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RESUMO 

 

Cordiaquinona J é uma 1,4-naftoquinona isolada das raízes de Cordia 

leucocephala, que apresenta atividade antifúngica e larvicida. No entanto, não há 

relatos quanto a sua atividade citotóxica. No presente estudo, foi investigado os 

efeitos citotóxicos da cordiaquinona J sobre a viabilidade de células tumorais, cujo 

valores de CI50 variaram de 2,7 a 6,6 μM em células de HL-60 e SF-295 

respectivamente. Estudos realizados em células leucêmicas de HL-60 indicaram que 

a cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) reduziu a viabilidade celular e a incorporação do 

BrdU após 24 horas de incubação. Além disso, a cordiaquinona J mostrou rápida 

indução de apoptose, como indicado pela externalização da fosfatidilserina, ativação 

de caspases, fragmentação do DNA e mudanças morfológicas, além de uma rápida 

indução de necrose, como indicado pela perda da integridade de membrana e 

mudanças morfológicas. Cordiaquinona J altera o potencial redox de células tumorais 

por induzir geração de espécies reativas de oxigênio e perda do potencial da 

membrana mitocondrial como eventos iniciais. Além disso, o pré-tratamento das 

células com N-acetil-L-cisteína (NAC) aboliu a maioria dos efeitos observados 

relacionados ao tratamento com a cordiaquinona J, incluindo os efeitos relacionados a 

indução de apoptose e de necrose, sugerindo que a citotoxidade dessa molécula está 

relacionada a geração de EROs. Assim, o presente estudo ressalta o potencial 

antitumoral da Cordiaquinona J. 

Palavras chaves: Cordiaquinona J, citotoxicidade, apoptose, células HL-60, estresse 

oxidativo 



ABSTRACT 

 

Cordiaquinone J is a 1,4-naphthoquinone isolated from the roots of C. 

leucocephala, with antifungal and larvicidal activities. Nonetheless the cytotoxic effects 

of cordiaquinone J have never being explored. In the present study, it was investigated 

the effect of cordiaquinone J on tumor cells viability, showing IC50 values in the range 

of 2.7 to 6.6 μM in HL-60 and SF-295, respectively. Studies performed in HL-60 

leukemia cells indicated that cordiaquinone J (1.5 and 3 μM) reduced cell viability and 

BrdU incorporation after 24 hours of incubation. Cordiaquinone J showed rapid 

induction of apoptosis, as indicated by phosphatidylserine externalization, caspase 

activation, DNA fragmentation and morphologic changes and, rapid induction of 

necrosis, as indicated by the loss of membrane integrity and morphologic changes. 

Cordiaquinone J altered the redox potential of tumor cells by inducing generation of 

reactive oxygen species (ROS) and loss of mitochondrial membrane potential as initial 

events. The pretreatment of the cells with N-acetyl-L-cysteine (NAC) abolished most of 

the observed effects related to cordiaquinone J treatment, including those related to 

apoptosis and necrosis induction. Thus, present results highlight the antitumor 

potential of cordiaquinona J. 

 

Keywords: Cordiaquinone J, cytotoxicity, apoptosis, HL-60 cells, oxidative stress 
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1INTRODUÇÃO 
 
1.1Câncer 
 

A multiplicação das células em organismos multicelulares saudáveis é 

cuidadosamente regulada com o propósito de atender às necessidades específicas 

de cada indivíduo. Em um organismo jovem a taxa de proliferação celular é maior do 

que taxa de células que morrem, devido à necessidade de desenvolvimento do 

mesmo. Já em adultos esta taxa tende a ser balanceada a fim de manter um 

equilíbrio (homeostase) (RABENHORST; BURINI; SCHMITT, 1994; FOSTER, 2008).  

As células cancerosas diferem das células normais, pelo fato de 

continuarem a crescer e se dividir, não obedecendo ao controle biológico natural do 

organismo (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Dividindo-se rapidamente, estas células 

adquirem novas características genéticas que as tornam mais agressivas, 

determinando a formação do câncer (HANAHAN; WEINBERG, 2000; INSTITUTO 

NACIONAL DO CANCER -INCA, 2008). Algumas alterações na fisiologia das células 

caracterizam o câncer: auto-suficiência na sinalização de fatores de crescimento, 

insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasão da morte celular programada 

(apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogênese e invasão tecidual e 

metástase (HANAHAN; WEINBERG, 2000). 

Essas características surgem a partir de alterações genéticas originadas 

do mau funcionamento dos circuitos regulatórios que governam a proliferação 

normal das células (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Essas mutações, em geral, 

ocorrem em proto-oncogenes e em genes supressores de tumor. Os proto-

oncogenes promovem a proliferação ordenada enquanto os genes supressores de 

tumor mantêm essa proliferação sob controle, restringindo o crescimento celular. No 

entanto, quando mutados, os proto-oncogenes promovem o crescimento de 

tumores. Se o mesmo ocorrer com os genes supressores de tumor, a inibição da 

progressão do ciclo celular pode não ocorrer, o que irá facilitar o crescimento 

anormal das células (LOURO et al., 2002; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; 

BERNEMAN, 2003). 

Normalmente, células que sofrem mutações e/ou injúrias são 

reconhecidas e levadas à morte. No entanto, quando os pontos de checagem do 

ciclo celular falham, as células que conseguiram burlar esse sistema progridem ao 
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longo do ciclo celular. Essas células se dividem de maneira descontrolada 

acumulando novas mutações que irão contribuir para o surgimento de tumores 

malignos. Dessa forma pode-se afirmar que o câncer tem origem monoclonal. 

(STORY; KODYM, 1998; LODISH et al., 2002). 

Com uma incidência anual de 6 milhões de casos, o câncer é considerado 

a segunda causa de morte causada por doenças no mundo, atrás apenas de mortes 

relacionadas a doenças cardiovasculares (SRIVASTAVA et al., 2005).  

Em 2005, cerca de 60 milhões de pessoas morreram em todo o mundo, 

sendo que aproximadamente13% destas mortes foram ocasionadas pelo câncer. 

Dos quais, os mais incidentes foram os cânceres de pulmão, estômago, fígado, 

cólon e mama (WORLD HEALTH ORGANIZATION -WHO, 2009). Estima-se que em 

2020 o número de novos casos aumente na ordem de 9 milhões ao ano quando 

comparado a 2005, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerão em 

países em desenvolvimento (INCA, 2008). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, válidas também para o ano 

de 2009, apontam 466.730 casos novos de câncer (Figura 1). Os tipos mais 

incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, serão os cânceres 

de próstata e de pulmão, no sexo masculino, e os cânceres de mama e de colo do 

útero, no sexo feminino, perfil semelhante ao encontrado no resto do mundo (INCA, 

2008). 

 
Figura 1 - Tipos de câncer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, na população 
brasileira, sem pele não melanoma. 
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O tratamento para o câncer pode ocorrer de maneiras variadas diferindo 

principalmente em relação ao tipo e a gravidade da doença. A quimioterapia do 

câncer consiste em um tratamento a base de fármacos que interferem em diferentes 

processos tais como desenvolvimento, crescimento, disseminação e invasão de 

células cancerígenas (SOUZA et al., 2007). O câncer pode ser tratado através de 

monoquimioterapia ou por medicamentos combinados (poliquimioterapia), método 

este mais utilizado, porque apresentam resultados mais eficientes, conseguindo uma 

resposta satisfatória a cada aplicação, diminuindo o risco de resistência do paciente 

aos fármacos e atingindo as células em diferentes fases do seu ciclo (CARVALHO; 

TIRNAUER; PELLMAN, 2003; NICOLAOU et al., 1997). Atualmente, o tratamento da 

maioria dos cânceres consiste na combinação de diferentes abordagens 

terapêuticas e não apenas de uma. A quimioterapia, aliada à cirurgia e à 

radioterapia, constituem as principais modalidades terapêuticas utilizadas no 

tratamento de pacientes com diferentes tipos de câncer (KUMMAR; ABBAS; 

FAUSTO, 2004).   

Diante deste cenário, fica clara a necessidade de esforços contínuos 

sobre o desenvolvimento de novos medicamentos ou tratamentos para o controle 

desta doença. 

 

1.2 Tipos de Morte Celular 
 

Como descrito anteriormente um organismo multicelular procura sempre 

manter o seu equilíbrio, através de um balanço entre a proliferação e a morte celular. 

Diversos tipos de morte celular vêm sendo descritos, dentre elas estão: apoptose 

(suicídio celular), autofagia, necrose ou oncose, apesar de alguns autores não 

denominarem como sinônimos, catástrofe mitótica, excitotoxicidade e senescência 

(Tabela 1) (KROEMER, et al., 2005).  
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Tabela 1 - Características dos diferentes tipos de morte celular  

Tipos de          
morte celular Mudanças morfológicas Características 

bioquímicas 

  Núcleo Membrana celular Citoplasma   
Apoptose Condensação da cromatina;   

Fragmentação nuclear;           
Fragmentação 
internucleossomal 
Do DNA (DNA ladder) 

Íntegra;                  
Formação de 
prolongamentos 
(Blebbs) 

Fragmentação  
(formação de  
corpos apoptóticos) 

Dependente de 
caspase 

Autofagia Condensação parcial da 
cromatina;  
Sem formação de DNA 
ladder) 

Formação de 
prolongamentos 
(Blebbs) 

↑ número de 
vesículas autofágicas 

Independente de 
caspase;        
↑ da atividade 
lisossomal      

Catástrofe 
mitótica Múltiplos micronúcleos;          

Fragmentação nuclear - - 

Independente de 
caspase em 
estágio inicial;          
Ativação anormal 
de CDK1/ciclina B 

Necrose 
Degradação maciça e 
randômica  
Do DNA nuclear 

Inchaço e ruptura 

↑ de vacuolização; 
Degradação de 
organelas;  
Inchaço mitocondrial 

- 

Senescência Estrutura heterocromática 
distinta          
(Focos heterocromáticos 
associados a senescência) 

- Achatamento 
↑granulosidade Atividade SA-β-gal 

CDK1, quinase 1 dependente de ciclina; SA-β-gal, β-galactosidase associada a senescência. Fonte: adaptada 
de Okada e Mak, 2004 

 

Os processos de morte celular são de suma importância para o 

organismo manter a sua homeostase, evitando com que células defeituosas ou 

ineficientes permaneçam a exercer algum papel no organismo podendo, deste 

modo, ocasionar diversas enfermidades como, lupus, fibrose cística, e doenças 

pulmonares (MUNOZ, et al., 2005; VANDIVIER, et al., 2002; HODGE, et al., 2003). 

A autofagia é um tipo de morte celular em que as proteínas e organelas 

não desejadas são degradadas ou por proteólise mediada por ubiquitinas, que são 

encontradas nos proteossomas, ou são direcionadas e degradadas dentro dos 

lisossomos (KLIONSKY; OHSUMI, 1999; KIM; KLIONSKY, 2000). Sua morfologia é 

caracterizada pela condensação parcial da cromatina nuclear, formação de 

prolongamentos (Blebs) e pelo o aumento no número de vesículas autofágicas, que 
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normalmente apresentam uma dupla camada, visualizada apenas em microscópio 

eletrônico (OKADA; MAK, 2004).  

