u	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	Zhang	et.	al.,	ʹͲͳʹa.		

WT1	 )ntensificação	da	via	WTͳ	favorece	apoptose	ȋ↓Bcl‐ʹ;	↓caspase‐͵;	↑BakȌ	com	efeitos	antihepatocarcinogênicas	em	células	(epGʹ.	 Qin	et.	al.,	ʹͲͳʹ.	
LAPTMB	 Superexpressão	do	gene	Lysosomal	Associated	Protein	Transmembrane	beta	desencadeia	 ↑cilina	Dͳ,	 ↑ciclina	E,	 ↑p‐Rb,	 ↑c‐Myc,	↓p‐ͳ͸,	↓pʹͳ,	↓pʹ͹,	provocando	desregulação	proliferativa	e	metástase.	 Zhou,	ʹͲͳʹ.	

Ciclina	G1	/	
P13‐k/Akt	

Super‐regulação	 na	 expressão	 da	 ciclina	 Gͳ,	 ↑∆pͺͷ	 e	 ↓E‐caderina,	 relacionando‐se	 ao	 tamanho	 do	 tumor,	 a	 processos	metastásicos	e	invasividade	do	hepatocarcinoma,	recorrência	e	menor	espectativa	de	vida.	 Wen	et.	al.,	ʹͲͳʹ.	Shlomai	et.	al.,	ʹͲͳͶ.	
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 Os efeitos patológicos do alcoolismo, dos vírus da hepatite B e C 

sobre o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular provocam alterações 

nos genes envolvidos na via Rb (p16ink4a, p15 ink4b, RBI, CDK4 e cicina D1), 

via p53 (p53, p14ARF e MDM2) e via Wnt/-catenina. Em 100% dos casos 

houve perda na expressão Rb (metilação no promotor p16ink4a) e 

superexpressão de ciclina D1; 48% dos pacientes exibiram mutações em 

p53 (ou metilação no promotor p14ARF) e em 95% dos casos foram 

encontradas mutações de -catenina (ARZUMANYAN et. al., 2013; WANDS, KIM, 

2014). 

 

2.5. A Química do Câncer 

 

Metalômica é uma área científica integrante da proteômica funcional, 

da genômica estrutural e da metabolômica, com foco nos mecanismos 

moleculares dependentes de biometais.  

Diferentes íons exercem papel crucial na carcinogênese, apoptose, 

metástase e angiogênese (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013; ARIGONY et. al., 2013; 

BORTNER, CIDLOWSK, 2014; LANG, STOURNARAS, 2014; PARDO, STUHMER, 2014; 

PREVARSKAYA et. al., 2010; YANG, BRACKENBURY, 2013) envolvendo modulação 

de canais iônicos anti- e pró-apoptóticos (Fig. 18) (HOFFMAN, LAMBERT, 2014) 

e organelas-chave como mitocôndrias, retículo endoplasmático, 

endossomos, núcleo, lisossomos (LEANZA et. al., 2013; PREVARSKAYA et. al., 

2014). O fluxo de íons define o potencial das membranas celulares e 

organelas envolvidas em diversas vias bioquímicas de sinalização intra e 

intercelular ativando respostas metabólicas específicas ou eventos celulares 

básicos, como manutenção da homeostase, ciclo celular, estabilidade 

genômica, diferenciação e apoptose. Perda das condições homeostáticas 

pode provocar reações deletérias, como superprodução de espécies reativas 

de oxigênio, disfunções das organelas e danos a biomoléculas essenciais, 

como o DNA (MARTINEZ et. al., 2014; PEDERSEN, STOCK, 2013).  
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Figura 18. Transportadores de íons anti- (A) e pro-apoptóticos (B) 
ligados à membrana celular. 1,2. Canais de Ca2+; 3. Canais 
de K+; 4. Canais Cl-; 5. Cotransportador 1Na+/2Cl-/1K+; 
6. Trasportador de Na+ dependendente de Taurina; 
7. Na+/K+ - ATPase; 8. Trocadores Na+/H+; 9. Canais de 
cátions induzidos por hipertonicidade; 10. Ca2+ - ATPase 
(HOFFMAN, LAMBERT, 2014). 

 

 

Intensificam-se os estudos com metais compondo nanopartículas 

experimentais antitumorais (AHMED et. al., 2013; ALI et. al., 2014; ANITHA et. al., 

2014; HUANG et. al., 2014a; PATRA et. al., 2014; TAN et. al., 2014; WAHAB et. al., 2014; 

ZENG et. al., 2014), mas pouco se sabe sobre os danos celulares genotóxicos 

e apoptóticos que podem desencadear. A toxicidade, neste caso, está ligada 

à dissolução do metal presente na estrutura das nanopartículas ou são 

resultado da ação das nanoesferas per se? 

 Zinco é um elemento traço essencial na modulação de sinais iônicos 

em organelas a nível intra e intercelular na regulação dos mecanismos de 

reparo do DNA, proliferação celular e apoptose; é considerado um potente 
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antioxidante atuando na expressão de genes envovidos no processo, além 

de ser cofator de mais de 1000 proteínas, dentre estas, mais de 100 

enzimas, muitas envolvidas na síntese proteica, o supressor tumoral p53 e 

Cu/Zn-superóxido desmutase (mais de 10% do proteoma contém Zn). Níveis 

intracelulares de Zn estão associados à estabilidade do DNA (cofator de 

enzima de reparo DNA glicosilases) e integridade de membranas em células 

hepaticas HepG2 quando expostas a agentes oxidantes (SHARIF et. al., 2012; 

ZHENG et. al., 2013). Células HepG2 expostas nanoexperimentalmente a Zn 

(> 20 µg/mL) exibiram toxicidade dose-tempo dependente, com redução 

significativa da atividade mitocondrial e viabilidade celular, pela produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e dano oxidativo, com elevação na 

expressão de genes apoptóticos (bax, p53, caspase-3) e supressão de 

genes anti-apoptóticos (bcl-2), vias intrínsicas mitocondriais (AHMED et. al., 

2013; WAHAB et. al., 2014), Mapk-Jnk/p38 independente (SHARMA et. al., 2012). 

Níquel é um dos mais potentes geradores de ERO (MARTINEZ et. al., 

2014). Células HepG2 exibem, para o Ni, uma concentração efetiva EC50 = 

304 µM (RUDZOK et. al., 2009). 

Magnésio é o segundo cátion mais abundante em células de 

mamíferos, após o potássio. É essencial na replicação do DNA (cofator da 

DNA polimerase e ligases) e síntese de proteínas, muitas envolvidas no 

reparo do DNA e migração cromossômica no ciclo celular (ARIGONY, 2013). É 

um regulador chave na utilização intracelular de glicose pelos hepatócitos 

modulando o transporte de glicose-6-P através do retículo endoplasmático, 

sua hidrólise e oxidação via glicose-6-fosfatase e hexose-6-fosfato 

desidrogenase em células HepG2, como via alternativa à glicólise e síntese 

de glicogênio; regula, ainda, a concentração intrarreticular de NADPH 

favorecendo reações metabólicas como síntese de ácidos graxos e 

colesterol (VOMA et. al., 2014). Mg2+-ADP/ATP modulam a atividade de canais 

de Cl- na membrana de mitocôndrias e do retículo endoplasmático de 

hepatócitos em condições de estresse metabólico (ASHRAFPOUR et. al., 2012), 

sendo que íons Cl- são requeridos estequiometricamente para transporte de 

Na+/Mg2+ através da membrana plasmática de hepatócitos mantendo o 

equilíbrio eletroquímico destes íons no citoplasma, núcleo e mitocôndrias 

(CEFARATTI, ROMANI, 2011). 
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Cálcio é um íon de sinalização celular universal, modula diversas vias 

bioquímicas intra e intercelular, ativando diferentes enzimas como quinases 

e fosfatases (Fig. 19). Muitas funções celulares hepáticas são reguladas pelo 

Ca2+ citossólico, incluindo mobilização da glicose, secreção biliar, fisiologia 

oxidativa mitocondrial, regeneração celular e expressão genética (BARTLETT 

et. al., 2014), além de ser essencial na proliferação celular (fase G1), 

interferindo na desintegração nuclear, replicação do DNA (fase S) e 

condensação da cromatina durante o ciclo celular (CAPIOD, 2013; MACHACA, 

2011; PREVARSKAYA et. al., 2010). A sinalização mediada por Ca2+ é 

significativamente remodelada durante o câncer e é uma das maiores vias 

responsáveis pela carcinogenicidade e vantagem adaptativa das células 

malignas às condições microambientais do câncer (PREVARSKAYA et. al., 2014). 

Íons Ca2+ regulam a atividade de enzimas desidrogenases no ciclo de 

Krebs (VORONINA et. al., 2014) e também atuam no estresse oxidativo celular 

ao ativarem a síntese de substratos redutores (NADH) em hepatócitos, 

acelerando o transporte mitocondrial de elétrons (e produção de ATP 

citosólico e mitocondrial) e, consequentemente, elevando a produção de 

ERO, uma vantagem metabólica tumoral em relação às células normais 

(COSTA et. al., 2014). Assim, o controle no fluxo de Ca2+ em células HepG2 

atenua o efeito feedback positivo amplificante de ERO/Ca2+, vantajoso para 

a proliferação celular tumoral (BARTLETT et. al., 2014; BINGHAM et. al., 2014; QIN 

et. al., 2011). Efluxo de Ca2+ mitocondrial ocorre via troca Na+/Ca2+ e H+/ Ca2+ 

ou por canais uniportes mitocondriais (MCU) e seu acúmulo na matriz induz 

a abertura prolongada de poros de transição interferindo no potencial da 

membrana mitocondrial, provocando disfunções celulares irreversíveis, 

liberação de citocromo c (via poros de transição), ativação de caspases, 

apoptose e necrose (AKL et. al., 2014; BARTLETT et. al., 2014; VORONINA et. al., 

2014). O bloqueio do influxo de Ca2+ (por alteração nos níveis de expressão 

genética dos canais de Ca2+, por exemplo) favorece mecanismos anti-

apoptóticos em células tumorais (CAPIOD, 2013; LANG, STOURNARAS, 2014; 

PREVARSKAYA et. al., 2010; 2014). 

Sinalização intracelular por Ca2+ originada do retículo endoplasmático 

envolve Bcl-2 (família de proteínas que regulam proliferação e morte celular) 

e receptores inositol trifosfato (IP3), um dos principais canais de liberação de 
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Ca2+, modulando a sinalização, a proliferação celular e promovendo a 

resistência à apoptose (AKL et. al., 2014; PREVARSKAYA et. al., 2014). 

Fosforilação da proteína retinoblastoma (por ciclina D/cdk4 e ciclina 

E/cdk2) é dependente de Ca2+ extracelular e calmodulina, interferindo na 

expressão de genes requeridos para progressão do ciclo celular (fase S) 

(MACHACA, 2011). 

 

 

 

Figura 19 – Papel do cálcio no metabolismo hepático da glicose em 
condições fisiológicas (setas azuis) e patofisiológicas (setas 
vermelhas). VP: vasopressina; NE: noradrenalina; NO: óxido 
nítrico; [Ca2+]c: cálcio citosólico; [Ca2+]m: cálcio mitocondrial; 
ROS: espécies reativas de oxigênio (VORONINA et. al., 2014). 

