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RESUMO 

 

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMETASTÁTICA DA BIFLORINA, UMA O-
NAFTOQUINONA ISOLADA DAS RAÍZES DA Capraria biflora. Dissertação de 
Mestrado. Autora: Adriana Andrade Carvalho. Orientador: Manoel Odorico de 
Moraes. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do 
Ceará, UFC, 2009.  

 
 

A principal causa de mortalidade em pacientes com câncer está relacionada 
com a presença de tumores secundários pelo organismo. Devido a falta de 
tratamento das metástases, muitos esforços estão sendo lançados para o 
desenvolvimento de novas drogas com potencial antimetastático. Em estudos 
realizados em nosso laboratório observamos que a biflorina, uma o-naftoquinona 
isolada das raízes da Capraria biflora, aumentava a sobrevida dos animais 
transplantados com o melanoma B16 sem expressiva toxicidade. Diante desse dado 
resolvemos avaliar a atividade antimetastática desta naftoquinona, em modelos 
experimentais in vivo e in vitro, utilizando as linhagens celulares B16-F10 (melanoma 
murino) e MDAMB-435 (melanoma humano). A indução da metástase experimental 
foi realizada pela inoculação da linhagem celular B16-F10 via veia caudal de animais 
C57BL/6. Neste ensaio, a biflorina (25 e 50 mg/kg/dia) inibiu a formação dos nódulos 
metastático em 57 e 71 %, respectivamente. Entretanto, em análise histopatológica 
dos pulmões dos animais tratados, foi observada a presença de hemácias e 
hemossiderina, o que indica a presença de hemorragia recente e tardia. Com 
objetivo de avaliar como a biflorina tem seu efeito sobre a metástase, foram 
realizados alguns ensaios in vitro utilizando duas linhagens de melanoma 
metastático: B16-F10 e MDAMB-435. Em ensaio de adesão celular, a biflorina foi 
capaz de inibir a adesão de ambas as células sobre o colágeno tipo I, um dos 
constituintes da matriz extracelular. Além disso, em ensaio de migração celular, 
utilizando o método Wound healing (cicatrização), a biflorina também foi capaz de 
inibir a motilidade destas células. Vale ressaltar que nesses ensaios foram utilizadas 
concentrações não-citotóxicas, o que exclue um efeito falso positivo. Por fim, em 
ensaio de zimograma com gelatina, foi observado que a biflorina não alterava a 
liberação das metaloproteinases  -2 e -9 para o meio de crescimento, excluindo esse 
mecanismo de ação. Esses resultados sugerem que a biflorina apresenta um 
potencial antimetastático bastante promissor através da sua ação sobre a adesão e 
migração celular, eventos cruciais para que ocorra a formação de metástase. 
Entretanto, futuros estudos são necessários para elucidar seu mecanismo de ação. 

Palavras-chave: Metástase, Biflorina, Adesão celular, Migração Celular, Melanoma. 



 

 

ABSTRACT 
 

STUDY OF ANTI-METASTATIC ACTIVITY OF BIFLORIN, AN O-
NAPHTOQUINONE ISOLATED FROM THE ROOTS OF Capraria biflora. Adriana 
Andrade Carvalho. Advisor: Manoel Odorico de Moraes. Master’s dissertation. 
Postgraduate Program of Pharmacology. Department of Physiology and 
Pharmacology, Federal University of Ceara, UFC, 2009. 
 
 
 

The main cause of mortality in cancer patients is related to the incidence of 
secondary tumors in the body. Owning up to the deficiency of therapeutic schemes 
direct to the treatment of metastasis, many efforts are being launched to develop 
drugs with anti-metastatic potential. In previous studies performed in our laboratory, 
biflorin, an o-naphthoquinone isolated from the roots of Capraria biflora, was found to 
increase the survival rates of B16-bearing mice without significant toxicity. In spite of 
these findings we decided to evaluate the anti-metastatic activity of biflorin using 
B16-F10 (murine melanoma) and MDAMB-435 (human melanoma) cells line. The 
experimental metastasis model was achieved by injecting B16-F10 cells in the tail 
vein of C57BL/6 mice. In this assay, biflorin (25 and 50 mg/kg/day) inhibited the 
formation of metastatic nodules in 57 and 71 %, respectively. Nevertheless, 
histopathological analyses of biflorin-treated lungs showed the presence of 
erythrocytes and hemosiderin, indicating the occurrence of recent and late 
hemorrhage. In order to evaluate how biflorin inhibits metastasis, we carried out in 
vitro tests using two cell lines of metastatic melanoma, B16-F10 and MDAMB-435. In 
the cell adhesion assay, biflorin inhibited adhesion of both cells lines on type I 
collagen, a substrate of the extracellular matrix. Moreover, biflorin was able to inhibit 
cell motility in the wound healing assay. The concentrations used in these assays did 
not show any cytotoxicity after 24 h of incubation, excluding a false-positive. Even so, 
in the zymogram assay we observed that biflorin did not alter the release of 

metallopeptidases  -2 and -9 into growth medium, thus excluding this as the means 
by which biflorin exerts the anti-metastatic effect. These data suggest that biflorin has 
a promising anti-metastatic potential, as shown by its anti-adhesion and anti-
migration properties on metastatic melanoma cell lines, however further studies are 
indispensable to elucidate its action mechanism. 
 
Keywords: Metastasis, Biflorin, Cell adhesion, Cell migration, Melanoma. 
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1. Introdução 

 

1. Metástase 

 

Metástase é o processo pelo qual as células do câncer se espalham pelo 

organismo, a partir das células de um tumor primário, promovendo o 

desenvolvimento de tumores secundários (RIETHDORF et al., 2008; ZHAO et 

al., 2008).  O termo foi inicialmente utilizado pelo cirurgião francês Jean-Claude 

Recamier, em 1829, aplicando-o para designar uma lesão cerebral em uma 

paciente portadora de câncer de mama (RECAMIER, 1829). 

A presença ou não de metástases está diretamente relacionada com o 

prognóstico dos pacientes (RIETHDORF et al., 2008; ZHAO et al., 2008), 

sendo sua presença responsável por cerca de 90% das mortes pelo câncer 

(ZHAO et al., 2008; MEHLEN & PUISIEUX, 2006). Felizmente a formação de 

metástase é um processo bastante ineficaz (CHIN et al., 2005). Estudos 

realizados por FIDLER e colaboradores (1970), utilizando a linhagem celular de 

melanoma murino B16 radiomarcada, mostraram que, após 24h na circulação, 

menos de 1% das células eram viáveis e menos de 0,1% eventualmente 

sobreviveram para formar metástase. De fato, diferentes estudos relatam que a 

maioria das células cancerosas, presente na circulação sanguínea, morre 

durante as primeiras horas, devido ao trauma mecânico produzido pelo fluxo 

sanguíneo, pela sua incapacidade de resistir à deformação e sua 

suscetibilidade à ação lítica imunocompetentes de linfócitos e macrófagos intra-

sinusoidal (ORTEGA et al., 2008). 

Mesmo sendo um evento bastante ineficaz, a presença de tumores 

secundários ainda é um dos maiores desafios para o desenvolvimento de 

terapias efetivas para o tratamento do câncer (ZHAO et al., 2008). Diante disso, 

outras drogas têm sido estudadas, como algumas nitrosuréias (carmustina, 

lomustina e semustina) (2, 3 e 4), a cisplatina (5) e o taxol (6), porém nenhuma 

demonstrou taxas consistentes na sobrevida dos pacientes (KOH, 1991; 
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BUZAID & MURREN, 1992; GUERRY & SCHUCHTER, 1992; EVANS & 

MANSON, 1994; WAGNER et al., 2000). 

Devido a sua grande relevância clínica, os mecanismos fisiopatológicos 

das metástases têm sido extensamente estudados, com ênfase nas 

características genéticas e bioquímicas dessas células (MEHLEN. & 

PUISIEUX, 2006). A habilidade dos tumores malignos em formar metástase 

está relacionada com várias características que modulam sua capacidade em 

invadir os tecidos adjacentes, acessar a corrente sanguínea ou linfática e 

sobreviver ao trânsito sanguíneo, para então extravasar, residir e, finalmente, 

colonizar órgãos e tecidos (ALBERTS et al., 2004). Um vasto número de 

fatores também está relacionado com o processo de formação de metástase, 

como algumas citocinas, quimiocinas, hormônios, fatores de crescimento, 

moléculas de adesão celular e as metalopeptidase de matriz extracelular e 

hipóxia no microambiente (QIAN et al., 2006). 

 

1.1. Cascata metastática 

 

As bases genéticas da carcinogênese variam entre os tipos diversos de 

câncer, entretanto, os mecanismos necessários para a invasão e metástase 

são bastante similares na maior parte dos tumores sólidos (ECCLES & 

WELCH, 2007).  

De uma forma resumida, a formação de metástase é realizada através 

de diversos passos que incluem: dissociação das células cancerosas do tumor 

primário, adesão à matriz extracelular (MEC), migração e invasão das células 

ao longo na MEC, circulação ao longo da corrente sanguínea ou linfática, 

chegada a um sítio distante, adesão à membrana basal vascular, depósito 

metastático, angiogênese e proliferação celular (ZHAO et al., 2008; SHU-CHEN 

CHU et al., 2007; LEE et al., 2006).  
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Figura 1. Estrutura química de alguns 

quimioterápicos. 

 

 

 

A) Dacarbazina (1)          
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C) Lomustina (3) 

D) Semustina (4) 

E) Cisplatina (5) 

F) Taxol (6) 
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1.1.1. Inibição da adesão celular 

A primeira etapa da invasão tumoral é a alteração na interação célula-

célula (NEAL & BERRY, 2006). A adesão célula-célula é mediada 

principalmente por uma superfamília de moléculas de adesão chamadas 

caderinas. As caderinas (figura 2a) são glicoproteínas transmembranares, 

homodiméricas, formadas por 700-750 aminoácidos. A maior parte da cadeia 

polipeptídica é extracelular e composta de 5 domínios, cada qual com 100 

aminoácidos, onde 4 destes domínios são homólogos e contêm sítios de 

ligação com o cálcio (KOCH et al., 1999).  

Existe tanto caderinas clássicas quanto as não-clássicas. As caderinas 

clássicas foram inicialmente nomeadas de acordo com o tecido as quais foram 

encontradas: caderina E (tecido epitelial), caderina N (tecido nervoso) e 

caderina P (placenta). As não-clássicas também incluem proteínas de adesão 

tais como as caderinas dos desmossomos e as várias protocaderinas 

encontradas no cérebro (ALBERT, 2004). 