O termo catástrofe mitótica consiste em uma definição ampla que é 

bastante utilizada para explicar um tipo de morte celular típica de mamíferos, e que é 

ocasionada por mitoses defeituosas. Caracterizada pela formação de células 

multinucleadas, gigantes, e cromossomos não condensados (OKADA; MAK, 2004).  

A senescência é observada, principalmente, em células primárias em 

cultura, pois estas inicialmente entram em um período de rápida proliferação, 

durante o qual, os telômeros se tornam significativamente menores. Eventualmente, 

o crescimento celular desacelera e a célula entra em uma parada permanente no 

ciclo celular. A senescência possui uma morfologia típica que é o achatamento do 

citoplasma e o aumento da granulosidade celular (DIMRI et al., 1995). 

A necrose geralmente é uma conseqüência de uma condição 

patofisiológica adquirida por infecções, inflamações ou isquemias. É considerado um 

processo de morte desregulado e traumático, associado normalmente com a 

liberação de componentes intracelulares no meio extracelular, gerando inflamação 

dos tecidos adjacentes. Quando em necrose a célula apresenta sua membrana 

distorcida e rompida, além da degradação das organelas e um inchaço celular. 

Resultando em falhas nas vias fisiológicos normais da célula, desregulando o 

transporte de íons, a produção de energia e o pH da célula (OKADA; MAK, 2004). 
Apoptose é um processo altamente regulado que ocorre em quase todas 

as células vivas e pode ser desencadeada por diversos estímulos fisiológicos e 

patológicos. A ativação de uma série de eventos moleculares que leva a morte 

celular por apoptose é caracterizada por mudanças bioquímicas e morfológicas 

típicas tais como redução celular, condensação da cromatina, fragmentação nuclear, 

formação de corpos apoptóticos, e formação de blebs (CHEN; LIN-SHIAU; LIN, 

1999; YU et al., 1998; LIU et al., 2004). As características bioquímicas associada 

com a apoptose incluem a clivagem de DNA internucleossomal, formando 

oligonocleossomas (DNA ladder), externalização da fosfatidilserina, ativação de 

caspases e clivagem de substratos intracelulares (MARTIN; GREEN, 1995). Como 

resultado destas mudanças, as células apoptóticas são fagocitadas sem eliminar o 

seu conteúdo intracelular no meio, evitando que ocorra uma resposta inflamatória 

(ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001). 
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O componente central para que ocorra o processo de apoptose, consiste 

em um sistema proteolítico, o qual envolve proteases denominadas de caspases. 

Caspases são uma família de proteínas intracelulares envolvidas no processo de 

iniciação e execução da apoptose. As caspases iniciadoras são capazes de ativar as 

caspases efetoras ou amplificar a cascata de caspases através do aumento da 

ativação das caspases iniciadoras (WALKER et al., 1994; THORNBERRY; 

LAZEBNIK, 1998). 

Com base em estudos anteriores sabe-se que existem quatro vias de 

morte, em que há a ativação de caspases para que ocorra a apoptose, denominadas 

de via intrísica ou mitocondrial, extrínsica ou via de receptor de morte, via da 

granzima B e a via do retículo endoplasmático (WANG; LIU; CUI, 2005). 

A via do retículo endoplasmático é caracterizada pela liberação de cálcio 

citoplasmático ativando a caspase 12, o que ocorre provavelmente devido a 

translocação de membros da família Bcl2 (BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005). 

A via mediada pela Granzima B pode induzir morte celular por duas vias: 

a via citossólica, envolvendo ativação de caspases pró-apoptóticas; e a via nuclear 

que provavelmente está envolvida com proteínas reguladoras do ciclo celular e 

ativação de quinases (BERTHOU; ZHANG; SASPORTES, 1998; WANG; LIU; CUI, 

2005) 

Quando a célula é ativada para a morte por via intrínsica (figura-2) o 

primeiro passo é a permeabilização da membrana mitocondrial resultando na 

liberação de proteínas que normalmente estavam localizadas no espaço 

intermembranar, (citocromo c, o fator de indução da apoptose (AIF), entre outros). 

Em seguida, o potencial transmembrânico da mitocôndria é reduzido (CHANG; 

YANG, 2000; GREEN; KROEMER, 1998; GREEN; REED, 1998). A liberação do 

citocromo c leva a formação de um complexo, denominado apoptossomo. O 

apoptossomo é formado quando o citocromo c se liga a Apaf-1 e a procaspase-9. 

Este complexo irá ativar a caspase-9 (CHANG; YANG, 2000; ACEHAN et al., 2002; 

ZOU et al., 1999). A caspase-9 (caspase iniciadora) cliva as caspases efetoras 3, 6 

e 7 ativando-as e estas irão fragmentar o DNA causando a morte da célula 

(NICHOLSON; THORNBERRY, 1997). 

A via de receptor de morte ou via extrínsica (Figura 2) envolve a ativação 

de receptores de membrana. Eles são membros da superfamília de receptores de 

fatores de necrose tumoral (TNFR). Estão inclusos nessa família os receptores de 
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membrana TNFR1, FAS (CD95), TRAIL entre outros. Esses receptores possuem um 

domínio distinto dentro do citoplasma denominado de domínio de morte (DD) 

(ASHKENAZI; DIXIT, 1998). Após a associação dos receptores de membrana ao 

seu correspondente domínio DD, ocorre uma mudança conformacional nos 

receptores o que promove o recrutamento de uma molécula adaptadora FAS que irá 

associar-se com o domínio de morte (DD) formando o FADD (GARG; AGGARWAL, 

2002; MIRKES, 2002). Este complexo formado é o responsável por iniciar a cascata 

de caspases, pois o FADD se liga a procaspase-8, que ativa a caspase-8. A 

caspase-8 ativa caspases efetoras como a caspase-3, promovendo o início da 

cascata de caspases da apoptose, levando a célula a morte (CHANG; YANG, 2000). 

Como pode ser observado na discussão acima a via mitocondrial e a via 

dos receptores de morte estão interligadas, pois ambas as vias no final convergem 

para a caspase-3 (Figura 2). A caspase-3 tem como função clivar uma série de 

proteínas, tais como, PARP (poli (ADP-ribose) polimerase), enzimas de reparo do 

DNA, lamina nuclear (CHANG; YANG, 2000). Além da caspase-3, as duas vias 

podem estar interligadas através do Bid, uma proteína proapoptótica (YIN, 2000). O 

Bid é uma proteína encontrada no citosol das células e que normalmente é clivada 

pela caspase-8, formando uma proteína truncada, tBid, a qual é translocada para a 

mitocôndria (LI et al., 1998; LUO et al., 1998). Na mitocôndria o tBid ativa o Bax, 

iniciando a liberação do citocromo c e conseqüentemente a disfunção mitocondrial 

(HAIMOVITZ-FRIEDMAN, 1998). Portanto pode ser facilmente visualizado que o 

processo de apoptose está totalmente interligado e que isto é necessário para a 

amplificação do sinal apoptótico e ativação das caspases. 

Nos últimos anos diversas técnicas têm sido empregadas a fim de 

distinguir como ocorre o processo de morte celular. Para este fim, são utilizados 

métodos de analises quantitativos e qualitativas tais como: métodos em microscopia 

eletrônica e microscopia de luz. Análises morfométricas e citométricas podem ser 

realizadas por microscopia de luz, além de microscopia confocal e de fluorescência, 

bem como através de microscopia eletrônica de transmissão (MET). Algumas destas 

técnicas são largamente empregadas em laboratórios de pesquisa. Por exemplo, a 

MET é bastante utilizada para diferenciar morte por autofagia. Já a microscopia de 

luz é um modo simples e eficiente para identificar e quantificar morte celular. Células 

apoptóticas não são facilmente diferenciadas de outros tipos de morte através da 

microscopia de luz, portanto é necessária a utilização de outras técnicas para fazer a 
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distinção entre os vários tipos de morte que podem ser encontrados em uma célula 

(TINARI et al., 2008). 

 

 
Figura 2 - Esquema das vias intrínsica e extrínsica da apoptose. 

 

1.3 Estresse oxidativo 

 
O estresse oxidativo é uma condição bioquímica caracterizada pelo 

desequilíbrio entre a presença de níveis relativamente elevados de espécies tóxicas 

reativas e o mecanismo de defesa antioxidativo. Essas espécies tóxicas são 

constituídas principalmente de espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs). (THANNICKAL; FANBURG, 2000; HADDAD, 2004; 

CARMODY; COTTER, 2001). As EROs e ERNs são moléculas orgânicas e 

inorgânicas que possuem um número ímpar de elétrons (elétrons não pareados) e 
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são formadas, in vivo, por meio de reações de oxidação e de redução. Ao mesmo 

tempo em que o oxigênio pode ser um substrato importante no metabolismo 

oxidativo, ele também pode ser parcialmente reduzido para formar EROs (ASLAN; 

OZBEN, 2003).  

Tradicionalmente, as espécies reativas de oxigênio (EROs) consistem 

principalmente de radicais anion superóxido (O2 •–), oxigênio singlet, peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxilas (OH•) altamente reativos, sendo consideradas 

como um grupo de moléculas bastante perigosas às células, tecidos e ao organismo 

como um todo (USHIO-FUKAI; NAKAMURA, 2008). No entanto, é sabido que as 

EROs são essenciais para a vida, devido ao seu papel em muitos processos vitais, 

tais como, transdução de sinais, além de agir como bactericida (CONKLIN, 2004). 

As EROs, especialmente o H2O2, são moléculas importantes em vias de 

sinalização tanto de animais quanto de plantas (HANCOCK; DESIKAN; NEILL, 

2001). Em animais as EROs podem influenciar na proliferação celular, ativando ou 

inibindo a apoptose e quando presente em altas concentrações podem causar 

necrose (MATÉS; SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 2000). Além disso, podem estar envolvidas 

na expressão de genes e na ativação de várias vias de sinalização celular. Crawford 

e colaboradores, já em 1988, observaram que em presença de H2O2 havia o 

aumento de expressão de vários genes como o c-myc e o c-fos, posteriormente foi 

observado que o H2O2 também aumentava a expressão da glutationa-S-transferase 

e da fenilalanina (DESIKAN et al., 1998), além de proteínas quinases e proteínas de 

reparo do DNA (DESIKAN; NEILL; HANCOCK, 2000). A via JAK/STAT é também 

ativada pelo H2O2 o que provoca a transdução de mensagens para o núcleo (SIMON 

et al., 1998). Assim as EROs podem estar envolvidas em várias vias de sinalização 

promovendo ativação de moléculas que podem estar envolvidas em numerosos 

processos celulares. 

A grande maioria dos efeitos tóxicos ocasionados pelas EROs podem ser 

atribuídas ao radical hidroxila (OH•). No entanto, as EROs normalmente são 

formadas durante o metabolismo aeróbico normal, onde as células possuem 

sistemas de defesa antioxidantes efetivos tais como: enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase), além de radicais 

seqüestradores de EROs como ácido ascórbico, tocoferol e N-acetil-L-cisteína 

(ASCHE, 2005). 
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Teoricamente, as EROs podem reagir com todos os componentes da 

célula incluindo proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucléicos. Diversos estudos 

mostram que a liberação celular de EROs pode burlar o sistema de defesa 

antioxidativo e promover danos oxidativos típicos no DNA, lipídios, proteínas e 

carboidratos. Portanto as EROs estão intimamente relacionadas com diversos tipos 

de doenças tais como o câncer e processos neurodegenerativos (O’BRIEN, 1991; 

ÖLLINGER; KÅGEDAL, 2002). 

