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RESUMO 

 

O câncer apresenta hoje, uma das grandes preocupações da era moderna. Neste contexto, 

estudos de novos compostos anticâncer, que têm como fonte produtos naturais, tem se 

mostrado um campo bastante promissor. Dentro dessa perspectiva, a Tithonia diversifolia 

(TD) é uma espécie que tem despertado interesse porque é uma planta com alto potencial 

farmacológico. A partir do ano 2002 foram descritas evidências sobre o seu efeito 

antiproliferativo in vitro em diferentes linhagens tumorais, como de Colo2, Hepatoma, 

Leucemia, entre outras. Com isso, despertou o interesse em avaliar o potencial 

antiproliferativo in vitro do extrato etanólico de TD, em diferentes linhagens de células 

tumorais. Os resultados obtidos do extrato mostraram atividade citotóxica, nas linhagens 

tumorais testadas, apresentando valores de IC50 que variaram de 6.00-35.39 µg / ml, após 

72 horas de tratamento. Enquanto que, para a linhagem não tumoral (L929) esse valor foi 

maior (31,45 µg / ml) após 24 horas e menor para o tempo de 72 horas (25,58 µg / ml) 

demostrando sua seletividade para as células cancerígenas. No mecanismo de morte 

induzido pelo TD foi observado que nas células HCT-116 que a indução da apoptose, 

provavelmente, ocorreu pela via intrínseca após 24 horas de tratamento, além disso, o 

extrato induziu um tipo de estresse celular podendo ser observado a presença de AVOs 

após o mesmo período de incubação. Também, foi possível observar lesões ao DNA pelo 

ensaio cometa, além disso a presença de peroxidação de lipídios e subprodutos de NO. 

Estes efeitos em HCT-116 podem estar relacionados com a depleção proteica de 

glutationa observada, mostrando efeitos pro-oxidativos. Ao realizar o tratamento com N-

acetil-L-cisteina percebeu-se a inibição dos efeitos pro-oxidativos avaliados in vitro, este 

fato reforçou o papel da geração das espécies reativas de oxigênio na atividade 

antitumoral. No entanto, outros testes devem ser realizados para confirmar a proposta de 

mecanismo de morte do extrato de TD. 

 

Palavras-chave: 1. Apoptose. 2.Estresse Oxidativo. 3. Asteraceae   

 



RESUMEN 

EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CITOTÓXICA DE Tithonia diversifolia 

(TD) in vitro EM UNA LÍNEA CELULAR DE CARCINOMA COLORRECTAL 

HCT-116. 

 

El cáncer se presenta hoy, como una de las más grandes preocupaciones de la era 

moderna. En ese contexto, estudios de nuevos compuestos con actividad anticancerígena, 

que tienen como fuente productos derivados de plantas, están mostrando interés. Dentro 

de esta perspectiva, la planta Tithonia diversifolia (TD) es un arbusto perenne nativo de 

México y también crece en partes de África, Australia, Asia y otros países de América 

del Norte. Esta especie tiene un gran interés porque es una planta con potencial 

farmacológico alto. A partir del año 2002, fueron descritas evidencias sobre el efecto 

antiproliferativo in vitro en diferentes líneas celulares tumorales como de Colon2, 

Hepatoma, Leucemia entre otras. Lo que ha despertado el interés en esta investigación, 

con el objetivo de evaluar el efecto citotóxico. Entonces, el objetivo de este trabajo es 

evaluar el potencial anti-cáncer in vitro del extracto etanólico de TD en diferentes líneas 

celulares tumorales. El extracto mostro actividad citotóxica en diferentes líneas celulares 

tumorales probadas presentando valores de IC50 que varían de 6,00 y 35,39 µg̸ml, después 

de un tratamiento de 72 horas. Mientras que para la línea celular no tumoral (L929) ese 

valor fue mayor (31,45 µg / ml) después de 24 horas y menor para el tiempo de 72 horas 

(25,58 µg / ml) demostrando su selectividad para las células cancerígenas. En la 

evaluación del mecanismo de muerte inducido por TD fue observado en las células HCT-

116 una inducción de apoptosis probablemente por la vía intrínseca después de 24 horas, 

además de inducir un tipo de estrés celular en las células HCT-116, ya que fue observado 

la presencia de AVOs después del tratamiento de 24 horas. También, fue posible observar 

lesiones en el ADN por el ensayo cometa, además la presencia de per-oxidación de lípidos 

y subproductos de NO. Estos efectos en las células HCT-116 pueden estar relacionados 

con la depleción proteica de glutationa observada, mostrando efectos pro-oxidativos. El 

tratamiento con N-acetil-L-cisteina inhibió los efectos pro-oxidativos evaluados in vitro, 

reforzando el papel de la generación de especies reactivas de oxigeno con la actividad 

antitumoral. Sim embargo, otros ensayos deben ser realizados para confirmar la propuesta 

de mecanismo de muerte del extracto. 

 

Palabras-clave: 1. Apoptosis. 2. Estrés oxidativo. 3. Asteraceae 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O câncer  

 

O câncer é uma doença complexa e de complicada terapia atualmente, pois é 

classificada por ser um conjunto de diferentes doenças nas que envolve uma sequência de 

interações gene-ambiente em um processo progressivo que não pode ocorrer sem 

disfunção em vários sistemas, incluindo reparo de DNA, funções apoptóticas e 

imunológicas (KNOX, 2010). 

 

Grandes estudos populacionais forneceram informações importantes sobre 

tendências de morbi-mortalidade e que ajudaram a identificar genótipos, comportamentos 

e fatores ambientais associados a esta doença. Com base nesse conhecimento, tornou-se 

cada vez mais evidente que o câncer é responsável pela maior mortalidade no mundo. 

Mostrando que, para o ano de 2018, estimou-se que houve 18,1 milhões de novos casos, 

com 9,6 milhões de morte por câncer mundialmente. O câncer de pulmão apresentou-se 

como o sítio primário com maior incidência quando avaliados os sexos masculino e 

feminino em conjunto (11,6% do total), e também o de maior mortalidade (18,4% do total 

de mortes por câncer). No que diz respeito à incidência, apareceram na sequência o câncer 

de mama (11,6%), próstata (7,1%) e cólon (6,1%); enquanto no tocante à mortalidade, o 

tumor de pulmão é seguido pelo câncer colorretal (9,2%), gástrico (8,2%) e hepático 

(8,2%). Entretanto, conforme apontou o documento, encontrou-se uma ampla diversidade 

na incidência dos diferentes sítios primários dentre as diferentes regiões do mundo em 

decorrência das diferenças socioeconômicas e de estilos de vida (IRCA, 2018). 

 

Estudos epidemiológicos realizados no Brasil, deram uma estimativa de câncer no 

biênio 2018-2019, onde foi estimado que ocorreriam em torno de 600 mil novos casos de 

câncer por ano. Dentre essa estimativa os tipos de cânceres mais incidentes eram o de 

próstata, pulmão, mama feminina e cólon e reto, em distribuição proporcional por sexo 

(Figura 1) (INCA, 2019). 
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Figura 1-  Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2018-2019 

por sexo, exceto pele não melanoma* 

 

 

 

 

 

 

Fonte: INCA (2018) 

 

A carcinogênese é um processo de desenvolvimento do câncer, em pessoas e 

animais, com diferentes mecanismos envolvido no processo. Em geral, um agente 

cancerígeno é responsável pelo início, promoção e progressão do processo que acontece 

lentamente, numa célula normal, podendo levar a formação de células cancerosas que 

proliferam e originam um tumor ( Figura 2) (INCA, 2018; OLIVEIRA et al., 2007). 

 

As células normais se dividem de maneira ordenada e elas morrem quando estão 

danificadas, e novas células tomam seu lugar. Nas células tumorais não existe esse 

controle, elas continuam crescendo e produzindo novas células com características de 

dividir-se rapidamente, e tendem a ser muito mais agressivas determinando a formação 

de tumores, que podem espalhar-se para outras regiões do corpo, processo que é 

conhecido como metástase (INCA, 2018; KEPP et al., 2011). 

 

Figura 2 -  Desenvolvimento da Carcinogênese 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: INCA (2018) 
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Dentro da homeostase do organismo existem os proto-oncogenes, que estão 

inativos em células normais, porém quando ocorre mutações nesses genes fazem com que 

as células normais se tornem cancerosas. As mutações em proto-oncogenes são 

tipicamente dominantes por natureza e frequentemente, codificam proteínas que 

funcionam estimulando a divisão celular, inibindo a diferenciação celular e 

interrompendo a morte celular. Todos esses processos são importantes para o 

desenvolvimento humano normal e para a manutenção de tecidos e órgãos. No entanto, 

geralmente exibem aumento da produção dessas proteínas, levando a alterações no 

processo celular normal (FUTREAL et al., 2004; KLIONSKY et al., 2016).  

 

As células cancerígenas, ao desregular esses sinais, promove um desequilíbrio no 

ciclo celular, permitindo que o ciclo ocorra sem a promoção de uma checagem normal, 

isto permite que seu crescimento seja descontrolado e com características que sustenta a 

sinalização proliferativa anormal. Além de ocorrer alterações fisiológicas nas células, é 

necessário que ocorra uma instabilidade genômica, autossuficiência aos sinais de 

crescimento, resistência aos sinais antiproliferativos, invasão tecidual, metástase, 

proliferação ilimitada, indução a angiogênese e resistência a morte (Figura 3) 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 

Figura 3 -  Características essências do câncer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011) 
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1.2 Ciclo celular e o câncer  

 

No desenvolvimento celular normal, diferentes tipos de células são originados a 

partir do processo da divisão celular e da diferenciação celular característicos. Esse 

processo de divisão e duplicação, é chamado de ciclo celular (Figura 4).  

 

Figura 4-  Fases do ciclo celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Richard Wheeler (2006). 

 

Neste contexto, o câncer é causado pela interrupção do ciclo celular normal; 

causando uma série de eventos entre uma divisão mitótica e a seguinte divisão. O ciclo 

celular normal está compreendido pelas fases: intervalo 1 (G1), síntese (S), intervalo 2 

(G2) e a mitose (M) e não podemos esquecer que as células que não estão em divisão 

encontram-se em uma fase diferenciada chamada G0. 

 

Para entender a desregulação dos eventos celulares e o que ocorre de errado sobre 

o ciclo celular torna-se necessário um entendimento mais detalhado sobre o ciclo normal 

(ROSENBERG; ROSENBERG, 2012). No começo da divisão, uma célula entra na 

primeira fase G1, fase responsável pelo crescimento da célula, duplicação das organelas 

e da produção de muitos produtos químicos necessários para sua manutenção. Esta fase 

varia muito em duração; é curta em sua divisão celular, demorando lentamente as células 

em divisão e as células permanentes em não divisão (G0). Posteriormente passa para a 

fase posterior de síntese (S). Nesta fase o DNA é replicado produzindo duas cromátides 

irmãs idênticas, que são unidas pelo centrômero. O intervalo 2 (G2) segue posterior a fase 
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S, e é geralmente de curta duração. Durante o G2 a célula cresce mais (mais não como a 

fase G1) e sintetiza uma variedade de proteínas necessárias para a mitose. Na fase mitótica 

(M) uma variedade de eventos ocorre durante esta quarta fase do ciclo: tanto o DNA como 

as organelas duplicadas irão sofrer o processo de divisão para a formação de duas novas 

células filhas idênticas (ROSENBERG; ROSENBERG, 2012). 

 

Esses mecanismos acontecem em perfeita harmonia respondendo a fatores 

externos por meio de uma cascata de sinalização que induz a célula a sair de uma fase e 

entrar em outra (MALUMBRES; BARBACID, 2009; WILLIAMS; STOEBER, 2012). 

 

Porém, quando há uma alteração do ciclo celular surge o câncer. Alterações nesta 

homeostase devido a uma mutação genética, ou seja, por uma alteração no DNA da célula, 

está passa a receber instruções erradas para as suas atividades. Com isso, as células 

cancerosas diferem das normais pelo fato de continuarem a crescer e se dividir, não 

obedecendo ao controle biológico natural do organismo. Devido a essa divisão ser de 

forma descontrolada faz que estas células adquiram novas características genéticas que 

as tornam mais agressivas, determinado a formação do câncer (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011; ROSENBERG; ROSENBERG, 2012). 

 

Portanto o conhecimento aprofundando de marcantes características nas células 

tumorais que formam o microambiente tumoral, e do processo de divisão do qual 

dependem para seu crescimento descontrolado, ajudam no desenvolvimento de novas 

terapias ou métodos para o tratamento deste tipo de doença, despertando interesse na 

busca de novos fármacos antineoplásicos que atuem por mecanismos capazes de superar 

essas características marcantes das células tumorais, a fim de alcançar sucesso no 

tratamento. 

 

1.3 Terapias e vias de morte celular envolvidas no câncer 

 

Atualmente, existem diferentes tipos de tratamentos para combater o câncer, como 

a cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e outras modalidades terapêuticas 

(ROBBINS; KUMAR; COTRAN, 2010). Na maioria dos casos, é necessário combinar 

mais de um tratamento ou terapia para poder ter sucesso e eliminar as células cancerígenas 

(NEILAN et al., 2007). 
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Há décadas atrás, se relata sucesso do uso dessas terapias, porém ainda não foi 

desenvolvido o medicamento ideal para poder tratar de uma forma mais especifica a 

doença, além disso, as terapias utilizadas nem sempre são eficazes, porque sempre existe 

uma reincidência do câncer, metástase e os pacientes sofrem pelos efeitos colaterais. 

 

A quimioterapia é um tratamento à base de fármacos que interferem em diferentes 

processos tais como desenvolvimento, crescimento, disseminação e invasão de células 

cancerígenas (LÚCIA DE ALMEIDA et al., 2005), que pode ser utilizado em 

monoquimioterapia ou poliquimioterapia. O objetivo de utilizar quimioterapias 

combinadas é de aumentar a eficácia do tratamento e otimizar a resposta do paciente 

durante cada ciclo de tratamento. Porém o objetivo primário da quimioterapia é destruir 

as células neoplásicas, e preservar as normais, entretanto, a maioria dos agentes 

quimioterápicos atuam de forma não-específica, lesando tanto células malignas quanto 

normais (MURAD ,ANDRÉ MÁRCIO, 1996).  

 

Os medicamentos antineoplásicos convencionais, possuem propriedades 

citotóxicas nas células para poder induzir uso processo de morte celular nas células 

tumorais (RIXE; FOJO, 2007), dentro desses agentes citotóxicos uma grande maioria 

fazem a indução da apoptose celular. Podem agir por diferentes vias por exemplo aqueles 

que atuam nas diferentes etapas da síntese do DNA, transcrição e transdução e 

subsequente fazem a indução da apoptose, podemos mencionar os agentes alquilantes, 

compostos de platina, inibidores da topoisomerase e antimetabólitos, entre outros (Figura 

5) (CEPEDA et al., 2008; LÚCIA DE ALMEIDA et al., 2005; MONTECUCCO; 

BIAMONTI, 2007). 

 

Figura 5-  Classificação de agentes antineoplásicos 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Calabresi e Chabner (1995) 
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As diferentes vias de morte celular são ativas para poder impedir a propagação de 

células com mutações as danificadas. Uma das vias é, quando é induzida uma morte por 

apoptose intrínseca (Figura 6), se promove a retração celular, a qual vai perdendo a 

ligação com as células vizinhas e matriz extracelular. Entretanto, os sinais que 

desencadeiam este tipo de morte sejam variáveis, todos os estímulos estão relacionados a 

um mecanismo de controle na mitocôndria na quais podem ter a membrana externa 

rompida durante esse processo. Com isso, a membrana externa da mitocôndria passa por 

um processo de permeabilização da membrana (MOMP), devido à atividade de formação 

de poros (GALLUZZI; VITALE, 2018; KROEMER et al., 2009).  