As caderinas formam ligações homofílicas (ligação entre duas moléculas 

de adesão iguais: caderina-caderina) cálcio-dependente (KURSCHAT & 

MAUCH, 2000). A maioria das caderinas está ligada à actina do citoesqueleto 

através da interposição de um complexo de proteínas de ancoramento 

intracelular denominada cateninas (Figura 2a) (PASHOS et al., 2009), o qual é 

essencial para a eficiência da adesão célula-célula (KOCH et al., 1999; 

ALBERTS, 2004). Na ausência de cálcio, as caderinas sofrem alterações 

conformacionais estando na sua forma “inativa” e são degradadas por enzimas 

proteolíticas (KOCH et al., 1999). 

De um modo geral, a perda ou diminuição da expressão do sistema 

caderina-catenina causa perda da adesão célula-célula, resultando em 

aumento da agressividade de tumores epiteliais, invasão e metástase 

(PASHOS et al., 2009). No melanoma, por exemplo, encontramos que a 

adesão célula-célula mediada pelas caderinas entre os melanócitos (mediada 

pelas E-caderinas) é trocada pela adesão das células aos queratinócitos 

através das N-caderinas, o qual é responsável pelo acoplamento dos 

fibroblastos e das células endoteliais no estroma tumoral (HSU et al., 2000).  
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Além dessa perda da adesão célula-célula, a diminuição da expressão 

das caderinas aumenta o conteúdo citoplasmático da β-catenina livre (figura 

2a), tendo papel essencial na via de sinalização Wingless (Wnt), glicoproteína 

que exerce papel na embriogênese, ativando os fatores de transcrição LEF/Tcf, 

que, por sua vez, controlam a transcrição de genes que codificam a ciclina D1, 

c-Myc (responsáveis pelo controle do ciclo celular) e metaloproteinases, cujo 

papel é essencial na degradação dos componentes da matriz extracelular 

(NEAL & BERRY, 2006; PASHOS et al., 2009). Isto é, além da diminuição da 

expressão das caderinas ter ação direta sobre a invasão celular, ela também 

ocasiona um aumento na expressão de proteínas relacionadas com a 

progressão tumoral, agravando ainda mais o quadro clínico. 

 

1.1.2. Invasão Celular 

Após a inibição da adesão das células do tumor primário, as células 

tumorais precisam ter a capacidade de migrar e invadir o estroma adjacente 

(ZHAO et al., 2008). De acordo com LIOTTA e colaboradores (1988), o 

processo de invasão celular ocorre conforme a Teoria dos Três Passos: (1) 

adesão à matriz extracelular (MEC); (2) dissolução da MEC; (3) locomoção e 

migração (Figura 3). 

1º Passo – Adesão Celular: 

A adesão célula-MEC é mediada principalmente por moléculas de 

adesão denominadas integrinas (figura 2b). As integrinas consistem em 

heterodímeros transmembranares compostas por duas subunidades: α (120 a 

180 kDa) e β (90 a 110 kDa), os quais interagem com a MEC e regula a 

comunicação intracelular via sinalização outside-in e inside-out. Atualmente, 

são conhecidos dezoito tipos de subunidades α e oito tipos de subunidades β 

que, combinadas, constituem pelo menos 24 integrinas já descritas (PASHOS 

et al., 2009; NEAL & BERRY, 2006; ALBERTS, 2004; XIONG, 2002; 

KURSCHAT & MAUCH, 2000).  
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Figura 3. Invasão celular. As células tumorais aderem à 
membrana basal através de receptores de adesão do tipo 
integrina. Após a adesão, as células liberam proteases 
que irão degradar os componentes da MB e do estroma 
tumoral. Por fim, as células migram ao longo da matriz 
extracelular até alcançar a corrente sanguínea ou 
linfática. MB = Membrana Basal; MMP = Metaloproteinase. 



27 

 

 

As integrinas formam ligações heterofílicas, isto é, entre moléculas de 

adesão diferentes (integrina- fibronectina, por exemplo), ligando-se aos 

substratos da MEC. A interação entre a integrina e os componentes da MEC 

é alterada em cânceres metastáticos, como no melanoma, no qual a 

interação célula-matriz é deslocada do colágeno tipo IV e laminina (adesão 

mediada pelos melanócitos) para colágeno tipo I e vitronectina (adesão 

mediada pelo melanoma) (HAASS et al., 2005), o que reflete na capacidade 

dessas células em invadir a derme (JOHNSON, 1999; NESBIT & HERLYN, 

1994). 

Além disso, as integrinas também participam de outras funções 

celulares que regulam a iniciação e progressão de malignidades: apoptose, 

motilidade celular, invasão e angiogênese. O aumento da expressão das 

integrinas αvβ3, αvβ5, αvβ1, por exemplo, é vital para a migração das células 

endoteliais durante a angiogênese. A integrina αvβ3 não é expressa nos 

melanócitos, mas é expressa no melanoma, o que permite a migração das 

células através de vários microambientes, promovendo metástase (PASHOS 

et al., 2009; NEAL & BERRY, 2006). 

2º Passo – Degradação enzimática: 

Após a ligação aos elementos da MEC, o segundo passo percorrido 

pelas células é a degradação enzimática ativa dos componentes da 

membrana basal (MB) e do estroma tumoral, permitindo, assim, a migração 

celular (ZHAO et al., 2008). As enzimas proteolíticas tanto são secretadas 

pelas células tumorais como também pelas células do hospedeiro 

(fibroblastos e macrófagos infiltrantes), os quais são induzidos, pelas células 

do câncer, a secretarem as enzimas proteolíticas. As principais enzimas que 

degradam os componentes da matriz extracelular são as designadas 

metaloproteinases da matriz (MMP) (TALLANT et al., 2009). 

As MMPs pertencem a uma família de enzimas com atividade zinco-

dependente (WOESSNER et al., 1998). São classificadas de acordo com 

seu domínio e organização estrutural, além do substrato específico para 

degradação. Apresentam diversas classes, dentre elas, as colagenases, as 

gelatinases, as estromelisinas, as matrilisinas e as MMPs ligadas à 
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membrana (MT-MMP), como demonstrado na tabela 1 (PEREIRA et al., 

2006). 

Em condições fisiológicas normais, há uma rigorosa regulação da 

secreção das MMP, as quais são sintetizadas e secretadas como pró-

enzimas, chamadas zimógenos, que posteriormente serão ativadas. Essa 

regulação ocorre apenas em momentos específicos, nos quais existem 

processos multifásicos de ativação dos zimógenos, além de haver vários 

inibidores sangüíneos e teciduais para monitorar a ação da proteinase 

(WOESSNER, 1991), como os inibidores teciduais das MMP (TIMP) 

(WOESSNER, 1991; DUFFY, 2000; MASKOS, 2003).  

As MMPs mais estudadas são as gelatinases (MMP-2 e -9) devido ao 

seu papel crucial na progressão tumoral, atuando diretamente sobre os 

componentes da MB (figura 4). As gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9) 

possuem atividade proteolítica similar e degradam colágeno desnaturado, 

gelatina, colágeno tipo IV, V e XI e laminina (MURPHY & NAGASE, 2009). 

Durante o processo de invasão das células epiteliais neoplásicas, a MB 

representa a primeira estrutura a ser degradada. Por isso, as gelatinases 

têm merecido destaque em diversos estudos (PEREIRA et al., 2006). 

3º Passo – Migração Celular: 

Após a atuação das enzimas proteolíticas sobre a MEC, as células 

precisam migrar ao longo da matriz extracelular até alcançar os vasos 

sanguíneos ou linfáticos e formar metástase. O mecanismo de migração 

celular é muito complexo (HOSOOKA et al., 2001), dependente do córtex 

rico em actina existente abaixo da membrana citoplasmática (ALBERTS, 

2004).  

Três atividades distintas estão envolvidas nesse processo: a 

protrusão, na qual estruturas ricas em actinas são empurradas para fora da 

borda anterior da célula; ligação, em que o citoesqueleto de actina conecta-

se através da membrana citoplasmática com o substrato; e tração, na qual 

uma massa citoplasmática é arrastada e puxada pra frente (Figura 5) 

(ALBERTS, 2004). 
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Tabela 1. Nomenclatura dos substratos degradados por alguns 

grupos das metaloproteinases de matriz (PEREIRA et al., 2006). 

Proteína MMP Alguns substratos específicos 

Colagenases  Colágenos I, II e III 

Colagenase 1 MMP-1  

Colagenase 2 MMP-8  

Colagenase 3 MMP-13  

Gelatinases  Gelatina e colágeno IV 

Gelatinase A MMP-2  

Gelatinase B MMP-9  

Estromelisinas  Fibronectina e proteoglicanas 

Estromelisina 1 MMP-3  

Estromelisina 2 MMP-10  

Matrilisinas  Fibronectina e colágeno IV 

Matrilisina 1 MMP-7  

Matrilisina 2 MMP-26  

MMP ligadas à membrana   

MT1-MMP MMP-14 Colágenos I, II, III, gelatina e 

fibronectina 

MT2-MMP MMP-15 Fibronectina e laminina 

MT3-MMP MMP-16 Colágeno III e fibronectina 

MT4-MMP MMP-17 Gelatina e fibronectina 

MT5-MMP MMP-24 Proteoglicanas 

MT6-MMP MMP-25 Gelatina 

MMP: metaloproteinase da matriz, MT-MMP: MMP ligadas à membrana 
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Figura 4. Diagrama tri-dimensional do complexo pro MMP-2 e TIMP-2 

humano. O pró-domínio está representado em verde; domínio 

catalítico, em vermelho; domínio da fibronectina tipo II, em azul; 

domínio da hemopexina, em laranja; o TIMP-2 (inibidor), em rosa. Os 

íons de Zn2+ estão em esferas verdes, Ca2+ em esferas azuis e as 

ligações dissulfídicas em amarelos. FONTE: MURPHY & NAGASE, 2009. 
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Esse processo está relacionado com a produção de citocinas e alguns 

fatores de crescimento liberados pelas células neoplásicas (fatores de 

motilidade autócrinos) (COTRAN et al., 1994), dependendo ainda da 

atividade quimiotática dos próprios produtos de degradação da matriz 

(fatores de motilidade parácrinos) (LIOTTA et al., 1991; STRACKE et al., 

1987).  