O estresse oxidativo celular pode induzir diversas respostas biológicas, 

incluindo parada no crescimento da célula momentaneamente, levando a adaptação; 

transcrição de genes; iniciação na via de transdução de sinais além de reparo e 

dano do DNA (DAVIES, 1999; MATÉS; SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 2000). Esses eventos 

determinam se a célula entrará em processo de morte seja por necrose, 

senescência ou apoptose ou se a célula sobreviverá retornando a sua proliferação 

normal (MATÉS; SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 2000). 

Atualmente é bem estabelecido que diversos agentes quimioterápicos e a 

terapia por radiação promovem a geração de EROs em pacientes durante o 

tratamento do câncer (CONKLIN, 2004; LAMSON; BRIGNALL, 1999). Entre os 

quimioterápicos conhecidos que geram altos níveis de EROs estão as antraciclinas, 

epipodofilotoxinas, agentes alquilantes e camptotecinas (CONKLIN, 2004) já os 

taxanos e os alcalóides da vinca geram baixos níveis de EROs (OZBEN, 2007). 

Já no metabolismo redox (Figura 3), a homeostase das EROs e a sua 

metabolização são de suma importância na sinalização celular e na apoptose. Um 

aumento na geração de EROs, ou a redução de sua eliminação resulta na indução 

de apoptose através da despolarização mitocondrial e da permeabilização da 

membrana mitocondrial. Com a permeabilização da membrana mitocondrial, 

proteínas intermembranares mitocôndriais solúveis são liberadas, tais como o 

citocromo c e o fator de indução da apoptose, ativando a cascata de caspases e 

nucleases, levando a célula à morte pelo processo de apoptose (COSTANTINI et al., 

2000). 

Vários fármacos atualmente utilizados na clínica como a doxorrubicina e o 

rituximab geram EROs seguido pela despolarização da membrana mitocondrial 

(BELLOSILLO, et al., 2001). Por outro lado, alterações no metabolismo redox podem 

levar a uma resistência medicamentosa (RUDIN et al., 2003). 
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Com esse propósito, diversos agentes experimentais estão em fase de 

estudo visando o desenvolvimento de novos medicamentos. Estes novos fármacos 

têm como objetivo, ocasionar morte celular principalmente pelo processo de 

apoptose, através do aumento da expressão de proteínas pró-apoptóticas ou por 

induzir apoptose diretamente através da mitocôndria, acompanhado pelo o aumento 

da geração de EROs, além da inibição de vias antiapoptóticas ou a depleção da 

glutationa (RENSCHLER, 2004). 

 
Figura 3 - Modelo esquemático do papel das EROs mitocondrial na apoptose. Diversos 

sinais podem levar a apoptose e a indução das vias parece convergir a eventos que levam 

ao aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial (PMM) e a liberação de fatores 

pró-apoptóticos da mitocôndria.  

Fonte: Adaptação de Fleury; Mignotte; Vayssière, 2002. 
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1.4 Produtos Naturais 
 

Ao longo do tempo, os produtos naturais têm sido considerados 

inestimáveis ferramentas para decifrar lógicas de biossínteses e como protótipos 

para desenvolver drogas de primeira linha contra doenças tais como o câncer 

(SCHWARTSMANN et al., 2002; CRAGG; NEWMAN, 2005; CRAGG; NEWMAN; 

YANG, 2006; NEWMAN; CRAGG, 2007). 

As plantas têm uma longa história no tratamento do câncer (HARTWELL, 

1982; CRAGG; NEWMAN, 2005), sendo consideradas como uma importante fonte 

de substâncias utilizadas na terapia desta doença. Neste contexto, mais de 60% dos 

agentes usados constantemente no tratamento do câncer são oriundos direta ou 

indiretamente de fontes naturais incluindo plantas, organismos marinhos e micro-

organismos (CRAGG; KINGSTON; NEWMAN, 2005; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 

2003). 

A pesquisa por agentes anti-câncer obtidos a partir de plantas começou 

seriamente na década de 50 com o descobrimento e o desenvolvimento dos 

alcalóides vinca, com a vimblastina e a vincristina, e através do isolamento de 

podofilotoxinas citotóxicas. Como resultado, o Instituto do Câncer dos Estados 

Unidos iniciou um extensivo programa de coletas de plantas em 1960, focando 

principalmente em plantas de regiões temperadas. Isto conduziu a descoberta de 

novas moléculas que mostraram ampla atividade citotóxica (CASSADY; DOUROS, 

1980), incluindo os taxanos e camptotecinas. No entanto, o desenvolvimento destes 

como agentes clinicamente ativos duraram cerca de 30 anos, de 1960 a 1990 

(CRAGG; NEWMAN, 2005). 

Dentre os produtos naturais, encontram-se os chamados metabólitos 

secundários, um grupo de substâncias que se destacam pelo grande potencial 

farmacológico. Estes são produtos de vias condicionais que são ativadas em 

contextos ou situações particulares. Os metabólitos secundários podem ser divididos 

em diversas classes estruturais: terpenos, lignanas, taninos, lactonas, esteróides, 

chalconas, flavonas, flavanonas, alcalóides, quinonas, dentre outros (CLARDY; 

WALSH, 2004). 

Muitas dessas substâncias são utilizadas como molde para o 

desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, tais como a vimblastina 

(Velban®) e a vincristina (Oncovin®) e os análogos vindesina (Eldisine®) e 
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vinorelbina (Navelbine®); o paclitaxel (Taxol®) e o análogo docetaxel (Taxotere®); a 

podofilotoxina e os análogos, etoposídeo (Etopophos®) e teniposídeo (Vumon®); e a 

camptotecina e os análogos, topotecano (Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®), 

atualmente utilizados na terapia anticâncer. Esses medicamentos apresentam uma 

participação no mercado que movimenta cerca de 50 bilhões de dólares anualmente 

(PINTO et al., 2002). 

A camptotecina (Figura 4.1) foi primeiramente isolada da planta 

Camptotheca acuminata, no entanto esta molécula pode ser encontrada em diversas 

plantas do mundo (SRIVASTAVA et al., 2005). Estudos realizados na década de 70 

mostraram que a camptotecina apresentava forte efeito citotóxico inibindo a 

topoisomerase I de maneira irreversível e causando fragmentação de DNA. 

Posteriormente a camptotecina foi aprovada pelo FDA para testes clínicos de fase I 

e II, sendo indicada para pacientes com tumores gastrointestinais, no entanto o 

composto apresentou severos efeitos adversos como mielosupressão, vômitos, 

diarréia e cistite hemorrágica. Obviamente estes resultados inviabilizaram a 

continuação dos testes de fase II em 1972 (SRIVASTAVA et al., 2005). Devido aos 

seus diversos e severos efeitos adversos, muitos estudos têm sido feitos a procura 

de análogos menos tóxicos. Com o passar dos anos a remodelação química 

produziu análogos como o topotecano (Figura 4.2) e o irinotecano (Figura 4.3) que 

se mostraram menos tóxicos e mais efetivos, sendo os únicos aprovados para 

utilização na clínica (ORMROD; SPENCER, 1999). 

Além da camptotecina outro composto bastante estudado obtido de 

plantas é o paclitaxel (Figura 5.4) (Taxol®). O paclitaxel é um complexo diterpenóide 

polioxigenado extraído das cascas da planta Taxus brevifolia (WANI et al., 1971). 

Inicialmente mostrou resultados animadores contra tumores de pulmão, ovário, 

mama e carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço sendo aprovado em 

1992 pelo FDA para o tratamento de metástases de carcinoma de ovário 

(EISENHAUER; VERMORKEN, 1998). Seu mecanismo de ação é através da 

estabilização dos microtúbulos, enquanto outros agentes antineoplásicos agem 

desestabilizando este processo, no entanto a principal desvantagem encontrada no 

taxol foi a sua baixa biodisponibilidade, isso ocorre principalmente devido a sua 

baixa solubilidade em água, além de possuir diversos efeitos colaterais, uma vez 

que essa droga causou fortes náuseas, formigamento nas extremidades, leucopenia 

e trombocitopenia (SCHIFF; FANT; HORWITZ, 1979; HORTWIZ, 2004). 
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Docetaxel (Figura 5.5) (Taxotere®) é um análogo relacionado 

estruturalmente ao paclitaxel, que apresentou atividade anticâncer e solubilidade em 

água melhor que o paclitaxel (BISSERY et al., 1991; RINGEL; HORTWITZ 1991) 

sendo utilizada em pacientes com metástases avançadas de câncer de pulmão e 

mama (PAZDUR et al., 1993), apesar de causar diversos efeitos adversos. 

A Podofilotoxina (Figura 6.6) e o deoxipodofilotoxina são dois ariltetralina 

lignanos de ocorrência naturais bastante conhecidos. A podofilotoxina foi 

primeiramente isolada da planta Podophyllum peltatum, sendo isolada 

posteriormente de diversas outras plantas (PODWYSSOTZKI, 1880). Age inibindo a 

organização dos microtúbulos, além de provocar uma parada do ciclo celular na 

metáfase (GORDALIZA et al., 2000; SRIVASTAVA et al., 2005). A podofilotoxina 

apresenta excelente atividade antitumoral contra cânceres genitais, pulmonares e 

linfomas, no entanto não obteve sucesso como um antineoplásico, devido 

apresentar diversos efeitos colaterais, tais como, náuseas, vômitos e danos aos 

tecidos saudáveis. (UTSUGI et al., 1996;  SUBRAHMANYAM et al., 1998; 

SRIVASTAVA et al., 2005). Conseqüentemente a podofilotoxina não é utilizada 

como uma droga anticâncer, no entanto serviu como um protótipo para duas novas 

drogas, etoposideo (Figura 6.7) e o teniposideo (Figura 6.8), que se apresentam 

mais potentes e menos tóxicos que a podofilotoxina e são utilizados no tratamento 

de leucemias agudas, linfomas, tumores de bexiga, cérebro, pulmão, ovário e contra 

câncer testicular (SCHACTER, 1996; SRIVASTAVA et al., 2005). 

Como pôde ser observado nos exemplos acima, os produtos naturais não 

necessariamente precisam ser o melhor composto para o uso farmacêutico 

(KINGSTON, 1996). Esses compostos podem servir como protótipo na remodelagem 

química para criar novos compostos e assim o desenvolvimento de uma segunda 

geração de agentes com características melhoradas, dentre elas o aumento da 

eficácia e da estabilidade, a melhora das propriedades farmacocinéticas e a 

diminuição dos efeitos colaterais (ORTHOLAND; GANESAN, 2004). A obtenção de 

análogos é um processo comumente utilizado para descobrir os grupamentos 

essenciais à atividade biológica, através do uso da relação entre a estrutura e 

atividade biológica. 
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Figura 5 - Estrutura do paclitaxel (4) e seu análogo docetaxel (5). 
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molecular, as quinonas são divididas em diferentes grupos, utilizando-se como 
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antraquinonas - um anel antracênico linear ou angular (Figura 5) (Da SILVA; 

FERREIRA; De SOUZA, 2003). 