 

Esse evento de MOMP passa por consequências, tais como: colapso do potencial 

de membrana mitocondrial interna, aumentando a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROS), ativando um mecanismo de amplificação dos sinais apoptótico, com 

isso esse aumento na produção de EROS promove a oxidação lipídica, proteica e de 

ácidos nucleicos, piorando a situação de colapso do potencial da membrana mitocondrial, 

além de promover a ativação da caspase-9 e caspase-3 (GALLUZZI et al., 2012b). 

 

Outra via que pode ser induzida por quimioterápicos  é a via por ativação de 

receptor ou via extrínseca, é induzido por sinais de estresse extracelular que são 

detectados e propagados por receptores transmembranares (Figura 6) (GALLUZZI; 

VITALE, 2018). Pode ser iniciada pela ligação de ligantes letais, como FAS /Ligante 

CD95, o fator de necrose tumoral a (TNFa), melhor conhecido como ligante indutor de 

apoptose relacionada ao TNF, o TRAIL, para vários receptores de morte (TNFR1), e 

receptor TRAIL (TRAILR1-2). Esta via é dependente da ação das caspases, mais 

precisamente a caspase 8, a qual é uma protease responsável pelo início da cascata de 

morte celular, que existe nas células sob a forma de uma proenzima inativa (WAJANT, 

2002). 

  

A semelhança entre os dois tipos de morte são as características morfológicas, 

mostrando a formação dos blebs na membrana celular. Os blebs são prolongamentos, os 

quais se multiplicam até o rompimento, dando origem a estruturas compostas pelo mesmo 

conteúdo da célula. Além disso, em ambos processos ocorre fragmentação nuclear e os 
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fragmentos, juntamente com o produto do rompimento dos prolongamentos formados na 

membrana, formam os chamados corpos apoptóticos (GALLUZZI et al., 2012a).  

 

Figura 6-  Via de morte intrínseca e extrínseca 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ana Paula F. Bergantini (2005) 

 

Alguns dos quimioterápicos mencionados anteriormente, que ativam a morte 

celular por apoptose, envolvem também vias dependentes de EROs, como por exemplo 

as antraciclinas, a bleomicina, os complexos de platino, e também as quinonas.  

 

Essa via destaca-se no mecanismo de ação do estresse oxidativo que provocam, 

ao induzirem a formação deletéria endógena de espécies bioativas derivadas do oxigênio 

(O2, OH, O2. e H2O2). Representando o DNA como principal alvo, e a inibição do 

complexo das topoisomerases, ações que provoca o desencadeamento da apoptose celular 

(DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; SCHIEBER; CHANDEL, 2014; YANG 

et al., 2018). 

 

Nas células normais os EROs estão envolvidos na sobrevivência e captação de 

nutrientes para o crescimento e proliferação celular. As células cancerígenas 

“sequestram” a maquinaria celular normal, ativando constitutivamente as vias dos fatores 

de crescimento para sustentar o crescimento e a proliferação celular. Isso permite que as 

células cancerígenas absorvam nutrientes abundantes, sobrevivam ao estresse e 

proliferam continuamente. Porém, o desequilíbrio entre a formação de radicais livres nas 

células, ou seja, o aumento de EROs, leva um estado pro-oxidativo induzido por um 

quimioterápico, favorece a ocorrência de lesões oxidativas em macromoléculas, tais como 

no DNA, lipídios e proteínas. Quando o dano no DNA é de dupla fita, normalmente a 
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célula não consegui repara-lo provocando uma instabilidade genética e consequentemente 

levando a uma morte celular, caracterizando assim o estresse oxidativo (SCHIEBER; 

CHANDEL, 2014). 

 

A imunoterapia como tratamento para o câncer tem feito progressos significativos 

nos últimos anos devido à melhor compreensão dos princípios subjacentes à biologia e 

imunologia de tumores. Neste sentido, melhorando o entendimento do microambiente 

tumoral, pode-se diminuir a toxicidade causada pelos quimioterápicos (GALLUZZI; 

VITALE, 2018; KIRKWOOD et al., 2012). Entre os que se destacam, o interferón alfa 

(Roferon-A), o interferón gama (Biogama) e a interleucina-2 (Proleukin).(CRAGG; 

NEWMAN; SNADER, 1997). 

 

A identificação e maior elucidação do papel da inmunoterapia em diferentes tipos 

de tumores, e o desenvolvimento de estratégias para combinar a inmunoterapia com 

agentes citotóxicos, para o tratamento do câncer permitirá um progresso ainda maior, que 

finalmente, levará a melhores resultados para os pacientes. 

 

1.4 Produtos Naturais  

 

Os produtos naturais podem ser de diferentes fontes, por exemplo, plantas 

medicinais, animais, micróbios entre outros. Sendo as plantas medicinais a principal fonte 

para a descoberta de novos fármacos para combater ao câncer e outras series de doenças, 

que vem sendo utilizadas ao longo dos tempos em diferentes populações (KLIONSKY et 

al., 2016; NETO; NETO, 2012; VAN DEN BERG; SILVA, 1988). Aproximadamente 

77% derivados de plantas são utilizadas na medicina tradicional, no qual, 119 compostos 

derivados de 90 espécies de plantas podem ser considerados medicamentos importantes 

e em uso para o tratamento do câncer (FARNSWORTH et al., 1985). 

 

O uso de plantas medicinais como forma alternativa de tratamento no combate 

contra o câncer e outras series de doenças já vem sendo relatado ao longo dos tempos em 

diferentes populações (KLIONSKY et al., 2016; NETO; NETO, 2012; VAN DEN 

BERG; SILVA, 1988) 
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Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, 

a OMS reconhece que grande parte da população dos países em desenvolvimento depende 

da medicina tradicional para sua atenção primária, tendo em vista que 80% desta 

população utilizam práticas tradicionais nos seus cuidados básicos de saúde e 85% destes 

utilizam plantas ou preparações destas (OMS, 2006). 

 

A procura por novos medicamentos anticancerígenos tem aumentado com vistas 

a se encontrar tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem à descoberta de novas 

estratégias que impeçam o avanço da doença. Baseadas em avanços significativos na 

biologia do câncer, as pesquisas buscam moléculas que atuem com mecanismos 

específicos para cada tipo da enfermidade, como inibição da polimerização da tubulina, 

atuação no DNA, bloqueadores enzimáticos ou de microtúbulos celulares (ALTMANN; 

GERTSCH, 2007). 

 

A descoberta de novos anticancerígenos de origem vegetal tem incentivado as 

pesquisas nessa área. Um dos exemplos mais importantes é o da Catharanthus roseus (L.) 

G. Don, conhecida também como vinca, que é utilizada pela população de Madagascar 

no tratamento de diabetes. Durante os testes de atividade hipoglicemiante, os extratos 

dessa espécie produziram granulocitopenia em consequência da supressão da medula 

óssea dos animais, sugerindo avaliação em modelos de leucemias e linfomas. A 

confirmação da atividade nesses modelos levou ao isolamento dos alcaloides vimblastina 

e vincristina que, atualmente, são de grande utilidade no tratamento de linfoma de 

Hodgkin, sarcoma de Kaposi, câncer de ovário, testículos e leucemia linfoblástica aguda 

infantil. Outra descoberta importante na área de câncer foi a das substâncias presentes em 

espécies do gênero Podophyllum, tais como P. peltatum e P. emodii, utilizadas pelas 

populações nativas da América e da Ásia no tratamento do câncer de pele e verrugas. A 

partir da podofilotoxina, uma lignana ariltetralínica, foram obtidos o etoposídeo e o 

teniposídeo, cujos estudos experimentais permitiram a introdução desses na terapia do 

câncer. Estas descobertas encorajaram o Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos 

(NCI) a realizar o programa de screening para agentes anticancerígenos, com vegetais e 

entre 1960 e 1982 foram avaliadas 35.000 amostras vegetais. O resultado mais importante 

foi a descoberta do paclitaxel, isolado da casca do teixo (Taxus baccata L. e Taxus 

brevifolia Nutt.). Em 1971 estudos clínicos revelaram que essa substância era capaz de 

regredir o câncer de mama e de ovário resistentes à terapia tradicional (MANN, 2002). 
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Estas moléculas possuem um mecanismo de ação (Figura 7) promovendo efeitos 

citotóxicos, antiproliferativos e antioangiogenicos. Podendo também levar a uma inibição 

do ciclo celular por diferentes formas como, inibição da síntese de DNA, polimerização 

da tubulina ou inibem a fase mitótica do ciclo celular entre outros (LÚCIA DE 

ALMEIDA et al., 2005). 

 

Figura 7-  Produtos naturais e ciclo celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Almeida (2005) 

 

O câncer se apresenta hoje como uma das grandes preocupações da era moderna. 

Neste contexto, estudos de novos compostos com atividade antineoplásica, que têm como 

fonte produtos naturais, mostram-se cada vez mais importantes como ferramentas no 

combate a essa enfermidade, e também com um desafio para a indústria farmacêutica. 

Então, é importante o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas a fim de eliminar 

o tumor, protegendo as células normais e minimizando os efeitos colaterais para o 

paciente, ou seja, que seja mais eficaz. 

 

Com isso, estudos em numerosos representantes da família Asteraceae revelaram 

a presença de produtos naturais quimicamente diversos, com significativo potencial 

farmacêutico e medicinal. 

 

A Asteraceae é uma família de plantas mais rica em espécies, contendo 

aproximadamente 1500 gêneros e 25000 espécies, dispostos em 17 tribos e 3 subfamílias 

(HATTORI; NAKAJIMA, 2008; USDA, 2019). É de distribuição sub-cosmopolita, 
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porque está apresentada em todos os continentes a exceção da Antártica e a Groenlândia. 

A maior biodiversidade está em zonas tropicais e subtropicais (DA SILVA; FERREIRA; 

DE SOUZA, 2003), sendo o Brasil o país que detém aproximadamente 250 gêneros e 

2000 espécies, e são encontradas por todo o território nacional (PESSOA DA SILVA et 

al., 2014). 

 

A família Asteraceae apresenta uma gama de usos populares em diversos campos, 

onde desde o ponto de vista econômico, cerca de 40 espécies têm importância direta na 

alimentação humana em diferentes partes do mundo, como alface (Lactuca sativa L.) e 

chicória (Cichorium endívia L.), também a indireta obtenção de produtos, como girassol 

(Helianthus annus L.), camomila (Matricaria recutita L.) e carqueja (Baccharis trimera 

Less.). 

 

Além disso, mostrando também espécies que produzem metabolitos secundários 

de uso farmacêutico ou potencial biológico, como: antidiabéticos, antioxidantes, 

hepatoprotetores, gastroprotetores, antimicrobianoss, antialérgicos e anti-inflamatórios 

(ANGEL; VITTO; PETENATTI, 2009). As Asteraceaes, também, são consideradas 

fontes importantes de agentes quimio-preventivos devido ao seu conteúdo em diferentes 

classes de compostos antioxidantes, e com efeito antiprolifertivo e podemos mencionar a 

Achillea millefolium (yarrow) e Calendula officinalis (calêndula) que apresenta efeitos 

citotóxicos in vitro. Também achados relatam que extratos metanoicos de catorze plantas 

do Oriente Médio da família Asteraceae foram rastreados quanto à atividade 

antiproliferativa como por exemplo a Psiadia punctulata (BADER et al., 2019). 

 

Outra espécie que podemos mencionar é a Artemisia annua L. que tem derivados 

ativos como a artemisinina que está sendo investigado em ensaios clínicos para o lúpus, 

câncer metastático de pulmão e câncer colorretal, o artesunato para o câncer pulmonar de 

células não pequenas, melanoma metastático, carcinoma espinho celular da laringe, e a 

thapsigargina para tumores sólidos avançados e outros tumores linfáticos no sangue 

(GHANTOUS et al., 2010; ZHANG et al., 2018). 

 

O gênero Tithonia é uma fonte importante de diversos produtos naturais, 

pertencente também as Asteraceaes. O gênero Tithonia, é nativo do México e da América 

Central (DUKE, 1982), embora, atualmente, muitos espécies são distribuídas em todo o 
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mundo. Compreende 13 táxons, distribuídos em onze espécies e espécies duas seções a 

seguir, a primeira seção Tithonia, que inclui ervas perenes e anuais com características 

morfológicas e químicas que divergem do estoque ancestral (T. fruticosa, T. pedunculata, 

T. diversifolia, T. koelzi, T. brachypoda, T. rotundifolia, T. thurberi e T. tubaeformis) e a 

segunda seção Mirasola, que inclui apenas taxa perene que divergiram morfologicamente 

do estoque ancestral, mas mantiveram esqueletos de flavonóides básicos (T. auriculata, 

T. calva var, T. calva var. lancifolia, T. hondurensis e T. longiradiata) (CHAGAS-

PAULA et al., 2012; MISSOURI BOTANICA GARDEM, 2010). 

 

Esse gênero, apresenta diferentes atividades farmacológicas como, anti-

inflamatório, analgésico, antimalárico, atividades antivirais, antidiabéticas, 

antidiarreicas, antimicrobianas, antiespasmódicas, vasorelaxantes, quimio-preventivas ao 

câncer, citotóxicas, toxicológicas, bioinseticidas e repelentes (CHAGAS-PAULA et al., 

2012). 

 

Contudo, espécies como T. diversifolia e T. rotundifolia são agora encontrado na 

maior parte do mundo, incluindo a Ásia e África, onde eles se tornaram espécies invasivas 

(MUOGHALU; CHUBA, 2005). A T. rotundifolia foi relatado apenas como usado como 

fonte de medicamento para tratar febre na Venezuela (JÁTEM‐LÁSSER; RICARDI; 

ADAMO, 1998), e achados atuais revelam que apresenta uma variedade de atividade 

antimicrobiana contra espécies bacterianas, micobacterianas e fúngicas (OMOKHUA et 

al., 2018). 

 

A Tithonia diversifolia é explorada como fonte de medicamento em diferentes 

partes do mundo para tratar uma ou mais doenças, por que apresenta uma grande 

variedade de metabolitos secundários ativos.  

 

1.5 Tithonia diversifolia 

 

Dentro dessa perspectiva, a espécie T. diversifolia (Figura 8) é nativa do México 

e também cresce em partes da África, Austrália, Ásia e outros países da América do Norte. 

(DUKE, 1987), sendo bastante utilizada tanto na medicina tradicional como planta 

ornamental e biomassa verde para melhorar a fertilidade do solo (Giuseppe Orsomando, 

2016). Seus principais constituintes metabólitos apresentam diversas propriedades 
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farmacológicas, tais como atividade espamolítica, antimalárica, anti-inflamatória, 

antiproliferativa  antidiarreico, antiamébico, antimicrobiano e também para o tratamento 

da hepatite (GOFFIN et al., 2002; PEREIRA et al., 1997). 

 

Figura 8. Fotos de Tithonia diversifolia  

 

 

 

 

 

 

Fotógrafo: Manoel Odorico de Moraes Filho. 

 

Com isso, estudos revelam que a partir de uma extração inicial com solventes 

hidrofílicos se pode obter a extração de metabolitos secundários mais importantes das 

folhas, que tem caraterísticas antiproliferativa (CHIANG et al., 2004; LIAO et al., 2013; 

YOHANKA et al., 2012).  