Após percorrerem os “Três Passos”, descrito por LIOTTA e 

colaboradores (1988), as células terão acesso à circulação sanguínea 

atravessando a membrana basal vascular (ROBBINS, 2004). Neste 

momento, é de suma importância a sobrevivência dessas células na corrente 

sanguínea, já que o ambiente é hostil para tal. Finalmente, este ciclo é 

repetido quando as células tumorais deixam a árvore vascular e se instalam 

na MEC do órgão distante, com a deposição de um nódulo metastático e a 

formação de novos vasos (angiogênese) que irão nutrir esse novo tumor 

(ROBBINS, 2004). Toda a cascata metastática está exemplificada na Figura 

6. 
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Figura 5. Migração da célula sobre substrato 
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1.2. Produtos Naturais 

 

Desde os primórdios, os produtos naturais têm desempenhado um 

importante papel em todo o mundo para tratar e prevenir doenças humanas. No 

Brasil, 80% da população brasileira utilizam os produtos de origem natural 

como única fonte de recursos terapêuticos (FOGLIO et al., 2006).  

Os estudos dos produtos naturais têm sido ferramentas valiosas para a 

compreensão da biossíntese e como base para o desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento de diversas doenças (CHIN et al., 2005). Entre 

1981 e 2002, por exemplo, das novas drogas lançadas no mercado 

farmacêutico, 28% são produtos naturais e 24% são derivados sintéticos 

destes, o que dá ênfase a importância dos estudos nessa área (GULLO et al., 

2006). 

Dentre as diversas fontes encontradas na natureza, a maior contribuição 

para o desenvolvimento de substâncias terapêuticas deve-se às plantas, o que 

movimenta cerca de 30% do mercado farmacêutico mundial (KIRKPATRICK et 

al., 2002). A pesquisa em plantas medicinais possibilitou a descoberta de 

vários fármacos para o tratamento do câncer, como os alcalóides bisindólicos 

vimblastina (7) e vincristina (8) isolados de Catharanthus roseus G., e seus 

derivados semi-sintéticos vindesina (9) e vinorelbina (10) (GUERITTE-FAHY, 

2005; CRAGG & NEWMAN, 2005; NEWMAN & CRAGG, 2007). 

Em todo o mundo, entretanto, estima-se que apenas 17% das plantas 

foram estudadas de alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na 

maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquímicos e 

farmacológicos (FOGLIO et al., 2006). Isso torna a elucidação dos 

componentes ativos presentes nas plantas, bem como de seus mecanismos de 

ação, um dos maiores desafios para a química e a farmacologia atualmente 

(GEBHARDT, 2000; CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG et al., 2006; 

SUBRAMANIAN et al., 2006; NEWMAN & CRAGG, 2007). 

Apesar de existirem diversas drogas utilizadas para o controle do câncer 

em humanos, não existem drogas usadas na clínica que especificamente inibe 
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a formação de metástase (MENON et al., 1999). A falta de tratamento das 

metástases torna necessária a inclusão de novos agentes eficazes que possam 

agir em uma das etapas da cascata metastática (invasão celular, sobrevivência 

na corrente sanguínea e angiogênese). Diante disso, a utilização dos recursos 

naturais  pode fornecer uma solução para o desenvolvimento de fármacos com 

potenciais antimetastático. 

Neste aspecto, diversas substâncias têm sido bastante estudadas 

quanto ao seu potencial antimetastático, como o β-glucano (11), curcumina 

(diferuloilmetano) (12), piperina (13), limoneno (14), ácido perílico (15), carvona 

(16), withanolida (17) e amentoflavona (18). Entretanto, dentre essas 

substâncias nenhuma chegou ao estudo pré-clínico. Uma dos poucos produtos 

naturais em estudo clínico para o tratamento dos cânceres metastáticos é o 

Neovastat®. 

O medicamento Neovastat (AE-941), desenvolvido pela companhia 

canadense AEterna Zentaris, não é uma substância isolada, mas um extrato 

líquido padronizado da fração <500 kDa da cartilagem de tubarão Squalus 

acanthias. Encontra-se em estudo clínico de fase 3 para o tratamento de 

carcinoma renal metastático e carcinoma pulmonar de células não-pequenas, 

em combinação com outros quimioterápicos ou com radioterapia. Seu 

mecanismo de ação se dá através da inibição das MMPs (MMP-2, -9 e -12) 

(FALARDEAU et al., 2001), do bloqueio dos receptores do fator de crescimento 

do endotélio vascular (VEGF) (BELIVEAU et al., 2002) e da indução seletiva de 

apoptose em células endoteliais. Entretanto, sua comercialização poderá, a 

longo prazo, vir a ser um problema ecológico, pois a produção do extrato 

depende diretamente do sacrifício de tubarões (COSTA-LOTUFO et al., 2009). 
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Figura 7. Estrutura química da vimblastina (7), vincristina (8), vindesina (9) 

e vinorelbina (10). 

 

                                                        R1 R2 R3 R4 

Vimblastina (7) CH3 CO2CH3 OCH2CH3 OH 

Vincristina (8) COH CO2CH3 OCH2CH3 OH 

Vindesina (9) CH3 CONH2 OH OH 

Vinorelbina (10) CH3 CO2CH3 OCH2CH3 H 
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Figura 8. Estrutura química de algumas substâncias com potencial 

antimetastático. 
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                 Ácido perílico (15)                                            Carvona (16) 

           

               Whitanolida (17) 

 

 

 

                                                       Amentoflavona (18) 

 

 

Figura 9. Estrutura química de algumas substâncias com potencial 

antimetastático. 
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1.2.1. Planta de estudo – Capraria biflora 

 

A Caprairia biflora L. (figura 10) é uma planta pertencente à família 

Schrophulariaceae com origem nas Antilhas e América do Sul, inclusive no 

nosso país (AQUINO et al., 2007). Atualmente está situada nas zonas 

temperadas e áreas de clima tropical, sendo amplamente distribuída na 

América do Sul (Venezuela, Peru e Guiana Francesa); Na América Central (El 

Salvador, Trinidad-Tobago, Bahamas, Panamá, Curaçao, Guatemala e Porto 

Rico); Na América do Norte (Estados Unidos e México) e na Ásia (Índia e 

China) (CORRÊIA, 1984). No Brasil, a espécie está distribuída ao longo dos 

estados de Minas Gerais e Goiás e na costa entre os estados de Piauí e 

Espírito Santos (AQUINO et al., 2007). É uma planta variável, herbácea ou 

arbustiva, cujo caule é ramoso, até 150 cm de altura (CORRÊIA, 1984). 

A C. biflora é conhecida popularmente como “chá-da-terra”, “chá-do-

méxico”, “chá-da-martinica”, “chá-do-rio”, “chá-da-américa”, “chá-das-antilhas” 

e “chá-de-lima” (AQUINO et al., 2007). Suas folhas são utilizadas na medicina 

popular como agente analgésico, especialmente para cólicas menstruais e para 

dor pós-parto (CHERYL & LANS, 2007); no tratamento de hemorróidas e 

distúrbios reumáticos (ACOSTA et al., 2003) e para os sintomas da febre, 

gripe, vômitos, inflamação pélvica e diarréia (VASCONCELLOS et al., 2007). 

Além disso, esta planta é utilizada para problemas estomacais, desordens 

dermatológicas em geral, afecções do aparelho urinário, febrígura e como 

estimulante (SCOFIELD et al., 2002; MATOS et al., 2002).  

Quanto aos seus efeitos biológicos, foi comprovada atividade analgésica 

central e periférica (ACOSTA et al., 2003) e um potente efeito citotóxico e 

antiinflamatório (VASCONCELLOS et al., 2007) do extrato aquoso das suas 

folhas.  
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Figura 10. Foto da espécie Capraria biflora com detalhes 

das folhas e flores (Foto de: T.L.G. LEMOS). 
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Em estudos realizados por AQUINO e colaboradores (2003), foi 

identificado qualitativamente as classes dos constituintes químicos presentes 

nas soluções hidroalcoólicas dos extratos das raízes, caule e folhas de C. 

biflora. Os resultados obtidos estão ilustrados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Triagem fitoquímica dos extratos hidroalcoólicos de raízes, 

caule e folhas de Capraria biflora (Aquino et al., 2003) (+) presença; (-) 

ausência. 

 

Classe fitoquímica 

Extratos hidroalcoólicos 

Raízes Caule Folhas 

Alcalóide - - - 

Mono, Sesqui e Diterpenóides + + + 

Triterpenóides e Esteróides + + + 

Saponinas - - - 

Açúcares e polióis + + + 

Iridóides - - - 

Flavonóides + + + 

Fenilpropanoglicosídeos + + + 

Leucoantocianidinas e 

Proantocianidinas condensadas 

+ - - 

 

Foi isolado a partir das raízes desta planta a biflorina (19), uma o-

naftoquinona (GONÇALVES de LIMA et al., 1953a, 1953b) com atividade 

antimicrobiana frente às bactérias GRAM-positivas álcool-ácido-resistentes e 
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alguns fungos (GONÇALVES de LIMA et al., 1958; 1962; SERPA,1958). Esta 

quinona é o nosso objeto de estudo. 

 

1.2.3. Substância de estudo: Biflorina 

 

A biflorina (19) pertence a uma ampla e variada família de metabólitos 

secundários de distribuição natural chamada de quinonas(da SILVA et al., 

2003). As quinonas são compostos orgânicos cuja principal característica é a 

presença de dois grupos carbonílicos que formam um sistema conjugado com 

pelo menos duas ligações duplas C-C. 

Com base na sua estrutura molecular, as quinonas são divididas em 

diferentes grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema aromático que 

sustenta o anel quinonoídica: benzoquinonas – um anel benzênico; 

naftoquinonas - um anel naftalênico; antraquinonas - um anel antracênico linear 

ou angular (Figura 11) (da SILVA et al., 2003). 

 

                       (A)                                 (B)                                 (C) 

 

Figura 11. A) 1,4 p- benzoquinona; B) 1,4-naftoquinona; C) 9,10-

antroquinona. 

 

Nossa substância de estudo é uma ο-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-

metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona) de origem natural que pode ser 
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facilmente obtida das raízes da Capraria biflora L. (figura 10). Foi isolada pela 

primeira vez em 1953 por Gonçalves de Lima e colaboradores e seus dados de 

RMN de 13C foram reportados pela primeira vez por Fonseca e colaboradores 

(2002). 