 
Figura 7 - Estrutura esquemática de (A)- benzoquinona, (B) naftoquinona e (C) 

antraquinona 

 

As quinonas apresentam uma enorme variedade de atividades biológicas. 

Por exemplo, a coenzima Q é uma benzoquinona que possui a habilidade de carrear 

elétrons na cadeia transportadora de elétrons. A vitamina K é uma naftoquinona 

necessária para a coagulação do sangue além de participar na carboxilação do 

glutamato formando o  γ-carboxiglutamato. A juglona e a plumbagina, outras 

naftoquinonas de origem natural, obtida da planta Juglans nigra e Plumbago rósea, 

respectivamente, apresentam atividade bactericida, anticâncer e fungicida. (ASCHE, 

2005; CENAS et al., 2006). As antraciclinas, classe de quimioterápicos da família 

das antraquinonas, estão entre os agentes citotóxicos que apresentam um núcleo 

quinona mais estudados e utilizados para o tratamento de câncer. Os principais 

representantes desta classe são a doxorrubicina e a daunorrubicina, sendo 

altamente prescritos para o tratamento de neoplasias. A daunorrubicina é utilizada, 

principalmente, para o tratamento de leucemias agudas, enquanto a doxorrubicina 

pode ser utilizada tanto para o tratamento de leucemias agudas quanto para o 

tratamento de vários tipos de tumores sólidos (ASCHE, 2005). O mais interessante é 

que estas duas substâncias apresentam estruturas bastante semelhantes, diferindo 

apenas em um grupo hidroxila na cadeia lateral 9. No entanto ambas as substâncias 

apresentam diversos efeitos adversos, muitas vezes inviabilizando o tratamento a 

longo prazo (ASCHE, 2005). 

Como pôde ser observado, as quinonas representam uma classe de 

compostos de grande interesse farmacológico e toxicológico. Muitas drogas 
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clinicamente importantes na terapia do câncer contêm o núcleo quinonoídico, 

apresentando excelente atividade anticâncer (FOYE, 1995; MONKS; LAU, 1998; 

MONKS; JONES, 2002).  

A atividade citotóxica das quinonas pode estar relacionada ao seu 

comportamento químico. Assim vários mecanismos de ação já foram propostos para 

explicar sua atividade citotóxica. Estudos prévios mostraram que as quinonas podem 

sofrer redução eletrônica por enzimas como NADPH: citocromo P450 redutase ou a 

NADH ubiquinona oxidoredutase, produzindo radicais semiquinonas. Sob condições 

aeróbias estes radicais semiquinonas participam do ciclo redox para gerar EROs, 

como ânions superóxidos e peróxido de hidrogênio. Outro mecanismo proposto está 

relacionado com a capacidade desses compostos reagirem com grupos tióis de 

proteínas e glutationa (GSH), levando em consideração que quinonas são 

compostos altamente eletrofílicos. Deste modo, ao reagirem com a glutationa 

espontaneamente ou catalizadas pela glutationa-S-transferase formam conjugados 

denominados hidroquinonas-glutationil. Uma vez que o GSH diminui a sua 

concentração, proteínas dependentes de grupos tiois (SH) celulares podem ser 

alquiladas, ocasionando mudanças irreversíveis e levando a célula à morte 

(MONKS; LAU, 1998; MONKS; JONES, 2002; CHUNG et al., 1999; RODRIGUEZ et 

al., 2004). No entanto seu exato mecanismo de ação ainda não está bem 

esclarecido (ASCHE, 2005). 

Apesar da variedade de atividades, muitas das quinonas atualmente 

conhecidas e utilizadas como fármacos apresentam vários efeitos adversos, devido 

principalmente à formação de metabólitos gerados a partir do metabolismo oxidativo 

das quinonas. Por exemplo, o analgésico acetaminofeno pode causar 

hepatoxicidade severa em altas doses. Esta hepatotoxicidade é atribuída a dois 

metabólitos formados que são a benzoquinoneimina, formada pelo citocromo P 450, 

e a p-benzoquinona formada pela a hidrolise da benzoquinoneimina (PASCOE et al., 

1988). A fenetidina outro analgésico estruturalmente relacionado ao acetaminofeno 

foi retirado do mercado devido apresentar graves efeitos colaterais como nefropatite 

e câncer pélvico, após o tratamento a longo prazo (LARSSON et al., 1986). Assim 

torna-se necessária a busca contínua por novos fármacos que sejam mais efetivos e 

causem menos efeitos colaterais. 
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1.6 Gênero Cordia 
 
 

O gênero Cordia é constituído por aproximadamente 250 espécies com 

distribuição pantropical. Este gênero possui o maior centro de diversidade 

taxonômica no novo mundo, sendo particularmente bem representado no Brasil, 

onde são encontradas aproximadamente um quarto do total (TARODA; GIBBS, 

1986; BARROSO, 1986).   

O gênero Cordia é composto por três subgêneros: Varronia (L), Cordia (L) 

e Myxa Taroda, sendo este último subdividido em três seções: seção Myxa (Endl.) 

D.C., seção Gerascanthus (Brousne) Don. e seção Superbiflorae Taroda (TARODA; 

GIBBS, 1987). No Brasil, o subgênero Varronia é representado por trinta espécies já 

o subgênero Myxa é representado por trinta e cinco espécies. O gênero Cordia L. foi 

descrito por Linnaeus em 1753 (TARODA, 1984) e pertence a família Boraginaceae, 

a qual conta com cerca de 100 gêneros e 2.000 espécies difundidas nos trópicos, 

nas regiões temperadas e árticas (ANGELY, 1970; BARROSO, 1986; FICARRA; 

FICARRA; TOMMASINI, 1995).  

Apesar da importância econômica e etnofarmacológica apresentada por 

algumas espécies do gênero Cordia e do crescente número de trabalhos em 

fitoquímica, pouco se conhece sobre as ações farmacológicas, embora várias 

espécies sejam bastante utilizadas nos sistemas de medicina tradicionais em várias 

partes do mundo (ARREBOLA et al., 2004). 

Muitas plantas deste gênero são usadas na medicina tradicional, 

principalmente como cicatrizante, diurético, anti-helmíntico e anti-térmico; no 

tratamento de infecções urinárias, malária, hanseníase e doenças pulmonares 

(TIWARI et al., 1967; SAITO; OLIVEIRA, 1986; MARSTON; ZAGORSKI; 

HOSTETTMANN, 1988). Alguns estudos também foram realizados com extratos e 

pôde ser observado atividade contra o vírus do HIV (MATSUSE et al., 1999), 

atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2004) e atividade antialérgica e 

antiinflamatória (PASSOS et al., 2007). 

Com os constituintes químicos isolados foram encontradas atividades 

bactericida, antifúngica, larvicida, inseticida e antiinflamatória (MARSTON; 

ZAGORSKI; HOSTETTMANN, 1988; BIEBER et al., 1990; SERTIÉ et al., 1990). 

Além disso, foi observado que uma benzoquinona isolada das raízes de Cordia 
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globosa apresentou atividade anticâncer contra algumas linhagens de células 

tumorais humanas (MENEZES et al., 2005). 

Gibbs, em 1974, estudando membros da família Boraginaceae Jussieu, 

sob ponto de vista químico, indicou a presença das seguintes classes de 

substâncias no gênero Cordia L.: quinonas, hidroquinonas, terpenóides, alcoóis 

terpênicos, compostos fenólicos, flavonóides, saponinas, taninos, compostos 

cianogenéticos, mucilagens, esteróides, compostos nitrogenados (alantoína e 

alcalóides pirrolizidínicos), e ácidos graxos (ácido gama linolênico).  

Bieber et al. (1990), em trabalho realizado em cooperação com o 

Departamento de Antibióticos de Recife no Brasil e o Instituto de Clínica da 

Universidade Católica Sacro Cuore de Roma, na Itália, isolaram e identificaram duas 

quinonas merosesquiterpenóides denominadas por eles de Cordiaquinona A e B. 

Quatro anos depois em 1994, Bieber, Krebs e Schafer isolaram as cordiaquinonas 

denominadas C e D.  

A cordiaquinona B foi também encontrada em raízes de Cordia linnaei. 

(IOSET et al., 1998). As cordiaquinonas E, F e H foram primeiramente isoladas das 

raízes de Cordia linnaei (IOSET et al., 1998), enquanto as cordiaquinonas J e K 

foram posteriormente isoladas das raízes de Cordia curassavica (IOSET et al., 

2000). 

Todas as Cordiaquinonas apresentaram potente atividade antifúngica, 

contra os fungos Cladosporium cucumerinum e Candida albicans, e larvicida, contra 

as larvas do mosquito Aedes aegypti (ARKOUDIS; STRATAKIS, 2008). Diniz et al. 

(2009) isolaram mais duas novas cordiaquinonas (L e M) extraídas das raízes de 

Cordia leucocephala. Contudo, ainda não foram descritas nenhuma atividade 

biológica para estas novas cordiaquinonas. 

Dentre as várias espécies do gênero Cordia encontramos a C. 

leucocephala Moric., popularmente conhecida com Maria-preta, moleque duro, 

negro-duro, bamburral, entre outros. Esta ocorre apenas no Brasil (TARODA, 1984). 

Devido a beleza de suas flores é muito cultivada em todo o Brasil com fins 

ornamentais. É uma planta de largo uso na medicina popular, onde, em várias 

localidades do Nordeste brasileiro, todas as partes da planta são utilizadas para este 

fim. Usa-se na forma de infusão e decostos, sobretudo das folhas. Usa-se no 

combate ao reumatismo, indigestão e como tônico, em geral. O xarope de suas 

folhas é usado no tratamento do raquitismo infantil e artrites (AGRA, 1996). Segundo 
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Chiappeta, Mello e Maciel (1983) a planta possui atividade bactericida e fungicida 

contra os seguintes microorganismos: Bacillus subtilis, Escherichia coli, 

Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis e 

Candida albicans.  

Apesar de haver poucos estudos relacionados à atividade citotóxica das 

cordiaquinonas, a avaliação de suas propriedades anticâncer é extremamente 

válida, devido principalmente aos efeitos observados por outras naftoquinonas 

previamente estudadas.  