 

   

 

Cádmio pode, em função de sua concentração intracelular, interferir 

na fosforilação oxidativa mitocondrial, induzir estresse e dano oxidativo, 

desregulação de sinalização intracelular por Ca, danos ao DNA, disfunções 
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mitocondriais e apoptose. Células hepáticas expostas à doses elevadas de 

Cd exibem apoptose independente da ativação de caspases (NAIR et. al., 

2013) por induzirem hipermetilação do DNA no promotor do gene caspase-8 

(evento característico em carcinoma hepático), com perda na regulação da 

via apoptótica, favorecendo a proliferação tumoral (WANG et. al., 2012). O 

sistema NADPH–oxidase é a principal fonte de ERO em hepatócitos HepG2 

expostos à Cd e MAPK/STAT3 exibem efeito citoprotetor via Hsp70 ao 

estresse oxidativo (SOUZA et. al., 2009). Cd exibe toxicidade em cultivos de 

células HepG2 (RUDZOK et. al., 2009), podendo afetar a regulação na 

expressão de diferentes famílias de genes, resulando em 536 genes de vias 

tumorais superregulados (de vias anti-estresse oxidativo) e 424 genes das 

funções hepáticas alterados (FABBRI et. al., 2012). Nanoexperimentalmente, 

células HepG2 expostas a Cd apresentaram estresse oxidativo e ativação da 

via apoptótica mitocondrial apenas em concentrações maiores que 8,9 µM, o 

que não foi observado para selênio, elemento essencial citotóxico apenas 

em concentrações intracelulares extremas (PENG et. al., 2013).  

Potássio é essencial para o equilíbrio osmótico celular; o fluxo de K+, 

muitas vezes associado à Na2+/H+, Ca2+ Cl-, contribui para regulação do pH 

intracelular, interfere no potencial de membrana plasmática durante o ciclo 

celular e a progressão tumoral (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013; YANG, 

BRACKENBURY, 2013). Superexpressão de genes de canais de K+, elevando a 

força motriz do influxo de Ca2+, é necessário para hiperpolarização 

intracelular durante a progressão do ciclo celular (Fig. 20) (AHIDOUCH, 

AHIDOUCH, 2013; PARDO, STUHMER, 2014). A resistência à apoptose 

apresentada por células tumorais pode ocorrer pela supressão no efluxo de 

K+ (AMICO et. al., 2013; BORTNER, CIDLOWSK, 2014; PEDERSEN, STOCK, 2013; 

PREVARSKAYA et. al., 2010). A inibição de canais de potássio cálcio-

dependentes pode reduzir a proliferação de células HepG2 (FREISE et. al., 

2013). Durante o ciclo celular, o bloqueio de canais de sódio K+ durante a 

fase G1 está associado com a redução na expressão de ciclinas (D, E), 

CDKs (4, 2), superexpressão de CDKi (p21waf1/cip1; p27kip1) ativação pRb, e na 

fase G2/M exibe redução na expressão de ciclina B1 e alteração na 

fosforilação de CDK1 (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013). 
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Figura 20 – Papel do potássio na progressão e proliferação durante o ciclo 

celular. Durante a progressão do ciclo celular, a membrana 
plasmática (PM) torna-se hiperpolarizada por ativação de canais 
Kv (Kv1.3, Eag1) na fase G1 e canais de Ca2+/K+ (KCa3.1) na 
fase G1/S. Fatores de crescimento (IGF-1) ativam efetores, como 
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase), que aumentam expressão e atividade de 
canais de K+ induzindo a hiperpolarização do potencial de 

membrana (MP). A ativação de fosfolipase C (PLC) liberando 

inositol-1,4,5 trifosfato (InsP3) e Ca2+ do retículo endoplasmático 
(ER); influxo de Ca2+ extracelular ocorre através de canais ORAI-
1/ORA-3/TRPC1. A elevação citosólica nos níveis de Ca2+ 
modula a atividade de fatores de transcrição (TF), como FOS, 
JUN, NAFAT, C-MYC, intervindo na expressão de ciclinas (D,E,A) 
/ CDKs (4,2) e inativação das proteínas inibidoras CDK (p27KIP1, 
p21waf1/cip1). Via MAPKinase-p38 pode ser utilizada na fase M 
para regular a expressão de ciclina B1 por canais EAG2 ou 
induzir a proliferação celular independentemente (p38 para 
EAG1, ERK1/2; JNK para KCa3.1) (AHIDOUCH, AHIDOUCH, 2013). 
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O enxofre é essencial na constituição de alguns aminoácidos. Muitos 

compostos orgânicos voláteis sulfurados são liberados por células HepG2 

em cultivo, como o dimetil sulfureto, etil-metil sulfureto, tiofeno 3-metil, dentre 

outros, resultado do catabolismo de aminoácidos contendo S na estrutura  

(MOCHALSKI et. al., 2013). 

Cobre é um elemento traço não disponibilizado na composição 

comercial de meios de cultivo celular (DMEM; soro fetal bovino). Cofator de 

várias enzimas, como a citocromo-c oxidase mitocondrial, em concentrações 

elevadas pode provocar danos ao DNA (EC50 = 161 µM) em cultivo de 

células HepG2 (RUDZOK et. al., 2009). Envolvido na produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), células expostas a concentrações elevadas de 

Cu aumentam a expressão de enzimas antioxidativas Zn/Cu-dependentes, 

como a superóxido dismutase (ARIGONY et. al., 2013; LINDER, 2012; MARTINEZ et. 

al., 2014), efeito também observado em cultivos de células HepG2, exibindo, 

ainda produção da enzima lactato desidrogenase (LDH) proporcional às 

concentrações de Cu no meio (ARNAL et. al., 2013). 

Ferro, cujo principal órgão de armazenamento é o fígado (como 

ferritina), é essencial na composição de várias proteínas e enzimas 

(peroxidases, hemoglobina, ferredoxina, complexos mitocondriais I, II, III, 

helicases), na síntese de DNA/RNA, regulação na expressão de genes e 

estabilidade genômica, proliferação e diferenciação celular. Como o Cu, 

participa de vias oxi-redutoras (cofator de peroxidases, como a catalase) 

podendo ser citotóxico (>10 µmol/L) gerando ERO (–OH ou �OH) e provocar 

dano oxidativo intracelular (ARIGONY, 2013, ARIGONY et. al., 2013). É 

transportado por proteínas transmembrana da família ZIP, das quais também 

participa da regulação na expressão genética, juntamente com outros íons 

metálicos como Cd, Mn e Zn. Células HepG2 expressam Zip14 (BYRNE et. al., 

2013; NAM, KNUTSON, 2012).  

Selênio é um elemento traço importante na integridade de 

membranas, metabolismo energético e proteção do DNA contra danos 

oxidativos, por atuar na regulação do estado redox celular, compondo 

estrutura de enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase e redutase 

tioredoxina (ARIGONY et. al., 2013). 
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2.6. Plantas como fonte de agentes antitumorais 

 
 As ciências farmacêutica e nutricional estão cada vez mais unidas nos 

estudos do efeito sinérgico entre as terapias com medicamentos e a nutrição 

na luta contra várias doenças, incluindo o câncer (RAMALINGUM, 

MAHOMOODALLY, 2014). Produtos naturais são fontes importantes no 

desenvolvimento de drogas antitumorais (Fig. 21), e correspondem a mais 

de 60% dos medicamentos utilizados no tratamento do câncer (FERNANDO, 

RUPASINGHE, 2013; GREENLEE, 2012; LI et al., 2013; RAMALINGUM, 

MAHOMOODALLY, 2014).  

 Muitas substâncias isoladas a partir de plantas frequentemente 

podem não ser eficientes drogas antitumorais, mas tornam-se protótipos 

para a produção sintética de novos compostos que efetivamente serão 

utilizados como quimioterápicos. Moléculas isoladas de plantas e outros 

organismos são importantes fontes para o desenvolvimento de agentes 

ligantes que transportem moléculas citotóxicas diretamente ao sítio tumoral 

específico reduzindo efeitos colaterais em tecidos sadios. Com as 

descobertas cada vez maiores de substâncias reguladoras do ciclo celular, 

as investigações de fontes naturais em potencial para o desenvolvimento de 

novas drogas seletivas que agem sobre proteínas-chaves da proliferação 

celular são cada vez mais intensas (KUMAR, 2012; TALIB, 2011).  

 As primeiras substâncias químicas isoladas de plantas usadas para 

fins clínicos foram os alcaloides vimblastina e vincristina (Fig. 21), obtidos de 

Catharanthus roseus (Apocynaceae), muito utilizados no tratamento do 

câncer cujos análogos semi-sintéticos são representados pela vinorelbina e 

vindesina, primariamente usados em combinação com outras drogas 

quimioterápicas para o tratamento de uma variedade de neoplasias incluindo 

leucemias, linfomas, sarcoma de Kaposi, cânceres de testículo, mama e 

pulmão (CRAGG et al., 2009). 
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Figura 21 – Agentes antitumorais derivados de plantas utilizados pela medicina 
tradicional isoladas em várias partes do mundo. 1. Vimblastina 
(Madagascar); 2. Vincristina (Madagascar); 3. Podofilotoxina (EUA);  
4. Etoposide (semi-sintético); 5. Indirubins (China); 6. Flavopiridol 
(China); 7. Rohitukina (Índia) (CRAGG et al., 2009). 

 
 
 
 A análise das fontes de drogas farmacológicas desenvolvidas até 

2008 lista mais de 1024 moléculas, naturais, semi-sintéticas ou sintéticas. 

Considerando as categorias de patologias para as drogas químicas 

registradas pela FDA (Fig. 22) e classificadas como naturalmente derivadas 

ou inspiradas em fontes naturais, 79% são para o tratamento do câncer 

(CRAGG et al., 2009; NEWMAN, CRAGG, 2009). Os estudos confirmam a 

importância da natureza, não somente como fonte de agentes com potencial 

quimioterapêutico, mas também fonte de modelos químicos que se tornam 

base e inspiração para a semi-síntese ou síntese total de novas drogas 

efetivas antitumorais. A descoberta cada vez maior de novos agentes a partir 

das plantas para o tratamento do câncer pode ser atribuído, direta ou 

indiretamente, ao histórico da medicina tradicional. 
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 Inúmeros princípios ativos com propriedades curativas obtidos de 

diversas plantas têm sido base para o desenvolvimento de drogas de grande 

interesse comercial, e são encontrados em plantas que contêm grande 

diversidade de constituintes químicos como fenóis, cumarinas, lignanas, 

óleos essenciais, monoterpenos, carotenoides, glicosídeos, flavonoides, 

ácidos orgânicos, alcaloides e xantinas (COSTA et al., 2013; MOREIRA et al., 2013; 

RAMALINGUM, MAHOMOODALLY, 2014).  

 

 

 
 

 

Figura 22 – Compostos químicos registrados pela FDA entre 1981 a 2008, 
num total de 1020 drogas químicas. N: produto natural sem 
modificação; NM: produto natural com modificação; S: produto 
totalmente sintético; SI: produto sintético inibidor da molécula-
alvo de interesse, com inibição competitiva ao substrato do 
produto natural; SN: produto sintético com o farmacóforo do 
produto natural; SNI: produto sintético com o farmacóforo do 
produto natural apresentando inibição competitiva com o 
substrato do produto natural (CRAGG et al., 2009).  
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 O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo e muitas 

pesquisas estão sendo direcionadas neste sentido, sendo que o maior 

número de plantas investigadas nas últimas três décadas concentra-se nos 

biomas Caatinga (27,38%), Cerrado (25,0%) e Mata Atlântica (22,6%) com 

isolamento de cerca de 30 moléculas com atividade antitumoral (MELO et. al., 

2011). Mais de 400 diferentes extratos preparados a partir das folhas, flores, 

frutos, sementes ou ramos de 50 plantas do Cerrado brasileiro exibiram 

potencial citotóxico contra linhagens de células tumorais do carcinoma do 

cólon humano, melanoma e câncer de cérebro (MESQUITA et. al., 2009). Um 

levantamento farmacológico etnobotânico desde a década de 80 revela o 

uso popular de mais de 80 espécies de plantas medicinais no combate ao 

câncer, número considerado muito baixo em relação à diversidade botânica 

havendo, ainda, forte escassez no estudo do potencial antineoplásico de 

Anonáceas no país (MELO et al., 2011). 