 

Devido à importância na área médica mostrada para o extrato da Tithonia 

diversifolia, foi realizada uma prospecção (Resultado 4.1) que objetivou buscar 

informações e apresentar uma visão geral do estado atual do desenvolvimento tecnológico 

relacionado ao uso de Tithonia diversifolia no tratamento do câncer, através da 

verificação da progressão de publicações de artigos científicos publicados e de patentes 

registradas. 

 

Com as informações encontradas sobre a Tithonia diversifolia nas bases de dados, 

pode-se ter uma visão do estado atual e importância desta planta no tratamento do câncer. 

 

Então, as plantas medicinais são um tesouro que não se deve desperdiçar já que 

os medicamentos, que são derivados de plantas ocupam um importante lugar na medicina 

tanto tradicional, como na medicina moderna. Com isso, é necessário aproveitar essa 

matéria prima para o desenvolvimento de novos medicamentos antineoplásicos. 
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A nível global, existe uma diferente e enorme biodiversidade vegetal, sendo a 

América o continente com maior biodiversidade do mundo, seguido de alguns países da 

Ásia, a Austrália e a Ilha de Papúa de nova Guinea na Oceania. Nestes lugares encontram-

se mais do 60% da biodiversidade do mundo, embora seu território só representa o 10% 

da superfície terrestre. O país com a maior biodiversidade é o Brasil já que detém 55 mil 

espécies de plantas, o que corresponde a aproximadamente 22% das 250 mil existentes 

no planeta (ECOTICIA, 2016).  

 

Como foi mostrado acima, a Tithonia diversifolia é uma planta que possui uma 

importante utilidade na medicina por sua amplitude de atividades farmacológicas que 

oferece, como, atividades anti-inflamatória, antifúngica e como potencial espécie 

antineoplásica.  

 

Nessa perspectiva, um dos principais focos deste trabalho foi avaliar o efeito 

antiproliferativo in vitro do extrato etanólico da Tithonia diversifolia, além de estudar o 

seu possível mecanismo de morte envolvido na atividade antiproliferativa na linhagem de 

HCT-116.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

 

• Avaliar as propriedades antiproliferativa e os possíveis mecanismos de morte do 

extrato de Tithonia diversifolia (TD) em linhagens tumorais. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

•Realizar prospecção tecnológica da Tithonia diversifolia utilizado no câncer. 

• Determinar o potencial citotóxico in vitro em diferentes linhagens tumorais. 

• Avaliar o padrão temporal nas linhagens tumorais mais sensíveis após 24, 48 e 

72 horas de tratamento com o extrato de TD. 

• Avaliar os possíveis mecanismos de morte envolvidos na citotoxidade induzida 

pelo extrato de TD. 

 

o Analisar as alterações morfológicas e estruturais (Integridade de 

membrana e Densidade Celular) induzidas pelo tratamento com TD; 

o Analisar a interferência do extrato sobre o ciclo celular; 

o Avaliar os padrões de interferência na polarização mitocondrial; 

 

• Avaliar o efeito antiproliferativo do extrato de TD, frente a linhagem de HCT-

116 após o tratamento de 24, 48, 72 horas, na presença de um antioxidante (NAC). 

• Avaliar os efeitos pro-oxidativos de TD na linhagem de HCT-116, após o 

tratamento de 24 horas. 

• Monitorar a indução AVOs após o tratamento com TD durante um tratamento 

de 24 horas nas células de HCT-116. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Desenho experimental  

 

A figura 9 apresenta o desenho experimental onde está descrito resumidamente 

todas as etapas deste trabalho como a metodologia empregada. 

 

Figura 9-  Desenho Experimental 
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3.2 Prospecção do potencial biotecnológico da utilização da Tithonia diversifolia 

contra o câncer. 

 

Desenvolvimento  

 

A prospecção científica foi realizada em junho de 2019, utilizando-se os bancos 

de dados PubMed, Google acadêmico e Web of Science. A avaliação do perfil de interesse 

tecnológico foi realizada a través da avaliação dos pedidos de patentes depositadas no 

banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI), no 

United States Patent and Trademark Office (USPTO), na World Intellectual Property 

Organization (WIPO), e base de Dados em Espanhol e Português (LATIPAT- 

ESPACENET). 

 

O levantamento de publicações foi realizado considerando os artigos publicados 

com os descritores “Asteraceae”, “Tithonia” e “Tithonia diversifolia” e esses termos 

associados aos descritores “cancer” ou “cytotoxicity” ou “death cell”. Foi considerado o 

ano de publicação, a participação mundial dos trabalhos publicados e a área de 

publicação. Na avaliação dos periódicos foi utilizado os filtros: tópico e ano de 

publicação.  

 

3.3 Obtenção de extrato etanólico de Tithonia diversifolia (TD) 

 

O extrato seco etanólico foi obtido pela parceria realizada com a professora Dra. 

Yohandra Reis e o aluno de doutorado João Turco, do departamento de Química da 

Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO) de Guarapuava, PR, Brasil.  

 

As folhas de T. diversifolia foram secas a temperatura ambiente durante uma 

semana e depois forma trituradas com pistilo em almofariz Posteriormente, 50 g de folhas 

foram colocadas em um frasco erlenmeyer e em seguida foram acrescentados 200 mL de 

etanol (Tedia® 99%). Na sequência, a mistura ficou sob agitação constante em 

incubadora (Tecnal®) a 180 rpm a 25°C durante 48 h. Após o período de agitação, o 

extrato foi filtrado sob baixa pressão, com filtro de papel qualitativo. O resíduo sólido foi 

descartado e em seguida o extrato líquido foi levado ao evaporador rotativo (Fisatom®) 

para a secagem do solvente e obtenção do extrato seco. O extrato seco de T. diversifolia 
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foi guardado em frasco de vidro com tampa e permaneceu sob refrigeração em geladeira. 

Para os testes de atividade citotóxica a amostra foi identificada com o nome de M1, e foi 

dissolvida utilizando dimetilsufóxido (DMSO) em uma concentração de solução estoque 

de 50 mg/ml. 

 

3.2 Células  

 

Para a avaliação da citotoxicidade as linhagens celulares utilizadas no ensaio 

estão listadas quanto ao tipo histológico, fonte e origem na tabela 1. 

 

Tabela 1-  Células utilizadas no ensaio de citotoxicidade 

*linhagem pertencentes ao laboratório de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceará.  

 

3.4 Manutenção de células em cultura 

 

As linhagens tumorais utilizadas foram cultivadas em meio RPMI 1640 ou 

DMEM, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina) como recomendado pelo datasheet celular. As células foram 

mantidas na incubadora a 37 C e atmosfera contendo 5% de CO2 e diariamente 

acompanhava-se o crescimento celular com a utilização de microscópio invertido. O meio 

era trocado sempre que o crescimento celular atingia confluência celular necessária (90%) 

para renovação de nutrientes. 

  

Linhagem Tipo histológico Origem Concentração (cel̸ml) Fonte 

L929 Não tumoral Murinho 0,1x106 Banco Rio de 

Janeiro 

Instituto 

Nacional do 

Câncer 

(EUA) 

 

HCT 116 Carcinoma colorretal Humana 0,7x105 

PC 3 Carcinoma de 

próstata 

Humana 0,1x106 

SNB 19 Carcinoma de 

cérebro 

Humana 0,1x106 

NCIH 460 Carcinoma de 

pulmão 

Humana 5,0x104 

MCF 7 Câncer de mama  Humana 0,1x106 



20 

 

 

3.5 Estudo da atividade citotóxica  

 

Princípio do teste  

 

A avaliação do potencial citotóxico de TD foi realizado em células humanas 

tumorais e uma não tumoral, através da técnica de MTT que é um ensaio quantitativo para 

determinar a interrupção de uma função bioquímica crítica. Este ensaio quantifica a 

atividade mitocondrial, medindo-se a formação de cristais de formazam, produto formado 

pela redução de tetrazoliuo MTT (Mosmann, 1983). A redução de MTT ocorre 

principalmente na mitocôndria através da ação da succinato desidrogenase fornecendo 

então uma medida de função mitocondrial, sendo assim, bastante útil para avaliar a 

citotoxicidade.  

 

Procedimento experimental MTT   

 

As células aderidas foram distribuídas em placas de 96 poços numa concentração 

de plaquemento descrita na tabela 1. Após 24 horas, o extrato etanólico de TD foi diluída 

em uma curva de concentrações (100µg/ml- 0.78125µg/ml), e depois foram incubadas 

durante 72 horas. Após o período de incubação foram centrifugadas a 1500 RPM/15 min 

e o sobrenadante foi descartado. A cada poço foi adicionado 100 µl de MTT 1% e foi 

reincubada durante 3 horas a 5% de CO2 a 37̊ C. Após esse período as placas foram 

novamente centrifugadas a 3000 rpm/10 min, o sobrenadante foi descartado e a cada poço 

foi adicionado 100 µl de DMSO. Para a quantificação de sal reduzida nas células se 

utilizou um espectrofotômetro a um cumprimento de onda de 595nm. 

 

3.6 Procedimento experimental de avaliação temporal pelo método MTT 

 

Procedimento experimental 

 

Nas linhagens que foram mais sensíveis ao extrato de TD, foram distribuídas em 

placas de 96 poços numa densidade (cél/ml), para HCT-116 (0,7 x105) e PC-3(0,1 x106) 

e estas foram incubadas em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) de tratamento. O extrato 

etanólico de TD foi diluída numa curva de concentrações (100µg/ml- 0.78125µg/ml). 
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Analises dos dados  

 

O extrato foi testado em diluição seriada duplicada ou triplicada, sendo realizadas 

duas repetições individuais, para cada linhagem previamente indicado. Para a 

determinação da IC50 (concentração capaz de inibir 50 % do crescimento celular) as 

absorbâncias das amostras foram analisadas utilizando-se o logaritmo das concentrações 

testadas por regressão não-linear com sus respetivos intervalos de confiança 95%. Todos 

os experimentos foram analisados utilizando-se do programa GraphPad Prism 5.0 

 

3.7 Estudo do mecanismo de morte em células de carcinoma colorretal (HCT 116) 

 

Para esse estudo as células da linhagem HCT-116, na concentração de 5,0 x104 

células/mL, foram incubadas por 24 horas com diferentes (4,5; 9 e 18 µg/mL) 

concentrações de TD (M1) que foram estimadas a partir do valor da IC50 encontrada no 

método do MTT para esta mesma linhagem celular (HCT-116) após incubação por 24 

horas. A doxorrubicina (0,3 μg/mL) foi utilizada como controle positivo.  

  

3.7.1 Determinação de viabilidade celular pelo método de exclusão por azul de 

tripan  

 

Princípio do teste  

 

É um método direto de avaliação do potencial citotóxico de substancias. Ele 

permite diferenciar células viáveis de não viáveis, pois as viáveis são impermeáveis a este 

corante, uma vez que sua penetração na célula indica a perda da integridade de sua 

membrana (ESMERALDA et al., 2002). 

 

Procedimento experimental  

 

Em uma alíquota de 90 µl da suspenção de células foi adicionado 10 µl do corante 

de Azul de tripan (0,4%). As células viáveis e as não viáveis foram diferenciadas e 

contadas em câmara de Newbauer, contando-se todas células presentes nos quadrantes. 
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Analise dos dados 

  

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0, 

e foram comparados por analise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). 

 

3.7.2 Analise de Morfologia celular-coloração Panótico rápido 

 

Princípio do teste  

 

A coloração panótico rápido é um método de coloração diferencial que permite a 

observação das células sanguíneas. Devido à interação entre os corantes, núcleos e 

grânulos podem ser diferenciados na cor violeta. É uma modificação da mancha de 

Romanowsky, proporcionando um procedimento muito mais rápido com base em 

imersões (HOROBIN, 2011). 

 

Procedimento experimental 

 

Células da linhagem HCT-116, foram plaqueadas na concentração de 2,5 x 104 

células/ml foram incubadas por 24 horas com o extrato e examinadas ao microscópio 

optica. Para observar a morfologia, 70 µl da suspenção de células foram adicionadas á 

centrifuga de lamina durante 5 minutos. Após adesão das células na lâmina, a fixação e a 

coloração foi feita por meio do kit do panótico. 

 

Analise morfológica  

 

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscópio para 

avaliação das suas características morfológicas e comparadas ao controle (não tratadas). 

O registro das alterações celulares foi feito por fotografia em microscopia optica.  
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3.8 Citometria de fluxo 

 

A citometria de fluxo é uma tecnologia que mede e analisa simultaneamente 

múltiplas características físicas de partículas individuais, geralmente células, à medida 

que fluem em um fluido através de um feixe de luz. As propriedades medidas incluem o 

tamanho relativo de uma partícula, granularidade relativa ou complexidade interna e 

intensidade relativa de fluorescência. Essas características são determinadas usando um 

sistema de acoplamento óptico-eletrônico que registra como a célula ou partícula dispersa 

a luz do laser incidente e emite fluorescência. Os dados do modo de lista são coletados 

em cada partícula ou evento. As características ou os parâmetros de cada evento são 

baseados em suas propriedades de dispersão de luz e fluorescente (DICKINSON, 2000).  

 

3.8.1 Avaliações da integridade da membrana, e a densidade das células HCT-116. 

 

Princípio do teste 

 

Iodeto de propídeo (PI) é um corante fluorescente conhecido por se ligar a ácidos 

nucleicos (DNA e RNA) das células e citoplasma. É relativamente excluído pelas células 

vivas, porem penetra rapidamente nas células com membranas danificadas, tornando-as 

brilhantemente fluorescentes, por sua capacidade de penetrar na célula cuja membrana 

esteja rompida por ser hidrofílico. A célula com a membrana integra emite baixa 

fluorescência. Deste modo, este método permite avaliar a viabilidade celular através da 

avaliação de integridade de membrana plasmática das células. O iodeto de propídeo é 

excitado pelo laser de argônio (488 nm) (MACKLIS; MADISON, 1990). 

 

Procedimento experimental 

 

Após 24 horas de tratamento com TD, as células foram suspendidas em uma 

alíquota de 500 μL de PBS, 2% de EDTA e 1% soro bovino fetal (SBF) e foram incubadas 

com 10% de PI a 50μg/mL (diluído em tampão fosfato) para poder ter uma concentração 

final de 5μg/mL nas células em suspenção. Após 10 minutos foram analisadas por 

citometria de fluxo e as informações sobre densidade celular foram obtidas utilizado o 

filtro para o espectro vermelho.  
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Analise dos dados  

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0, 

e foram comparados por analise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). 

 

3.8.2 Analise do conteúdo de DNA nuclear da célula e fragmentação de DNA 

 

Princípio do teste 

 

O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo ligar-se ao DNA. As células 

foram lisadas inicialmente com um detergente, permitindo que o PI ligue-se ao DNA de 

todas as células. As células, com DNA integro, emitem alta fluorescência. No entanto, as 

células com DNA fragmentado emitem baixa intensidade, o que sugere que pode ser um 

tipo de morte por apoptose e a necrose (SHAPIRO, 1985). 

 

Procedimento experimental  

 

Para a determinação do conteúdo de DNA celular, esse se reflete nas fases do ciclo 

celular, o teste foi avaliado por citometria de fluxo utilizando o PI como fluorocromo. O 

controle positivo utilizado foi a Doxorrubicina 0,3 μg/mL e o TD em diferentes 

concentrações de 4,5; 9,00 e 18,00 μg/ml. Após 24 horas de incubação, as células foram 

suspendidas em PBS e colocado a solução detergente de Triton X-100 0,1% e 10% de PI. 

Depois elas foram colocadas no escuro durante 30 minutos e após esse período foram 

analisadas no citômetro de fluxo. 