 
Figura 8 - Cordia leucocephala Moric 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1Objetivo geral 
 
 

O presente estudo tem como objetivo geral estudar as propriedades 

citotóxicas da cordiaquinona J isolada das raízes de Cordia leucocephala Moric. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

• Avaliar os efeitos da cordiaquinona J sobre a viabilidade de células tumorais e 

células normais; 

• Avaliar o efeito da cordiaquinona J sobre a progressão do ciclo celular e 

determinar qual tipo de morte celular é induzida em células leucêmicas humanas; 

• Avaliar o efeito citotóxico da cordiaquinona J de uma maneira tempo 

dependente em células leucêmicas humanas; 

• Avaliar o potencial redox da cordiaquinona J sobre as células leucêmicas 

humanas 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Materiais 
 

Equipamentos 

 

-Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2 

-Agitador de tubo, Donner AD 8850 

-Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di 

-Centrífuga Centimicro, FANEN Modelo 212 

-Centrífuga Excelsa Baby, I FANEN Modelo 206 

-Centrífuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403 

-Centrífuga de lâminas, Shandon Southern Cytospin 

Citômetro de fluxo, Guava EasyCyte mini 

-Espectrofotômetro de placa DTX-880, Beckman Coulter 

-Fluxo laminar, VECO 

-Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow 

-High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000, 

Beckman Coulter 

-Máquina fotográfica digital, Olympus C-7070 

-Microscópio óptico de inversão, Nikon Diaphot 

-Microscópio de fluorescência, Olympus 

-Micrótomo, Slee Mainz 

-pHmetro, Micronal B474 

-Pipetas automáticas, Gilson 
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Soluções, Reagentes e Fármacos 

 

Ácido Acético - Vetec 
   
Ácido Clorídrico - Vetec 
   
Álcool Etílico 70 % Vetec 
   

Alamar Blue 0,3 mg/mL 
 Sigma® 

1 µL de anticorpo anti-BrdU Sigma® 
Anticorpo anti-BrdU BSA 5 % q.s.p. 500 µL de solução 

 Dako 

10 mg de azul de tripan Sigma® Azul de tripan 10% PBS q.s.p. 100 mL de solução - 
   

BrdU 10mM - Sigma® 

   
1mg de brometo de etídeo Sigma® Brometo de Etídio 100 

μg/mL PBS q.s.p 10 mL de solução - 
   
Citrato de Sódio - Grupo Química
   
Cloreto de Sódio (NaCl) - Labsynth® 
   

5 µL de DAB Immunotech© 
1 mL de Tris-HCl (Tris 0,05M) pH= 
7,6 Proquímios Diaminobenzidina (DAB) 

2 µL de H2O2 Proquímios 
   
Dimetilsulfóxido (DMSO) - Vetec® 
   
Doxorrubicina – 
fornecida pelo Instituto do 
Câncer do Ceará – ICC 

 
2,5 mg/mL 
 

Zodiac® 

   
EDTA - Qeel 
   

0,5 g de Eosina Doles© 
80 mL de Álcool etílico Vetec 
0,5 mL de Ácido acético Vetec Eosina 0,5% 

20 mL de H2O - 
   

0,2 g Eosina-Azul de Metileno 
(May-Grunwald) Metanol q.s.p. 100 mL de solução Reagen 
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Estreptavidina – peroxidase 1 µL de Estreptavidina – peroxidase Sigma® 
 BSA 5 % q.s.p. 100 µL de solução Dako® 
   
Ficoll - Sigma® 
   
Fitohemaglutinina - Sigma® 
Giemsa - Bioclin 

0,5 g de Hematoxilina Doles® 
10 mL de Glicerina Labsynth® 
25 g de Sulfato de alumínio Labsynth® 
0,1 g de Iodeto de potássio Labsynth® 

Hematoxilina 0,1% 

H2O q.s.p. 500 mL de solução - 
   
Hidróxido de Sódio (NaOH) - Vetec® 

1 mg de iodeto de propídeo Boehringer© 
PBS q.s.p. 50 mL  Iodeto de propídeo 50 µg/mL 
  
1 g de laranja de acridina (100 
µg/mL) Fluka® Laranja de Acridina 
H2O q.s.p. 10 mL de solução - 

   

Meio de cultura de células 
RPMI 1640 

Diluído em água deionizada e 
esterelizada, filtrado em filtro 
millipore (0,22 µm) e 
complementado com SBF 10 %, 1 
% de glutamina, 1 % de antibióticos, 
1 % de bicarbonato de sódio (0,75 
%) e 25 mM de HEPES 

 
 
 
Cultilab® 

   
20 mg de MTT Sigma® 

MTT PBS q.s.p. 100 mL de solução 
 - 

Penicilina 10.000 U.I./mL Cultilab® Penicilina – estreptomicina Estreptomicina 10 mg/mL Cultilab® 
   
Solução de Neutralização Tris 0,4 M, pH = 7,5  
   
Solução desnaturante 
(para análise de 
incorporação de BrdU) 

Formamida 70 % 
2x SSC (pH entre 6,5 e 7,5 a 70 °C) 

 
Vetec® 

   
Soro fetal bovino - Cultilab® 
   

8,5 g de Cloreto de sódio (0,85 %) Labsynth® 
1,11 g de Cloreto de cálcio (10 mM) Reagen® Solução salina (para 

hemólise) H2O q.s.p 1 L de solução - 
   

SSC 10X Cloreto de sódio 1,5 M 
Citrato de sódio 0,15 M - 
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H2O 

  
  

Tampão fosfato (PBS) 8,766 g de Cloreto de sódio Labsynth® 
2,14 g de NaHPO4.7H2O Labsynth® 
0,276 g de NaHPO4.H20 Labsynth® 
H20 q.s.p. 1 L de solução (pH = 7,2) - 

 
 

  
Tampão Tris (TBS) 10X Cloreto de sódio 1,5 M Labsynth® 

Tris 0,5 M (pH= 7,6) Proquímios®  
 H2O - 
   

50 mL de Tripsina 2,5 % Cultilab® 
0,125 g de EDTA Proquímios® Tripsina 0,25% 
450 mL de PBS - 

   

Triton X -100 - Isofar 

   

Xilol 10 % 100 mL de formaldeído 
H2O q. s. p. 1 L Dinâmica® 

 

3.2  MÉTODOS 
 

3.2.1 Obtenção da Cordiaquinona J 

 

A planta Cordia leucocephala foi coletada na cidade de Mossoró – Rio 

grande do Norte – Brasil, em maio de 2006. A espécie tipo (Moss 8827) foi 

depositada no Herbário Dárdano de Andrade Lima, na Universidade federal Rural do 

Semi Árido – UFERSA, Rio Grande do Norte, Brasil. A coleta da planta, bem como o 

isolamento e identificação da substância foi realizada pelo grupo da Professora Otília 

Pessoa, do Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da UFC, sendo que 

estas análises estão descritas no presente trabalho para facilitar a apreciação e 

entendimento do mesmo. 
As raízes de C. leucocephala secas e em forma de pó (650g) foram 

extraídas em temperatura ambiente com hexano seguido por 70% de solução 

hidroalcoólica. Os solventes posteriormente foram removidos sobre pressão 

reduzida obtendo como rendimento 9,3 e 59,7g de extrato bruto, respectivamente. 

Uma alíquota do extrato hexano (6,3g) foi fracionada sobre sílica gel obtendo como 
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rendimento quatro frações: hexano (0,84 g), CH2Cl2 (4,7 g), EtOAc (0,89 g) e MeOH 

(0,04 g). Uma alíquota da fração CH2Cl2 (650 mg) foi separada por cromatografia em 

sílica gel em aproximadamente 90 frações com 10mL, utilizando como eluente uma 

mistura binária de hexano/EtOAc (2:8). Essas frações foram combinadas com base 

no perfil em cromatografia de camada delgada em sete frações.  

Um composto puro (68,9 mg) foi isolado da fração 22/23, que foi 

identificado como cordiaquinona J. Apresentando um rendimento em torno de 0,01% 

e o percentual de pureza de 98,12% observado por Cromatografia Líguida de alta 

pressão (HPLC) (Figura 9). Posteriormente a estrutura da cordiaquinona J (Figura 
10) foi determinada por ressonância magnética nuclear (RMN) 1D e 2D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Perfil em cromatografia líquida em alta pressão da cordiaquinona J 
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Figura 10 -  Estrutura da cordiaquinona J isolada das raízes de Cordia leucocephala 

 

 

3.2.2 Cultivo das células 

 

Nesse trabalho foram utilizadas quatro linhagens celulares, sendo uma 

linhagem em suspensão (HL-60) e três linhagens aderidas (MDA-MB-435, HCT-8 e 

SF-295), todas obtidas através de doação do Instituto Nacional do Câncer dos 

Estados Unidos (Bethesda, MD) (Tabela 2). As células foram cultivadas em frascos 

plásticos para cultura (Corning, 25 cm2, volume de 50 mL para células aderidas e 75 

cm2, volume de 250 mL para células em suspensão), utilizando o meio de cultura 

RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade, seguido da observação do 

crescimento celular com ajuda de microscópio de inversão a cada 24 horas.  
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Tabela 2 - Linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios de citotoxicidade in vitro 

Linhagem Celular Tipo Histológico do Câncer/Origem 

Concentração de 

Plaqueamento 

(céls/mL) 

HL-60 Leucemia promielocítica humana 0,3 x 106 

MDA-MB 435 Melanoma 0,1 x 106 

HCT-8 Carcinoma de cólon humano 0,1 x 106 

SF-295 Glioblastoma humano 0,1 x 106 

 

3.2.3  Avaliação da atividade citotóxica em células tumorais in vitro-MTT 

 

A citotoxicidade da cordiaquinona J foi avaliada, através do método do 

MTT.O método consiste em uma análise colorimétrica baseada na conversão do sal 

3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para 

o formazan, composto de cor azul. Essa conversão do MTT em formazan só ocorre 

em células viáveis e metabolicamente ativas, através da ação da enzima succinil-

desidrogenase presente nas mitocôndrias, o que permite desta forma a 

quantificação indireta da porcentagem de células vivas (MOSMANN, 1983).  

 

Procedimento experimental 

 

As células em suspensão ou monocamadas foram plaqueadas em placas 

de 96 poços numa densidade de 0,3 x 106 células/mL, para células em suspensão e 

0,1 x 106 células/mL para células aderidas. A cordiaquinona J foi incubada 

juntamente com as células durante 72 horas, em concentrações variando de 0,03 a 

15,4 μM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. A 

doxorrubicina (0,01 a 8,6 μM) foi utilizada como controle postivo. Após 69 horas de 

incubação, as placas foram centrifugadas (1500 rpm / 15 min.) e o sobrenadante foi 

descartado. Em seguida em cada poço foi adicionado 200 μL da solução de MTT 
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(10% em meio RPMI 1640), e novamente incubada por mais 3 horas. Após esse 

período, as placas foram centrifugadas (3000 rpm/10 min.) e tiveram o sobrenadante 

descartado, permanecendo somente o precipitado azul de formazan. O precipitado 

foi então ressuspendido em 150 μL de DMSO e agitado por cerca de 10 minutos até 

sua completa dissolução. Para a quantificação do sal de MTT reduzido, as 

absorbâncias foram medidas no espectrofotômetro de placa, no comprimento de 

onda de 595nm.  

 

Análise dos dados 

 
Os compostos foram testados em diluição seriada, em duplicata, e suas 

CI50 (concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e 

respectivos intervalos de confiança de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de 

regressão não-linear utilizando o programa Prisma versão 4.0 (GraphPad Software). 

 

3.2.4 Avaliação da atividade citotóxica em células normais in vitro – Alamar Blue 

 

A citotoxicidade da cordiaquinona J em células normais foi avaliada 

através do ensaio do alamar blue, utilizando células mononucleadas de sangue 

periférico humano CMSP, que inclui linfócitos e monócitos. O alamar blue, 

recentemente identificado como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), é um indicador 

fluorescente/colorimétrico, onde em sua forma oxidada apresenta uma coloração 

azul (não fluorescente/célula não viável) e em sua forma reduzida uma coloração 

rósea (fluorescente/célula viável). Assim como o MTT, o alamar blue reduz-se em 

células vivas, e assim pode ser quantificado e utilizado para avaliar a viabilidade 

celular. 