 

2.7. Annonaceae 

 
Em número de espécies, a família Annonaceae destaca-se na ordem 

Magnoliales, dentre as angiospermas mais primitivas, abrigando cerca de 

135 gêneros e 2.500 espécies distribuídas principalmente nas zonas 

tropicais (AMINIMOGHADAMFAROUJ et. al., 2011, LI et. al., 2013a), com novas 

espécies ainda sendo conhecidas e descritas (DEROIN, LÖTTER, 2013; 

JOHNSON et. al., 2013; LOPES et. al., 2014; RODRIGUEZ et. al., 2014) ou 

reclassificadas (COUVREUR, 2014) e novos fitoquímicos sendo descobertos 

em todos os órgãos da planta (MOREIRA et al., 2013; SOUZA et. al., 2014).  

 

2.7.1. Acetogeninas 

 
As acetogeninas compõem um grupo de metabólitos secundários 

exclusivo da família Annonaceae, formado pela via bioquímica policetídica 

do acetato e derivam-se de ácidos graxos C35-C37 combinados com 

unidades 2-propanol. A longa cadeia alifática hidrocarbônica (Fig. 23-III) 

pode exibir funções oxigenadas como hidroxilas, acetoxilas, cetonas, 

epóxidos, tetrahidrofuranos e tetrahidropiranos, podendo estar presentes 
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ligações duplas e triplas (Fig. 23-I). Há também de um a três anéis 

tetrahidrofuranos (THF) 2,5-dissubstituídos no interior da molécula (Figura 

23-II), além de um radical terminal 4-metil -lactona ,-insaturado, às vezes 

rearranjado à cetolactona (Fig. 23-IV) (GUPTA et. al., 2011; LEITE, 2009; LIAW et. al., 

2010).  

 
 

Figura 23 – Estrutura geral de Acetogeninas (BERMEJO, 2005; HU et. al., 2006). 
 

 

 

Desde a descoberta da primeira acetogenina uvaricina (JOLAD et. al., 

1982), já foram descritas mais de 500 outras moléculas. O interesse por 

essas plantas e pelas acetogeninas vem crescendo principalmente pela 

variada ação biológica que apresentam e por serem candidatas promissoras 

para uma geração de drogas contra tumores quimioterápico-resistentes. 

Podem ser isoladas de sementes, frutos, caules e folhas de Anonáceas e 

muitas delas com suas estruturas químicas já estabelecidas (CHAVAN et. al., 

2014; CHEN et. al., 2012; CHEN et. al., 2012a,b; CONSOLACION et. al., 2012; LI et. al., 

2013; MOREIRA et al., 2013; PEDRO et. al., 2013a; SUN et. al., 2014). 

De acordo com a posição das funções químicas e estereoquímica que 

apresentam (Fig. 24), as acetogeninas podem ser classificadas com base no 

anel THF em compostos mono-tetrahidrofurano, bis-tetrahidrofurano 

adjacente, bis-tetrahidrofurano não-adjacente, anel não-tetrahidrofurano, tri-

tetrahidrofurano e acetogeninas não-clássicas (tetrahidropiranos e 

compostos tetrahidrofuranos anel-hidroxilados), seguidos pela 

subclassificação de -lactona, -lactona substituída ou cetolactonas variantes 

(BERMEJO et. al., 2005; CHAVAN et. al., 2014; GUPTA et. al., 2011; LIN et. al., 2014; 

PEDRO et. al., 2013a).  

 

 



 42

 
 

 
 

 

Figura 24 – Classificação de Acetogeninas Anonáceas com base no 
sistema tetrahidrofurano (THF), tetrahidropirano (não 
clássicas), epóxi e -lactona (ZAFRA-POLO et. al., 1996; ALALI et. 
al., 1999). 

 
 
 
 
 
 
 



 43

Anonáceas são amplamente utilizadas na medicina popular, exibindo 

ação conhecida contra diarreia, anti-bacteriana, anti-viral, anti-câncer, 

infertilidade, espasmos musculares, disenteria, úlceras, febre, insônia, 

reumatismo, artrite, hipertensão, sífilis, palpitação, hipertireoidismo, vermes, 

escorbuto e gripe (BIBA et. al., 2014; CHAVAN et. al., 2014; LI et. al., 2013a; 

RAMALINGUM, MAHOMOODALLY, 2014; SIVASANKARI et. al., 2014) e até analgésica 

e anti-inflamatória (SEANGPHAKDEE et. al., 2013; SINGH et. al., 2014a), controle da 

diabete (FLORENCE et. al., 2014), contra malária (ANOSA et. al., 2014; KANG et. al., 

2014), leishmaniose (SINGH et. al., 2014b) e insetos-praga (KRINSKI et. al., 2014; 

RIBEIRO et. al., 2014) ou vetores, como o Aedes aegypti (COSTA et. al., 2014a).  

Fitoquímicos de folhas, frutos, sementes, raízes e caule de 

Annonaceae incluem compostos fenólicos e voláteis, alcaloides, flavonoides, 

triterpenoides, esteroides, saponinas, fitoesteróis, taninos, óleos essenciais e 

acetogeninas, dentre outros (BIBA et. al., 2014; COSTA et. al., 2013; CUEVAS et. al., 

2014; ESQUINCA et. al., 2014; FERRAZ et. al., 2013; FERRAZ et. al., 2014; LAGE et. al., 

2014; LI et. al., 2013; YAPI et. al., 2014; WOGUEN et. al., 2014). Devido à composição 

química constituinte, diferentes partes da planta podem apresentar 

propriedades antitumorais distintas (LI et al., 2013; FILHO et al., 2014). 

 

2.7.2. Bioatividade antitumoral de Acetogeninas 

 
Tem sido demonstrada a ação antitumoral seletiva in vitro das 

acetogeninas em diferentes linhagens tumorais (ASTIRIN et. al., 2013; BIBA et. al., 

2014; CHEN et. al., 2012a,b; CHAVAN et. al., 2014; LI et. al., 2013, PEDRO et. al., 2013; 

PEDRO et. al., 2013a).  

Inúmeros estudos in vivo (GUPTA et. al., 2011) demonstram efeitos 

fortemente antineoplásicos das acetogeninas uvaricina, rolinona, asimicina e 

bulatacina, com melhor tolerância ao tratamento, efeitos colaterais menos 

intensos e menor toxicidade, com resultados muito superiores quando 

comparados a quimioterápicos comerciais (Taxol, Cisplatina). Zeylenol, um 

ciclohexano polioxigenado extraído de caules de Uvaria grandiflora tem-se 

mostrado inibidor da proliferação de células HepG2, por ativar a cascata pró-

apotótica de caspase-3 (SEANGPHAKDEE et. al. 2013). 
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Extratos de Annona diversifolia administrados (10 mg/kg) por 25 dias 

a modelos animais com implantes de células do câncer de mama humano, 

exibiram redução no tamanho e peso da neoplasia (LIAW et. al., 2010). Extratos 

das sementes de A. squamosa exibem efeito pró-apoptótico em células do 

carcinoma de mama, leucemia e carcinoma de cólon, por provocar perda de 

Bcl-2, elevação na geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

redução dos níveis de glutationa reduzida (PARDHASARADHI et. al., 2005). 

Extratos obtidos a partir da polpa de A. cherimola exibiram propriedades 

fortemente antioxidantes, decréscimo acentuado na peroxidação de lipídios 

e efeito citoprotetor contra fortes agentes oxidantes (BARRECA et. al., 2011; 

DANI et. al., 2010).  

Estudos in vivo comprovam, através de análises bioquímicas e 

histopatológicas, o efeito hepatoprotetor de Annona crassifolia (DRAGANO et. 

al., 2010; ROESLER, 2011), A. squamosa (RAJ et. al., 2009; SALEEN et. al., 2008), 

principalmente se associada à silimarina, fármaco hepatoprotetor (UDUMAN 

et. al., 2011), como verificado pelo aumento ou manutenção da atividade das 

enzimas antioxidantes hepáticas, redução do estresse oxidativo com 

menores níveis de ERO, preservação do conteúdo de P450 e prevenção da 

peroxidação lipídica, aumento de equivalentes de glutationa, decréscimo na 

atividade da catalase, redução nos níveis de indicadores de 

hepatotoxicidade como alfa-feto proteína, fosfatase alcalina, alanina e 

aspartato transaminases, -glutamil transpeptidase e bilirrubina em animais 

hepatoinjuriados. 

No Brasil, há escassez em pesquisas do potencial antineoplásico das 

Anonáceas, segundo levantamento científico etnobotânicofarmacológico 

realizado nas últimas três décadas, sendo as famílias Euphorbiaceae e 

Fabaceae as mais frequentemente citadas (MELO et. al., 2011).  

A Tabela 6 apresenta a bioatividade antitumoral de algumas 

acetogeninas com estrutura e função já descritas no meio científico. 
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Tabela 6 – Bioatividade de algumas acetogeninas de Anonáceas em diferentes tipos de tumores. 
 

ACETOGENINAS/	
EXTRATO	 ANONÁCEA	 AÇÃO	 TUMOR	

(LINHAGEM	CELULAR)	 REFERÊNCIA	Extrato	foliar	 Annona	muricata	 ↑	expressão	pͷ͵	ȋpró‐apoptóticaȌ;	↓	hsp͹Ͳ	ȋhomeostase	celularȌ.	 Linforma	ȋRaji	–CCL‐ͺ͸Ȍ	 Astirin	et.	al.,	ʹͲͳͶ.	Uvarigrandina	Bulatacina	Esquamostatina	 A.	squamosa	 Citotoxicidade	in	vitro	e	efeito	anti‐tumoral	in	vivo.	 Pulmão	ȋAͷͶͻȌ	Carcinoma	Cervical	ȋ(eLaȌ	Carcinoma	de	Mama	ȋMCF‐͹Ȍ	(epatocarcinoma	ȋ(epGʹ,	SMMC‐͹͹ʹͳȌ	Adenocarcinoma	gástrico	ȋMKN‐ͶͷȌ	
Chen	et.	al.,	ʹͲͳͳ.		Chen	et.	al.,	ʹͲͳʹb.	

Esquamosamida	 A.	glabra	 Forte	atividade	antioxidante	ȋ↓	ROSȌ	e	antiproliferativa;	inibição	da	fosforilação	de	Akt	e	Rb;	decréscimo	na	expressão	de	ciclinas	Dͳ,	E	e	CDKʹ;	↑	expressão	de	pʹ͹kipͳ.	
(epatocarcinoma	ȋ(epGʹȌ	 Qin	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	

Muricina		 A.	muricata	 Citotoxicidade	e	atividade	antiproliferativa,	com	inibição	do	ciclo	celular.	 Câncer	de	Prósta	ȋPC‐͵Ȍ	 Sun	et.	al.,	ʹͲͳͶ.	
Anonacina	 A.	muricata	

	
Asimina	triloba	

Bloqueio	do	ciclo	celular	em	GͲ/Gͳ;	indução	à	apoptose;	intesificação	das	vias	pʹͳWafͳ	pʹ͹Kipͳ;	inibição	na	expressão	da	ciclina	Dͳ	e	atividade	de	Bcl‐ʹ;	decréscimo	na	fosforilação	de	ERKͳ/ʹ,	JNK	e	STATt͵.	
Carcinoma	de	Mama	ȋMCF‐͹Ȍ	 Ko	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	

Esquamocina	Anonina	 A.	glabra	 Citotoxicidade.	 Carcinoma	de	Pulmão	ȋAͷͶͻȌ	Cólon	ȋ(TʹͻȌ	Carcinoma	de	Mama	ȋMCF‐͹Ȍ	 Lateff	et.	al.,	ʹͲͲͻ.	
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Tabela 6 – Bioatividade de algumas acetogeninas de Anonáceas em diferentes tipos de tumores (continuação). 
 

ACETOGENINAS/
EXTRATO	 ANONÁCEA	 AÇÃO	 TUMOR	

(LINHAGEM	CELULAR)	 REFERÊNCIA	Anosquatina	Anosquacina	 Annona	squamosa	 Citotoxidade:	↓	viabilidade	celular.	 Carcinoma	de	Mama	ȋMCF‐͹Ȍ	Carcinoma	de	Pulmão	ȋAͷͶͻȌ	Carcinoma	Cerival	ȋ(elaȌ	Carcinoma	(epático	ȋ(epGʹ,	SMMCȌ	
Chen	et.	al.,	ʹͲͳʹa.	