Em 1954 a 1962, Gonçalves de Lima e colaboradores estudaram a 

atividade antimicrobiana da biflorina frente a diversos microorganismos, 

observando atividade antimicrobiana desta substância em diferentes métodos 

de extração. À medida que se avançavam os estudos para a obtenção da 

biflorina, tinha-se como resultado uma substância mais pura, com um menor 

valor de Concentração Mínima Inibitória (CMI), conseqüentemente mais ativa.  

Em 1961, Gonçalves de Lima e colaboradores, comprovaram 

experimentalmente a fotossensibilidade da biflorina, verificando sua 

degradação por exposição à luz natural. Foi observado que seu produto de 

degradação continha duas substâncias, uma solúvel e outra insolúvel em éter 

de petróleo, e que ambas apresentavam atividade antimicrobiana menor em 

relação à própria biflorina, como mostrado na Tabela 3. 

Além de sua atividade antimicrobiana, Lyra Junior (1999) observou sua 

atividade antifúngica frente a fungos dermatófitos. 
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Figura 12. Estrutura química da biflorina (19), o-naftoquinona isolada das 

raízes da Capraria biflora. 
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O único caso clínico relatado com o uso da biflorina foi em 1958, onde 

uma pasta com 1% de biflorina cristalizada foi utilizada em um paciente de 14 

anos, do sexo masculino, com lesão descrita da seguinte forma: 

 “Lesão eritematosa peribucal, abrangendo a parte externa dos lábios, a 

qual se estendia para cima até a altura do nariz, para baixo em toda a região 

mentoniana e lateralmente, sobre a face, até uns 5 cm além da comissura 

labial. A pele da área atingida apresentava-se edematosa com uma coloração 

vermelho forte e deixava exudar constantemente líquido claro e de cheiro 

pútrido em face do que o paciente mantinha constantemente um lenço sobre a 

lesão. No caso, o paciente queixava-se de forte sensação de ardência e prurido 

na zona afetada”.  

Após coleta em diferentes pontos da lesão foi possível isolar um fungo 

identificado como Trichosporon margaritipherum. Foi utilizada a pasta de 

biflorina a 1%, veiculada em lanolina e vaselina, duas vezes ao dia. Após dois 

dias, a lesão apresentava-se com cor rósea, sem exudação, sem prurido e sem 

o odor pútrico. Após mais quatro dias o aspecto da pele em toda a área 

atingida era quase normal. O veículo da pasta foi trocado por uma substância 

de maior penetração, polietilenoglicol, constatando-se, após mais uma semana, 

o desaparecimento completo de qualquer vestígio de eritema (AQUINO et al., 

2006). 

Além de seus efeitos antimicrobianos e antifúngicos, também foi 

demonstrado seu efeito citotóxico frente a cinco linhagens tumorais, elas: CEM 

e HL-60 (leucemia humana), B-16 (melanoma murino), HCT-8 (cólon humano) 

e MCF-7 (mama humano) (tabela 4) com ausência de potencial hemolítico 

quando avaliada frente a eritrócitos de camundongos, o que sugere que a 

citotoxicidade da biflorina não esteja relacionada à ruptura inespecífica da 

membrana plasmática (VASCONCELLOS et al.,2005).  

Além de seu alto poder citotóxico, foi estudada a atividade antitumoral da 

biflorina em ensaios in vivo utilizando animais transplantados com sarcoma 180 

e carcinoma de Ehrlich. Nesses modelos, a biflorina demonstrou ter atividade 

antitumoral com baixa toxicidade, quando feita análise histopatológica do baço, 

rim e fígado. Além disso, apesar da baixa potência para a utilização da biflorina 
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isoladamente, quando associada com o 5-Fluouracil (5-FU) ela foi capaz de 

aumentar sua eficácia além de diminuir sua toxicidade sistêmica 

(VASCONCELLOS et al., 2007). 

 

Tabela 3. Concentrações mínimas inibitórias (CMI) da biflorina e de seus 

produtos de degradação pela luz natural (Gonçalves de Lima et al., 1961) 

 

Microorganismos 

CMI (µg/mL) 

Biflorina Produto 

solúvel em 

éter de 

petróleo 

Produto 

insolúvel 

em éter 

de 

petróleo 

Bacillus subtilis 0,8 – 1,2 50,0 8,0 – 10,0 

Staphylococcus aureus 1,2 – 1,6 50,0 6,0 – 8,0 

Sarcina lútea 0,1 – 0,2 40,0 – 50,0 1,0 – 2,0 

Streptococcus hemolyticus 20,0 50,0 50,0 

Escherichia coli 20,0 50,0 50,0 

Brucella suis 3,2 – 4,0 30,0 – 40,0 10,0 – 

20,0 

Mycobacterium humanus 20,0 50,0 40,0 – 

50,0 

Nocardia asteróides 6,8 – 8,0 50,0 10,0 – 

20,0 

Candida albicans 1,6 – 3,2 50,0 8,0 – 10,0 

Cryptococcus neoformans 20,0 50,0 50,0 
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Em experimentos realizados por Vasconcellos (2008), observamos, 

também, que a biflorina foi capaz de aumentar a taxa de sobrevida dos animais 

transplantados com o melanoma B16 com ausência de toxicidade sistêmica. 

Inclusive, esse aumento de sobrevida foi maior do que o do controle positivo 

(dacarbazina). 

Como a linhagem celular murino B16, com baixa capacidade metastática 

(B16-F1) ou alta capacidade metastática (B16-F10), é extensamente utilizada 

como modelos experimentais para o estudo do processo metastático 

(ORTEGA, et al., 2008) foi decidido estudar o potencial antimetastático da 

biflorina frente a modelos in vivo e in vitro utilizando as linhagens celulares 

B16-F10 (melanoma murino) e MDAMB-435 (melanoma humano), ambas com 

potencial metastático. 

 

Tabela 4. Citotoxicidade da biflorina frente a linhagens tumorais 

(VASCONCELLOS et al., 2004) 

 

Linhagem 

celular 

Biflorina 

IC50 (µM) 

Etoposídeo 

IC50 (µM) 

Doxorrubicina 

IC50 (µM) 

B16 1,20 0,19 0,05 

MCF-7 1,30 >9,85 0,34 

HCT-8 2,80 0,18 0,07 

HL-60 6,30 0,02 0,03 

CEM 3,30 0,05 0,03 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

 

• Avaliar o potencial antimetastático da biflorina, em ensaios in vivo e in 

vitro. 

 

2.2. Específicos 

 

• Avaliar o efeito da biflorina na metástase experimental in vivo e seu 

efeito na sobrevida; 

 

• Avaliar os parâmetros histopatológicos dos pulmões dos animais 

tratados com a biflorina. 

 

• Avaliar a ação da biflorina na inibição da adesão celular das linhagens 

B16-F10 e MDAMB-435 sobre o colágeno tipo I; 

 

• Avaliar a ação da biflorina sobre a migração celular das linhagens B16-

F10 e MDAMB-435; 

 

• Avaliar o efeito da biflorina sobre a atividade das MMP-2 e-9 das células 

B16-F10 utilizando o ensaio de Zimograma em gelatina.  
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Materiais utilizados 

 

3.1.1. Equipamentos 

• Agitador de placa, MLW modelo Thys 2 

• Agitador vortex, AD8850 

• Balança analítica, GEHAKA AG200 

• Balança pra pesar animais, Filizola 

• Banho-Maria, MOD. 105 DI DELLTA 

• Centrífuga centimicro, FANEM Modelo 212 

• Centrífuga de placas Eppendorf, Modelo Centrifuge 5403 

• Centrífuga excelsa Baby I, FANEM Modelo 206 

• Contador manual, Division of Bexton, Dickinson and Company 

• Destilador de água 

• Espectrofotômetro de placas, DTX 880 multimode detector, Beckman 

Coulter 

• Espectrômetro de massas, Micromass, Quattro MicroTM 

• Electrophoresis Power supply EPS – 300 

• Fluxo laminar, VECO 

• Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator), NUAIRES TS 

Autoflow 

• Microscópio óptico, Metripex Hungray PZO-Labimex Modelo Studar lab 

• Microscópio óptico de inversão, Nikon Diaphot 
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• Pipetas automáticas, Gilson 

• Sistema HPLC (cromatografia líquida de alta eficiência ou CLAE), 

Shimadzu 

 

3.1.2. Reagentes e Substâncias  

• Ácido Acético, Vetec 

• Ácido Clorídrico, Vetec 

• Aminoácido não essenciais humano, Gibco 

• Ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Proquímios 

• Acrilamida, Sigma 

• Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), Sigma 

• Bis-acrilamida, Sigma 

• Coomassie Brillant Blue R-350, PhastGel Blue R 

• Colágeno tipo I, Sigma 

• Dimetilsulfóxido (DMSO), Vetec 

• Etanol, Vetec 

• Eosina, Vetec 

• Formaldeído, Dinâmica 

• Gelatina, Sigma 

• Hematoxilina, Doles 

• Meio de cultura para células RPMI, Cultilab 

• Metanol, Vetec 

• Piruvato de sódio, Gibco 

• Solução de vitamina humana, Gibco 

• Soro fetal bovino (SFB), Cultilab 
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• Soroalbumina bovina (BSA), Sigma 

• SDS (dodecilsulfato de sódio), Sigma 

• Tris-Base,Sigma 

• Triton-X-100, Vetec 

 

 

3.1.3. Fármacos 

• Doxorrubicina, Sigma 

• Estreptomicina, Cultilab 

• Mitomicina-C, Sigma 

• Penicilina, Cultilab 

 

3.1.4. Comitê de Ética 

Todos os procedimentos envolvendo a utilização de animais realizados 

no presente estudo seguiram as recomendações do Conselho Brasileiro de 

Experimentação Animal - COBEA, respeitando a legislação vigente, e sob 

autorização do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais (CEPA) da 

Universidade Federal do Ceará (protocolo nº 52/08, Anexo 1). 

 

3.1.5. Manutenção das células 

As linhagens celulares de melanoma murino B16-F10 e melanoma 

humano MDAMB-435 foram obtidas através de doação do Instituto Nacional do 

Câncer dos Estados Unidos (Bethesda, MD). As linhagens foram cultivadas em 

garrafas para cultura de células (75 cm3, volume de 250 mL). O meio utilizado 

foi o RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de 

antibióticos (penicilina/estreptomicina), 1,5% de aminoácidos não essenciais, 

1% de solução de vitamina humana e 1% de piruvato de sódio para a linhagem 
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B16-F10 e RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina) para a linhagem MDAMB-435. As células foram 

mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC.  Diariamente 

acompanhava-se o crescimento celular com a utilização de microscópio de 

inversão. O meio era trocado sempre que o crescimento celular atingia 

confluência necessária para renovação de nutrientes. Quando necessário, 

utilizava-se tripsina + EDTA (0,25%) para que as células se desprendessem 

das paredes da garrafa. 