 

Procedimento experimental 
 

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de 

voluntários sadios após centrifugação em gradiente de Ficoll. As células foram 

removidas, lavadas com tampão fosfato e ressuspendidas em meio RPMI 1640 
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suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL 

estreptomicina para uma concentração final de final 3 x 105 células/mL. 

Fitohemaglutinina (3%) foi adicionada para induzir a proliferação dos linfócitos. Após 

24 horas de incubação das células, a cordiaquinona J foi adicionada em cada poço 

durante 72 horas, em concentrações variando de 0,03 a 15,4 μM, em estufa a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2 e 95 % de umidade. A doxorrubicina (0,01 a 8,6 μM) 

foi utilizada como controle postivo.Vinte e quatro horas antes de completar o período 

de incubação, 10 µL da solução estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue foram 

adicionados em cada poço.  Após 72 horas de incubação as absorbâncias foram 

medidas no espectrofotômetro de placa, no comprimento de onda de 570 nm 

(reduzido) e 595 nm (oxidado). 

 

Análise dos dados 

 

A proliferação celular foi calculada utilizando a seguinte fórmula: % 

proliferação = ALW – (AHW x R0) x 100. Onde, ALW e AHW são as absorbâncias no 

menor e maior comprimento de onda, respectivamente. O R0 foi calculado utilizando 

a seguinte fórmula: R0=AOLW/AOHW. Onde, AOLW e AOHW são as absorbâncias do 

meio adicionado ao alamar blue subtraído das absorbâncias do meio isolado nos 

comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. Os compostos foram 

testados em diluição seriada, em duplicata ou triplicata, e suas CI50 (concentração 

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

de confiança de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de regressão não-linear 

utilizando o programa Prisma versão 4.0 (GraphPad Software). 

 

 

3.2.5 Avaliação do potencial hemolítico em eritrócitos de camundongos 

 

 

Esta metodologia, segundo Costa-Lotufo et al. (2002), permite avaliar o 

potencial das substâncias teste em causar danos à membrana celular, seja pela 

formação de poros ou pela ruptura total da membrana.  
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Procedimento experimental 

 

O sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus musculus) por via 

orbital e diluído em 30 volumes de solução salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10mM). Os 

eritrócitos foram lavados 2 vezes em solução salina por centrifugação (1500 rpm / 5 

min) para redução da contaminação plasmática e ressuspendidos em solução salina 

para se obter uma suspensão de eritrócitos (SE) a 2%. Esses experimentos foram 

realizados em multiplacas com 96 poços, com a concentração da substância teste 

variando de 1,56 a 200 µg/mL. Cada poço da 1ª fileira recebeu 100 μL da solução 

salina. Na 2ª, os poços receberam 80μL da solução salina e 20 μL do veículo de 

diluição da substância teste, neste caso, DMSO 10%. Aos poços da 3ª fileira, foram 

adicionados 180μL de solução salina e 20 μL da substância teste em solução 

(1mg/mL). Da 4ª fileira em diante os poços receberam 100 μl da solução salina, 

excetuando-se os da última fileira, que receberam 80 μL de solução salina e 20 μL 

de triton X-100 1% (controle positivo). As diluições foram feitas da 3ª à 11ª cavidade, 

retirando-se 100μL da solução da cavidade anterior e transferindo para a seguinte 

de modo que as concentrações sejam sempre diluídas pela metade. Em seguida, 

100μL da suspensão de eritrócitos 2% foram plaqueados em todos os poços. Após 

incubação de 1 hora sob agitação constante à temperatura ambiente (26 ± 2°C), as 

amostras foram centrifugadas (5000 rpm/ 3min) e o sobrenadante foi analisado. 

 

Análise dos dados 

 

O sobrenadante foi transferido para uma outra placa para a medida da 

absorbância no espectrofotômetro de placas a 540 nm. A atividade da substância foi 

determinada de maneira relativa ao valor dos controles positivo e negativo. 

 

3.2.6 Avaliação da atividade antiproliferativa em células leucêmicas HL-60 através 

da exclusão por azul de tripan 

 

Este ensaio consiste em avaliar a cinética de crescimento de células 

leucêmicas (HL-60) tratadas com cordiaquinona J e assim poder avaliar o efeito 

antiproliferativo desta substância após 24 horas de incubação 
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O corante azul de tripan permite a distinção individual das células viáveis 

das não-viáveis, onde o corante penetra em todas as células, porém somente as 

células viáveis conseguem bombear o azul de tripan para fora, fazendo com que as 

células mortas apresentem uma coloração azulada.  

 

Procedimento experimental 

 

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas com a cordiaquinona J nas 

concentrações de 1,5 e 3,0 µM. A doxorrubicina (0,5 μM) foi utilizada como controle 

positivo. Após o período de incubação (24 horas) foi retirada uma alíquota de 90 µL 

da suspensão de células e adicionado a 10 μL do azul de tripan. Em seguida uma 

alíquota de 10 μL foi colocada em uma câmara de Newbauer e as células 

diferenciadas e contadas em viáveis e não viáveis. 

 

Análise dos dados 

 

O número de células contadas em cada experimento foi expresso como a 

média ± erro padrão da média de dois experimentos independentes (realizados em 

duplicata). Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os 

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

Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05).  

 

3.2.7 Inibição da síntese de DNA – BrdU 

 

A bromodeoxiuridina (BrdU) é uma base nitrogenada análoga a timina. 

Quando as células estão sintetizando DNA o BrdU é incorporado no lugar da timina. 

A detecção do BrdU incorporado nas células é feita por técnicas imunocitoquímicas, 

onde se ligam anticorpos monoclonais e um cromógeno específico, a 

diaminobenzidina (DAB), que vai conferir uma coloração marrom ao núcleo das 

células que incorporaram o BrdU. (MATSUOKA; NOMURA; HASHINO, 1990). 
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Procedimento Experimental 

 

As células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 24 h com a cordiaquinona J 

nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle negativo (grupo não-

tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle positivo. Três horas antes 

do período de incubação o BrdU (0,01 μM) foi adicionado em cada poço da cultura 

de células. Após o período de incubação, lâminas foram preparadas em 

citocentrífuga (cytospin) e postas para secar por 2 horas. Após o período de 

secagem foram fixadas em metanol por 1 minuto. As células foram lavadas com 

tampão Tris (TBS) e incubadas em solução desnaturante por 90 minutos a 70o C e 

pH 7,4. Após uma segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas com 

caneta hidrofóbica e incubadas com anticorpo primário e deixadas na geladeira 

durante a noite em câmara úmida. As células foram incubadas com anticorpo 

secundário biotinilado por 20 minutos e, então, com a solução de estreptavidina-

fluoresceína por mais 20 minutos. Adicionou-se o cromógeno DAB por poucos 

segundos, o qual foi removido com água destilada. A hematoxilina foi utilizada como 

contracorante.  

 

Análise dos dados 

 

Duzentas células foram contadas, diferenciando-as entre núcleo marrom 

(incorporaram o BrdU) e não-marrom (não incorporam o BrdU). Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de dois experimentos 

independentes (realizados em duplicata). Para verificação da ocorrência de 

diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por 

análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnet, utilizando o programa 

Prisma versão 4.0 (GraphPad Software), com nível de significância de 5 % (p < 

0,05). 

 

3.2.8 Coloração Diferencial por Brometo de Etídio/Laranja de Acridina  

 

O método de coloração pelo brometo de etídio / laranja de acridina 

permite diferenciar células viáveis daquelas em processo de morte por apoptose ou 
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necrose através da coloração diferencial por fluorescência com base em alterações 

morfológicas nucleares e citoplasmáticas (MCGAHON et al., 1995). A laranja de 

acridina (LA) consegue atravessar membranas celulares intactas e se ligam ao DNA, 

conferindo uma aparência verde ao núcleo das células. O brometo de etídio (BE) é 

incorporado principalmente por células com a membrana já danificada (não viáveis), 

ligando-se ao DNA e corando-o de laranja. As células viáveis com membrana intacta 

apresentam núcleo uniformemente corado de verde pela LA. As células em 

apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no 

núcleo (condensação da cromatina) e não são marcadas por BE. Morfologicamente, 

observam-se alterações da membrana em decorrência da formação de corpúsculos 

apoptóticos. As células em necrose (lesão de membrana) apresentam um padrão de 

coloração uniforme, laranja-avermelhada e não há formação de corpos apoptóticos. 

Possivelmente, as membranas plasmáticas permaneçam intactas durante o 

fenômeno apoptótico até os últimos estágios quando se tornam permeáveis aos 

solutos normalmente retidos.  

 

Procedimento Experimental 

 

As células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 24 horas com a 

cordiaquinona J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle 

negativo (grupo não-tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle 

positivo. Uma alíquota de 1 mL da suspensão de células foi transferida para um tubo 

eppendorf e centrifugada por 5 min a 2000rpm. O sobrenadante foi descartado e as 

células ressuspendidas em 20 μL de solução de PBS. Em seguida, 1 μL da solução 

de BE:LA foi adicionado a cada tubo e uma alíquota dessas células transferido para 

uma lâmina,  montado com lamínula, e em seguida levadas ao microscópio de 

fluorescência para observação dos eventos celulares.  

 

Análise dos dados 

 
Para a quantificação percentual de cada evento celular (viáveis, 

necróticas e apoptóticas), foram contadas 300 células de cada amostra.  Os dados 
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foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de três 

experimentos independentes. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnet, utilizando o programa Prisma 

versão 4.0 (GraphPad Software), com nível de significância de 5 % (p < 0,05). 

3.2.9 Análise morfológica - Coloração por May-Grunwald-Giemsa 

 

A coloração por May-Grunwald-Giemsa baseia-se em interações 

eletrostáticas entre os corantes e moléculas-alvo. Essa coloração possui azul de 

metileno (corante básico), eosina (corante ácido), entre outros componentes básicos 

que permite distinguir o citoplasma e o núcleo, sendo possível analisar a célula 

quanto a sua integridade nuclear, bem como alterações no citoplasma. 

 

Procedimento experimental 

 
Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 24 h com a cordiaquinona J 

na concentração de 1,5 e 3,0 μM. A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle 

positivo. Para observar a morfologia das células, lâminas foram preparadas, com 

50µL da suspensão de células, em citocentrífuga (cytospin) e fixadas com metanol 

100% por 30 segundos. Em seguida as laminas foram coradas com May-Grunwald, 

por 10 segundos, e em seguida com Giemsa por 10 segundos. 

 

Análise dos dados 

 
As lâminas com as células coradas foram levadas ao microscópio para 

avaliação das suas características morfológicas e comparadas ao controle negativo 

(não-tratado). O registro das alterações celulares foi feito através de fotografias. 
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3.2.10 Determinação da Integridade da Membrana 

  

Este método consiste na capacidade do iodeto de propídeo (PI) se ligar 

ao DNA de células cuja membrana plasmática esteja rompida, como nos casos de 

apoptose tardia e necrose, emitindo uma alta fluorescência quando excitado pelo 

laser de argônio (488nm). Nas células cuja membrana permanece íntegra (células 

viáveis), o PI não consegue penetrar e, portanto emite uma fluorescência mais 

baixa, com isso as células vivas podem ser diferenciadas das mortas. 