 

Analise dos dados 

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0, 
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e foram comparados por analise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05), seguido pelo teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

3.8.3 Determinação do potencial transmembrânico.  

 

Princípio do teste 

 

O teste baseia-se na capacidade da mitocôndria sequestrar um corante nucleofílico 

fluorescente, como a Rodamina 123 (Rh 123). Quando a mitocôndria apresenta o 

potencial transmembrânico inalterado, as células sequestram a Rh123 e emitem alta 

fluorescência quando excitados pelo laser. No entanto, quando existe alteração no 

potencial transmembrânico da célula, observa-se uma diminuição da fluorescência por 

um efluxo da Rh 123 de dentro da mitocôndria (MARCHETTI et al., 1996) 

 

Procedimento experimental 

 

As células foram suspendidas num volume de 250 μL de uma solução de 

Rodamina 123 na concentração de 1μg/mL, e foram incubadas na estufa a 37°C e 5% 

CO2 durante 15 minutos. Após 15 min de incubação, os tubos foram centrifugados a 1500 

rpm durante 15 minutos e posteriormente o sobrenadante foi descartado em seguida foram 

adiconados 400μL de PBS em cada tubo. Após o período de incubação de 30 minutos no 

escuro, as amostras foram analisadas no citômetro de fluxo, utilizando o filtro para o 

espectro verde. 

 

Analise dos dados  

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0, 

e foram comparados por análise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). Seguido do teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 
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3.9 Ensaio de proporção de células necróticas ou apoptóticas-Coloração diferencial 

Acridina laranja/ Brometo de Etidio por microscopia de fluorescência 

 

Princípio do teste 

 

O teste consiste na identificação de características morfológicas de morte por 

apoptose ou necrose com base na fluorescência celular promovida pelos dois corantes 

brometo de etídio e laranja de acridina. A laranja de acridina é um corante permeável na 

membrana plasmática celular que pode-se ligar na molécula DNA emitindo fluorescência 

verde. Quando é avaliado a viabilidade celular verifica-se que as células viáveis 

apresentam uma fluorescência totalmente verde no núcleo, porém, quando estas estão 

inviáveis o brometo de etídio que também possui a propriedade de fluorescência, faz com 

que a coloração corresponde seja alaranjada. Com tudo, as células com membrana 

integras apresentarão um padrão de cor verde totalmente uniforme em seu núcleo (Cury-

Benaventura et al, 2006). 

 

Procedimento experimental  

 

As células em suspenção em eppendorf foram centrifugadas por 5 minutos a uma 

rotação de 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas 

em 200 μL de PBS, em seguida foi preparada uma solução de laranja de acridina 

(1mg/mL) /brometo de etídio (2mg/mL) (AO/BE) em PBS numa proporção de 0,4:1,6:20 

μL, em seguida foi adicionado 4 μL da solução de AO/BE a cada tubo. Depois uma 

alíquota de 50 μL foi transferida para uma lâmina e posteriormente foi montado uma 

lamínula para, em seguida, ser contada cada célula de interesse.  

 

Analise estatística  

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0 

e foram comparados por análise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). Seguido pelo teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 
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3.10 Procedimento experimental de avaliação temporal pelo método MTT, utilizando 

um antioxidante (NAC) 

 

Procedimento experimental 

 

Para poder avaliar se o possível mecanismo de ação de TD estava relacionada com 

a produção de espécies reativas do oxigênio (EROs) foi utilizado a N-aceitl-Lcisteina 

(NAC) que age como sequestrador ou inibidor de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

envolvidos nas vias do estresse oxidativo. Para essa avaliação o NAC foi pré-incubada na 

concentração de 4 µM durantes duas horas, posteriormente as placas foram centrifugadas 

1500 rpm̸ 5 minutos, depois o meio foi retirado e um meio novo de cultura foi adicionado 

com concentrações seriadas do extrato de TD por mais 24 horas. Além disso, o NAC foi 

utilizado em outro método, em que sua adição ocorreu 2 horas depois de colocar na placa 

as diluições seriadas do extrato de TD e, após essa adição elas foram incubadas 

novamente por 24 horas, para ver se o NAC consegui reverter o efeito citotóxico de TD. 

Este teste foi avaliado durante um período de incubação de 24, 48 e 72 horas. 

 

Analises dos dados 

 

O extrato foi testado em diluição seriada duplicada ou triplicada, sendo realizadas 

duas repetições individuais, para cada linhagem previamente indicada. Para a 

determinação da IC50 (concentração capaz de inibir 50 % do crescimento celular) as 

absorbâncias das amostras foram analisadas utilizando-se o logaritmo das concentrações 

testadas por regressão não-linear com sus respetivos intervalos de confiança 95%. Todos 

os experimentos foram analisados utilizando-se do programa GraphPad Prism 5.0 

 

3.11 Analise da indução de produção de AVOs a traves de microscopia de 

fluorescência.  

 

Princípio do teste  

 

A laranja de acridina (AO) é um corante permeável nas células, possui um pico 

de absorção dominante a 460 nm, e o pico de emissão de fluorescência a 530 nm quando 

excitado pelo laser a 488 nm. É frequentemente descrito por emitir fluorescência 
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vermelha em compartimentos ácidos, como as organelas ácidas, tais como autolisossomo 

e lisossomos (AVOs) que podem ser formados como resposta ao estresse celular. 

Assumindo pH 5, a laranja de acridina está em sua forma protonada promovendo sua 

concentração em os compartimentos ácidos que irá resultar na emissão concomitante de 

fluorescência verde e vermelha do tecido corado com AO (NADRIGNY et al., 2007; 

THOMÉ et al., 2016).  

 

Procedimento experimental 

 

Foram utilizadas lamínulas previamente esterilizadas e colocadas em cada poço 

numa placa de 24 poços, e as células de HCT-116 foram plaqueadas numa concentração 

de 30000 cél̸ml. Após 24 horas foi adicionado o extrato de TD nas concentrações de 4,5 

e 9,00 μgl̸ml, sem ou na presença do NAC 4 μM, e foram incubadas novamente durante 

24 horas mais. A Rapamicina 0,02 μM, foi utilizado como controle positivo (THOMÉ et 

al., 2016).  

 

Após 24 horas, foi adicionado o cloreto de amônio NH4CL 10 µM por um período 

de incubação de 1 hora, utilizado com agente lisosomotropico, para inibir a protonação 

de AO nas vesículas acidas e dessa forma identificar morfologicamente a presença das 

AVOs (KLIONSKY et al., 2016), posteriormente foram incubados todos os poços com 

AO 1μgl̸ml, durante 15 minutos e mantidas no escuro. Posteriormente, cada poço foi 

retirado todo o meio completo e foi lavado 3 vezes com PBS em seguida foi retirada a 

lamínula e colocada sobre uma lamina para posterior observação ao microscópio de 

fluorescência (WEN; ZHAO; GUO, 2016). 

 

Analise morfológica  

 

As lâminas contendo as células com AO, foram levadas ao microscópio de 

fluorescência para avaliação da indução de AVOs e foram comparadas ao controle 

negativo (não tratadas). O registro das alterações celulares foi feito por fotografia em 

microscopia de fluorescência.  

  



29 

 

 

3.12 Avaliação da indução de danos ao DNA pelo ensaio cometa 

 

Princípio do teste  

 

O teste cometa é um teste de biomonitoramento humano, epidemiologia molecular 

e ecogenotoxicologia, bem como pesquisa fundamental em danos e reparo de DNA. 

Existem dois variantes do teste cometa, o primeiro e o teste em meio alcalino que permite 

análises de possíveis lesões oxidativas no DNA para isso é utilizado um pH aproximado 

de 13 que permiti a separação das duas cadeias, ou seja, uma desnaturação do DNA para 

poder detectar diversas lesões, como quebras de fitas simples e duplas. A segunda 

variação por sua vez utilizou-se um pH 7,0-8,5 pois detecta apenas, quebras de fita dupla 

em DNA ou ligações cruzadas entre DNA e RNA ou DNA xenobiótico (COLLINS, 

2004). 

 

Procedimento experimental 

 

O ensaio do cometa foi realizado em condições alcalinas e em condições neutras 

(HARTMANN & SPEIT, 1997; SINGH & SINGH, 2002; WOJEWODZKA et al. 2002). 

A β-lapachona (10 µM) foi usado como controle positivo em todos os experimentos 

(CAVALCANTI et al., 2011) enquanto que o controle negativo foi tratado com o veículo 

(DMSO) usado para diluir o extrato. As células foram tratadas com TD na presença e 

ausência de NAC e bromoheptano (BH) a fim de se evidenciar a participação de enzimas 

dependentes de glutationa sobre a genotoxicidade da amostra. 

 

Preparo de laminas 

 

Após o período de incubação (24 h), as células foram lavadas com PBS gelado, 

removidas com 100 μL de tripsina 0,15% e ressuspensas em meio completo. 

Modificações do ensaio do cometa alcalino foram realizadas de modo que permitisse 

analisar possíveis lesões oxidativas no DNA. Para isso, logo após o procedimento de lise 

celular, as lâminas foram incubadas com a endonuclease 8-hidroxiguanina glicosilase 

(hOGG-1,1:500) que age via excisão de bases removendo guaninas oxidadas no DNA. 
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Em seguida, 20 μL da suspensão de células foi dissolvido em 0,5% em agarose com baixo 

ponto de fusão e imediatamente espalhada sobre uma lâmina.  

 

Preparação de lise celular  

 

As células foram, então, colocadas em solução de lise por pelo menos 1 hora a 4 

ºC. 

 

Neutralização e eletroforese 

 

Posteriormente as lâminas foram dispostas horizontalmente na cuba de 

eletroforese e preenchida com tampão de corrida, em pH, de 13, para o ensaio do cometa 

em condições alcalinas (SINGH, 2002) ou em pH 8,0 para o ensaio do cometa em 

condições neutras (WOJEWODZKA et al., 2002), por 60 min para permitir o equilíbrio 

com o tampão de corrida. A eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade por 20 

min, usando 14 V e uma corrente de 12 mA (0,5 V/cm). Após a corrida eletroforética, as 

lâminas foram retiradas e mergulhadas na solução de neutralização durante 5 minutos.  

 

Coloração e análise de laminas  

 

A análise foi realizada por coloração com brometo de etídio e as células foram 

contadas em microscópio de fluorescência. Os ensaios foram realizados em três 

experimentos independentes realizados em triplicatas. 

 

Análise dos dados 

 

A análise foi realizada de acordo com o padrão de escores previamente 

determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (BURLINSON et al., 2007; 

HARTMANN & SPEIT, 1997; TICE et al., 2000). Foram contados 100 cometas/lâmina 

e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o 

grau de quebra do DNA, de acordo com a figura 10. 

 

Foram calculados o índice (ID) sendo este obtido pela seguinte formula: ID = 400 

- ∑ escores. Os dados foram analisados a partir da média ± D.P. de 3 experimentos. 
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Para avaliação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os 

dados foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de com 

parações múltiplas de Tukey com a utilização do programa GraphPad Prisma versão 5.0. 

 

Figura 10-  Tipos de cometa e classificação por categoria de dano: 0 = sem danos (<5%), 1 = baixo nível 

de danos (5-20%), 2 = médio nível de danos (20-40%), 3 = alto nível de danos (40-95%) e 4 = dano total 

(95%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.13 Avaliação da Peroxidação pelo teste TBARS 

 

Princípio do teste 

 

Como as espécies reativas de oxigênio (EROs) têm meia-vida extremamente 

curta, é difícil medir diretamente. Em vez disso, o que pode ser medido são vários 

produtos dos danos produzidos pelo estresse oxidativo, como o ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). O teste mede o malondialdeído (MDA) presente na amostra, bem como o 

malondialdeído gerado a partir de hidroperóxidos lipídicos pelas condições hidrolíticas 

da reação. O MDA é um dos vários produtos finais de baixo peso molecular formados 

através da decomposição de certos produtos de peroxidação lipídica primária e 

secundária. No entanto, apenas certos produtos de peroxidação lipídica geram MDA, e o 

MDA não é o único produto final da formação e decomposição de peróxidos graxos, nem 

uma substância gerada exclusivamente através da peroxidação lipídica (TREVISAN, 

2001). 
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Procedimento experimental 

 

As células de HCT-116, foram incubadas com o TD por 24 h. Depois foram 

lisados com Tris-HCl 15 mM por 1 h. Dois mililitros de ácido tricloroacético (0,4 mg / 

mL) e HCl (0,25 M) foram adicionados ao lisado, que foi então incubado com 6,7 mg 

/mL de TBA por 15 min a 100 ̊C. A mistura foi centrifugada a 750 g por 10 min. Como 

o TBA reage com outros produtos da peroxidação lipídica além do MDA, os resultados 

são expressos em termos de reativo tiobarbitúrico (TBARS), determinadas por 

absorbância a 532 nm. Os resultados foram normalizados pelo teor de proteínas. 

 

Analise de dados 

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0 

e foram comparados por análise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). Seguido pelo teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

3.14 Avaliação de produção de nitratos e nitritos 

 

Princípio do teste  

 

Nitritos e nitratos representam os produtos finais da oxidação do NO e 

consequentemente, sua concentração no meio do cultivo celular depende da produção em 

si, permitindo a sua quantificação. O NO é produzido por óxido nítrico sintasas que é um 

bem caracterizado segundo mensageiro que ativa guanilato ciclase. Quando existem 

hidroperóxidos lipídicos o NO está envolvido na sinalização, e outras espécies, que 

podem causar danos oxidativos induzidos por EROs provocando danos em 

macromoléculas  perturbando a integridade celular (HEGEDŰS et al., 2018). 

 

O ensaio colorimétrico de nitrato / nitrito baseia-se para medir os níveis de 

subprodutos estáveis de óxido nítrico (NO), nitrato (NO2 -) e nitrito (NO3 -) como uma 

indicação da produção de NO. Devido ao fato de que a proporção de NO2 e NO3 é variável 
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e não pode ser prevista com certeza, a soma de ambos os subprodutos de NO é um 

indicador mais preciso da produção de NO (PIERINI; BRYAN, 2015; SCHIEBER; 

CHANDEL, 2014; YANG et al., 2018). 

 

Procedimento Experimental 

 

Após o tratamento celular (24 h), 100 μL do sobrenadante da cultura foi 

adicionado a 100 μL do reagente de Griess [1% sulfanilamida em 1% de H3PO4 / 0,1% 

de N- (1-naftil) –etilenodiamina dicloridrato / 1% de H3PO4 / água destilada, 1: 1: 1: 1] e 

foram misturas. Foi incubado em temperatura ambiente por 10 min. Uma curva padrão 

foi preparado com várias concentrações de NaNO2 (variando de 0,75 100 μM) nas 

mesmas condições. Os espaços em branco foram preparados por adição de 100 μL do 

reagente de Griess a 100 μL do meio de cultura. A absorbância foi medida usando um 

leitor de múltiplas placas a 560 nm. 

 

Analise de dados 

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0 

e foram comparados por análise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). Seguido pelo teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

3.15 Determinação de níveis de glutationa oxidada e reduzida  

 

Princípio do teste 

 

Glutationa é um antioxidante hidrossolúvel, reconhecido como o tiol não proteico 

mais importante. Pode encontrar-se na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG), 

atuando direta ou indiretamente em muitos processos biológicos importantes, incluindo 

metabolismo proteção celular. A importância deste par é tal que a razão GSH/GSSG é 

normalmente utilizada para estimar o estado redox dos sistemas biológicos.  