 

3.1.6. Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos linhagem C57Bl/6 (“black”) 

fêmeas com 60 dias de idade, pesando entre 25 – 30 g fornecidos pelo biotério 

central da Universidade Federal do Ceará (UFC) e alojados no biotério 

experimental do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.  

Os animais foram mantidos sob condições controladas de higiene, 

iluminação (ciclo de claro/escuro de 12h), temperatura (25ºC), recebendo água 

e alimentação ad libtum durante todo o experimento. Respeitou-se um período 

de adaptação de sete dias antes do início dos experimentos. 

 

3.2. Obtenção da biflorina das raízes da Capraria biflora. 

 A planta foi coletada em 2008, em uma plantação no município de 

Fortaleza, e identificada pelo professor Edson de Paula Nunes (Universidade 

Federal do Ceará). A exsicata (nº 30.849) foi depositada no Herbário Prisco 

Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceará, Ceará, 

Brasil. 

 A obtenção da biflorina foi realizada no Departamento de Química da 

Universidade Federal do Ceará pela estudante Luciana Gregório de Souza 

Silva sob orientação da professora Drª Telma Leda Gomes de Lemos.  
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As raízes (4,5 kg) foram secas e pulverizadas. O material obtido foi 

extraído com éter de petróleo (4 L) durante duas horas e parcialmente 

evaporado a temperatura ambiente até a formação de um material sólido. Este 

material foi filtrado a vácuo com o surgimento de um sólido roxo (1 g). Foi feita 

cromatografia em Sílica Gel e eluição isocrática através de uma mistura binária 

de Éter de Petróleo e Acetato de Etila 9:1 (v/v). As frações foram obtidas 

através da cromatografia de camada delgada (CCD). Para a identificação da 

biflorina foram realizadas análises de spectroscopia (Ressonância Nuclear 

Magnética) além de comparações das suas propriedades físicas com os 

presentes na literatura. 

 

3.3. Ensaio de metástase experimental  

 

3.3.1. Princípio do Teste  

A indução da metástase experimental foi feita utilizando células 

transplantáveis de melanoma murino (B16-F10). Esta linhagem foi estabelecida 

por Fidler (1973) oriunda do melanoma de ocorrência natural de camundongo 

C57BL/6 que, por meio da seleção progressiva, obteve o isolamento de 

variantes com diferentes graus de potencial metastático.  

Estas células, quando inoculadas por via subcutânea, apresentam a 

capacidade de multiplicação neoplásica sem propiciar o desenvolvimento de 

metástase, enquanto que, quando inoculadas via endovenosa, desenvolvem 

nidação em parênquima pulmonar formando nódulos macroscópicos na 

superfície dos pulmões, passíveis de serem contados. 

 

3.3.2. Procedimento Experimental 

Para a indução da metástase experimental as células B16-F10 (106 

cels/0,5 mL) foram inoculadas via veia lateral caudal de camundongos C57Bl/6 

fêmeas. Os animais foram divididos em 3 grupos de 16 animais como se 

segue: grupo controle (GC), grupo tratado com biflorina 25 mg/kg/dia (GT1) e 
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grupo tratado com biflorina 50 mg/kg/dia (GT2). Após 24h da inoculação das 

células tumorais, os animais foram tratados com DMSO 10% (GC), biflorina 25 

mg/kg/dia (GT1) ou biflorina 50 mg/kg/dia (GT2) em injeção via intraperitoneal 

(i.p.) durante 21 dias consecutivos. Ao final do tratamento, 8 animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical e o pulmão retirado e fixado em solução 

tampão de formaldeído a 10%. Os nódulos negros visíveis do pulmão foram 

contados com o auxílio de uma lupa. Após a contagem, foi feita análise 

histopatológica dos pulmões. Os demais animais restantes foram mantidos 

para avaliar a sobrevida.  

 

3.3.3. Análise dos Dados 

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

Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes 

grupos, os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida 

do teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p<0,05).  Para análise da 

taxa de sobrevida foi feita análise de Kaplan-Meier. 

   

3.4. Análise histopatológica 

Os pulmões foram retirados do formol e seccionados em pequenas fatias 

para posterior preparação das lâminas. O material foi fixado em formol a 10% 

por 24 horas, desparafinizado em xilol por 15 minutos, e desidratado em 

concentrações crescentes de álcool até 70% (mergulhando-se rapidamente as 

lâminas), sendo posteriormente lavadas em água destilada até ter sido 

removido todo o álcool. Posteriormente as lâminas foram coradas com 

Hematoxilina 0,1%. 

 

3.5. Ensaio de citotoxicidade in vitro  
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3.5.1. Princípio do teste 

A avaliação do potencial citotóxico da substância teste foi realizada nas 

células B16-F10 (melanoma murino) e MDAMB-435 (melanoma humano) 

através do método do MTT após 72 horas de incubação. Este é um ensaio 

quantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mossman em 1983 para estimação 

de proliferação e sobrevivência celular. Este teste baseia-se na capacidade da 

succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocôndrias 

de células viáveis, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que é hidrossolúvel e de cor 

amarelada, em cristais de formazan, que são de cor azul escura. Essa técnica 

tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabólico da célula, 

sendo assim, bastante útil para avaliar a citotoxicidade. 

 

3.5.2. Procedimento experimental 

A biflorina foi incubada em diluição seriada durante 72 horas juntamente 

com as células. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Após o 

período de incubação, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15min), e o 

sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 200µL da solução de 

MTT (10% de meio RPMI 1640 sem soro) e foi reincubada por 3 horas, em 

estufa a 37ºC e a 5% de CO2. Após esse período, as placas foram novamente 

centrifugadas (3000 rpm/10 min.), o sobrenadante foi desprezado, e o 

precipitado foi ressuspenso em 150µL de DMSO. Para a quantificação do sal 

reduzido as placas foram lidas no comprimento de onda de 550 nm.  

 

3.5.3. Análise dos dados 

Biflorina foi testada em diluição seriada, em triplicata. Foi registrado o 

gráfico absorbância X concentração e determinado sua IC50 (concentração 

inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e seus respectivos 

intervalos de confiança (IC 95%) realizado a partir da regressão não-linear 

utilizando o programa Prism versão 4.0 (GraphPad Software).  
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3.6. Ensaio de Crescimento Tumoral – MTT  

 

3.6.1. Princípio do Teste 

O mesmo para o ensaio de citotoxicidade (ver anteriormente: 3.5.1). 

Este ensaio foi utilizado para determinar que as concentrações a serem 

utilizadas nos ensaios in vitro de adesão e migração não alteram o crescimento 

tumoral.  

 

3.6.2. Procedimento experimental 

A biflorina foi incubada (0; 0,32; 1,62 e 2,34 µM) durante 24 horas 

juntamente com as células. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 

O procedimento é o mesmo que o item 3.5.2. 

 

3.6.3. Análise dos dados 

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

de 3 experimentos independentes. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por 

análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Dunnet, com nível de 

significância de 5% (p<0,05).   

 

3.7. Ensaio de Inibição da Adesão Celular - MTT 

  

3.7.1. Princípio do Teste 

Adesão celular consiste num processo complexo envolvido na 

embriogênese, migração, invasão e remodelagem tissular. Para promover 

esses processos, as células precisam aderir aos componentes da matriz 
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extracelular (via receptores de adesão), formando complexos com os 

componentes do citoesqueleto, a qual afeta a motilidade celular, diferenciação, 

proliferação e sobrevivência. O ensaio de adesão in vitro permite determinar se 

a substância teste interfere neste processo. A quantidade de células aderidas é 

quantificada pelo MTT (MOSMANN, 1983; BERRIDGE; TAN, 1993). 

 

3.7.2. Procedimento Experimental 

O colágeno tipo I diluído em ácido acético 0,1% foi imobilizado por 16h a 

4ºC overnight em placas de 96 poços (0,01 mg/mL / 100 µL / poço). Decorrido 

o tempo de imobilização do colágeno, foi feito o bloqueio dos poços com 200 

µL de BSA 1% para garantir que a adesão das células ocorra somente à 

proteína imobilizada nos poços, já que sobre o BSA não ocorre adesão.  Após 

1h de incubação com o BSA, as células foram tripsinizadas, contadas e 

centrifugadas por 10 min. a 2.000 rpm. Após este procedimento, o pellet 

formado foi ressuspenso em meio RPMI sem soro e as células B16-F10 (2 x 

105 / mL) e MDA-MB 435 (5 x 105 / mL)  foram plaqueadas na presença e na 

ausência da biflorina (0,32; 1,62 e 2,34 µM para B16-F10 e 0,11; 0,81 e 1,17 

µM para MDAMB-435) por 60 min. Após o tempo de incubação, o 

sobrenadante foi cuidadosamente retirado. Em seguida, foi adicionado 

150µl/poço de MTT (10% em meio RPMI sem soro) e a placa incubada por 

mais 3 horas. Após este período as placas foram centrifugadas (3000 rpm / 10 

min.) e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi ressuspenso com 150µL 

de DMSO. A coloração foi quantificada por leitura da absorbância a 550nm. Os 

valores de absorbância são diretamente proporcionais à quantidade de células 

viáveis aderidas.  

 

3.7.3. Análise dos Dados 

Foi feito um gráfico absorbância vs concentração da droga e os dados 

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

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entre 

os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de variância 
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(ANOVA) seguida do teste de Dunnet, com nível de significância de 5% 

(p<0,05). 

  

3.8. Ensaio de Migração Celular por Cicatrização (Wound Healing) 

 

3.8.1. Principio do Teste 

Migração celular é um fenômeno essencial paro o processo de invasão e 

metástase. Quando realizado uma cicatriz na monocamada de células na 

placa, as células com alta capacidade migratória ultrapassam essa linha, 

tornando possível o estudo de drogas que possam interferir nesse mecanismo 

(BRITO et al., 2005). 