Procedimento Experimental 

 
Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 0,5; 3; 6 e 24 horas com a 

cordiaquinona J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle 

negativo (grupo não-tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle 

positivo. Após o período de incubação uma alíquota de 50µL da suspensão de 

células foi transferida para um tubo eppendorf e incubada por mais 5 minutos com 

100µL de PI (50µg/mL). Em seguida as amostras foram analisadas em citômetro de 

fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies). 

 

Análise dos dados 

 
Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os grupos, os dados foram comparados por análise de variância 

(ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% (p < 0,05).  

 

3.2.11 Avaliação do ciclo celular e fragmentação de DNA. 

 

Esse método consiste na capacidade do iodeto de propídeo se ligar ao 

DNA das células, cuja membrana plasmática foi primeiramente lisada por um 

detergente para permitir a entrada do corante no núcleo. O ciclo celular é constituído 
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pelas seguintes fases: G1, S, G2 e M. Durante o período de crescimento celular (fase 

G1) uma célula diplóide apresenta um conteúdo 2n (n – conteúdo de um conjunto 

haplóide de cromossomos) em DNA nuclear, i.e., possui duas cópias de cada gene. 

Durante a fase S ocorre a duplicação do genoma nuclear (2-4n) e na fase seguinte 

(fase G2) ocorre o segundo período de crescimento celular, durante o qual o 

conteúdo em DNA nuclear é mantido no nível 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase 

M, 4n) durante a qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma 

com um conteúdo 2n em DNA. As células que não se encontram em divisão celular 

(G0) apresentam um conteúdo 2n em DNA. Assim, as diferentes fases do ciclo 

celular podem ser determinadas a partir do conteúdo de DNA que elas apresentam 

(FISCHER; GLOVER; LANE, 2004; FOSTER, 2008).  

Quando as células se apresentam com a cromatina condensada e/ou 

DNA fragmentado (sub-G1), a quantidade de PI incorporada é menor, e, portanto 

emitem uma fluorescência mais baixa. 

 

Procedimento Experimental 

 
Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 0,5; 3; 6 e 24 horas com a 

cordiaquinona J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle 

negativo (grupo não-tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle 

positivo. Após o período de incubação uma alíquota de 50 µL da suspensão de 

células foi transferida para um tubo eppendorf e incubada por mais 30 minutos com 

100µL de uma solução de lise contendo PI (50µg/mL), Triton X-100 (0,1%) e citrato 

de sódio (0,1%). Em seguida as amostras foram analisadas em citômetro de fluxo 

(EasyCyte da Guava Tecnologies), onde foram obtidas histogramas representando a 

quantidade de células em cada fase do ciclo celular (G1, S e G2/M) e a quantidade 

de células com DNA fragmentado. 

 

Análise dos dados 

 
Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para verificação da ocorrência de diferenças 
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significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% 

(p < 0,05).  

 

3.2.12. Determinação do Potencial Transmembrânico de Mitocôndria 

 

A mitocôndria está envolvida em diversas vias apoptóticas intrínsecas. O 

citocromo c liberado da membrana externa da mitocôndria irá contribuir para 

desdobramento de rotas apoptóticas e o espaço liberado funcionará como poro.  

Através destes poros formar-se-á um efluxo de íons H+, induzindo uma alteração de 

seu potencial transmembrânico. A rodamina 123, um corante fluorescente 

nucleofílico, é seqüestrado para dentro da mitocôndria quando esta apresenta seu 

potencial transmembrânico inalterado. Assim, as células viáveis emitirão alta 

fluorescência verde devido à maior quantidade de rodamina ligada às cargas 

positivas internas enquanto que as mitocôndrias das células apoptóticas terão 

menos afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirão menor fluorescência 

(PITHON-CURI et al., 2003). 

 

Procedimento Experimental 

 
Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 0,5; 3; 6 e 24 horas com a 

cordiaquinona J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle 

negativo (grupo não-tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle 

positivo. Após o período de incubação uma alíquota de 50 µL da suspensão de 

células foi transferida para um tubo eppendorf e incubada por mais 15 minutos com 

200µL de uma solução de rodamina 123 (1 μg/mL em PBS), na ausência de luz e a 

37 ºC. Após o período de incubação as células foram centrifugadas e o 

sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS e reincubado 

por mais 30 minutos e analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte da Guava 

Tecnologies). 

 

Análise dos dados 
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Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% 

(p < 0,05). 

  

3.2.13 Determinação da externalização da fosfatidilserina (PS) 

 

Um dos principais processos que ocorrem na apoptose é a perda da 

assimetria da membrana fosfolipídica com a translocação da fosfatidilserina da 

membrana interna da bicamada lipídica para superfície celular. A externalização da 

PS ainda continua como um processo não totalmente conhecido, mas sabe-se que a 

externalização da fosfatidilserina funciona como um sinal da célula para que os 

macrófagos as fagocitem, antes da perda da integridade da membrana celular. 

 

Procedimento Experimental 

 
Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 poços, na 

concentração de 0,3 x 106 células/mL, e incubadas por 3 horas com a cordiaquinona 

J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle negativo (grupo não-

tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle positivo. A externalização 

da fosfatidilserina foi analizada por citometria de fluxo após coloração da 

fosfatidilserina com a anexina V (VERMES et al., 1995). Foi utilizado o kit Guava 

Nexin para determinar apoptose inicial e tardia. Células foram lavadas duas vezes 

com PBS gelado e resuspendidas em 135 μL de PBS com 5 μL de 7-amino-

actinomicina (7AAD) e 10 μL de anexina V conjugada com ficoeritrina (PE). As 

células foram gentilmente agitadas e incubadas por 20 minutos em temperatura 

ambiente (20–25°C) no escuro. Posteriormente, as células foram analisadas por 

citometria de fluxo (EasyCyte/Guava Technologies). Anexina V é uma proteína 

ligada a um fosfolípideo que tem alta afinidade por PS. 7AAD, é uma corante 

hidrofílico impermeável em células intactas, e é utilizado como um indicador da 
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integridade da membrana celular. A fluorescência da anexina V conjugada com a 

ficoeritrina foi mensurada por fluorescência amarela-583nm e o 7AAD na 

fluorescência vermelha a 680nm. A percentagem de células viáveis e de células 

apoptóticas inicial e tardia foi calculada. 

Análise dos dados 

 
Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% 

(p < 0,05).  

 

3.2.14 Determinação da ativação de caspases efetoras 3 e 7 

 

As caspases pertencem a família de proteases cisteínas. A ativação das 

caspases 3 e 7 possui papel fundamental no mecanismo de apoptose, sendo 

responsável pela clivagem de vários componentes celulares relacionados ao reparo 

e ao controle do DNA. Assim, a quantificação dos níveis de caspase efetoras como a 

3 e a 7 permite avaliar os mecanismos de indução apoptótica (MEHMET, 2002).  

 

Procedimento Experimental 

 
A detecção das caspases 3 e 7 foi analisada por citometria de fluxo 

utilizando o Kit FAM de caspases 3 e 7 após 3 horas de incubação com a 

cordiaquinona J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM e comparadas ao controle 

negativo (grupo não-tratado). A doxorrubicina (0,5 μM) foi usada como controle 

positivo.. As células (0,3 x 106) foram incubadas com o Inibidor de caspases com 

marcador fluorescente (FLICATM) e mantida por uma 1 hora a 37°C em uma 

incubadora de CO2. Após a incubação, 80 µL de tampão de lavagem foram 

adicionados e então, as células centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos. O pelet 

resultante foi resuspendido em 200 µL de tampão de lavagem e centrifugado 

novamente. Em seguida as células foram resuspendidas em uma solução contendo 
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iodeto de propídeo e tampão de lavagem e analisadas imediatamente utilizando 

citometria de fluxo. 

 

Análise dos dados 

 
Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% 

(p < 0,05).  

 

3.2.15. Determinação da geração de espécies reativas de oxigênio 

 

As espécies reativas de oxigênio intracelulares foram monitoradas 

utilizando o diacetato de 2’7’-diclorohidrofluoresceina (H2-DCF-DA), que é convertido 

em um produto altamente fluorescente denominado de diclorofluoresceina (DCF) na 

presença de espécies reativas de oxigênio intracelulares (LEBEL; 

ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992). 

 

Procedimento Experimental 

 
30 minutos antes de completar o período de incubação de 1 e 3 horas 

com a cordiaquinona J nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM, as células foram 

incubadas com  20 µM de H2-DCF-DA e mantidas a 37°C por 30 minutos no escuro. 

Após terminar o período total de incubação as células foram centrifugadas por duas 

vezes, lavadas e ressuspendidas em tampão PBS e analisadas imediatamente 

utilizando citometria de fluxo com comprimento de onda de excitação e emissão de 

490 e 530 nm, respectivamente. Os resultados foram comparados ao controle 

negativo (grupo não-tratado). β-lapachona (2µM) foi utilizada como controle positivo. 

A N-acetil-L-cisteína (NAC), é um agente antioxidante, que foi utilizado como um 

inibidor de espécies reativas de oxigênio. O NAC (5 mM) foi pré-incubado com as 

células por 1 hora. Após o período de incubação com o NAC, as células foram 
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incubadas por mais 1hora com a cordiaquinona J para determinar se após o pré-

tratamento com o NAC a cordiaquinona J ainda era capaz de gerar EROs.  

Em outro experimento posterior, as células foram pré-incubadas com o 

NAC e após este período foram incubadas por mais 3 horas com a cordiaquinona J, 

para determinar se após o pré-tratamento com o NAC as células ainda 

apresentavam características necróticas e apoptóticas. Estas características foram 

avaliadas por citometria de fluxo e por coloração de May-Grunwald-Giemsa.  

 

Análise dos dados 

 
Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. Para verificação da ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nível de significância de 5% 

(p < 0,05).  
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4 RESULTADOS 
 

4.1Citotoxicidade da cordiaquinona J 
  

As análises realizadas pelo teste do MTT mostraram que a cordiaquinona 

J exibiu atividade citotóxica contra todas as linhagens testadas, com CI50 variando 

de 2,7 a 6,6 μM em HL-60 e SF-295, respectivamente, após 72 horas de incubação 

(Tabela 3). Para as células normais de sangue periférico (CMSP) o valor de CI50 

apresentado pela cordiaquinona J foi de 10,4 μM. A doxorrubicina, utilizada como 

controle positivo, apresentou valor de CI50 de 1,7 μM para as células normais CMSP 

e nas células tumorais teve valor de CI50 variando de 0,02 a 0,8 μM em HCT-8 e 

MDA-MB-435, respectivamente (Tabela 3). A ausência de atividade hemolítica em 

eritrócitos de camundongos (CE50 > 500 μM, dados não mostrados) sugere que a 

citotoxicidade da cordiaquinona J não está relacionada ao dano inespecífico da 

membrana.  

As células HL-60 foram especialmente sensíveis aos efeitos 

antiproliferativos da cordiaquinona J, e a partir de então, todos os estudos foram 

realizados com esta linhagem celular, utilizando doses correspondentes aos valores 

da CI50 (3,0 μM) e a metade do valor da CI50 (1,5 μM) obtidos pela cordiaquinona J 

em células HL-60. 
Tabela 3. Atividade citotóxica in vitro da cordiaquinona J isolada da Cordia leucocephala 
Moric em linhagens de células tumorais. 
 