 

A Glutationa total (GSH + GSSG) foi determinado por um ensaio 

espectrofotométrico baseado em a formação de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB) a partir de 

DTNB, que é utilizado para monitorar quantidade de GSH (AKERBOOM; SIES, 1981).  
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Procedimento experimental 

 

Extração de proteína  

 

Ao final do tratamento de 24 horas, as células foram suspendidas e centrifugadas 

2000 rpm por 5 minutos sendo lavadas duas vezes com PBS. O precipitado foi 

ressuspendido no gelo, em 200 µL de solução de RIPA contendo inibidor de protease, 

PMSF, B-glicerofosfato. Posteriormente colocado no sonicador com tempo intermitentes 

de 2:1 minutos durante 3 vezes, e depois foi deixado em agitação durante 20 minutos, 

depois foi centrifugado 2000 rpm por 5 minutos a 4 ºC. o sobrenadante foi recuperado. 

 

Quantificação 

 

Para a determinação espectrofotométrica, 910 μL do sobrenadante do extrato 

celular ou de um padrão solução de glutationa, foi misturada com 50 μL de 4 mg / mL de 

NADPH em 0,5% (p / v) de NaHCO3, 20 μL de 6 U / mL de glutationa redutase em 

tampão fosfato-EDTA e 20 μL de 1,5 mg / mL de DTNB em 0,5% NaHCO3. O aumento 

da absorbância foi medido a 412 nm. Os resultados foram normalizados pelo teor de 

proteína. O conteúdo total de glutationa foi determinado como μg / mg de proteína. 

 

 Para Determinação GSSG, 4-vinipiridina foi adicionada a uma concentração final 

0,1% (v / v) e depois incubada por 1 h em temperatura ambiente. Nesta concentração, a 

4-vinipiridina é capaz de reagir com todos os GSH sem interferir na determinação do 

GSSG. O GSH foi determinado com base em os resultados de glutationa total e 

concentração de GSSG. 

 

Analise de dados  

 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de 3 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entres os 

diferentes grupos, os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad prisma 5.0 

e foram comparados por análise de variância (ANOVA) com nível de significância de 

5%( p<0,05). Seguido pelo teste Tukey’s Multiple Comparison. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Prospecção do potencial biotecnológico da utilização da Tithonia diversifolia 

contra o câncer. 

 

O presente levantamento bibliográfico teve como objetivo realizar um 

levantamento do potencial biotecnológico da utilização da Tithonia diversifolia contra o 

câncer, utilizando-se como estratégia a avaliação dos perfis de publicação de estudos e 

aplicações biotecnológicas com a espécie. 

 

Dentre os resultados obtidos do mapeamento de informação, foi realizado uma 

busca de informação sobre a família Asteraceae, termo associado aos descritores “cancer” 

ou “cytotoxicity” ou “death cell”, como tema nos artigos sendo procurados em três 

plataformas de bases de dados como PubMed, Web of Science e Google acadêmico 

(Tabela 2) 

 

Tabela 2-  Quantidade de artigos científicos nos bancos de bases de dados utilizados com as palavras-

chaves. 

Fonte: pesquisa de campo (2019) 

 

Observou-se que o Google acadêmico mostrou o maior deposito de artigos para a 

família (447000 estudos), assim como para a família e as palavra-chave “cancer” (35800 

estudos) e “ cytotoxicity” (16300 estudos), apresentando o banco de dados PubMed a 

maior cobertura para a família e “death cell” (802 estudos).  

 

Dentre os artigos encontrados uma grande maioria começaram a serem publicados 

a partir do ano 1945, relatando como eram utilizados os extratos da família Asteraceae 

para o controle de pragas como inseticidas e para tratar a malária, além disso se mostram 

Palavra-chave PUBMED Google acadêmico Web of Science 

Asteraceae 26675 447000 6244 

Asteraceae and cancer 1511 35800 430 

Asteraceae and cytotoxicity 836 16300 407 

Asteraceae and death cell 802 227 94 
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artigos atuais sobre estudos sobre uma gama de atividade farmacológicas que apresenta 

esta família, assim como espécies que tem atividade antiproliferativa. 

 

Posteriormente foi realizado um mapeamento de publicações nos últimos 10 anos 

(2010-2019) nas três plataformas de pesquisas anteriormente utilizadas, com o termo 

“death cell”. Mostrando que dentre esse intervalo de anos, o PubMed apresenta o maior 

deposito de artigos (581 estudos) seguido do Google acadêmico (189 estudos) e Web of 

Science (75 estudos) (Figura 11). 

 

Figura 11-  Progressão anula de artigos publicados ao longo de 10 anos nas bases PubMed, Google 

acadêmico e Web of Science, associando os termos “ Asteraceae AND death cell” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: pesquisa de campo (2019) 

 

Dentre issos resultados tem estudos de diferentes espécies pertencentes a família, 

Zinnia elegans, Lactutua sativa, Centaurea stoebe., Artemisia annua, Echinacea, 

saussurea involucrata, Silibum marianum, Taraxacum officinale, Centaurea deflexa., 

Ormenis africana, Carpesium faberi, e Tithonia diversifolia que mostram efeitos 

antiploriferativo em diferentes linhagens celulares.  

 

Ao realizar o mapeamento de informação da espécie Tithonia diversifolia contra 

o cancer, após a busca prospectiva os resultados foram organizados e expressos na Tabela 

2 e 3. 

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Google academico 12 8 14 23 24 23 18 19 24 24

Web of Science 1 11 9 5 4 14 7 8 7 9

PubMed 22 44 55 63 57 77 61 72 73 57
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Tabela 3-  Quantidade de artigos científicos nos bancos de dados encontrados nos PubMed, Google 

acadêmico e web of Science utilizando as palavras-chave. 

Palavras-chave PubMed Google acadêmico Web of Science 

 

Tithonia 26070 14100 497 

Tithonia diversifolia 94 10200 411 

Tithonia diversifolia and cancer 10 1450 10 si 

Tithonia diversifolia and cytotoxicity 4 1170 17 

Tithonia diversifolia and cell death 3 1410 5 

*pesquisa de campo (2019) 

 

O banco de dados PubMed indicou uma maior cobertura de resultados para o 

gênero (26.070 estudos), seguido do banco de dados Google acadêmico para o gênero 

(14.100 estudos) e indicando uma menor quantidade de estudos referente à o gênero o 

banco de dados da web of Science (497 estudos). Ao observar os resultados para o gênero 

e espécie indica um maior número de resultados para o banco de dados Google acadêmico 

(12.200 estudos), seguido do bando de dados Web of Science (411 estudos) e 

apresentando a menor cobertura de resultados o bando de dados PubMed (94 estudos).  

 

O banco de dados Google acadêmico apresentou maior cobertura de resultados 

para o gênero, espécie e a palavra “Cancer” (1450 estudos) e para os bancos de dados 

Web of Science e PubMed foram equivalentes na quantidade de resultados para o gênero, 

espécie e a palavra “Cancer” (10 estudos) que foram publicados a partir do ano 2002, e 

que mostram 6 estudos iguais entre os dos bancos de dados. Consequentemente os 

resultados obtidos utilizando o gênero, espécie e a palavra “cytotoxicity” indicou mais 

resultados para a base de dados Google acadêmico (1170 estudos), seguido do Web of 

Science indicando menor quantidade de resultados (17 estudos), e para a base de dados 

PubMed apresentou menores resultados (4 estudos).  

 

No entanto, para ser mais específicos, foi utilizado o termo espécie, gênero mais 

o termo “cell death” os resultados obtidos mostraram, menor obtenção de resultados para 

os bancos de dados Web of Science (5 estudos) mostrando artigos datam desde o ano 

2005, e para PubMed (3 estudos) mostrando resultados que foram publicados em anos 

mais recentes a partir do ano 2011. 
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Na base de dados do Google acadêmico foi encontrada a maior cobertura de 

resultados, o que corresponde porque estão publicadas em 100 revistas de diferentes 

categorias, sendo 20 revistas da saúde e ciências medicas, avaliadas com um incide h5 (h 

de artigos publicados nos últimos 5 anos completos). 

 

Além disso, após fazer essa primeira triagem, foi avaliada as três bases de dados 

no contexto de fornecer analises bibliométricas dos resultados que ajudem a construir 

indicadores, sobre a dinâmica de evolução por ano, pais de publicação, área de publicação 

da informação cientifica de interesse, e também foi considerado a maior cobertura de 

resultados, no entanto a base de dados Google acadêmico fornece a maior quantidade de 

estudos, não consegui fazer analises bibliométricas, e somente mostra as categorias de 

publicação em relação ao índice h, dificultando fazer a análise retrospectiva. 

 

Com isso todo, foi escolhida a base de dados da Web of Science que permitiu 

fazer as análises dos resultados encontrados, mostrando 10 artigos relacionados com o a 

palavra-chave descrita na tabela 1, número 3.  Então, ao avaliar a evolução do número de 

artigos publicados por ano (Figura 12) verifica-se que, desde 2002, as pesquisas 

envolvendo a palavra-chave, ocorre crescimento. Porém, o ano de 2012 foi o que 

apresentou o maior número de publicações científicas.  

 

Figura 12-  Evolução anual de publicações na Web of Science com o termo Tithonia diversifolia and 

Cancer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Web of Science 2019. 
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Nesse mesmo contexto foi realizado um mapeamento das áreas de pesquisa que 

mais apresentaram publicações. A agronomia foi a que apresentou maior número de 

pesquisas depositadas na web of Science com 16% seguida de ciências da planta 12% e 

mostrando-se a farmacológica 8% no quinto lugar (Figura 13). 

 

Figura 13. Distribuição dos artigos publicados na Web of Science por área de conhecimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Web of Science, 2019. 

 

Em seguida foi realizado uma busca por distribuição desses artigos por países 

utilizando os descritores “Tithonia diversifolia and Cancer” foi observado que Taiwan é 

o país que mais contribui com a publicação científica envolvendo esse assunto, com 4 

artigos, seguido do Brasil, com 2 artigos (Figura 14). 

 

Figura 14-  Participação mundial em artigos publicados na Web of Science (Tithonia diversifolia and 

Cancer). 
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Fonte: web of Science, 2019. 

 

Ao realizar as buscas nos principais bancos de patentes (Tabela 3) foi possível 

observar que os maiores cobertura de deposito de patentes para o gênero foi o Google 

patents (650) seguido da USPTO AppTF (pedidos de patente e texto completo) (34) , a 

WIPO ( 33)   USPTO PatFT (verificar se a patente que já foi registrada ou concedida) 

(22), e o banco do patentes do Brasil apresenta menor quantidade de patentes registradas 

(1). Continuando a avaliação para o gênero e espécie o banco de patente do Google 

Patents apresenta novamente a maior cobertura de resultados (485), seguido da WIPO 

(29), e mostrando que os resultados na USPTO PatFT e UPSTO AppTF foram 

equivalentes, ou seja, as que as patentes que foram solicitadas já foram aceitas. 

 

Ao avaliar o gênero, espécie and “Cancer ”, verificou-se que Google acadêmico 

foi a que apresentou maior número de deposito (123), continuando com a USPTO PatFT 

(6) e UPSTO AppTF(7).A quantidade de patentes depositadas na base Google Patents 

apresenta maiores resultados (52), quando é avaliado o gênero, espécie and 

“Cytotoxicity”, seguido do bando de patentes da UPSTO AppTF (1). Além disso, 

verificou-se que ao utilizar o gênero, espécie and ´´Cell death´´ a Google Patents mostrou 

maior parte de resultados (40) seguido novamente da UPSTO AppTF (1). 

 

Tabela 4-   Quantidade de pedidos de depósitos de patentes encontrados nas principais bases tecnológicas 

utilizando as Palavras-chave 

Fonte: pesquisa de campo (2019) 

 

 

Palavras-chave INPI USPTO 

PatFT 

USPTO 

AppFT 

WIPO LATIPAT-  

ESPACENET 

Google 

Patents 

1.Tithonia 1 22 34 33 0 650 

2.Tithonia diversifolia 0 14 4 29 0 485 

3.Tithonia diversifolia 

and cancer 

0 6 7 0 0 123 

4.Tithonia diversifolia  

and cytotoxicity 

0 0 1 0 0 52 

5. Tithonia diversifolia  

and cell death 

0 0 1 0 0 40 
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4.2 Avaliação da atividade citotóxica de Tithonia diversifolia-TD (M1) 

 

A atividade citotóxica do extrato de Tithonia diversifolia-TD (M1) foi avaliado 

frente a cinco linhagens de células tumorais (mama, próstata, glioblastoma, pulmão e 

câncer colorretal) e uma não tumoral (fibroblasto murinho) pelo ensaio do MTT após 72 

horas de incubação (Tabela 5) 

 

Tabela 5-  Potencial antiproliferativo da M1 em linhagens tumorais e não tumoral avaliado pelo ensaio do 

MTT após 72 h de incubação 

 

Os valores de IC50 estão apresentados em μg/mL e foram calculados a partir de regressão não linear 

utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de confiança (IC 95%) foram 

obtidos por meio de pelo menos três experimentos independentes realizados em duplicata. 

Os resultados mostraram que o extrato da M1, apresentava potente atividade 

citotóxica em linhagens de células tumorais, com valores de CI50 que variaram de 7,15 a 

35,39 µg/mL para as linhagens testadas. Entretanto, deve-se ressaltar que a M1 exibiu 

maior atividade frente às linhagens de carcinoma colorretal (HCT-116) e carcinoma de 

próstata (PC3), após 72 horas de tratamento.  

 

Diante dos resultados acima descritos, foi realizada uma análise temporal da 

atividade antiproliferativa do extrato frente a estas linhagens, utilizando concentrações 

seriadas, após 24 e 48 horas de tratamento. Os valores de CI50 foram determinados pelo 

teste do MTT e estão exibidos na tabela 6. 

 

Tabela 6-  Potencial antiproliferativo do M1 frente às linhagens HCT-116 e PC3 após 24, 48 e 72 horas 

de incubação determinado pelo método MTT. 

Linhagem CI 50 (Intervalo) μg/mL 

24 H 48 H 72 H 

HCT-116 8,74 8,46 7,15 

Amostra 
IC 50 (Intervalo) μg/mL 

L929 HCT-116 MCF 7 PC3 SNB 19 NCIH-460 

M1 

25,58 

(21,78 – 30,05) 

7,15 

(6,27 – 8,16) 

20,50 

(19,00-

22,12) 

6,00 

(5,71- 6,31) 

35,39 

(33,10- 37,83) 

14,98 

(14,23 – 15,77) 
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(6,84- 11,18) (6,45 -11,09) (6,27 -8,16) 

PC 3 33,51 

(28,66 – 39,17) 

23,98 

(22,26 – 25,83) 

6,00 

(5,71 – 6,31) 

L 929 31,45 

(27,43-36,07) 

--- 25,58 

(21,78 – 30,05) 

 

Os valores de CI50 estão apresentados em μg/mL e foram calculados a partir de regressão não linear 

utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de confiança (IC 95%) 

foram obtidos por meio de pelo menos três experimentos independentes realizados em duplicata. 

 

A M1 apresentou efeito citotóxico nas linhagens tumorais testadas após 

tratamento por 24 horas até a concentração de 33,51 µg/mL, a maior encontrada nesse 

período, permitindo calcular os valores de CI50. Nas células da linhagem HCT-116, o 

extrato testado apresentou efeito citotóxico de maneira tempo-independente, com valores 

de CI50 de 8,74 µg/mL, após 24 horas de tratamento e 7,15 µg/mL, para um tempo de 72 

horas, enquanto que nas células da linhagem PC3, avaliando o efeito durante o mesmo 

tempo de incubação, mostrou um efeito citotóxico após o tempo de 24 horas com valores 

de CI50 33,51 8,74 µg/mL até  6,00 8,74 µg/mL após um tempo de 72  horas mostrando 

um comportamento tempo-dependente (Tabela 5). 