 

3.8.2. Procedimento Experimental 

O ensaio de migração celular foi baseado no modelo descrito por Bürk e 

colaboradores (1973), com adaptações. As células utilizadas para o ensaio, 

B16-F10 e MDAMB-435 foram plaqueadas na concentração de 2,0 x 105 em 

placa de 24 poços, em meio de cultura. As células foram mantidas por 72 horas 

em estufa, após plaqueamento, para adquirirem a confluência necessária. Em 

seguida os poços foram tratados com 5µg/mL de mitomicina C 

(antiproliferativo) por 15 minutos. O pré-tratamento com mitomicina C garante 

que as células estejam migrando e não proliferando. Os poços foram lavados 

3x com tampão salina fosfato estéril (PBS) e foi acrescentado 1 mL de meio em 

cada poço onde foi feita uma lesão na monocamada com a ponta da ponteira 

de cima para baixo com a formação de uma fenda. Os poços foram lavados 3x 

com PBS e acrescentado 1 mL de RPMI sem soro. Neste momento foram 

acrescentadas concentrações não-citotóxicas da biflorina (0,32; 1,62 e 2,34 µM 

para B16-F10 e 0,11; 0,81 e 1,17 µM para MDAMB-435). Foi observada a 

migração após 3, 6, 12 e 24 horas de incubação com o composto. No tempo de 

24h os poços foram fotografados. 
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3.8.3. Análise dos Dados 

A análise foi feita visualmente (análise qualitativa). 

 

3.9. Zimografia em gel de poliacrilamida em SDS co-polimerizado com 

gelatina 

 

3.9.1. Princípio do teste 

A zimografia é uma técnica pelo qual a matriz em que as proteínas serão 

separadas é composta por poliacrilamida co-polimerizada com determinados 

substratos, com a finalidade de se identificar atividades enzimáticas 

manifestadas por proteínas específicas. Este ensaio foi realizado para avaliar 

se a biflorina poderia agir ao modular a atividade enzimática das MMP-9 e -2. 

 

3.9.2. Protocolo Experimental 

Amostras: As células B16-F10 foram tratadas na presença e na ausência 

da biflorina (0; 0,32; 1,62 e 2,34 µM) por 24h e mantidas em placas revestidas 

com colágeno do tipo I. Após esse tempo de incubação, o meio de cultura foi 

retirado e centrifugado (12.000 rpm / 5 min.). Após este período, o 

sobrenadante foi trasferido para outro eppendorf e foi realizada a quantificação 

das proteínas totais utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976), 

usando a curva do albumina sérica bovina (BSA) como padrão. A quantidade 

de proteína utilizada no ensaio foi de 15 µg. 

Zimografia: Foram feitos gel de poliacrilamida (12,5 %) contendo 0,1 % 

de gelatina segundo metodologia descrita por Macedo e colaboradores (2004). 

As corridas eletroforéticas foram desenvolvidas de acordo com o método 

descrito por Laemmili (1970) adaptado para o uso de géis de separação em 

placas. O gel de aplicação, contendo 3,5 % de poliacrilamida foi montado 

utilizando tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 e SDS 10 %. O gel de separação, 
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contendo 12,5 % de poliacrilamida, foi montado em uma solução tampão Tris-

HCl 3 M, pH 8,8, contendo SDS 10 %. 

As amostras foram diluídas em tampão de amostra (Tris-HCl 0,325 M, 

pH 6,8), contendo  5 % de SDS e 10 % de glicerol e traços de azul de 

bromofenol. Em seguida, soluções contendo 15µg de proteínas aplicadas nos 

poços do gel de aplicação e separadas por eletroforese. A corrida eletroforética 

foi conduzida a uma voltagem constante de 100 V e 25 mA  (Electrophoresis 

Power supply EPS – 300) por placa a 25 ºC utilizando Tris 0,025M pH 8,3 

contendo glicina 0,192M e SDS 0,1 % como tampão de corrida. 

Após eletroforeses, os géis foram incubados em uma solução de Triton 

X-100 2,5 % em água por 40 min. a 25 ºC sob agitação constante. Após esse 

período, os géis foram incubados em tampão Tris-HCl 50mM pH 7,5 com CaCl2 

10 mM por 16 h a 37 ºC. Em seguida, os géis foram corados com uma solução 

de azul brilhante de Coomassie R-350 0,1 % em água: ácido acético: metanol 

(8:1:3,5 v/v/v) durante 4 horas e descorados com a mesma solução na 

ausência do corante, permitindo assim a visualização das bandas protéicas. 

 

3.9.3. Análise estatística 

A avaliação da atividade proteolítica deu-se com o aparecimento de 

regiões mais claras no gel, contrastando com o fundo azul (resultado da 

digestão do substrato presente na matriz poliacrilamida-gelatina). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Ensaio in vivo de metástase experimental e sobrevida 

 

 Para avaliar o potencial antimetastático in vivo desta o-naftoquinona, foi 

realizado o ensaio de metástase experimental (colonização) em camundongos 

C57Bl/6 (Black) utilizando a linhagem B16-F10 (alto poder metastático) 

inoculadas via veia caudal (106 / 0,5 mL). Neste ensaio a biflorina (25 mg/kg/dia 

e 50mg/kg/dia, i.p.) foi capaz de inibir a formação de nódulos metastático 

(60,71 ± 7,1 e 46,43 ± 1,75, respectivamente) quando comparado ao controle 

(161,83 ± 8,16) (figura 15) com 57 % e 71 % de inibição. 

 O efeito da biflorina sobre a taxa de sobrevida dos animais 

transplantados com as células do melanoma B16-F10 também foi avaliado. 

Neste ensaio, os animais foram tratados com biflorina (25 mg/kg/dia e 50 

mg/kg/dia i.p.) por 21 dias. A taxa de sobrevida dos animais tratados com 

biflorina foi significantemente aumentada. Os animais controle sobreviviam em 

média 22,3 ± 1,9 dias, enquanto que os animais tratados com a biflorina 

sobreviveram em média 24,4 ± 0,5 e 25,3 ± 0,42, respectivamente. O 

tratamento com a biflorina aumentou 57% e 71% respectivamente (figura 16). 

 

4.2. Análise histopatológica dos pulmões 

 

As análises histopatológicas dos pulmões dos animais tanto do grupo 

controle quanto do grupo tratado demonstraram a presença de células do 

melanoma no parênquima pulmonar (setas brancas), o que comprova a 

formação dos focos metastáticos. Todavia, pode ser observada a diminuição do 

número de colônias metastáticas formadas nos grupos tratados em 

comparação com o grupo controle (figura 17).  

Nesta análise também é observada a presença de hemácias (setas 

vermelhas) e pigmentos de hemossiderina (setas verdes) nos grupos tratados 

(Figura 17), o que demonstra a existência de microhemorragia recente e tardia, 

um provável efeito colateral.  
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Figura 13. Pulmão com nódulos metastáticos: Grupo controle recebeu DMSO 

10%, i.p.; Grupo tratado com bliforina a 25 mg/mL/dia i.p. e grupo tratado com 

biflorina a 50 mg/mL/dia i.p. Foi inoculada 106 células (B16F10) via veia lateral 

caudal de camundongos C57BL/6 e após 21 dias de tratamento os animais foram 

sacrificados e o pulmão retirado para a contagem dos nódulos metastáticos. 
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Figura 14. Efeito da biflorina sobre a metástase experimental induzida por 

injeção intravenosa do melanoma murino B16-F10 (106 i.v.) em camundongos 

C57BL/6. Os animais foram tratados por 21 dias com biflorina (25 mg/kg/dia e 50 

mg/kg/dia, i.p.) e 24h após o último dia de tratamento, os animais foram 

sacrificados, os pulmões retirados, fixados em formol 10% e o número de 

nódulos pulmonares contados. Os animais controle receberam DMSO 10%. * p < 

0,001. 

Biflorina
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Figura 15. Efeito da biflorina sobre a taxa de sobrevida dos 
animais transplantados com as células do melanoma B16-F10 
(106 células i.v.). Os animais foram tratados com biflorina 
(25mg/kg/dia e 50mg/kg/dia i.p.) durante 21 dias. Animais 
controle receberam DMSO 10%. Os dados são resultados de 
um experimento. P<0,05, X 2 para o tempo de sobrevida em 
animais tratados com a biflorina. 
 

  

 

Figura 16. Análise histopatológica dos pulmões de camundongos transplantados com 
células tumorais B16-F10 via veia caudal. Os animais foram tratados diariamente com a 
biflorina (25 e 50 mg/mL, i.p.). Após 21 dias de tratamento os animais foram sacrificados 
e o pulmão retirado e fixado em solução de formaldeído 10%. Controle recebeu DMSO 
10% i.p. Setas brancas: melanoma, seta verde: hemossiderina e seta vermelha: hemácia. 
Aumento de 100X 
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4.3. Citotoxicidade pelo MTT  

 

A avaliação da atividade citotóxica da biflorina sob a célula B16-F10 

(melanoma murino) e MDAMB-435 (melanoma humano) foi realizada pelo 

método do MTT. As CI50, determinadas após 72 h de incubação com as 

substâncias estão representadas na tabela 5. A biflorina teve atividade 

citotóxica concentração-dependente em ambas as linhagens.  

 

Tabela 5. Efeito inibitório da biflorina e da doxorrubicina (controle 

positivo) das células B16-F10 e MDAMB-435. Os valores apresentados 

referem-se a CI50 (µM) e o intervalo de confiança de 95% obtido por 

regressão não linear. 

 

Linhagem Celular 
Biflorina                       

IC50 µM 

Doxorrubicina 

IC50 µM 

B16-F10 5,64 

(5,315 – 5,735) 

   0,05 

(0,02 – 0,10) 

MDAMB-435 2,36 

(2,020 – 2,545) 

   0,81 

(0,74 – 0,95) 

 

Como a biflorina foi citotóxica em ambas as linhagens, foi avaliado o seu 

efeito sobre o crescimento celular destas linhagens em 24 h de incubação, o 

tempo máximo dos ensaios in vitro, utilizando o método do MTT (figura 18) 

utilizando três concentrações,elas: 0,32; 1,62 e 2,34 µM para a linhagem B16-

F10 e 0,11; 0,81 e 1,17 µM para a linhagem MDAMB-435. Nestas 

concentrações foi observado que não ocorre alteração significativa no 

crescimento tumoral. 
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Figura 17. Efeito da biflorina sobre o crescimento das células 

do melanoma murino B16-F10 (A) e melanoma humano 

MDAMB-435 (B). As células foram incubadas com várias 

concentrações da biflorina ou doxrubicina (DOX; 1,72 µM) por 

24 h. Solução de MTT foi adicionada aos poços e estes 

incubados por 3h a 37ºC. Após a incubação a placa foi lida em 

absorbância de 550 nm. O crescimento tumoral foi expresso 

em % do controle tratado apenas com o veículo utilizado para 

diluir a droga. Cada barra mostra a media ± EPM em três 

experimentos independente em triplicata. *P < 0,01 comparado 

com controle por one-way ANOVA seguido por teste de 

Dunnet. 
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4.4. Adesão Celular  

  

Para avaliar o efeito da biflorina sobre o processo de adesão celular 

(célula-MEC), foi realizado ensaio utilizando as células B16-F10 e MDAMB-435 

sob o colágeno do tipo I, um dos constituintes da MEC. Sabe-se que drogas 

que possam interferir nessa etapa são candidatas promissoras para o 

desenvolvimento de drogas antimetastáticas.  