Cherimolina	Motrilina	Laherradurina		Rolinianstatin	
A.	cherimólia	
	
	
	
Rollinia	mucosa	

)nibição	do	complexo	)	mitocondrial.	↓	∆ᴪm	mitocondrial;	↓	nıv́eis	de	ATP.	↑	ROS/superóxidos.	Efluxo	de	Caʹ+	mitocondrial.	↑	Atividade	de	caspase‐ͻ;	Apoptose.	
(epatocarcinoma	ȋ(epGʹȌ		 Pedro	et.	al.,	ʹͲͳ͵.	

Ximarginatina	 Xylopia	emarginata	 )nibição	do	transporte	mitocondrial	de	elétrons	em	hepatócitos.	 _	 Saizarbitoria	et	al.,	ʹͲͲͻ.	Cherimolina	Laherradurina	 A.	diversifolia	 Antiproliferação	celular	dose‐dependente	in	
vitro	e	in	vivo,	com	ação	superior	comparada	ao	quimioterápico	doxorrubicina.		 Carcinoma	Cervical	ȋ(eLaȌ	Adenocarcinoma	colorretal		ȋSW‐ͶͺͲȌ	

Guzmán	et.	al.,	ʹͲͲͻ.	
Esquamocina	 Annona	sp.	 )nterrupção	do	ciclo	celular	ȋGͳȌ;	Apoptose	por	ativação	de	vias	extrínsicas	ȋ↑	caspases	‐ͺȌ	e	intrínsicas	ȋ↑	caspases‐ͻȌ;	Redução	nos	níveis	de	fosforilação	da	histona	(͵	pela	modulação	de	aurora	B	e	pMSKͳ.		

Glioblastoma	ȋGBM‐ͺͶͲͳȌ	(epatoma	ȋ(uh‐͹Ȍ	Cólon	ȋSW‐͸ʹͲȌ		
Lee	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	

Extrato	de	folhas	 A.	muricata	 Antiproliferação:	↓	via	P)͵/J/Akt	↓	viabilidade.		↓	expressão	de	Glutͳ‐Ͷ;	↓	exoquinase;	↓	LD(	 Câncer	pancreático		ȋFG‐͵ͷ͹;	CDͳͺ‐(PAFȌ	 Torres	et.	al.,	ʹͲͳʹ.	
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Tabela 6 – Bioatividade de algumas acetogeninas de Anonáceas em diferentes tipos de tumores (continuação). 
 

ACETOGENINAS/
EXTRATO	 ANONÁCEA	 AÇÃO	ANTITUMORAL	 TUMOR

(LINHAGEM	CELULAR)	 REFERÊNCIA	Esquamostanina	AEsquamostanina	B Annona	squamosa	 Citotoxicidade.	 Adenocarcinoma	Cólon	ȋ(CTȌ	Carcinoma	de	Pulmão	ȋAͷͶͻȌ	Carcinoma	de	Mama	ȋMCF‐͹Ȍ	Adenocarcinoma	Próstata	ȋPC‐͵Ȍ	
Yang	et.	al.,	ʹͲͲͻa.	

Extrato	do	fruto	 Annona	cherimola	 Antioxidante.	 Cólon	ȋ(TʹͻȌ	e	Linfoma	ȋRaJiȌ	 Elera	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	Desacetil	Uvaricina	 Uvaria	acuminata	 )nibição	da	proliferação	celular;	↑	expressão	de	pͷ͵	e	↑	receptores	de	membrana	TLR‐Ͷ	 Carcinoma	(epático	ȋ(epG‐ʹʹͳͷȌ	 (e	et.	al.,	ʹͲͳͳ.	
Extrato	foliar	 A.	muricata	 Apoptose.	 Carcinoma	Cerival	ȋ(elaȌ	 Astirin	et.	al.,	ʹͲͳ͵.	Extrato	metano‐lico	de	folhas	 Annona	reticulata	 )nibição	de	caspase‐͸	e	‐ͻ,	citotoxicidade.		 (epatocarcinoma	ȋ(epGʹȌ	Adenocarcinoma	Cólon	ȋCaco‐ʹȌ	Carcinoma	Renal	ȋ(EKȌ	 Mondal	et.	al.,	ʹͲͲ͹.	
Óleo	essencial	de	folhas	 Xylopia	frutescens	 Efeito	anti‐tumoral	in	vitro	e	in	vivo	sem	efeitos	tóxicos	in	vivo.	 Adenocarcinoma	ovariano	ȋOvcar‐ͺȌ	Carcinoma	pulmonar	ȋNC)‐(͵ͷͺMȌ	Carcinoma	próstata	ȋPC‐͵MȌ	 Ferraz	et.	al.,	ʹͲͳ͵.	
Anonacina	Glaucanetina	 Asimina	triloba	 )nibição	das	vias	de	sinalização	envolvendo	o	Fator	)nduzido	por	(ipoxia	ȋ()F‐ͳȌ	e	VEGF;	antiangiogênese.	)nibição	do	complexo	)	mitocondrial.	

Mama	ȋTͶ͹D,	MDA_MB‐ʹ͵ͳȌ	Adenocarcinoma	Próstata		ȋPC‐͵,	DU‐ͳͶͷȌ	
Coothankandaswamy	et.	al.,	ʹͲͳͲ.	

Extrato	foliar	 Tryginae	
oblongiforme	

Antioxidante,	citotoxidade;	↑LD(.	 Adenocarcinoma	Cólon	ȋColo‐ʹͲͷȌ	Leucemia	ȋU‐ͻ͵͹Ȍ	 Pompilho,	ʹͲͳͳ.	
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Extratos radiculares alcoólicos e aquosos de A. reticulata exibem 

atividade antiproliferativa in vitro em células do câncer pulmonar, leucemia, 

câncer cervical e adenocarcinoma mamário, reforçando o seu potencial 

quimiopreventivo (SURESH et. al., 2011). Entretanto, NUNES et. al. (2011) relatam 

não haver interferência na viabilidade de células leucêmicas quando se usa 

extratos aquosos da polpa dos frutos de A. muricata, mas RIBEIRO et. al. (2010) 

acreditam que os efeitos antineoplásicos desta espécie podem ser 

explicados por sua atividade inibitória das metaloproteinases-9, enzimas 

implicadas na progressão tumoral, envolvidas com a migração, invasividade, 

metástases e angiogênese de muitas malignidades humanas. 

Acetogeninas como bulatacina, anonacina, isoanonacina, 

muricatocina, anomutacina, anomuricina, goniotalamicina, anossenegalina, 

esquamocina e motrilina apresentam efeitos antitumorais em diferentes 

linhagens celulares (CHAMPY et al., 2009; LI et al., 2010), inclusive em ensaios in 

vivo, exibindo até 78% de supressão de neoplasias hepáticas (LI et. al., 2010). 

Bulatacina interfere ainda nos níveis citoplasmáticos de cAMP e cGMP em 

células HepG2 (CHIU et. al., 2003), bloqueio na transferência de elétrons (e 

redução da ubiquinona) no complexo I mitocondrial em células bovinas 

(KAKUTANI et. al., 2010) e inibição da síntese de DNA (CHIH et. al., 2001), eventos 

com forte relação ao efeito citotóxico apoptótico.  

Estudos envolvendo estrutura-atividade acetogênica apontam a 

relação entre estereoquímica e potencial citotóxico (LIN et. al., 2014). A 

modificação estrutural e a síntese de análogos de diversas acetogeninas têm 

sido empregadas com sucesso (CORTES 2014; et. al., FUJIOKA et. al., 2012; LIU et. 

al., 2014; YADAV et. al., 2014) e modificações químicas pontuais na estrutura das 

acetogeninas naturais podem elevar sua ação citotóxica seletiva sobre 

vários tipos de tumores, como o câncer gástrico, próstata, leucemia, cólon, 

mama e colorretal (AMINIMOGHADAMFAROUJ et. al., 2011; LIU et. al., 2014; SHI et. 

al., 2014; SUN et. al., 2014; XIAO et. al., 2011), muitas vezes com mínimos efeitos 

sobre células normais, alcançando até mesmo níveis de ação muito 

superiores se comparados a drogas comerciais utilizadas no tratamento de 

cânceres quimioterápico-resistentes.  
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Um sintético obtido a partir de uma esquamosida de Annona glabra 

apresenta forte efeito antiproliferativo em células hepatocarcinogênicas, com 

mínima citotoxicidade em células hepáticas normais; por interferir no fluxo 

intracelular de cálcio nas células tumorais, o sistema antioxidante glutationa 

foi intensificado, resultando na redução de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) nas células tumorais. ERO são constantemente produzidas e 

eliminadas, mantendo a integridade mitocondrial, com níveis bem menores 

em células normais, mas elevados em tumores, com vantagens proliferativas 

ao desenvolvimento neoplásico. Além disso, a esquamosida sintética 

bloqueou o ciclo celular, provocando a necrose, inibição da fosforilação de 

Rb, forte supressão da expressão de CDK2 e ciclina E, proteínas 

regulatórias que exercem papel essencial na progressão do ciclo celular em 

G0/G1 e fase S (PANDEY et. al., 2011, QIN et. al., 2011). 

A seletividade de acetogeninas pode ser explicada por sua ação 

sobre a NADH oxidase, enzima altamente ativa presente na membrana 

plasmática - fonte de ERO, vantagem metabólica para células HepG2 

(CUEVAS et. al., 2014; SOUZA et. al., 2009), bem como pelo seu efeito no aumento 

da permeabilidade da membrana à glicose e a elevada demanda de ATP 

eventos típicos no crescimento neoplásico descontrolado, principalmente 

aqueles quimiorresistentes, dependentes de bombas iônicas 

transmembranares (mediadas por proteínas-G). A ação acetogênica 

comprometeria a regeneração do NAD+ e as fosforilações na via glicolítica, 

levando as células tumorais à apoptose. Essa característica fornece 

potencial para o tratamento de tumores multidrogas resistentes ou mesmo a 

modificação química a partir destes compostos para o desenvolvimento de 

novos quimioterápicos mais potentes com perspectivas para uma medicina 

farmacologicamente seletiva e terapeuticamente ideal (LIAW et. al., 2010; 

AMINIMOGHADAMFAROUJ et. al., 2011, QIN et. al., 2011). 

A bioatividade acetogênica também tem se mostrado com forte 

potencial inibidor do complexo I (mas não dos complexos II e III) da cadeia 

respiratória mitocondrial, ligando-se especialmente à subunidade hidrofóbica 

ND1 da enzima NADH:ubiquinona oxidoredutase, com alta especificidade 

(Val144-Glu192) e competitivamente ao sítio da ubiquinona (KAKUTANI et. al., 

2010; LIN et. al., 2014; NAKANISH et. al., 2011). Há forte depleção de níveis de ATP 
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tendo como alvo a enzima NADH:ubiquinona oxidoredutase das células 

tumorais, resultando em processos apoptóticos (AMINIMOGHADAMFAROUJ et. 

al., 2011, PEDRO et. al., 2013). Diferentes acetogeninas têm atividades 

citotóxicas heterogêneas em seletividade e potencialidade sobre diferentes 

linhagens celulares tumorais (PEDRO et. al., 2013a), pouco afetando células 

não neoplásicas. Por exemplo, xymarginatina, uma acetogenina presente em 

Anonáceas do gênero Xylopia, exibe IC50 1720 M e rotenona, um forte 

bloqueador da cadeia respiratória mitocondrial, exibe IC50 34,5 nM 

(SAIZARBITORIA et. al., 2009). 