 

Além dessa análise foi determinado o índice de seletividade, e se o resultado   for 

>2 significa apresentar seletividade para células tumorais. Os resultados estão 

apresentados na tabela 7. 

  



43 

 

 

Tabela 7-  Índice de seletividade (IS) da M1 

Linhagem IS٭ 

HCT-116 3,57 

PC3 4,26 

MCF-7 1,26 

SNB-19 0,76 

NCIH-460 1,71 

 

* (IS=CI50 linhagem não tumoral̸ CI50 linhagem tumoral) 

 

Os resultados mostraram que a M1 é mais seletiva a linhagem HCT-116, PC3, 

(IS=3,57 e 4,26, respetivamente) com um tempo de tratamento de 72 horas, quando 

comparados frente as outras linhagens tumorais. 

 

4.3 Teste de viabilidade celular em HCT-116 após o tratamento com o TD (M1) 

durante 24 horas pelo método de exclusão do corante azul de Tripan. 

 

O teste de viabilidade celular por exclusão do azul de Tripan foi realizado para 

quantificar individualmente células viáveis e não viáveis após 24 horas de incubação com 

o TD (Figura 15). As concentrações de 4,5; 9,00 e 18,00 µg/mL foram utilizadas no ensaio 

baseadas no valor de CI50 obtido pelo teste do MTT após 24 horas de incubação na 

linhagem HCT-116. 

 

O resultado deste teste mostrou uma redução estatisticamente significativa 

(p<0,0001) do número de células viáveis em todas as concentrações testadas quando 

comparadas ao controle. Além disso todas as concentrações testadas foram capazes de 

reduzir em aproximadamente 50% o número de células viáveis. Esses dados sugerem que 

possivelmente o extrato da M1 atue de forma citotóxica, inibindo da proliferação celular 

frente às células HCT-116. 
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 Figura 15-  Avaliação da viabilidade celular na linhagem HCT-116, após o tratamento com M1 durante 

24 horas de tratamento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados correspondem à média ± E.P.M. de no mínimo três experimentos independentes. * p<0,05 

comparado ao controle negativo, ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle negativo por ANOVA. 

 

4.4 Avaliação das alterações morfológicas da linhagem HCT 116 após o tratamento 

com a M1 

 

As células HCT-116 são caracterizadas pela sua morfologia poligonal, com 

citoplasma visível e de forma irregular, núcleo definido. Após os dados do citotoxicidade, 

foi realizado a análise morfologia das células tratadas com o TD foi realizada por 

microscopia optica e por meio do Kit panótico rápido (Figura 16).  

 

Figura 16-  Imagens da morfologia das células HCT 116 após o tratamento de 24 horas com a M1, 

coradas com panótico rápido. Células visualizadas por microscópio optico na objetiva de 20x. 
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(A e B) controle negativo e a Doxorrubicina 0,3μg/ml como controle positivo, respectivamente. (C, D e 

D) células de HCT 116 tratadas com a M1 nas concentrações de 4,5; 9 e 18 μg/mL. Respectivamente. 

Células com presença de ´´Blebs´´ estão representadas pelas setas verdes; células com aumento do 

tamanho vacúolos estão representadas pelas setas vermelhas; células com aumento do citoplasma estão 

representadas pelas setas amarela e células em necrose estão representadas com setas pretas. 

 

Na análise das imagens foi possível visualizar um aumento do número de 

vacúolos, e uma mudança na morfologia da célula a partir da primeira concentração 

testada do extrato (4,5 μg/mL) e quando comparamos com a maior concentração de 18 

μg/mL essa diferença morfológica celular se apresenta mais acentuada. Outro fato 

visualizado é que desde a menor concentração se observou a presença de blebs o que pode 

indicar o início de um processo de apoptose, além disso foi visualizado uma diminuição 

da densidade celular quando comparado ao controle. A partir da concentração de 9,00 

μg/ml (D) existe uma presença de células necróticas assinaladas pelas setas pretas. 

 

4.5 Estudo de mecanismo de morte de TD (M1) 

 

4.5.1 Avaliações da integridade da membrana e da densidade das células de HCT-

116 tratadas com TD (M1) 

 

Na análise da integridade de membrana observou-se uma resposta ao efeito da M1 

sobre a integridade de membrana (Figura 17) e densidade das células HCT-116 (Figura 

18), determinada por citometria de fluxo. 

 

E 
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Figura 17-  Analise da integridade de membrana das células HCT 116 após o tratamento com TD, após 

incubação de 24 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados correspondem à média ± E.P.M. de no mínimo três experimentos independentes. * p<0,05 

comparado ao controle negativo, ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle negativo por 

ANOVA, seguido do teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

Como observado na figura 17, foram encontradas alterações estatisticamente 

significativas na integridade da membrana das células tratadas com TD (M1), sendo 

possível observar que a amostra teste causou danos na membrana das células. Ao avaliar 

a densidade celular (Figura 18), foi observado uma diminuição estatisticamente 

significativa (< 0.0001) do número de células nas diferentes concentrações testadas 

quando comparado com o controle, sugerindo que o TD (M1) proporciona uma inibição 

da proliferação de células HCT-116. A doxorrubicina (Dox) alterou a integridade de 

membrana das células de forma significativa, além de reduzir a densidade de células. 

 

Figura 18-  Analise da densidade celular das células HCT 116 após o tratamento com o TD, após 

incubação de 24 horas. 
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E. 18μg/mL 
C. 4,5 μg/mL 

D. 9μg/mL 

Os dados estão apresentados como os valores da média ± E.P.M., obtidos por pelo menos três 

experimentos realizados em triplicata. *p < 0.05, ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle 

negativo por ANOVA, seguido do teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

4.5.2 Avaliações do ciclo celular das células HCT-116 tratadas com M1 

 

Na análise do perfil ciclo celular das células HCT-116 tratadas com M1 por 24 

horas, foi possível verificar que a M1 interferiu no ciclo celular das células tratadas. 

Quando comparadas ao controle negativo. Seu comportamento foi parecido ao perfil 

promovido, neste experimento, pela doxorrubicina (Dox) que além, de diminuir o número 

de células na fase G0/G1 e aumento da fase G2/M, de forma significativa (p<0,05) em 

relação ao controle negativo (Figura 19 e 20). 

 

Figura 19-  Avaliação do perfil do ciclo celular por citometria de fluxo nas células HCT 116 após o 

tratamento de 24 horas com TD. 
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Os gráficos apresentados foram obtidos utilizando o programa ModFit LT. Ilustração de uma réplica 

representativa de cada experimento. 

 

Avaliação do ciclo celular nas células de HCT 116 após o tratamento de 24 horas 

com o TD nas concentrações testadas (4,5; 9,00 e 18,00 μg/mL); seguiram o padrão do 

controle positivo utilizando a Doxorrubicina 0,3 μg/mL como controle positivo, podendo 

ser observado na figura 20, que o extrato promove uma parada do ciclo celular em G2/M, 

quando comparada com o controle negativo. 

 

Figura 20-  Avaliação do ciclo celular nas células de HCT 116 após o tratamento de 24 horas com TD. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados estão apresentados como os valores da média ± E.P.M., obtidos por pelo menos três 

experimentos realizados em triplicata*p < 0,05 , ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle 

negativo por ANOVA, seguido do teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

4.5.3 Avaliações do padrão de morte celular  

 

Os resultados são apresentados na figura 21, mostraram que a M1 induziu uma 

fragmentação do DNA de forma significativa (p<0,05) somente na concentração de 18,00 
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μ/mL quando comparado com o controle negativo, sugerindo que M1 pode causar dano 

ao DNA em concentrações maiores. 

 

Figura 21-  Efeito da M1 sobre a fragmentação de DNA, por citometria de fluxo, após 24 horas de 

tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados estão apresentados como valores de media ± E.P.M., obtidos por 3 experimentos realizados em 

quintuplicada *p<0.05 comparado com o controle, por ANOVA seguido do teste Dunnett's e Tukey’s 

Multiple Comparison. 

 

4.5.4 Determinação do potencial transmembrânico da mitocôndria  

 

Para avaliar o papel da mitocôndria no tipo de morte de apoptose induzida pela 

M1 foi conferido se o extrato promove alterações no potencial transmembrânico da 

mitocôndria. Foi utilizado como controle positivo a doxorrubicina 1,2 μg/mL e utilizando 

o TD (M1) nas concentrações de 4,5; 9,00 e 18,00 μg/mL. Com esse experimento foi 

observado despolarização mitocondrial nas células HCT-116 tratadas com M1 e a 

Doxorrubicina (Figura 22 e 23), mostrando uma diferença significativa (P< 0,0001) 

quando comparado ao controle negativo. 
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Figura 22-  Avaliação do potencial transmembrânico da mitocôndria das células HCT 116 após o 

tratamento com a M1 durante 24 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados estão apresentados como os valores da média ± E.P.M., obtidos por dos experimentos 

realizados em quintuplicada. *p < 0.05, ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle negativo por 

ANOVA, seguido do teste Dunnett's e Tukey’s Multiple Comparison. 

 

Figura 23-  Avaliação do potencial transmembrânico da mitocôndria das células HCT 116 após o 

tratamento com a M1 durante 24 horas. 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

A.Controle negativo, B. controle positivo (Dox), C.D. e E. 4,5; 9,00 e 18,00 μg/Ml respetivamente. 

Os gráficos apresentados foram obtidos utilizando o programa GUAVA IN CITY. Ilustração de uma 

réplica representativa de cada experimento. 
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4.5.5 Coloração diferencial por Laranja Acridina/ Brometo de Etidio 

 

Para confirmar a atividade antiproliferativa de TD (M1) relaciona-se com a 

indução de apoptose ou necrose, a analise morfológica das células HCT 116 tratadas com 

o extrato de TD foi investigada utilizando a coloração diferencial de acridina laranja- 

brometo de etídio por microscopia de fluorescência. O porcentual de células viáveis, 

apoptóticas e necróticas foram observadas em comparação do grupo controle negativo, 

atingido 98.5% das células viáveis. Como nos demais testes o extrato de TD causou 

alterações morfológicas significativas em todas a concentrações testadas nas células HCT 

116 quando comparadas com o controle negativo. Também foi observar uma diminuição 

da porcentagem de células viáveis e que a partir da primeira concentração de 4,5 μg/mL 

teve um aumento de um 13,8% das células apoptóticas, enquanto que para as 

concentrações de 9, 18 μg/mL o aumento foi de 23,43% e 28,33% respectivamente. No 

entanto, na concentração de 18 μg/mL apresentou um discreto aumento de 2,96% de 

células em processo de necrose. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo, 

causou 5,4% de apoptose e um 9,10 % de necrose, provocando também uma diminuição 

das células viáveis (Figura 24). 

 

Figura 24-  Avaliação de indução de apoptose e necrose pelo método de coloração diferencial por 

Acridina laranja/ Brometo de Etidio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito do extrato de TD na viabilidade de células HCT 116 coradas com Acridina laranja/brometo de 

Etidio determinado por microscopia de fluorescência após o tratamento de 24 horas de incubação. 

Doxorrubicina 1.2 μg/mL foi utilizada como controle positivo (Dox). Os dados estão apresentados como 
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valores de media ± E.P.M., obtidos por 3 experimentos realizados em quintuplicada *p<0.05 comparado 

com o controle, por ANOVA seguido do teste Dunnett's e Comparison. 

 

4.6 Avaliação dos efeitos pro-oxidativos da M1 na linhagem de HCT-116. 

 

4.6.1 Atividade citotóxica in vitro da M1 frente a Linhagem HCT-116, utilizando 

o N-Acetil-L-Cisteina (NAC). 

 

Para avaliar o perfil de geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi 

utilizado o NAC 4µM como antioxidante de escolha, durante 2 horas antes e depois de 

testar o extrato da M1 durante 24, 48 e 72 horas (Tabela 8). 

 

Tabela 8-  Potencial antiproliferativa da M1 frente a HCT-116 após 24, 48 e 72 horas de incubação 

determinado pelo método MTT, antes e depois de 2 horas de tratamento com NAC. 

 

 

Os valores de CI50 estão apresentados em μg/mL e foram calculados a partir de regressão não linear 

utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de confiança (IC 95%) 

foram obtidos por meio de pelo menos três experimentos independentes realizados em triplicata. 

 

Com os resultados obtidos na tabela 8, se observa que o potencial antiproliferativa 

da M1 diminuiu a partir de um tempo de incubação de 24 horas passando de uma 

concentração de 8,74 μg/ml para uma de 44,91 μg/ml quando a placa foi pré tratada com 

o NAC pois, a substância não promove atividade antiproliferativa na presença do NAC 

(>100μg/ml). Para um tempo de incubação de 48 horas a concentração passa de 8,46 

μg/ml para uma concentração de 18,12 μg/ml quando a placa é pre-tratada com NAC a 

IC50 aumenta para 39,36 μg/ml na presença do NAC. No tempo de 72 h passa de uma 

concentração de 7,15 μg/ml para uma concentração de 16,11 μg/ml e quando está na 

presença do NAC aumenta para 21,87 μg/ml. Com os resultados mostrados acima na 

Amostra IC 50 (INTERVALO) µg/ml 

24 H 48 H 72 H 

M1 8,74 

(6,83 – 11,18) 

8,46 

(6,452 -11,09) 

7,15 

(6,26-8,17) 

M1 + NAC 

(2 HORAS ANTES) 

44,91 

(39,93 – 50,52) 

18,12 

(16,18 -20,28) 

16,11 

(14,47- 17,94) 

M1+NAC 

(2 HORAS DEPOIS) 

>100 39,36 

(36,16 – 42,84) 

21,87 

(19,51 -24,51) 
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tabela 8, quando a placa é pre-tratada com o NAC 2 horas antes, e 2 horas depois, 

apresenta uma diferença significativa nas concentrações de IC50 obtidas. A M1 apresentou 

um perfil de concentração tempo-independente na linhagem HCT-116, porém o NAC 

reverteu o efeito antiproliferativo da M1, sugerindo que a M1 é dependente da geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) para ter efeito antiproliferativo.  

 

4.6.2 Analise da indução de produção de AVOs em células de HCT-116 após o 

tratamento com a M1 durante 24 horas.  

 

Por meio de análise visual foi possível verificar o aumento da fluorescência 

vermelha nas células que foram tratadas com a M1 na concentração de 4,5 μg/ml e na 

concentração de 9,00 μg/ml pode se observo a diminuição de células viáveis, quando 

comparado com o controle negativo, e na presença do NAC não foi observado essa 

redução de células, relacionando-se os resultados que as células de HCT-116 após o 

tratamento com o extrato, ocorre uma indução de um processo de estresse celular. (Figura 

25).  

 

Figura 25-  Avaliação da presença de AVOs por microscopia de fluorescência de células HCT-116, após 

o tratamento de 24 horas com M1, no aumento de 40 x. 
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A)controle negativo, B) controle positivo Doxorrubicina C) M1 4,5 μg/ml D) 9,00 μg/ml . 

*N=NAC 4 μM, *CL=Cloreto de amônio 10 µM. As fotos apresentadas foram obtidas 

utilizando câmera através no microscópio de fluorescência. Ilustração de uma réplica 

representativa de três experimentos. Setas brancas representam AVOs. 

 

4.7 Dano ao DNA 

 

4.7.1 Teste cometa em condições alcalinas e neutras 

 

Foi avaliado de forma indireta se a M1 promove dano ao DNA, através da 

formação de EROs. Para conferir a ocorrência de lesões no DNA, o teste cometa foi 

realizado nas células HCT-116 em condições alcalinas, após o tratamento de 24 horas. 