Neste ensaio, a biflorina foi capaz de inibir a adesão celular nas células 

B16-F10 (50,13 ± 9.6%; 55,79 ± 11,9% e 50,84 ± 21,45%, respectivamente) e 

nas células MDAMB-435 (14,24 ± 6,388%; 31,49 ± 1,263% e 45,25 ± 7,637%), 

esta última de maneira concentração-dependente (figura 19). Vale resaltar que, 

neste ensaio, foram utilizadas concentrações que não diminuem o crescimento 

celular, pra evitar um falso-positivo causado por um efeito citotóxico. Esse 

resultado reforça o provável potencial antimetastático da biflorina. 

 

4.5. Migração Celular 

  

Substâncias que modulem a capacidade migratória de linhagens 

tumorais são possíveis candidatos a fármacos com atividade antimetastática. 

Para avaliar esse potencial, foi feito ensaio de migração celular por cicatrização 

(Wound healing) utilizando as linhagens B16-F10 e MDAMB-435. Em ambas as 

linhagens, a biflorina foi capaz de inibir a migração celular (ensaio qualitativo) 

(figura 20 e 21).  

 

4.6. Ensaio de Zimograma 

  

Para avaliar se a biflorina também interfere na expressão e/ou liberação 

de MMPs, foi realizado o ensaio de zimograma em gelatina. Como a linhagem 

B16-F10 possui alta expressão das Gelatinases A e B, esse ensaio pode 
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informar se substâncias testes possam interferir na expressão ou secreção das 

MMP-2 e -9 pela linhagem B16-F10 cultivadas em poços revestidos com 

colágeno. Neste ensaio, a biflorina não alterou a liberação das MMP-2 e -9 

(gelatinases) pela linhagem B16-F10 (figura 22). 

A)                   

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

  

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeito da biflorina sobre a adesão celular 

sobre o colágeno do tipo I das células do melanoma 

murino A) B16-F10 e B) MDAMB-435. O controle foi 

tratado com o veículo usado para diluir a droga 

(DMSO). Os dados correspondem à média ± E.P.M. de 

três experimentes independentes em triplicata. * p < 

0,05 comparado com o controle por one-way ANOVA 

seguido por Dunnets. 
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Figura 19. Microfotografia de campos celulares representativos do ensaio de 
migração celular em células B16-F10 (melanoma murino) em 0 e 24h. Controle 
(DMSO) e Biflorina 0,32; 1,62 e 2,34 µM, respectivamente (aumento 100X). 
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Figura 20. Microfotografia de campos celulares representativos do ensaio de 
migração celular em células MDA-MB-435 (melanoma humano) em 24h. A: controle 
(DMSO);  B, C e D: Biflorina 0,11; 0,81 e 1,17 µM respectivamente (aumento 100X). 
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Figura 21. As células (B16-F10) foram tratadas na presença e na 
ausência de biflorina. MM=marcador, 1: Controle; 2: Biflorina 0,32 µM; 3: 
Biflorina 1,62 µM e 4: Biflorina 2,34 µM em poços revestidos com 
colágeno. Após 24h, o meio foi retirado e feito o ensaio de zimograma. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em estudos anteriores, realizados em nosso laboratório, foi observado 

que a biflorina, uma o-naftoquinona isolada das raízes da Capraria biflora, 

promovia o aumento da sobrevida dos animais transplantados com o 

melanoma B16, sem expressiva toxicidade sistêmica (VASCONCELLOS, 

2008). VASCONCELLOS (2008) também relatou que este aumento na 

sobrevida causado pelo tratamento com a biflorina (25 mg/kg) era maior do que 

aquele obtido pela dacarbazina, utilizada no ensaio como controle positivo, 

única droga citotóxica utilizada na clínica para o tratamento do melanoma 

metastático. 

A linhagem celular B16 é extensamente utilizada em modelos 

experimentais para o estudo do processo metastático. Esta linhagem, quando 

inoculadas via veia caudal de camundongos C57BL/6, possui a capacidade de 

colonizar o parênquima pulmonar (ORTEGA et al., 2008). Como essas células 

produzem melanina, os nódulos pulmonares de cores negras-marrom 

possibilitam a contagem ao olho nu, o qual torna possível um rápido e fácil 

estudo de drogas com potenciais antimetastático (OLIVEIRA-FILHO et al., 

1997). 

Diante deste quadro e diante dos resultados encontrados por 

Vasconcellos, nos propusemos avaliar o efeito da biflorina sobre a metástase 

experimental utilizando a linhagem célular B16-F10 (alto poder metastático). 

Vale ressaltar, ainda, que a extração e o isolamento desta naftoquinona 

envolvem procedimentos relativamente simples, o qual possibilita sua obtenção 

em larga escala (VASCONCELLOS, 2008). 

Em ensaio de metástase experimental, realizado através da inoculação 

endovenosa das células B16-F10 em camundongos C57BL/6 (black), foi 

observado o efeito inibitório da biflorina na formação dos nódulos metastáticos 

no tecido pulmonar. Como mostrado na figura 15, essa redução não foi dose-

dependente, isto é, mesmo dobrando a dose desta substância (de 25 mg/kg/dia 

para 50 mg/kg/dia) o efeito observado continua semelhante. Isto mostra que na 
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dose de 25 mg/kg/dia a biflorina já foi capaz de chegar ao seu efeito máximo, o 

que torna essa observação interessante, já que o efeito terapêutico pôde ser 

alcançado com o uso da menor dose estipulada para o ensaio. Ressaltando 

que, o uso de doses altas na terapia de qualquer doença, inclusive o câncer, 

pode ocasionar em um aumento da probabilidade do aparecimento de efeitos 

tóxicos e colaterais.  

Quando realizado o ensaio descrito acima, apenas metade do grupo dos 

animais foi sacrificada, permitindo a observação da taxa de sobrevida dos 

animais remanescentes (n = 8). Neste ensaio observou-se que a biflorina 

aumentava a taxa de sobrevida dos animais inoculados com as células B16-

F10 (Figura 16). Este ensaio também demonstrou que o efeito não é dose-

dependente.   

De forma semelhante à biflorina, diversas substâncias relatadas na 

literatura apresentam efeito inibitório sobre a metástase experimental. 

Podemos citar a whitanolida, substância bioativa extraída das raízes da 

Whitanea somnifera. Esta substância é capaz de inibir a formação dos nódulos 

pulmonares pelas células B16-F10 em 68 %, com efeito, na taxa de sobrevida 

de 25 %.  A biflorina foi capaz de inibir em até 71 % (50 mg/kg/dia) a formação 

dos nódulos metastáticos. 

Em análise histopatológica dos pulmões dos animais inoculados com as 

células do melanoma B16-F10, observamos a presença de focos metastáticos, 

comprovando a presença de metástase pulmonar (figura 17). É evidente a 

diminuição das colônias metastáticas formadas no grupo tratado em 

comparação com o grupo controle. Todavia, também é observada a presença 

de hemácias e pigmentos de hemossiderina no parênquima pulmonar, o que 

demonstra a presença de microhemorragia recente e tardia (figura 17). A 

análise destes resultados propõe que a biflorina possua como efeito colateral 

alguma disfunção na coagulação sanguínea, o que denota um efeito não-

desejado. 

 Por outro lado, é bem relatado na literatura, que drogas anticoagulantes 

podem apresentar efeitos potenciais como agentes terapêuticos para o 

tratamento de tumores sólidos. De modo curioso, estas drogas parecem ser 
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mais eficazes na inibição do processo metastático do que na inibição de 

tumores primários. É conhecido, também, o uso de anticoagulantes na 

prevenção e no tratamento de metástase hematogênica, além de serem 

eficazes no prolongamento da sobrevida dos pacientes com câncer (BOBEK et 

al., 2004).  

  A heparina, por exemplo, inibe a formação de metástase hematogênica 

ao bloquear as P- e L- selectinas, moléculas de adesão presentes nas 

plaquetas envolvidas na formação de êmbolos tumorais. Além de esta droga ter 

efeito sobre a inibição da heparanase e atuação sobre citocinas e fatores de 

crescimento (STEVENSON et al., 2007).  

Outro exemplo interessante é o lapachol, uma naftoquinona com 

atividade citotóxica e antitumoral já conhecida. É bem descrito que esta 

quinona possui como efeito colateral a diminuição da coagulação sanguínea 

por antagonismo da vitamina K. Em ensaios utilizando a linhagem celular 

B16BL-6 (melanoma murino) foi observado que o lapachol tanto demonstra a 

capacidade de promover quanto inibir a metástase experimental, a depender 

do tempo e dose utilizada. Este primeiro efeito enovolve sua atividade sobre a 

coagulação sanguínea (MAEDO et al., 2008).  

Diante disso, o provável efeito da biflorina sobre a coagulação 

sanguínea pode não ser exatamente um problema para estudos futuros. 

Porém, o mecanismo exato e a existência deste provável efeito colateral não 

foram investigados.  

O ensaio de metástase experimental basea-se na capacidade da céula 

em alcançar um órgão-alvo diferente daquele de tecido de origem, colonizar, 

adaptar-se a esse novo microambiente e proliferar. Substâncias que inibem 

esse processo podem ser candidatas promissoras para o desenvolvimento de 

fármacos antimetastático. Entretanto, neste tipo de ensaio, não é possível 

afirmar que uma droga possa agir diretamente sobre o processo de invasão 

celular, já que essa etapa inicial é pulada. Diante disso, ensaios 

complementares in vitro de adesão, migração celular são de suma importância 

para a avaliação e desenvolvimento de novas drogas com potencial 

antimetastático. 
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Em trabalho realizado por VASCONCELLOS e colaboradores (2005), foi 

demonstrado que a biflorina possuía atividade citotóxica frente a cinco 

linhagens tumorais, elas: CEM e HL-60 (leucemia humana), HCT-8 (cólon 

humano), MCF-7 (mama humano) e B-16 (melanoma murino).  Como 

substâncias potencialmente citotóxicas podem resultar em efeito falso-positivo 

sobre os estudos in vitro de adesão e migração celular foi avaliado a 

citotoxicidade da biflorina frente às linhagens B16-F10 e MDAMB-435 

(linhagens em estudo) utilizando o método do MTT.  