Estudos recentes associam doses elevadas de acetogeninas e 

doenças neurodegenerativas, como Parkinson (LIN et. al., 2014; YAMADA et. al., 

2014), não, porém, reportados pelo site da Associação Brasil Parkinson 

(<http://www.parkinson.org.br/firefox/index.html>) ou pela National 

Parkinson Foudation – Florida/USA (<http://www.parkinson.org>) em sua 

publicação científica mais recente (NATIONAL PARKINSON FOUNDATION, 2014) 

nem confirmado por contato pessoal com essas instituições via correio 

eletrônico (recebido em 03 de Junho de 2014). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

 No presente trabalho, foi investigado o efeito citotóxico in vitro do 

extrato de folhas de diferentes Anonáceas.  

Para isso, os trabalhos experimentais foram desenvolvidos com os 

seguintes objetivos específicos: 

 

1. Determinar o efeito citotóxico in vitro dos extratos foliares de 11 

Anonáceas, em três períodos de tempo (24, 48 e 72 h) e quatro 

concentrações sobre células hepatocarcinogênicas HepG2 (ATCC 

HB-8065™).  

2. Estabelecer ensaios comparativos in vitro entre os extratos 

vegetais e um fármaco comercial atualmente utilizado no 

tratamento do câncer hepático (5-Fluoruracil).  

3. Avaliar a dinâmica química nos meios de cultivo (através da 

análise espectrométrica) e o metabolismo celular pela 

quantificação de marcadores tumorais das células expostas aos 

tratamentos. 

4. Analisar o efeito apoptótico através da Citometria de Fluxo de dois 

extratos que exibirem efeitos citotóxicos, incluindo o 

quimioterápico 5-FLU. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Reagentes Gerais 

 
Ácido acético glacial, água deionizada Milli-Q, amido seco, antibióticos 

(estreptomicina, penicilina), corante vermelho neutro (Vetec Química Fina 

Ltda), dimetil sulfóxido (DMSO), etanol, maltodextrina, Meio de Cultura 

Essencial Mínimo (MEM-GibcoTM), Soro Fetal Bovino (Cultilab), tripsina, 

Tween - 20 (Sigma), Kit Fitc-Anexina BD PharmingenTM. Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), Anexia-C, iodeto de propídio. 

 

4.2. Equipamentos 

 
Espectrômetro FAAS Optima 7300/DV PerkinElmer; Citômetro de Fluxo BD 

FACS Verse; Analisador de Química Clínica e Turbidimetria InVitro 

HumaStar 300; agitador de mesa Vertex Shaker tipo VDRL modelo TS-

2000; capela de Fluxo Laminar Telstar BioIIA (Terrasa); centrífuga 

refrigerada Jouan BR4i Multifunction Auto-Lock (St. Herblain); Estufa de 

CO2 Thermo Scientific HEPA Class 100 (EUA); leitor de microplacas 

Synergy HT - Biotek (USA); balança de precisão Gehara 200; microscópio 

ótico invertido Leica acoplado a PC monitor modelo DFC295 (Watzlar); 

agitador Vortex Genie 2-Si G560 (EUA); estufa de secagem.  
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4.3. Linhagens celulares 

 
As células hepatocarcinogênicas HepG2 (ATCC HB-8065™), isoladas de 

um adolescente argentino em 1979, apresentam morfologia do parênquima 

hepático, além de manter a capacidade de sintetizar a maioria das proteínas 

plasmáticas características das células normais do fígado humano, além de 

marcadores tumorais (KNOWLES et. al., 1980; ATCC). A linhagem foi gentilmente 

cedida pela Professora Dra. Danielle Palma de Oliveira da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas, Departamento de Análises Clínicas, Toxicológicas 

e Bromatológicas, Universidade de São Paulo - Ribeirão Preto.  

 

4.4. Cultivo celular 

 
- SOLUÇÕES:  

. Tripsina: 

Tripsina (10%) em PBS (pH 7), estéril (filtro 0,22 µm), armazenada em 

frasco estéril em geladeira. 

 

. Meio de Cultura: 

9,61 g de Meio Essencial Mínimo (DMEM-Gibco), suplementado com 10% 

v/v de soro fetal bovino; L-glutamina (2 mM); penicilina (100 UI/mL), sulfato 

de estreptomicina (100 μg/mL) e NaHCO3, (2,2 g/L), pH 7,2, armazenado em 

frasco esterilizado em geladeira. 

 

 As células hepatocarcinogênicas humanas foram mantidas sob cultivo 

em meio DMEM suplementado e esterilizado (filtro 0,22 µm) e incubadas em 

estufa a 37 oC, sob atmosfera umidificada a 5% de CO2. Para isso foram 

utilizados frascos de cultivo estéreis (25 cm2 - 50 mL ou 75 cm2 - 250 mL), 

de poliestireno com tampa rosqueável (Sarstedt), onde as células cresceram 

aderidas em monocamada. O repique para subcultivos ocorreu a cada dois 

ou três dias, quando o crescimento celular apresentava confluência de 80-

90%. Todos os procedimentos com as células foram realizados em fluxo 

laminar, com esterilização prévia do ambiente de trabalho com álcool 70% e 

radiação ultravioleta por 30 minutos. 
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4.5. Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio do Vermelho Neutro 

(Neutral Red ) 

 
- SOLUÇÕES:  

. Corante Vermelho Neutro (VN): 

250 µmol/mL de solução estéril de VN, preparada a partir de 3 mg do 

corante em 1 mL de água destilada e esterilizada (filtro Millipore 0,22 µm); 

diluição posterior de 240 µL do corante em 9,76 ml de meio de cultura; 

 
. Solução de lise: 1% Ácido Acético Glacial, 50% Etanol e 49% de água 

destilada (v/v).   

  

O teste do vermelho neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina 

hidroclorido) baseia-se na capacidade das células viáveis de o incorporarem 

em lisossomos (BORENFREUND, PUERNER, 1984). Não tóxico e de natureza 

catiônica fraca, o corante VN atravessa passivamente as membranas. As 

células vivas, com a utilização continuada de ATP, mantêm um gradiente de 

pH entre o lisossomo (↓pH) e o citoplasma, torna o VN protonado na matriz 

ácida da organela impedindo seu retorno passivo pela membrana lisossomal 

de volta ao citosol. A perda do gradiente de pH lisossômico, devido a danos 

em membranas e organelas ou lise celular,  resultará em uma não retenção 

do corante. A integridade da membrana lisossomal está estreitamente 

relacionada com a viabilidade celular e a retenção diferencial do VN entre as 

células viáveis (que incorporam o corante conferindo maior sinal de leitura 

espectrofotométrico) e as células inviáveis, e fornecerá uma medida 

qualitativa e quantitativa da viabilidade celular (HARBELL et. al., 1997).  

Após 24 horas de cultivo das células, em sextuplicatas nas placas de 

96 poços, em procedimentos variáveis de acordo com os tratamentos, o 

sobrenadante foi removido adicionando-se, a seguir, 100 µL de solução 

estéril do corante VN (250 µmol/mL). Após cerca de 2 h de incubação em 

estufa (37 oC) para incorporação do corante, o sobrenadante foi 

cuidadosamente removido adicionado-se imediatamente 100 µL da solução 

de lise celular nos poços (para extração do VN de dentro dos lisossomos). A 

placa foi mantida em mesa de agitação (Vertex Shaker) por 10 minutos e a 
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leitura da absorvância realizada em leitor de microplacas a 540 nm (BioTek, 

Synergy-HT, EUA). Os resultados são expressos em porcentagem de 

sobrevivência relativa ao grupo controle, de acordo com a seguinte equação: 
 

 

x 100 

 

Onde:  DOAM: densidade ótica da amostra; 
            Σ DOC+: média das leituras óticas do controle positivo; 
            Σ DOC-: média das leituras óticas do controle negativo. 
 

 

4.6. Extratos de folhas de Anonáceas 

 
Para manter o sigilo científico, os dados botânicos e georreferenciais 

das plantas utilizadas nesta pesquisa serão resguardados (Tabela 7). As 11 

Anonáceas (9 espécies de 4 gêneros) originaram-se dos Estados de Minas 

Gerais (4), Amazonas (2), Espírito Santo (1), São Paulo (1) e Goiás (3). As 

espécies do AM foram gentilmente cedidas pelo Prof. José Ferreira da Silva 

e as de GO, pela Profa Michellia Pereira Soares. Todas foram oficialmente 

identificadas pela especialista em Botânica Sistemática de Anonáceas, 

Adriana Quintella Lobão, do Instituto de Pesquisas Jardim Botânico do Rio 

de Janeiro, em abril de 2012. Todos os espécimes foram herborizados e 

suas exsicatas registradas em Herbário de Viçosa-MG (VIC-UFV) e Manaus-

AM (RUAM-UFAM), credenciados no Index Herbariorum. 

Logo após a coleta, as folhas das Anonáceas foram mantidas em 

estufa de circulação de ar forçado (37 oC) até a estabilização do peso. Os 

extratos secos foram formulados pela Indústria Farmacêutica Catedral Ltda, 

Belo Horizonte – MG, obtidos a partir da percolação de 5 kg de folhas de 

cada planta, submetidos à secagem por spray-dryer, incorporando 4 kg do 

excipiente maltodextrina como agente dessecante, padronizados na 

proporção 5:1. O certificado de análise físico-química e biológica de todos os 

extratos e o laudo microbiológico foram fornecidos pela empresa. 
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Todas as linhagens celulares foram submetidas inicialmente a quatro 

concentrações distintas dos extratos foliares, incluindo o quimioterápico 5-

 Fluoruracil, sob três períodos de tempo (24, 48 e 72 horas).  

 

 
Tabela 7 – Origem e período de coleta das folhas das anonáceas utilizadas. 
 
 

Anonáceas Origem Período de Coleta 

a, f Universidade de Rio Verde – GO Fevereiro 2012 

b São Paulo – SP Novembro 2011 

c Barbacena – MG Novembro 2011 

d, k Universidade Federal de Manaus - AM Janeiro 2013 

e Capitão Enéas - MG Janeiro 2012 

h, j Viçosa - MG Março 2012 

g Cachoeiro do Itapemirim - ES Novembro 2011 

 

 

4.6.1. Preparo das soluções com os extratos de Anonáceas 

 
 Soluções estoques dos extratos foliares das Anonáceas e do 

excipiente (maltodextrina) foram preparadas inicialmente na concentração 

máxima testada nos experimentos. O material vegetal foi totalmente 

dissolvido em meio de cultivo (DMEM + 5% SFB), com agitação (Vortex 

Genie) e posteriormente filtrado (filtro Millipore 0,22 µm), sob capela de 

fluxo laminar, em quantidade de meio suficiente para o número de placas de 

cultivo (96 poços) utilizado.  

Para ensaios-controle, as células foram expostas somente ao meio de 

cultivo contendo o excipiente (maltodextrina) em dosagens equivalentes a 

cada concentração de extratos vegetais.  
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4.6.2. Avaliação do efeito citotóxico dos extratos de Anonáceas 

 
As células foram incubadas na densidade pré-definida (1 x 104 

células/poço), em três placas de 96 poços, em 100 µL de meio de cultura 

(DMEM + 5% SFB), em atmosfera umidificada a 37 oC e 5% CO2, por 24 

horas. Após esse período, o meio de cultura foi substituído por 100 µL de um 

novo meio, em sextuplicata, contendo diferentes concentrações finais dos 

extratos, incluindo o quimioterápico 5-Fluoruracil (5-FLU); poços controles 

em sextuplicatas possuíam células cultivadas em Tween 20 (controle 

positivo), meio de cultura DMEM + 5% SFB (controle negativo) e o 

excipiente do extrato (maltodextrina + meio de cultura + 5% SFB). Uma 

placa foi utilizada em cada período de tempo (24, 48 e 72 horas) para os 

ensaios de viabilidade celular como descrito no item 4.5. 