Foi observado que M1 gerou dano ao DNA das células HCT-116 (74,5). Além disso, foi 

utilizada a enzima hOGG1 que reconhece lesões de DNA por EROs, especificamente 

danos na base nitrogenada Guanina, quando sofrerem oxidação e pode-se observar que 

dentro desse dano provocado pela M1, existe um dano nas guaninas (135,55). Com isso 

também foi utilizado o Bromoheptano (BH), que reduz as concentrações intracelulares de 

glutationa, e observou-se que na presença da M1 o dano ao DNA é mais pronunciado 

(192,50), porém este efeito foi totalmente revertido quando as células foram tratadas com 

NAC 4μM, efeitos que foram comparados ao controle negativo (Tabela 9). 

 

O teste cometa em condições neutras, foi realizado para avaliar lesões mais 

severas do DNA, que acontece quando ocorre a quebra de fita dupla no DNA. Como foi 

observado anteriormente a M1 induzi lesões no DNA, mas a lesão não é especifica, então 

como estes resultados se observa que dentro das lesões está a quebra de fita dupla (18,00) 

no DNA, e esta é aumentado quando existe uma privação de glutation intracelular (54,16), 

porém os efeitos foram reduzidos pelo NAC, tanto para o controle positivo e a M1 

sugerindo que, provavelmente o dano no DNA ocorre através de um dano oxidativo 

dependente de EROs (Tabela 9).  
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Tabela 9-  Indução de lesões do DNA, após o tratamento de 24 horas 

 

 

 
Condições de pH. 

 
  Índice de lesões ao DNA ± E.P.M 

Amostra Concentração pH>13 pH 8.5 

Controle negativo  

--- 

5,00 ±2,09 2,16±1,60 

Controle 

negativoH  

6,33±1,75 --- 

Controle 

negativoN  

7,00±2,60 5,33±3,15 

B-lapachona  

10μM 

  

108,00±17,65* 28,25±6,70* 

B-lapachonaN 3,75±2,06 5,00±2,70 

B-lapachona B 181,75±8,95* 75,25±9,81* 

 M1   

 

9,00 μg/mL 

74,5±7,24* 18,00±5,53* 

M1 N 12,67±2,06 4,50±2,88 

M1B 192,50±18,04* 54,16±7,46* 

M1H  135,35±11,75* --- 

 

B BH=50 μM, H HOGG1=1:500, N NAC 4 μM *p< 0,0001 comparado com o controle os valores de índice 

de lesões foram calculados a partir de regressão não linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 

(GraphPad Software). Os intervalos de confiança (IC 95%) foram obtidos por meio de pelo menos três 

experimentos independentes realizados em triplicata 

 

4.7.2 Avaliação da peroxidação pelo teste TBARS 

 

Para medir se existem um processo oxidativo por EROs, é possível medir um dos 

produtos do resultado do processo de peroxidação de lipídica primaria e secundaria pelas 

condições hidrolíticas da reação. O teste mede o malondialdeído (MDA) presenta na 

amostra. E observou-se um aumento significativo das concentrações do MDA (9,25 

nmol/mg proteína) após o tratamento com a M1 na concentração de 9,00 μg/mL, quando 

comparado ao controle negativo, efeito observado também para a B-lapachona (16,50 

nmol/mg proteína), sugerindo que existe um processo de peroxidação de lipídios como 

resposta ao estresse oxidativo provado por EROs, já que os efeitos da M1 e do controle 

positivo são revertidos na presença do NAC (Figura 26). 

  



61 

 

 

Figura 26-  Avaliação de MDA no tratamento com a M1 nas celulas HCT-116, após 24 horas de 

incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados estão apresentados como valores de media ± E.P.M., obtidos por 3 experimentos realizados em 

quintuplicada *p<0.05 comparado com o controle, por ANOVA seguido do teste Dunnett's e Comparison. 

 

 

 

4.7.3 Avaliação da produção de Nitritos/Nitratos 

 

Quando existe a peroxidação de lipídios o NO está envolvido na sinalização, e 

outras espécies, que provoca danos oxidativos induzidos por EROs. O NO é medido em 

concentrações de subproduto de nitratos e nitritos. Nos resultados observou-se que 

existem um aumento significativo desses dos compostos quando comparadas ao controle 

negativo, tanto para a M1 e o controle positivo B-Lapachona e não se observou diferença 

significativa quando foram tratados com NAC, sugerindo que existem um processo de 

estresse oxidativo por EROs, induzido pela M1 (Figura 27). 
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Figura 27-  Avaliação da produção Nitritos/Nitratos após o tratamento de 24 horas com a M1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados estão apresentados como valores de media ± E.P.M., obtidos por 3 experimentos realizados em 

quintuplicada *p<0.05 comparado com o controle, por ANOVA seguido do teste Dunnett's e Comparison. 

 

 

4.8 Determinação de GSH e GSSH 

 

Os níveis intracelulares de glutationa reduzida e oxidada nas células HCT-116, foi 

avaliado após um tempo de incubação de 24 horas e confirmar se os níveis de EROs estão 

relacionados a depleção de glutationa nas células tratadas. Com isso, a tabela 6 mostra 

que os níveis de glutationa reduzida foram diminuídos apresentando, assim, diferença 

estatisticamente significativa quando comparada ao controle negativo. Com isso, os 

níveis de glutationa oxidada aumentaram, após o tratamento com TD (9,00 µg/mL) e 

Doxorrubicina (controle positivo 0,3 µg/mL). Além disso, houve diminuição da razão 

GSH/GSSH quando comparado ao controle negativo (Tabela 10). 
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Tabela 10-  Niveis intracelulares da glutationa reduzida e oxidada em celulas de HCT-116 após 24 horas 

de tratamento. 

  Tióis intracelulares (μg/mg proteína)  

Amostra Concentração 

µg/mL 

GSH 

24 H 

GSSH 

24 H 

GSH/GSSH 

Controle 

negativo 

- 2,74± 0,04 

 

0,95± 0,032 

 

3,70±0,025 

Doxorrubicina 0,30 2,11± 0,072* 

 

1,52± 0,047* 

 

3,63±0,091 

M1 9,00 1,28± 0,035* 

 

2,06± 0,127* 

 

3,34±0,035* 

*p< 0.0001 comparado com o controle, Os valores de tios intracelulares apresentados em μg/mg proteina 

e foram calculados a partir de regressão não linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad 

Software). Os intervalos de confiança (IC 95%) foram obtidos por meio de pelo menos três experimentos 

independentes realizados em triplicata. 

 

 

  



64 

 

 

5. DISCUSSÃO  

 

O potencial uso de plantas medicinais para o tratamento de doenças é conhecido 

em todas as sociedades, e tem sido aplicado na medicina tradicional. Com a ajuda do 

desenvolvimento de tecnologias modernas, nos últimos anos, está permitindo o 

isolamento dos elementos ativos de plantas com diversas atividades farmacológicas. No 

ano de 1950 e 1970, foram introduzidas no mercado farmacêutico dos Estado Unidos 

aproximadamente 100 novos fármacos antineoplásicos derivados de plantas, como a 

Deserpidina, Rescinamina, Reserpina, Vinblastina e Vincristina. De 1971 ao ano 1990, 

apareceram no mercado mundial Etopósidos, Tenipóside e Glicósidos. De 1991 a 1995, 

foram introduzidos o Paciltaxel, o Topotecan, e o Irinotecan (CRAGG; NEWMAN; 

SNADER, 1997). 

 

A procura de novos compostos com atividade antineoplásica estão sendo 

investigados, para obter compostos mais seletivos a células tumorais e assim, diminuir os 

efeitos colaterais provocados pelos quimioterápicos atualmente utilizados. Com isso tem 

ocorrido estudos em diferentes espécies de plantas como a família Asteraceae que 

apresentam efeitos biológicos antitumorais a partir dos extratos de etanoicos de diferentes 

espécies (Arctium lappa, Artemisia absinthium, Calendula officinalis, Centaurea, cyanus, 

Tanacetum vulgare e Tragopogon pratensis) exibindo propriedades citotóxicas in vitro e 

induzindo a morte celular (MAGDALENA WEGIERA, 2012). 

 

Dentro dessa visão, estudos vêm sendo realizados com Tithonia diversifolia (TD) 

pois esta espécie tem mostrado que extratos produzidos da parte aérea da planta possui 

vários metabolitos secundários que têm atividade antiproliferativa significativa 

(BOHLMANN et al., 1980; GU et al., 2002; HE et al., 2010).  

 

No presente trabalho foi avaliado o potencial antiproliferativo do extrato etanólico 

das folhas de Tithonia diversifolia (TD), em diferentes linhagens tumorais por meio do 

método de MTT, além disso, também foi investigado o possível mecanismo de morte in 

vitro em células de câncer colorretal HCT-116. 
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O resultado obtido, no ensaio de citotoxicidade, foi que para as linhagens testadas 

com extrato etanólico apresentaram CI50 que variaram de 6,006 a 35,39 µg̸ml, após um 

tempo de incubação de 72 horas. Este efeito também foi observado por Gu e 

colaboradores (2002), no primeiro trabalho publicado sobre o TD, que realizou o estudo 

utilizando o fracionamento guiado do extrato de acetato de etila das partes aéreas em 

células de câncer de cólon humano (Col2) e em leucemia mielocítica humana (HL-60) 

por meio do teste colórimetrico de Sulforodamina B. Nesse estudo, foi avaliado o seu 

potencial como agentes quimiopreventivos do câncer, além da atividade antiproliferativa 

e de sua indução de diferenciação celular. Hua Liao e colaboradores (2011), também, 

relataram atividade citotóxica contra o Hepatoma humano Hep-G2 no ensaio realizado ao 

extrato metanólico de TD. Chiang e colaboradores (2004), avaliaram pelo método 

colorimétrico XTT o extrato de cinco plantas medicinais tradicionalmente usadas em 

Taiwan contra células leucêmicas in vitro (K562, L1210, P3HR1, Raji e U937), e em seus 

resultados a TD apresentou valores de IC50 significativos contra as outras quatro 

linhagens leucêmica. Posteriormente no fracionamento guiado a citotoxicidade do extrato 

MetTOH a 80% de Tithonia diversifolia apresentou atividade citotóxica contra células de 

leucemia HL-60.  

 

Neste trabalho foi avaliado o efeito temporal que do extrato de TD observou-se 

que este exibiu diferentes comportamentos temporais nas linhagens celulares testadas, 

apresentando menores CI50 para as linhagens de câncer de colorretal e próstata. Porém, 

para a linhagem de PC3 mostrou um comportamento tempo dependente, enquanto esse 

efeito não foi observado para a linhagem HCT-116 (tempo independente). Essa variação 

pode estar relacionada a diferentes fatores como porque exemplo o tempo de replicação 

da linhagem celular, o plaqueamento. Este efeito também foi observado em outra espécie 

da família Asteraceae, em diferentes estudos do extrato da Artemisia annua L. que exibiu 

um comportamento temporal tempo dependente, na linhagem de cancer colorretal (HCT-

116) no seu efeito citotóxico (KIM et al., 2017; LEE et al., 2019), porém na linhagem 

PC3 mostrou um comportamento tempo não dependente (WORKU et al., 2013). 

 

Quanto a seletividade do extrato frente as linhagens tumorais e não tumoral, foi 

observado o comportamento de seletividade de TD frente as linhagens tumorais, 

mostrando maior seletividade para as duas linhagens tumorais PC-3 e HCT-116 do que 

para a linhagem não tumoral (L929). Em estudos realizados por Kim e colaboradores 
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(2017) mostraram que a Artemisia annua L. não teve efeito na viabilidade celular em 

células normais de fibroblastos humanos.  

 

No trabalho realizado por Magdalena e colaboradores (2012) apresentaram para 

uma linhagem celular de leucemia T aguda humana, a citotoxicidade com o teste de 

exclusão do azul de tripan foi conduzido em uma faixa de concentrações (0,04 ± 1,0 

mg/ml) em diferentes espécies da família Asteraceae após 24 horas de tratamento, sendo 

capazes de inibir aproximadamente o 46,33-50,97% do crescimento celular. Também 

estudos realizados do extrato aquoso da Achyrocline satureioides (Asteraceae) apresenta 

também efeitos concentração dependente com o teste de azul de tripan, mostrando 

diminuição da proliferação celular (MARTA C.T. DUARTE, 2016). 

 

Quando realizado o teste de viabilidade celular por exclusão do corante azul de 

tripan, os resultados corroboraram com o teste de MTT, pois foi possível observar que o 

TD reduziu o número de células viáveis, ou seja, uma diminuição na proliferação celular 

e um aumento estatisticamente significativo das células não viáveis de HCT-116, quando 

comparado com o controle negativo, mostrando um comportamento concentração 

dependente, após de um tempo de incubação de 24 horas. Estudos realizados por Liao e 

colaboradores (2011) mostraram que o extrato de TD apresenta uma diminuição da 

viabilidade celular nas células U373 após o tratamento de incubação de 24 horas a partir 

de uma concentração de 1,25 μg/ml, com um comportamento concentração dependente. 

 

Diferentes extratos de diferentes espécies da família Asteraceae induzem 

mudanças morfológicas em diferentes linhagens celulares com caraterísticas de morte por 

apoptose, necrose ou autofagia entre outras (BABAEI et al., 2018; LIAO et al., 2013; 

MAGDALENA WEGIERA, 2012; MARTA C.T. DUARTE, 2016). 

 

Ao analisar a morfologia celular das células HCT-116 após um tempo de 

incubação de 24 horas com o TD, todas as características foram comparadas com o 

controle negativo, mostrou visualmente que os resultados mostravam o mesmo padrão 

observados nos demais testes realizados, isto é, uma diminuição da densidade celular, 

com um padrão concentração dependente. Além disso, morfologicamente foi observado 

a presença de aumento do citoplasma, presença de blebs, perda da membrana plasmática, 

presença de vacúolos em todas as concentrações e células necróticas só nas concentrações 
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maiores testadas. Estes resultados sugerem que o TD, nas células HCT-116, ocasiona um 

tipo de estresse celular, induzindo como consequência um tipo de morte por apoptose. 

Com a continuidade do estudo de mecanismo de morte do extrato de TD frente a linhagem 

HCT-116 os resultados de citometria de fluxo, mostraram uma redução significativa do 

número de células tratadas com o TD, quando comparadas com o controle negativo, dados 

que corroboram com o teste do tripan. Houve diferença significativa entre as 

concentrações testadas (4,5 µg̸ml; 9,00 µg̸ml e 18,00 µg̸ml) quanto a densidade de 

células. Além disso, a amostra causou danos na integridade de membrana celular. Estes 

achados sugerem uma possível atividade citotóxica do extrato após 24 horas de 

incubação.  

 

Em estudos da análise morfológica realizada em células U373 mostraram 

evidencia de caraterísticas de morte por apoptose além de presença de vacúolos após o 

tratamento de 24 horas com o TD ao serem analisados por microscopia eletrônica (LIAO 

et al., 2011), além disso, nas células Hep-G2 observou-se, uma diminuição da população 

celular sendo concentração dependente, presença de blebs e aumento do tamanho 

citoplasmático (LIAO et al., 2013) após o tratamento de 24 horas com o extrato de TD. 