Neste ensaio observamos que a biflorina possuía efeito citotóxico em 

ambas as linhagens condizendo com os estudos anteriores (Tabela 4).  

Substâncias citotóxicas apresentam um problema para os estudos de 

adesão e migração celular, já que em vez de observarmos um efeito 

antiadesão ou antimigração estaremos diante do seu efeito citotóxico. Isto é, no 

ensaio de adesão celular, por exemplo, as células não serão impedidas de 

aderir ao substrato da MEC devido a uma provável ação sobre alguma 

molécula de adesão, mas, por entrar em morte celular. Esta situação torna 

inviável a realização desses ensaios diante de concentrações que causam 

morte celular.  

Uma alternativa de se evitar um efeito falso-positivo é a seleção das 

concentrações não-citotóxicas para os estudos de adesão e migração in vitro. 

Para avaliar se as concentrações a serem utilizadas nos ensaios, foi realizada 

ensaio de crescimento tumoral utilizando o método do MTT em tempo de 

incubação de 24 h.  

Dentre as diversas etapas da cascata metastática, a adesão celular 

obviamente é um evento crítico (ZHAO et al., 2008), como mostrado na figura 

3. Como o colágeno do tipo I é um dos constituintes da matrizextracelular, e, 

consequentemente, essa adesão confere a células sua capacidade de invasão, 

foi avaliado o efeito da biflorina sobre a adesão celular sobre o colágeno tipo I. 

Neste ensaio esta quinona foi capaz de inibir a adesão das células B16-F10 e 

MDAMB-435 em concentrações não-citotóxicas (Figura 19). Este resultato 

sugere que a biflorina pode apresentar propriedade de inibir a invasividade das 

células tumorais por esse mecanismo.  
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Diversas substâncias estudadas anteriormente também possuem 

potencial antimetastático ao agir sobre as moléculas de adesão do tipo 

integrina. A eristotatina e albolabrina, por exemplo, são desintegrinas isoladas 

de veneno de serpente que inibem a adesão de células do melanoma à 

fibronectina, laminina e vitronectina (SOZKA et al., 1991). A contortrostatina, 

outra desintegrina dimérica isolada do veneno de Agkistrodon contortrix 

contortrix, inibe a adesão de células tumorais à fibronectina, vitronectina e ao 

colágeno tipo I ao ligar-se a integrina α5β1 e αvβ3 (TRIKHA et al., 1994;  ZHOU 

et al., 2000). Em um derivado de produtos naturais, a salvicina, um 

diterpenóide quinona, inibe adesão das células MDAMB-435 ao promover 

down-regulation à subunidade β3 do receptor do tipo integrina (ZHOU et al., 

2008). Todos esses compostos possuem atividade antimetastática quando 

avaliados em ensaios in vivo. 

Outra etapa que pode atribuir um potencial antimetastático a diversas 

substâncias é sua capacidade em modular a motilidade celular, propriedade 

que possui um papel fundamental na invasão tumoral e formação de 

metástases (Figura 3 e 5). Linhagens de células tumorais que são altamente 

invasivas e metastáticas apresentam um maior grau de motilidade do que seus 

homólogos com baixa capacidade metastática (LANG et al., 2005). Tanto as 

células B16-F10 quanto a MDAMB-435 possuem alto grau de motilidade celular 

o que confere a essas linhagens um alto poder metastático tornando possível o 

estudo de substâncias com atividade antimigratória.  

O método utilizado nesse trabalho foi o Wound healing desenvolvido por 

Bürk em 1973. É um método simples, barato e um dos primeiros métodos 

desenvolvido para estudar a migração celular direcional in vitro (RODRIGUEZ 

et al., 2006).  

Neste ensaio, observou-se que a biflorina é capaz de inibir a migração 

celular tanto das células B16-F10 quanto das células MDAMB-435 (Figura 20 e 

21). O exato mecanismo pelo qual a biflorina inibe a migração celular não foi 

determinado, já que a migração celular é um processo bastante complexo e 

diversos fatores estão envolvidos neste mecanismo.  
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De forma semelhante ao observado com a biflorina, algumas 

substâncias relatadas na literatura demonstram capacidade de inibir a 

motilidade celular, como o glicoalcalóide alfa-tomatina, presente nos tomates 

(Lycopersicon esculentum). Esta substância inibe a migração das células A549 

(adenocarcinoma de pulmão humano) de maneira concentração-tempo 

dependente tanto em ensaios utilizando a câmara de Boyden quanto no ensaio 

de migração por cicatrização (Wound Healing) (SHIH et al., 2009). 

Outra característica importante que confere às células tumorais em 

invadir e formar metástase é a sua capacidade em secretar enzimas 

proteolíticas que irão degradar os componentes da MEC. Vários tipos de 

proteinases têm sido implicados na degradação da MEC, mas um grupo 

principal de enzima envolvida são as metaloproteinases da matriz (MMPs).  

Diversos fármacos inibidores das MMP têm sido sintetizados para 

estudos no tratamento de neoplasias malignas (WYLIE et al., 1999; MAEKAWA 

et al., 2000; MAKI et al., 2002; SANTOS et al., 1997; KIDO et al., 1999). Dentre 

estas substâncias, podemos citar os peptideomiméticos, os não-

peptideomiméticos, os derivados da tetraciclina e os bisfosfonatos, sendo que 

todos interferem na expressão e ativação das MMPs, reduzindo a função 

dessas enzimas e conseqüentemente diminuindo a degradação da MEC. 

Dessa maneira, tem-se buscado a inibição da função das MMPs como uma 

forma alternativa de terapia anti-câncer (PEREIRA, 2006). 

Em ensaio realizado de zimografia em gelatina observou-se que a 

biflorina não altera a liberação das MMP-2 e -9 pelas células B16-F10.  

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a biflorina inibe 

a formação de metástase experimental além de inibir eventos cruciais para o 

processo de invasão tumoral, o que a torna bastante promissora para o 

desenvolvimento de novos fármacos antimetastáticos. Entretanto, demais 

estudos são necessários para confirmar essa teoria e para a elucidação do seu 

exato mecanismo de ação e possíveis efeitos colaterais.  
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Perspectivas 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho tornam necessário o estudo dos 

possíveis efeitos da biflorina sobre o processo de metástase.  

A avaliação da biflorina sobre a adesão celular, não somente das células 

estudadas nesse trabalho, mas, também, de outras linhagens, é uma das 

avaliações indispensáveis para a elucidação de seu mecanismo de ação. 

Ensaios utilizando outros substratos da MEC, como a fibronectina, laminina, 

vitronectina e colágeno tipo IV, funcionam como estratégias para determinar 

possível preferência do efeito desta quinona sobre algum substrato específico. 

Associado a isso, o uso de outras linhagens tumorais também torna-se útel 

para a determinação da preferência da biflorina sobre alguma molécula de 

adesão, já que algumas linhagens expressam ou não de forma preferencial 

subtipos específicos de integrinas, por exemplo. Esta estratégia pode ser 

utilizada para a determinação da molécula de adesão responsável pelo efeito 

da biflorina, o que pode ser confirmado em ensaios de Western blot.  

Outro caminho a ser desvendado é seu provável efeito sobre a 

coagulação sanguínea. Será que esta naftoquinona tem efeito sobre a 

coagulação sanguínea, de forma semelhante ao lapachol (outra naftoquinona)? 

Como esse efeito pode ser benéfico ou maléfico em futura terapia com a 

biflorina?  

Além disso, apesar da biflorina não possuir atividade sobre a liberação 

e/ou expressão das gelatinases A e B (MMPs -2 e -9), outras vias envolvidas 

na degradação ativa protéica dos componentes da MEC podem ser 

investigadas. Uma dessas vias é a cascata do ativador de plasminogêneo, cujo 

papel na invasão celular é bem descrito na literatura (CHU et al., 2006). 

Como já bem estabelecido, os mecanismos da formação de novos vasos 

induzidas pelas células tumorais (e percorridas pelas células endoteliais) são 

muito semelhantes com os mecanismos de invasão tumoral. Pelo exposto 

neste trabalho, observamos que a biflorina possui a capacidade de alterar 

mecanismos cruciais para que ocorra a invasão célular: adesão e migração. 
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Este olhar guia futuros estudos para avaliar o potencial antiangiogênico desta 

molécula. Ensaios de adesão, migração e invasão utilizando células endoteliais 

e ensaios de formação de tubos e angiogênese in vivo pode ser um caminho 

para a continuidade do estudo da biflorina. 

Vale resaltar ainda que, estamos diante de uma molécula que possui 

tanto atividade citotóxica e antitumoral (VASCONCELLOS et al, 2005; 

VASCONCELLOS et al., 2007) quanto capacidade de alterar o processo de 

formação de metástase. Estas características enfatizam a importância dessa 

molécula para descobertas futuras promissoras.  

Diante disso, podemos observar que a base fornecida por esse trabalho 

contribui de forma bastante promissora a extensa pesquisa pela busca de 

novos protótipos a fármacos antineoplásicos. A construção e o 

desenvolvimento de novos estudos são necessários, a fim de determinar se, 

realmente, esta substância (ou seus derivados) possa vir, um dia, a entrar em 

estudo clínico e ter utilidade para terapias futuras. Principalmente diante da 

urgência do mercado farmacêutico no desenvolvimento de terapias efetivas 

para o tratamento dos cânceres metastáticos. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Frente aos resultados obtidos dentro deste projeto de pesquisa, 

podemos concluir que: 

• A Biflorina é capaz de inibir a formação de metástase experimental 

induzida pela linhagem B16-F10 além de aumentar a taxa de 

sobrevida; 

• A Biflorina é citotóxica nas linhagens B16-F10 e MDAMB-435; 

• A Biflorina é capaz de inibir a adesão das células B16-F10 e 

MDAMB-435 ao colágeno tipo I em concentrações não-citotóxicas; 

• A Biflorina é capaz de inibir a migração celular das células B16-F10 e 

MDAMB-435 em concentrações não-citotóxicas; 

• A Biflorina não é capaz de inibir a atividade das MMP-2 e -9 das 

células B16-F10 cultivadas sobre o colágeno, o que exclui esse 

mecanismo de ação; 
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