 

4.7.  Avaliação espectrométrica do efeito químico dos extratos 

 

 Para determinar o efeito dos tratamentos na dinâmica química de 

cultivo, as células HepG2 foram cultivadas em placas de 12 poços 

(105 células/poço), por 24 h. Após esse período, o meio de cultivo foi 

descartado e as células foram expostas, em triplicatas, a uma concentração 

maior inibitória e outra menor não inibitória para todos os 11 extratos 

foliares, incluindo o quimioterápico 5-FLU. Após 48 h, então, o sobrenadante 

foi coletado para determinação de Cálcio, Cádmio, Cromo, Cobre, Ferro, 

Magnésio, Manganês, Níquel, Fósforo, Chumbo, Zinco, Alumínio, Cobalto, 

Molibidênio, Enxofre e Selênio, análises realizadas por Espectrometria de 

Emissão Atômica (ICP-OES Optima 8300 - WinLab-32R Software ICP) no 

Departamento de Solos - UFV. 

 

4.8.  Avaliação dos marcadores celulares e tumorais  

 

 Para determinar o efeito dos tratamentos no metabolismo e 

integridade celular, as células HepG2 foram cultivadas em placas de 

12 poços (105 células/poço) por 24 h. Após esse período, o meio de cultivo 

foi descartado e as células foram expostas, em triplicatas, a uma 
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concentração maior inibitória e outra menor não citotóxica para todos os 11 

extratos foliares, incluindo o quimioterápico 5-FLU. Após 48 h, então, o 

sobrenadante (4 mL) foi coletado para determinação dos níveis de glicose, 

proteínas totais, albumina, lactato desidrogenase (LDH), aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-Glutamil 

transpeptidase (GT), resultados obtidos através do Analisador de Química 

Clínica e Turbidimetria In Vitro HumaStar 300, análises realizadas no 

Laboratório Clínico do Departamento de Veterinária – UFV. 

 

4.9.  Avaliação do efeito apoptótico dos extratos de Anonáceas 

 

 Para determinar o tipo de morte induzida, as células HepG2 foram 

cultivadas em placas de 12 poços (105 células/poço) e tratadas com dois dos 

extratos que exibiram resultados anti-proliferativos, incluindo o 

quimioterápico 5-FLU, em uma concentração maior citotóxica e outra menor 

não inibitória para cada ensaio. Após 24 h e 48 h, então, as células foram 

tripsinizadas, centrifugadas e lavadas em solução PBS. Na concentração 

ajustada para 107 células/mL, foi realizado o teste Anexina V-FITC/Iodeto de 

Propídio para identificação de apoptose (anexina V+/PI-) e necrose (anexina 

V+/PI+) por citometria de fluxo (FACS BD Verse; FACS Suite Software), de 

acordo com as instruções do fabricante (Kit BD PharmingenTM). Debris 

celulares foram omitidos das análises em 20 mil eventos avaliados. As 

análises foram realizadas no Núcleo de Microscopia e Microanálise - UFV.  

 

4.10. Análise estatística  

 
Os resultados foram analisados utilizando-se o software estatístico 

GraphPad Prism, com as repetições (n = 5), desvios e tratamentos avaliados 

pela análise de variância (ANOVA). As diferenças entre os tratamentos e o 

controle, e entre os tratamentos, foram comparadas pelo teste de Tukey, e 

consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

5.1. Efeito do excipiente dos extratos sobre as células HepG2 

 
 Com o objetivo de avaliar o efeito celular do veículo maltodextrina 

contido na formulação padronizada dos extratos foliares, foram realizados 

cultivos paralelos somente com o excipiente, em concentrações específicas 

(1, 2, 4 e 8 mg/mL), e os resultados estão mostrados na Figura 26. 

 Observou-se que, em relação ao controle, não houve interferência 

inibitória no crescimento das células HepG2 pela maltodextrina em nenhuma 

das concentrações testadas nos períodos avaliados (24, 48 e 72 horas), o 

que confirma seu efeito não citotóxico sobre as células, em relação ao 

controle, destituído de maltodextrina (Fig. 25).  

Sendo a maltodextrina um carboidrato energético (5-10 unidades de 

glicose), derivado do amido de milho, a maior oferta de energia disponível 

explica a intensa proliferação celular nos tratamentos em relação ao 

controle, em que apenas os nutrientes do meio de cultura (DMEM + SFB) 

estavam disponibilizados para a mesma quantidade de células. 

A Fig. 26 apresenta as células da linhagem HepG2 cultivadas em 

tratamentos-controle (somente com DMEM) e em maltodextrina, e a Fig. 27 

apresenta as células observadas durante o teste de viabilidade com o 

vermelho neutro. 
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Figura 25 – Efeito do excipiente maltodextrina dos extratos Anonáceas sobre a 
viabilidade de células HepG2. Concentrações específicas (1, 2, 4 e 
8 mg/mL) foram analisadas em relação ao controle (C), pela 
absorvância a 540 nm do vermelho neutro, cultivadas em estufa a 
37 oC e 5% de CO2, na quantidade de 1 x 104 células em placas de 
96 poços, no período de 24 (A), 48 (B) e 72 h (C). Os dados são de 
experimentos conduzidos em sextuplicatas, e barras com letras 
comuns não diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey. 
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Figura 26 – Células hepatocarcinogênicas da linhagem HepG2 em um 
cultivo controle (a) e em cultivo com o excipiente maltodextrina 
(b). Os cultivos foram mantidos a 37 oC, em atmosfera com 5% 
de CO2, na concentração 8 mg/mL de maltodextrina, após 72 
horas de exposição. Aumento de 200x.  

b 
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Figura 27 – Células hepatocarcinogênicas da linhagem HepG2 em cultivo 
após tratamento com vermelho neutro. Nota-se o acúmulo do 
corante no interior das células. Aumento de 200x (a) e 400x (b).  
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5.2. Efeito dos extratos de Anonáceas sobre as células HepG2 

 

A exposição das células do carcinoma hepático às diferentes 

concentrações do quimioterápico 5-Fluoruracil (5-FLU) (0,12 a 8,0 mg/mL) e 

do extrato foliar de Anonáceas (0,01 a 16 mg/mL) durante os períodos de 

tempo avaliados (24, 48 e 72 h) resultou em decréscimo da viabilidade 

celular de modo dose e tempo dependente em todos os tratamentos quando 

comparados ao cultivo controle (0 mg/mL), como mostrado nas Fig. 28 a 30. 

 Logo nas primeiras 24 h de cultivo, a viabilidade celular foi fortemente 

reduzida (50% a 0%) pelas maiores concentrações (< 4 mg/mL) de 7 dos 11 

extratos testados (Anonáceas (a), (b), (d), (f), (g), (h), (i) – Fig. 28 a 30), 

efeito superior ao exibido pelo quimioterápico 5-FLU (Fig. 28a), em todas as 

suas concentrações testadas (0,12 a 8,0 mg/mL).  

 Expostas aos tratamentos em 48 h de cultivo, três dos ensaios com 

Anonáceas (Fig. 28a, c e Fig. 30i) apresentaram maior efeito citotóxico 

(0,25 a 2 mg/mL) quando comparados ao quimioterápico, mesmo em sua 

maior concentração (8,0 mg/mL). 

Após 72 h, duas Anonáceas (Fig. 28c e 30i) exibiram 100% de 

inibição da proliferação celular em todas as concentrações testadas (0,25 – 

2,0 mg/mL), o que não ocorreu com o quimioterápico mesmo em sua maior 

concentração (8,0 mg/mL). Estes resultados mostram o forte efeito anti-

tumoral dos extratos das plantas testadas sobre células hepáticas HepG2. 

5-FLU (Fig. 31) é um potente 

anti-neoplásico que atua na via de 

biossíntese de pirimidinas. Inibidor da 

enzima timidilato sintase, promove um 

desequilíbrio intracelular de 

nucleotídeos, induzindo a incorporação 

de fluoronucleotídeos afetando, 

portanto, a síntese e reparação de DNA 

e os eventos pós-transcricionais 

(LONGLEY et. al., 2003; SHAABAN et. al., 

2014; TAN et. al., 2014a). 

Figura 31 – Estrutura química do 
5-Fluoruracil. 
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Figura 28 – Efeito do quimioterápico 5-Fluoruracil (5FLU) e dos extratos de folhas de diferentes Anonáceas (a, b, c) sobre a viabilidade de 

células HepG2 (1 x 104 células em placas de 96 poços), em cultivos a 37oC e 5% de CO2. Concentrações específicas (mg/mL) de 
cada extrato foram analisadas em relação ao controle (0 mg/mL), no período de 24, 48 e 72 h, pela absorvância a 540 nm do 
vermelho neutro. Os dados são de experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras iguais não diferem 
estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey. 
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Figura 29 – Efeito dos extratos de folhas de diferentes Anonáceas (d, e, f, g) sobre a viabilidade de células HepG2 (1 x 104 células em placas 
de 96 poços), em cultivos a 37oC e 5% de CO2. Concentrações específicas (mg/mL) de cada extrato foram analisadas em relação 
ao controle (0 mg/mL), no período de 24, 48 e 72 h, pela absorvância a 540 nm do vermelho neutro. Os dados são de 
experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras iguais não diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey. 
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Figura 30 – Efeito dos extratos de folhas de diferentes Anonáceas (h, i, j, k) sobre a viabilidade de células HepG2 (1 x 104 células em placas de 
96 poços), em cultivos a 37oC e 5% de CO2. Concentrações específicas (mg/mL) de cada extrato foram analisadas em relação ao 
controle (0 mg/mL), no período de 24, 48 e 72 h, pela absorvância a 540 nm do vermelho neutro. Os dados são de experimentos 
conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras iguais não diferem estatisticamente (p > 0,05) pelo teste Tukey.  
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Como o quimioterápico 5-Fluoruracil (5-FLU) possui um mecanismo 

de ação antimetabólico com efeito tardio, as células HepG2 ainda se 

mantêm viáveis por um tempo com seus estoques metabólicos, inclusive o 

glicogênio, o que permite a sobrevivência e retomada posterior na 

proliferação mitótica. As menores concentrações de 5-FLU foram as mais 

citotóxicas. Doses elevadas foram menos efetivas e ainda promoveram as 

divisões celulares (Fig. 28). 5-FLU eleva a expressão da timidilato sintase 

(seu próprio alvo inibitório), enzima responsável pela síntese de timidina 

monofosfato a partir da uridina monofosfato, passo importante na formação 

de DNA. Isto ocorre como resultado da inibição de um mecanismo feedback 

negativo em que a enzima timidilato sintase (TS) liga-se ao seu RNAm 

genitor e impede a tradução regulando sua concentração intracelular. Mas 

ligada ao 5-FLU, a enzima TS não é capaz de ligar ao (seu próprio) RNAm 

resultando em um aumento transcricional na expressão da enzima e a 

retomada das atividades de replicação genética e divisões celulares 

(LONGLEY et. al., 2003). Estes resultados são uma nítida evidência da 

quimiorresistência características do tumor hepático. Nenhum dos extratos 

foliares de Anonáceas testados exibiu resultado semelhante, isto é, não 

houve retomada do crescimento celular em quaisquer concentrações 

utilizadas durante os cultivos com as células tumorais (Fig. 28 a 30). 

As Anonáceas (c), (h) e (j) foram coletadas em regiões e ambientes 

distintos (planta c: Barbacena-MG; planta h: Viçosa-MG/zona rural; planta j: 

Viçosa-MG/área urbana) e, embora pertençam à mesma espécie, 

apresentaram efeitos citotóxicos diferenciados (Fig. 31). Expostas a 

mudanças estacionais, fatores climáticos e ecológicos, as Anonáceas podem 

apresentar alterações na fisiologia da planta, no metabolismo secundário e 

na biodisponibilidade de seus metabólitos (CHACÓN et. al., 2013; MOORE et. al., 

2014; MORENO et. al., 2013; VASQUEZ et. al., 2014).  
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Figura 31 – Efeito comparativo entre o quimioterápico 5-Fluoruracil e os extratos 
foliares de três Anonáceas da mesma espécie (c, h, j), coletadas em 
locais e regiões distintas, sobre a viabilidade de células HepG2 (1 x 
104 células em placas de 96 poços), em cultivos a 37oC e 5% de 
CO2, na concentração específica de 1mg/mL. Os dados são de 
experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras 
comuns não diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey. 