 

Com a continuidade do estudo de mecanismo de morte do extrato de TD frente a 

linhagem HCT-116 os resultados de citometria de fluxo, mostraram uma redução 

significativa do número de células tratadas com o TD, quando comparadas com o controle 

negativo, dados que corroboram com o teste do Tripan. Houve diferença significativa 

entre as concentrações testadas (4,5 µg̸ml; 9,00 µg̸ml e 18,00 µg̸ml) quanto a densidade 

de células. Além disso, a amostra causou danos na integridade de membrana celular. Estes 

achados sugerem uma possível atividade citotóxica do extrato após 24 horas de 

incubação. 

 

Muitas moléculas com atividade antineoplásica atuam interferindo no ciclo 

celular, algumas são fase-especifica e outras fase-inespecífica (LÚCIA DE ALMEIDA et 

al., 2005). Existem também muitos agentes anticâncer que promovem danos no DNA que 

provocam parada do ciclo celular, na fase G0 / G1 ou G2 / M, que podem induzir apoptose 

(HU et al., 2009; KESSEL; LUO, 2000). Liao e colaboradores (2011) demostraram a 

atividade antitumoral de extrato de Tithonia diversifolia, frente a células de glioblastoma 

(U373), e os resultados exibiram seu potencial para produzir parada na fase G2 / M após 
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um tempo de incubação de 24 horas. Na análise do efeito de TD no perfil do ciclo celular 

das células HCT-116, após um tempo de incubação de 24 horas, por meio da análise do 

conteúdo de DNA, foi possível verificar alterações no ciclo celular, apresentando uma 

parada na fase G2 / M, não apresentando diferença estatisticamente significativa entre as 

concentrações testadas porem, existiu diferença quando comparada ao controle negativo, 

levando uma inibição do crescimento celular. Entretanto, Liao e colaboradores (2013), 

realizando a mesma análise sobre o extrato de Tithonia diversifolia em células de 

carcinoma de Hepatoma (Hep-G2), a resposta foi a parada na fase S do ciclo celular.  

 

A apoptose, é caracterizada por alterações morfológicas e bioquímicas. Dentre as 

alterações morfológicas, pode-se mencionar a redução do volume celular, condensação e 

fragmentação nuclear, formação de blebs e perda de adesão a células vizinhas. Em quanto 

a alterações bioquímicas envolvem a ativação de endonucleases, responsáveis pelo 

processo de fragmentação do DNA (GRIVICICH A;, 2007). 

 

A ocorrência de fragmentação do DNA é característica de diferentes processos de 

morte celular. No estudo feitos por Liao e colaboradores (2011-2013), apresentam que o 

extrato de Tithonia diversifolia apresenta um aumento na fase Sub-G1, ou seja, uma 

fragmentação do DNA (LIAO et al., 2013, 2011), neste trabalho também o extrato 

apresentou um aumento na fase Sub-G1, na última concentração testada, quando 

comparado ao controle negativo. 

 

Um dos eventos que marcam o mecanismo de apoptose intrínseca é a ocorrência 

de despolarização mitocondrial (GALLUZZI et al., 2012), pois a mitocôndria tem um 

papel importante na regulação da sinalização apoptótica (JOHNSON; WALSH; CHEN, 

1980). Este efeito pode ser analisado por meio de um teste denominado de Rodamina 123. 

Ao realizá-lo com as células HCT-116 tratadas com TD o resultado foi que ocorreu uma 

despolarização mitocondrial, o que sugere que o extrato induz a apoptose por colapso do 

potencial de membrana celular. Com os parâmetros avaliados anteriormente por 

citometria de fluxo e coloração diferencial confirmou-se as alterações morfológicas com 

apoptose, após o tratamento com o TD. 

 

Alguns fitoquímicos podem desencadear citotoxicidade e apoptose mediadas por 

EROs em células cancerígenas. Embora outros compostos derivados de plantas possam 
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melhorar defesas antioxidantes por eliminação de radicais ou estimulação de enzimas 

antioxidantes intracelulares, a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) que levam 

ao estresse oxidativo, é uma das estratégias que podem-se mostrar eficazes em danificar 

células cancerosas (VALLEJO; SALAZAR; GRIJALVA, 2017). 

 

Alguns trabalhos indicam que a produção de radicais livres pode induzir 

alterações celulares, além de estarem envolvidos com proliferação, diferenciação e morte 

da célula (SAHU et al., 2007). Ao avaliar se o efeito antiproliferativo causado pelo extrato 

de TD, está relacionado ao estresse oxidativos, foi determinada novamente a CI50  frente 

a linhagem de HCT-116 durante 24, 48, 72 horas de tratamento, utilizando o NAC 4 µM 

(LUNGEN,KLINIK, KASSEL, 2011) para saber se diminui ou reverte o efeito de TD, e 

observou-se que o NAC conseguiu reverter o efeito antiproliferativo provocado do extrato 

de TD, alterando as concentrações, já que na presença do NAC a concentração CI50 é 

alterada significativamente, após o tratamento de 24, 48 e 72 horas, sugerindo uma perda 

de efeito antiproliferativo. O NAC é uma molécula reativa que forma complexos, por se 

complexar com algumas substâncias ela ocasiona diminuição do efeito citotóxico, isto 

provavelmente ocorreu com o extrato de TD, pois foi possível observar alterações nas 

CI50 com a mudança nas concentrações testadas. 

 

Ao avaliar se o TD induz um estresse celular nas células de HCT-116, após o 

tratamento de 24 horas, foi utilizado o corante AO, para poder identificar a presença de 

AVOs, através de microscopia de fluorescência, e na análise foi encontrado um aumento 

de AVOs nas células tratadas com TD, quando comparado ao controle negativo. Também 

foi possível verificar que o TD na presença do NAC 4 µM, não houve um aumento visual 

significativo de AVOs, quando comparado o TD sem a presença do NAC, mostrando 

maior quantidade de células viáveis. Isto indica que, o TD induz o processo de estresse 

celular nas células HCT-116, como resposta da formação de EROs. 

 

Existem diferentes quimioterápicos atuam induzindo direta ou indiretamente 

quebras de fita dupla no DNA, por diversas vias, (DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 

2003; SCHIEBER; CHANDEL, 2014; YANG et al., 2018), que são utilizadas no 

tratamento do câncer e promovem seus efeitos antineoplásicos através de formação de 

EROs. O estresse oxidativo é conhecido por causar danos celulares como dano na 

integridade de membrana ocasionando instabilidade genômica e induzindo dano ao DNA 
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(FLEURY; MIGNOTTE; VAYSSIÈRE, 2002). O dano ao DNA é alvo e a lesão pode ser 

na dupla fita de DNA podendo levar as células para uma morte por apoptose (JACOBS; 

SCHÄR, 2012; KRYSTON et al., 2011). O reconhecimento dessas lesões é iniciado por 

diversas proteínas o que finalmente resulta em parada o ciclo celular, reparo do DNA ou 

apoptose (JÚNIOR et al., 2015). 

 

Uma grande diversidade estrutural e uma ampla gama de atividades e são 

encontradas principalmente no gênero da família Asteraceae, como a Artemísia, a Arnica, 

a Ambrosia, a Helenium, a Tanacetum e a Vernonia mostrando efeitos antiploriferativos 

no aumento de EROs que podem induzir apoptose através de efeitos mitocondriais, 

mostrando lesões ao DNA e níveis baixos de glutationa reduzida em células cancerígenas 

(BABAEI et al., 2018; BUSKUHL et al., 2009)  

 

Quando avaliado se o TD provoca danos ao DNA das células tumorais (HCT-

116), pelo teste cometa após 24 horas de tratamento foi percebido que o dano ao DNA 

nas células tumorais foi significativo. Além disso, todos os danos gerados pelo TD nas 

células HCT-116 foram revertidos quando as células foram tratadas com o NAC. 

 

Com o teste cometa, na variação alcalina é capaz de detectar tanto quebras de fitas 

simples quanto de dupla fita (lesões totais ao DNA) já a variação neutra detecta apenas 

quebras de dupla fita (CAVALCANTI et al., 2011). O resultado deste estudo na variação 

alcalina observou-se que o TD induz uma lesão no DNA das células HCT-116 após o 

tratamento de 24 horas, percebendo um aumento da lesão na presença do BH que reduz 

o glutationa intracelular. Além disso, foi utilizada a enzima hOGG1 que reconhece lesões 

do DNA provocada EROs, mais especificamente quando existe guaninas em estado 

oxidado. Com isso, dentro do dano total gerado ao DNA existe um dano especifico em 

umas bases nitrogenadas (guaninas). Nos resultados do teste cometa da variação neutra, 

os resultados mostraram uma lesão de dupla fita do DNA das células HCT-116, que foram 

mais pronunciados quando a célula foi privada de glutationa intracelular. Efeitos que 

foram revertidos pelo NAC. 

 

Dano ao DNA é um conceito abrangente para mencionar diversas modificações 

que ocorrem na estrutura do DNA que podem ativar um processo de morte celular. O 

mecanismo pelo qual estas modificações iniciam o processo de morte pode depender do 
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tipo de lesão e a maneira que a célula processa ou detecta as modificações (FLEURY; 

MIGNOTTE; VAYSSIÈRE, 2002). Por tanto, as lesões no DNA podem ser induzidas de 

forma direta ou indireta no material genético através de modificações nas estruturas de 

nucleotídeos, inibição de síntese de DNA ou complexo DAN-proteínas que são 

necessárias para sua replicação adequada e também por despolarização mitocondrial 

(KRYSTON et al., 2011).  

 

Corroborando com os resultados mostrados acima, se mediu um dos produtos do 

resultado do processo de peroxidação de lipídica. O teste TBARS mede o malondialdeído 

(MDA) presenta na amostra e quando existe o processo de peroxidação de lipídios o NO 

pode estar envolvido na sinalização, e outras espécies, que provoca danos oxidativos 

induzidos por EROs. E observou-se um aumento significativo das concentrações do MDA 

e um aumento das concentrações do subproduto de nitrato e nitritos após o tratamento 

com TD um tempo de incubação de 24 horas. Porém, esse produto não se obteve diferença 

significativa quando foi tratado com o NAC. Dados que sugerem que as EROs 

desempenham um papel importante nas atividades antiproliferativa do extrato de TD. 

Sustentando novamente a hipótese, de que o extrato induz um processo de estresse 

oxidativo. 

 

A glutationa é um tripeptídeo contendo tiol que consiste em L-glutamato, cisteína 

e glicina. É abundantemente distribuído nas células de mamíferos e existe principalmente 

nas formas de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (dissulfeto de glutationa 

(GSSG). A GSH é predominantemente distribuída no citosol e com menor conteúdo nas 

organelas subcelulares, como as mitocôndrias, o núcleo e o retículo endoplasmático (ER) 

(LV et al., 2019). 

 

O aumento do nível de GSH foi observado em diferentes células cancerígenas 

humanas, e é um importante contribuinte para a patologia do câncer e a resistência à 

terapia anticâncer (TRAVERSO et al., 2013). Pelo contrário, a depleção de GSH aumenta 

a suscetibilidade das células cancerígenas a várias formas de morte celular programada e 

a sensibilidade às quimioterapias (SCHUMACKER, 2015). Consequentemente, o papel 

do GSH no início da morte celular programada em células cancerígenas tem sido bem 

implicado em estudos acumulativos mostrando que existem inter-relações entre essas 

diferentes formas de morte celular programada induzida pelo GSH. 
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Além disso, estudos demonstraram que o status redox do GSH / GSSG é um 

importante indicador de apoptose nas células cancerígenas. A apoptose está 

consistentemente associada a uma redução na proporção GSH / GSSG (ZHAO; ZHANG; 

SUO, 2012). A depleção do GSH prejudica o sistema antioxidante e leva ao aumento da 

geração de EROs, que acelera os danos mitocondriais e induz apoptose (LV et al., 2019). 

 

Como já foi determinado anteriormente o extrato de TD tem seus efeitos 

relacionado na geração de EROs. Por tanto foi avaliado se, além de formar EROs o TD 

tinha efeito nos níveis intracelulares de glutationa intracelular e assim, confirmar se os 

EROs estão relacionados a depleção da glutationa nas células tratadas. Observou-se uma 

redução da glutationa reduzida e um aumento da glutationa oxidada intracelular, 

provocando também uma diminuição da razão GSH / GSSG implicando que este processo 

esteja provavelmente induzindo tanto a despolarização mitocondrial como apoptose nas 

células tumorais tratadas (HCT-116). Liao e colaboradores (2011) comentaram que 

existem uma probabilidade de que os EROs estejam envolvidos no mecanismo de indução 

de apoptose nas células U 373, após o tratamento de 24 horas com TD, pelos achados na 

sua pesquisa. Porém não existe relatos confirmatórios que o extrato de TD induz EROs 

para induzir morte celular. Com os resultados obtidos neste trabalho sugere-se que o TD 

também esteja relacionado com a depleção de glutationa do aparato antioxidante 

intracelular das células HCT-116, após o tratamento de 24 horas, além disso, que os 

efeitos antitumorais observados pelo TD in vitro é dependente de espécies reativas de 

oxigênio, e este fato mostra o extrato como pro-oxidativo. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O extrato de Thitonia diversifolia apresentou um comportamento pro-oxidativo 

ativando a apoptose após o tratamento de 24 horas frente a linhagem de HCT-116 com 

um comportamento tempo não dependente. Além disso, o extrato de TD mostrou uma 

potente atividade antitumoral in vitro de maneira seletiva e dependente da geração de 

espécies reativas de oxigênio. De forma indireta, a formação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), levou ao estresse celular provocando um apoptose intrínseca causando 

despolarização mitocondrial, provocando lesões ao DNA e parada na fase do ciclo celular 

(G2/M). 

 

No entanto, é necessário a realização de mais experimentos a fim de confirmar os 

possíveis mecanismos de morte acima apresentadas, para elucidar todo o mecanismo de 

ação do extrato de Tithonia diversifolia. 
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Anexo A-EQUIPAMENTOS 

 

Agitador mecânico de placa, Biomixer TS 2000® 

Agitador de soluções Phoenix Luferco AP56® 

Bancada de Fluxo laminar Pachane PCR T4 ECO® 

Bancada de fluxo laminar, VECO®  

Bomba vácuo Prismatec® 

Banho-maria Kacil BM03® 

Balanza analítica Melter Toledo  

Citocentrifuga HANIL Micro 17 TR® 

Citometro de fluxo, Guava EasyCyte mini®  

Centrifuga Eppendorf 5810R® 

Citocentrifuga Ciente C CT2000®  

Deonizador de agua Mili-Q, Milipore® 

Espectrofotômetro de placa Beckman Coulter, DTX 880® 

Estufa HNuaire®  

Microscopio inversão optica Axiovert 40 C® 

Microscópio optico Nikon Eclipse E100®  

Ph-metro, Mircronal® 

pipetas automaticas, Gilson®  
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ANEXO B- SOLUÇÕES E KITS 

 

CULTURA DE CELULAS CITOMETRIA DE FLUXO 

PBS ( PHOSPHATE BUFER 

SOUTION, PH 7.2) 

 

NACL 0,15 M 

 

NA2HPO4   10 MM 

 

KH2PO4       2MM 

 

KIT PANOTICO RÁPIDO HE 

 

MEIO DE CULTURA RPMI 

 

MEIO DE CULTURA DMEN  

 

N-ACEITL-L-CISTEINA 4µM 

(NAC) PH 7.4-7.7 

 

DMSO  

 

 

 

 

Solução Iodeto de Propídeo PI 

sigma 

PI 50μg/mL 

Triton X-100 0,1% 

 

Solução de Rodamina 123 

Rh 123 1mg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 

 

 

APENDICE A. Modelo hipotético do mecanismo de morte do extrato 

etanólico da Tithonia diversifolia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