 
 
 

As Figuras 32 a 35 apresentam células HepG2 cultivadas em meio 

contendo a concentração citotóxica de todos os extratos foliares de 

Anonáceas, incluindo o quimioterápico 5-Fluoruracil. 
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Figura 32 – Células hepatocarcinogênicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentração citotóxica do quimioterápico 
5-Fluoruracil (5FLU: 8,0 mg/mL) e de extratos foliares de Anonáceas (a: 7,0 mg/mL; b: 4,0 mg/mL). Aumento de 200x. 
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Figura 33 – Células hepatocarcinogênicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentração citotóxica de extratos 
foliares de Anonáceas (c: 3,0 mg/mL; d: 16,0 mg/mL; e: 6,0 mg/mL). Aumento de 200x. 



 71

7
1
 

 24 h 48 h 72 h 

f 

g 

 

h 

 
 

Figura 34 – Células hepatocarcinogênicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentração citotóxica de extratos 
foliares de Anonáceas (f: 6,0 mg/mL; g: 6,0 mg/mL; h: 6,0 mg/mL). Aumento de 200x. 
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Figura 35 – Células hepatocarcinogênicas HepG2 cultivadas por 72 h em meio contendo concentração citotóxica de extratos foliares 
de Anonáceas (i: 8,0 mg/mL; j: 3,0 mg/mL; k: 4,0 mg/mL). Aumento de 200x. 
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5.3.  Efeito dos extratos no fluxo iônico celular 

 

O efeito dos extratos foliares de Anonáceas e do quimioterápico 5-

Fluoruracil, em doses letais e doses não citotóxicas (Fig. 36), sobre a 

dinâmica química, foi avaliado e os dados obtidos através da Espectrometria 

de Emissão Atômica (ICP-OES Optima 8300 - WinLab-32R Software ICP) 

são apresentados nas Fig. 37 e 38.  

 

 

 

 

 
Figura 36 – Cultivo de células HepG2 (105 células em placas de 12 poços) sob duas 

concentrações (mg/mL) do quimioterápico 5-Fluoruracil (5-FLU) e dos 
extratos de folhas de diferentes Anonáceas (a - k), e controle (0 mg/mL), 
a 37oC e 5% de CO2, no período de 48 h. Viabilidade celular (%) 
avaliada pela absorvância a 540 nm do vermelho neutro. Os dados são 
de experimentos conduzidos em quintuplicatas, e barras com letras 
comuns não diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey. 
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Figura 37 – Concentrações intracelulares (mg/mL) de espécies químicas (Ca, P, K, Na, S, Mg) em células HepG2 expostas a concentrações levemente 
inibitórias (_1) e doses letais (_2) do quimioterápico 5-Fluoruracil (FLU) e dos extratos foliares de Anonáceas (a1 a k2). Em mg/mL: Flu-1: 
0,02; Flu-2; 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 0,02; b2: 4,0; c1: 0,1; c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 
0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados são de experimentos conduzidos em quintuplicatas; (*) significância 
em relação ao controle (cont.): p < 0,05. Anova - teste Tukey. 
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Figura 38 – Concentrações intracelulares (mg/L) de espécies químicas (Se, Cu, Cr, Zn, Mo) em células HepG2 expostas a concentrações 
não inibitórias (_1) e letais (_2) do quimioterápico 5-Fluoruracil (FLU) e dos extratos foliares de Anonáceas (a1 a k2). Em 
mg/mL: Flu-1: 0,02; Flu-2: 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 0,02; b2: 4,0; c1: 0,1; c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; 
f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados são de experimentos 
conduzidos em quintuplicatas; (*) significância em relação ao controle (contr.): p < 0,05. Anova - teste Tukey. 
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Os extratos vegetais, mesmo acrescentando nutrientes aos meios de 

cultura, interferiram na absorção celular de praticamente todos os íons 

analisados em relação ao controle e, exceto para Na e K, houve redução 

intracelular de todos os íons, incluindo os ensaios com o quimioterápico 5-

FLU (Fig. 37 e 38). A alteração no equilíbrio químico justifica a baixa 

viabilidade das células HepG2 expostas aos extratos foliares e ao 

quimioterápico, indício da necessidade celular tumoral a estes íons, 

essenciais na manutenção de uma fisiologia de sobrevivência, mesmo na 

presença de dosagens não citotóxicas, mas interferentes metabolicamente. 

De modo geral, não houve um padrão no efeito sobre os íons em relação às 

doses citotóxicas e não citotóxicas entre as diversas espécies químicas, isto 

é, as células tumorais expostas aos extratos foliares e ao 5-FLU não 

exibiram efeito dose-dependente específico de inibição, depleção ou 

aumento no fluxo iônico em função da espécie ou gênero utilizados nos 

ensaios.  

Como verificado também nos testes de viabilidade celular, Anonáceas 

que pertencem à mesma espécie (c, h, j), coletadas em regiões distintas 

(Viçosa-MG; Barbacena-MG) ou, por outro lado, espécies diferentes (d/k; a/f; 

h/i) coletadas na mesma área (Manaus-AM; Rio Verde-GO, Viçosa-MG), 

exibiram efeitos diferenciados entre si em pelo menos um dos íons, como 

mais claramente observado para P, Ca, Cu, Na, K.  

Vários tratamentos exibiram depleção intracelular significativa para Ca 

(Fig. 37_f2), S (Fig. 37_FLU; a; c2; d; e1; k), Zn (Fig. 37_FLU1; a1; d2; f2; 

h1), Se (Fig. 38_a1; d1; f2; g2; h2; i2), Cu (Fig. 38_d1; h2). Ativação da via 

apoptótica pode estar relacionada com decréscimo nos níveis intracelulares 

de Zn (TAPIERO, TIEW, 2003). Haveria uma ação bloqueadora dos extratos 

sobre canais transmembrana destes íons específicos, interferência nas vias 

bioquímicas de recrutamento de proteínas que os constituem ou redução na 

expressão de genes relacionados? 

Ca é um íon de sinalização universal e seus níveis intracelulares 

regulados atenuam os efeitos apotóticos de espécies reativas de oxigênio 

(BARTLETT et. al., 2014; BINGHAM et. al., 2014). Todos os tratamentos exibiram 

redução na absorção deste íon, o que reflete na viabilidade celular reduzida 

das células tumorais aos tratamentos (Fig. 37 e 38). Por outro lado, a 
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resistência à apoptose pode ocorre pela intensificação no influxo de K+, em 

células tumorais (AMICO et. al., 2013), inclusive em células HepG2 (FREISE et. 

al., 2013), como verificado para alguns tratamentos (e discutidos mais 

adiante). 

Níveis citotóxicos de Se, associado a enzimas serina-treonina 

fosfatases, podem induzir apoptose em células HepG2 (CELIK et. al., 2007), o 

que não foi observado mesmo com adição dos extratos no meio de cultura 

em nenhum dos tratamentos, quando comparados ao controle (Fig. 38).  

Os níveis intracelulares de Fe ficaram abaixo do limiar de detecção 

espectrométrica. Como há uma relação inversa para o fluxo de Cu e Fe em 

células HepG2, modulado a nível de transportador transmembrana 

(ARREDONDO et. al., 2008), a deficiência de Fe (na formulação original do meio 

de cultura) pode ter provocado o acúmulo intracelular de Cu no cultivo 

tratado com a anonácea (k) em sua concentração letal (Fig. 38_k), íon 

essencial na atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase.  

A anonácea (f) promoveu uma resposta diferenciada: além de reduzir 

a absorção ou depleção de alguns íons (S, Na) induziu também o efluxo de 

espécies químicas pelas células HepG2 (Ca, Zn e, mais fortemente, Mo Se 

e P). No caso do S, a depleção e o efluxo em relação ao controle podem ser 

devido à perda excessiva de vários compostos sulfurados, alguns dos quais 

voláteis (MOCHALSKI et. al, 2013) induzidos pelos extratos. 

Além do Fe, não foram detectados espectrometricamente os níveis de 

Cr, Cd, Co, Fe, Mn, Al, Ní e Pb em nenhum dos ensaios (dados não 

apresentados). Como compõem o grupo de micronutrientes, incluindo B, Cl, 

são requeridos pelas plantas em níveis muito baixos e, por isso, mesmo 

após a adição dos extratos foliares, não atingiram o limiar de leitura nos 

meios de cultivo metabolizados ou não. 

 

5.4.  Efeito dos extratos sobre os marcadores celulares e tumorais  

 

A produção de marcadores químicos pelas células neoplásicas 

HepG2 foi avaliada a partir do cultivo celular em concentração letal e outra 

dose fracamente citotóxica (item 5.3) sobre os tratamentos sobre os níveis 

de glicose, proteínas totais, albumina, lactato desidrogenase (LDH), 
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aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama-

glutamil transpeptidase (GT), parâmetros obtidos pelo Analisador de 

Química Clínica e Turbidimetria HumanStar InVitro. São indicadores 

celulares que podem auxiliar na compreensão do efeito metabólico dos 

tratamentos sobre as células tumorais (Fig. 39 e 40). 

 AST, ALT, GT e LDH são enzimas cujas alterações hepáticas em 

suas concentrações são marcadores clínicos de lesões por serem liberadas 

pelos hepatócitos quando há danos em membranas celulares afetando sua 

permeabilidade, enquanto que a síntese normal de albumina 

exclusivamente pelos hepatócitos reflete o metabolismo celular (WORETA, 

ALQAHTANI, 2014). Nos ensaios realizados, os níveis de GT (presente na 

membrana do hepatócito) e albumina não se alteraram em relação ao 

controle, mas AST (sintetizado principalmente nas mitocôndrias) e ALT 

(exclusivamente citoplasmático) tiveram seus níveis elevados pelo 

quimioterápico 5-FLU na concentração citotóxica (8,0 mg/mL), sem afetar, 

no entanto, LDH (Fig. 39 e 40). 

 Entre os extratos foliares, as Anonáceas (a), (b), (c), (d), (e) e (h) 

interferiram nos níveis dos marcadores AST, ALT e LDH em relação ao 

controle, principalmente em suas concentrações citotóxicas, indicando 

alteração no metabolismo e na integridade celular (Fig. 39). 

 A absorção de glicose pelos hepatócitos foi reduzida na presença do 

quimioterápico 5-FLU e de vários extratos foliares especialmente em suas 

concentrações citotóxicas (Fig. 40), o que sugere interferência na via 

glicolítica ou bloqueio de transportades transmembrana. Este efeito coincide 

com produção aumentada de AST, ALT e LDH para alguns dos tratamentos 

(Fig. 39 e 40_Flu2; _a2; _b2; _d2; _h2). O quimioterápico 5-FLU afetou 

apenas os níveis de AST, ALT e glicose, já que seu efeito metabólico sobre 

as células HepG2 parece não ser forte nas primeiras 48 h de cultivo [quando 

a célula ainda conta com um estoque de componentes metabólicos, inclusive 

o glicogênio], o que pode ser verificado pela produção de albumina e 

proteínas totais praticamente inalteradas e também pela viabilidade celular 

através da técnica do vermelho neutro (Fig. 28 e 37) ou pelas análises 

citométricas (a seguir).  
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Figura 39 – Concentrações extracelulares (U/L) de marcadores tumorais aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase 
(ALT), lactato desidrogenase (LDH) e gama-glutamil transpeptidase (GT) analisados em meio de cultivo em que células 
HepG2 foram expostas a concentrações não inibitórias (_1) e letais (_2) do quimioterápico 5-Fluoruracil (FLU) e dos 
extratos foliares de Anonáceas (a1 a k2). Em mg/mL: Flu-1: 0,02; Flu-2: 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 0,02; b2: 4,0; c1: 0,1; 
c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; 
k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados são de experimentos conduzidos em quintuplicatas; (*) significância em relação ao controle (contr.): 
p < 0,05. Anova - teste Tukey. 
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Figura 40 – Concentrações intracelulares de glicose (mg/dL) e níveis extracelulares de albumina (mg/dL) e proteínas totais (g/dL) em 
meio de cultura de células HepG2 expostas a concentrações não inibitórias (_1) e letais (_2) do quimioterápico 5-
Fluoruracil (FLU) e dos extratos foliares de Anonáceas (a1 a k2). Em mg/mL: Flu-1: 0,02; Flu-2: 8,0; a1: 0,02; a2: 7,0; b1: 
0,02; b2: 4,0; c1: 0,1; c2: 3,0; d1: 0,1; d2: 16,0; e1: 1,0; e2: 6,0; f1: 0,1; f2: 6,0; g1: 0,05; g2: 6,0; h1: 0,5; h2: 6,0; i1: 0,05; 
i2: 8,0; j1: 0,1; j2: 3,0; k1: 0,2; k2: 4,0. Os dados são de experimentos conduzidos em quintuplicatas, (*) significância em 
relação ao controle (contr.): p < 0,05. Anova - teste Tukey. 
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5.5.  Efeito do potencial apoptótico das Anonáceas 

 

O potencial efeito apoptótico de alguns dos extratos foliares 

(Anonáceas b e j) e do quimioterápico 5-FLU sobre as células HepG2 foi 

avaliado a partir do cultivo celular sob duas concentrações: uma dose letal e 

outra não citotóxica (item 5.3). O resultado, analisado por citometria de fluxo 

utilizando os marcadores Iodeto de Propídio x FITC (isotiocianato de 

fluoresceína), está apresentado na Figura 41.  

 Através da citometria de fluxo, é possível quantificar células viáveis 

(FITC_AnexinaV-/IP-), células em apoptose precoce (FITC_AnexinaV+/IP-) ou 

apoptose tardia/necrose (FITC_AnexinaV+/IP+) ou células necróticas 

(FITC_AnexinaV-/IP+). Células HepG2 tratadas por 24 h com o 

quimioterápico 5-FLU exibem baixos níveis de apoptose inicial (3,87%) ou 

apoptose tardia/necrose (4,88%), valores que se elevam com 36 h de cultivo 

(Fig. 41-3). Resultado superior foi obtido quando as células tumorais foram 

expostas ao extrato foliar da anonácea (j) por 36 horas de cultivo (Fig. 41-5; 

75,9 % apoptose/necrose); maior ainda foi a ação da anonácea (b), levando 

à apoptose/necrose 24,5% das células tumorais já nas 24 h de cultivo. Uma 

análise comparativa está apresentada na Fig. 42.  

A quimiorresistência de células HepG2 aos tratamentos com 5-FLU 

pode ser devido, por exemplo, a mutações no gene supressor tumoral pró-

apoptótico p53 (LONGLEY et. al., 2003; SHAABAN et. al., 2014) ou à intensificação 

no influxo de K+, como observados em vários cultivos. Mas não houve um 

padrão de resposta aos tratamentos em relação ao LDH x AST x ALT x 

Glicose, isto é, nem todos os extratos foliares que induziram maiores níveis 

intracelulares de K+ (Fig. 39_a; _b2; _c2; _d; _e1; _g; _h1; _j) protegeram as 

células do mecanismo apoptótico, como observado pelos marcadores de 

integridade celular (principalmente LDH, AST e ALT) e metabólico (glicose). 
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Figura 41 – Quantificação do efeito antintumoral de extratos foliares de Anonáceas e do quimioterápico 5-Fluoruracil, após coloração 
dupla com FITC_AnexinaV conjugada (eixo horizontal) e iodeto de propídeo (eixo vertical) obtido por citometria de fluxo. 
Células HepG2 foram cultivadas em tratamento-controle (1), tratadas com o quimioterápico 5FLU (8 mg/mL) por 24h (2) e 
36h (3), extrato da anonácea (j) (3 mg/mL) por 24h (4) e 36h (5), e anonácea (b) (4 mg/mL) por 24 h (6). 
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Figura 42 – Comparação da viabilidade celular entre o tratamento-controle 
(C) e concentrações citotóxicas do quimioterápico 5-FLU dos 
extratos foliares das Anonáceas (j) e (b), em 24 e 36 h de 
cultivo de células HepG2, após coloração dupla com FITC-
anexina conjugada/iodeto de propídeo obtida por citometria de 
fluxo. 

 

 

Nas primeiras 24 h de cultivo, o extrato foliar da anonácea (b) foi mais 

citotóxico quando comparado ao quimioterápico 5-FLU (Fig. 42) e à outra 

anonácea (j); 36 h após, observa-se forte efeito apoptótico do extrato da 

planta (j) quando ainda comparado ao 5-FLU. O efeito apoptótico tardio de 5-

FLU (via caspase 3/7) pode ser devido à sua genotoxicidade (MATUO et. al., 

2009), mas que permite a célula, ainda, manter-se viável por um tempo (24 h) 

com seus estoques metabólicos, inclusive o glicogênio, porém, sem divisões 

mitóticas (já que 5-FLU bloqueia fortemente o ciclo celular em G1/S).  

A seguir (Tabela 8), um resumo dos resultados obtidos neste trabalho. 
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Tabela 8 – Efeito dose-citotóxica do quimioterápico 5-Fluorouracil (5FLU) e dos extratos foliares das anonáceas (a – k), comparado 
ao controle, nos níveis intracelulares de espécies químicas (Ca – K), produção de marcadores tumorais aspartato 
amino-transferase (AST), alanina amino-transferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), gama glutamil-transferase 
(GGT), albumina (ALB), proteínas totais (PT) e absorção de glicose (GLIC) em células HepG2 (▲: influxo; 
▼: depleção; (-) efluxo, (■) parâmetro inalterado, sem diferença quando comparado ao controle). 

 
  E S P É C I E S  Q U Í M I C A S  M A R C A D O R E S  C E L U L A R E S  

  Ca S Na P Mo Mg Se Cu K  AST ALT LDH GGT ALB PT GLIC 

 5FLU ▼ (-) ▲ ▼ ▲ ▼ ▼ ▼ ▼ ▲ ▲ ■ ■ ■ ■ ▼ 

A
N

O
N

Á
C

E
A

S
 

a ▼ (-) ■ ▼ ■ ▼ ■ ▼ ▲ ▲ ▲ ▲ ■ ■ ■ ▼ 

b ▼ ▼ ▲ ▼ ■ ▼ ■ ▼ ▲ ▲ ▲ ▲ ■ ■ ■ ▼ 

c ▼ ▼ ▲ ▼ ■ ▼ ■ ▼ ▲ ▲ ▲ ▲ ■ ■ ■ ■ 

d ▼ (-) ▲ ▼ ■ ▼ ■ ▼ ▲ ■ ■ ▲ ■ ■ ▲ ▼ 

e ▼ (-) ▼ ▼ (-) ▼ ■ ▼ ▼ ▲ ▲ ▲ ■ ■ ■ ▼ 

f (-) ▼ ▼ (-) (-) ▼ (-) ▼ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 

g ▼ ▼ ■ ▼ ■ ▼ (-) ▼ ▲ ■ ■ ▲ ■ ■ ▼ ▼ 

h ▼ ▼ ▼ ▼ ■ ▼ (-) (-) ▼ ▲ ▲ ■ ■ ■ ■ ▼ 

i ▼ ▼ ▲ ▼ ■ ▼ (-) ▼ ▼ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ▼ 

j ▼ ▼ ▲ ▼ ■ ▼ ■ ▼ ▲ ▲ ■ ▲ ■ ■ ▼ ■ 

k ▼ ■ ■ ▼ ▲ ▼ ▲ ▲ ▼ ▲ ■ ■ ■ ■ ▲ ▼ 
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5.6. Perspectivas 

 

 O que mais move a ciência são as perguntas, não as respostas. 

 Pesquisas moleculares associadas ao efeito bioquímico dos extratos de 

Anonáceas em pontos-chave nos quais atuam na via hepatotumoral são 

essenciais para a compreensão dos resultados aqui obtidos, 

principalmente envolvendo células quimiorresistentes durante os 

cultivos. Que (onco)genes ou vias hepatocarcinogências são ativadas 

em células que sobreviveram após serem expostas aos tratamentos 

inclusive ao quimioterápico 5-Fluoracil (5-FLU)?  

 Combinar ensaios dos extratos entre si e com o quimioterápico 5-FLU 

poderia fornecer informações sobre a sinergia e eficácia entre os 

tratamentos. Qual a melhor dose do quimioterápico associado ao extrato 

da anonácea que exibiu um melhor efeito citotóxico e que forneceria um 

resultado inibitório otimizado na proliferação das células neoplásicas? 

 Ensaios in vitro com células hepáticas não tumorais são importantes 

para determinar o Índice de Seletividade (IS) dos extratos das 

Anonáceas, além de modelos in vivo, que poderão estimar as dosagens 

terapeuticamente ideais. As concentrações experimentais deste trabalho 

são atóxicas às células normais ou tecidos não neoplásicos? 

 Estudos georreferenciais e ecológicos da região de origem das 

Anonáceas, ou até dados fisiológicos das plantas incluídas nesta 

pesquisa, poderiam contribuir para a compreensão dos efeitos variáveis. 

De que modo a idade da planta ou das folhas e os fatores 

edafoecoclimáticos influenciam na bioatividade antitumoral exibida pelas 

Anonáceas? 
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 Da mesma forma, um estudo entre espécimes poderia traçar um perfil de 

ação bioquímica. Plantas da mesma espécie ou não, ou Anonáceas de 

gêneros distintos, são bioativamente semelhantes? 

 Investigar outros órgãos vegetais, como caule, casca, raízes, frutos e 

sementes, e que também podem exibir bioatividade diferencial àquela 

apresenta pelas folhas. 

 Pesquisar nanopartículas envolvendo compostos químicos isolados de 

Anonáceas pode amplificar o efeito citotóxico seletivo. 

 Isolar e identificar estrutural e funcionalmente acetogeninas dos extratos 

de Anonáceas fornecem a perspectiva de ampliar a compreensão 

científica da bioatividade destas plantas. 

 Comparar o efeito de diferentes agentes anti-neoplásicos e de diferentes 

linhagens celulares tumorais. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 

 

 Todos os extratos foliares das Anonáceas (9 espécies de 4 gêneros) 

induzem à morte células hepatocarcinogênicas HepG2 com até 100% de 

citotoxicidade em 72 h de cultivo, como determinado pelo teste de 

viabilidade do vermelho neutro. 

 Os efeitos citotóxicos são variáveis entre plantas da mesma espécie e 

plantas de diferentes gêneros, coletadas em uma mesma área/região 

geográfica ou não, sendo que não houve um padrão de resultados entre 

eles. 

 A sensibilidade de células HepG2 aos tratamentos é dependente da 

concentração dos extratos foliares e do tempo de exposição. 

 Das 11 Anonáceas, 9 exibem efeito citotóxico em doses muito menores 

(com até 1/8 de concentração) que as utilizadas para antineoplásico 5-

Fluoruracil (5-FLU). 
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 O efeito na produção dos marcadores tumorais e no fluxo químico 

durante os cultivos celulares é variável entre os extratos de Anonáceas 

da mesma espécie ou do mesmo gênero, incluindo o antineoplásico 5-

Fluoruracil (5-FLU).  

 Células HepG2, quimiorresistentes ao 5-FLU, apresentam maior 

citotoxicidade aos extratos foliares de Anonáceas quando comparadas 

ao antineoplásico.  

 Doses elevadas de 5-FLU (> 4 mg/mL) permitem a reproliferação celular 

neoplásica após 48 h de cultivo, e mais evidente após 72 h, nítido efeito 

de quimiorresistência tumoral, o que não foi observado em nenhum dos 

tratamentos com Anonáceas utilizados nesta pesquisa. 

 Análises em citometria de fluxo confirmam a morte celular por apoptose 

de dois extratos de Anonáceas e 5-FLU.  
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