Linhagem  Origem Cordiaquinona J      
CI50 (μM) 

Doxorrubicina      
CI50 (μM) 

HL-60 Leucemia 2,7                  
2,1 - 3,5 

0,03              
0,02 - 0,05 

HCT-8 Cólon 4,9                  
3,6 - 6,7 

0,02              
0,02 - 0,03 

SF-295 S.N.C. 6,6                  
5,7 - 7,5 

0,4               
0,3 - 0,6 

MDA-MB-435 Melanoma 5,1                  
3,7 - 7,0 

0,8               
0,6 - 1,1 

CMSP Linfócitos 10,4                 
9,2 - 11,8 

1,7              
0,9 - 3,1 

Os dados são apresentados em valores de CI50 µM e o intervalo de confiança de 95% de 
dois experimentos independentes realizado em duplicata pelo método do MTT após 72 
horas de incubação para as linhagens MDA-MB435 (melanoma), SF-295 (glioblastoma), HL-
60 (leucemia) e HCT-8 (cólon). 
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4.2 Estudos dos efeitos da cordiaquinona J em células leucêmicas: 
proliferação e morfologia  

 

Com o objetivo de caracterizar os efeitos antiproliferativos induzidos pela 

cordiaquinona J em linhagem leucêmica HL-60, foram avaliados a viabilidade 

celular, a incorporação do BrdU e a morfologia celular após 24 horas de tratamento 

com a cordiaquinona J. 

O teste do azul de tripan foi realizado antes de cada experimento acima 

citado para determinar a viabilidade celular. Em todas as concentrações testadas, a 

cordiaquinona J reduziu a viabilidade celular, dados que corroboram com as análises 

do MTT (p < 0,05; Figura 11A). 

A fim de avaliar a inibição da proliferação celular, a inibição da síntese de 

DNA foi determinada pela redução da incorporação do BrdU nas células HL-60. A 

cordiaquinona J inibiu 66,04% e 87,11% da incorporação do BrdU nas 

concentrações de  1,5 μM e 3,0 μM, respectivamente (p < 0,05; Figura 11B). Já a  

doxorrubicina que foi utilizada como controle positivo inibiu a incorporação do BrdU 

em 66,19% na dose de 0,5 μM. 

As mudanças morfológicas foram observadas utilizando a coloração 

diferencial LA/BE por microscopia de fluorescência e a percentagem de células 

viáveis, apoptóticas e necróticas foram calculadas. Mais de 90% das células do 

grupo controle (não tratado) se apresentaram viáveis, com coloração verde uniforme 

e morfologia normal. Após o tratamento com a cordiaquinona J um aumento no 

número de células apoptóticas foi observado (p < 0,05; Figura 11C). As células 

tratadas com doxorrubicina também apresentaram características apoptóticas 

semelhantes. Após o tratamento com a cordiaquinona J na menor concentração (1,5 

μM), 22,5 % das células apresentavam-se em apoptose, no entanto, não houve 

aumento significativo de células necróticas. Já na concentração de 3,0 μM, 29,67 % 

apresentavam características apoptóticas e 7,6 % estavam em necrose. 
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Figura 11 - Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre a viabilidade celular determinado por 
coloração de azul de tripan (A); sobre a incorporação do BrdU (B)  e sobre a viabilidade celular 
determinada por microscopia de fluorescência LA/BE (C) em Celulas HL-60. Em todos os 
experimentos o controle negativo foi tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. 
As células foram tratadas por 24 horas de incubação. Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) foi utilizada como 
controle positivo. * p < 0.05 comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet. Os 
dados estão apresentados como os valores da média ± erro padrão da média (EPM) obtidos de dois 
experimentos independentes feitos em duplicata (n=4). 
 

Mudanças morfológicas também foram avaliadas utilizando a coloração 

por May-Grunwald-Giemsa. Na presença da cordiaquinona J, em ambas as doses 

testadas, após 3 horas de incubação, foi observado a presença de numerosas 

células com o DNA fragmentado e condensado, além da formação de corpos 

apoptóticos e blebs, características comuns no processo da apoptose. No entanto 

também foi observado que diversas células estavam em processo de necrose, pois 

apresentavam-se eosinofílicas e com perda da integridade da membrana celular. 

Após 6 horas de incubação com a substância foi observado características 

morfológicas bastante semelhantes ao período de 3 horas de incubação, só que de 

uma maneira mais intensa tanto no padrão morfológico da apoptose quanto da 

necrose. 
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No entanto, este padrão morfológico, de fragmentação e condensação 

nuclear, além de eosinofilia e perda da integridade da membrana celular, foi mais 

evidente no tratamento com a cordiaquinona J, após 3 e 6 horas de incubação 

(Figura 12). Estes achados se tornaram mais intensos quando as células foram 

tratadas com a dose de 3,0 μM (Figura 12). Estas mudanças morfológicas também 

foram observadas quando as células foram tratadas com doxorrubicina por 24 horas 

na concentração de 0,5 μM (Figura 12). Após 24 horas de incubação com a 

cordiaquinona J, a população de células necróticas foi bem menos evidente, a 

grande maioria das células apresentavam o seu volume bem reduzido quando 

comparado ao controle.  

Como mostrado na figura 12, os resultados sugerem que a cordiaquinona 

J induz mudanças morfológicas celulares rapidamente (com apenas 3 horas de 

incubação) (Figure 12), mas não tem efeitos após meia hora de tratamento. É 

interessante perceber, que após 3 e 6 horas de tratamento, surge uma população de 

células necróticas não observadas após 24 horas de incubação (Figura 12), 

sugerindo um rápido mecanismo de indução de necrose.  

A partir de então os experimentos foram conduzidos com o objetivo de 

determinar a partir de que momento começa os efeitos da cordiaquinona J sobre 

células leucêmicas tumorais e caracterizar sua dependência de tempo. 
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Figura 12. Análises microscópicas por coloração de May-Grunwald-Giemsa em células HL-60 após 3, 6 e 24 horas de incubação como a cordiaquinona J 
nas concentrações de 1,5 e 3,0 μM. Em todos os experimentos o controle negativo foi tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. 
Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) foi utilizada como controle positivo. As células foram analisadas por microscopia de luz (x 400). As setas pretas mostram células 
apoptóticas, com tamanho reduzido, fragmentação nuclear e corpos apoptóticos e as setas vermelhas mostram células eosinofílicas e com membrana celular 
rompida. 
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4.3 Estudo dos mecanismos envolvidos nos efeitos da cordiaquinona J 
em células leucêmicas: análise temporal  

 

A densidade celular e a integridade de membrana foram 

determinadas pela exclusão do iodeto de propídeo (Figura 13). Como já 

evidenciado pelos testes do MTT, BrdU e o azul de tripan, a cordiaquinona J 

também reduziu o número de células em ambas as concentrações testadas.  

Estes efeitos podem ser observados com apenas 3 horas de 

incubação (Figura 13A). As análises da integridade de membrana foram 

compatíveis com o observado com as análises morfológicas, pois após 3 horas 

de tratamento pode ser observada uma diminuição da integridade da 

membrana a partir da concentração de 1,5 M evoluindo com o aumento da 

concentração. Após 6 horas de incubação com a cordiaquinona J (3,0 μM), 

observou-se que em torno de 40% das células tinham sua membrana rompida, 

enquanto que com 3 horas de incubação, na mesma dose, apenas 16,5% das 

células não apresentava membrana íntegra, sugerindo a indução de necrose 

em uma população de células de maneira tempo dependente (Figura 13B e 
13C). Após 24 horas de tratamento, a população de células necróticas ainda 

pode ser observada, no entanto de uma maneira reduzida quando comparado 

com 6 horas de tratamento. 
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Figura 13 -  Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) em células HL-60 sobre a densidade celular (A) e a integridade de membrana (B e C) determinada por 
citometria de fluxo utilizando iodeto de propídeo após 0.5, 3, 6 e 24 horas de incubação. As células HL-60 foram não tratadas (controle), tratadas com 
cordiaquinona J (1,5 e 3 μM) e com doxorrubicina, Dox 0,5 μM. Os dados estão apresentados como os valores da média ± erro E.P.M. obtidos de três 
experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram 
adquiridos em cada experimento. 
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Além disso, a cordiaquinona J também causou compactação celular em 

ambas concentrações testadas. Essa compactação pôde ser observada pela 

diminuição da dispersão da luz frontal “forward light scatter” (FSC), condensação 

nuclear e pela diminuição da dispersão da luz lateral “side scatter” (SSC), 

características estas compatíveis com células em apoptose (Figura 14). 

 
 
Figura 14. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) em células HL-60 sobre a morfologia 
celular determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propídeo após 0.5, 3, 6 e 24 
horas de incubação. As células HL-60 foram não tratadas (controle), tratadas com 
cordiaquinona J (1,5 e 3 μM) e com doxorrubicina, Dox 0,5 μM. Os dados estão 
apresentados como os valores da média ± erro E.P.M. obtidos de três experimentos 
independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA seguido 
pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em cada experimento. 
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Para determinar se a cordiaquinona J induziu citotoxicidade envolvendo 

alterações na progressão do ciclo celular, foram realizadas as análises de 

distribuição do ciclo celular por citometria de fluxo. Entretanto o composto testado 

não apresentou efeitos sobre fases específicas do ciclo celular em nenhum tempo 

ou concentração testada (Tabela 4). No entanto, assim como esperado, a 

cordiaquinona J em ambas as concentrações testadas aumentou a fragmentação do 

DNA (sub-diploide) em mais de 30 % quando comparado ao grupo controle após 3 

horas de incubação. O grupo controle após 3 e 6 horas de tratamento apresentou 

fragmentação do DNA  em torno de 15,4 ± 1,7 e 13,7 ± 1,6 % respectivamente, 

enquanto que a cordiaquinona J na maior concentração testada apresentou 42 ± 2,9 

% de fragmentação após 3 horas de incubação e 57,1 ± 3,5 % após 6 horas  (Figura 
15). Os maiores níveis de fragmentação foram observados após o tratamento com a 

cordiaquinona J por 24 horas de incubação, apresentando valores 77,0 ± 3,9 % em 

1.5 μM e 89,3 ± 1,9 % em 3,0 μM (Figura 15). 



69 

 

 

Tabela 4 - Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre as fases do ciclo celular em células HL-60 determinada por citometria de fluxo 
utilizando iodeto de propídeo, triton X-100 e citrato após 0,5, 3, 6, e 24 horas de incubação. Em todos os experimentos o controle negativo foi 
tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina (0.5 μM) foi utilizada como controle positivo. Os dados estão 
apresentados como os valores da média ± erro E.P.M. obtidos de três experimentos independentes feitos em triplicata.   * p < 0.05, comparado 
como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em cada experimento. Dados analisados com 
ModFit LT 3.1 software (Verity 
software house). 

   Fases do Ciclo Celular 

Período de 
Incubação Substâncias Concentração 

(μM) G0G1 S G2M 

Controle - 21,2 ± 0,9  72,5 ± 0,9 6,3 ± 0,8 
Doxorrubicina 0,5 20,0 ± 0,4 73,9 ± 0,5 6,0 ± 0,7 

1,5 21,5 ± 0,7 71,8 ± 0,9 6,7 ± 1,0 
0,5 hora 

Cordiaquinona J 
3,0 22,7 ± 0,9 71,4 ± 0,6 5,9 ± 0,6 

Controle - 16,6 ± 0,8 79,4 ± 1,6 3,9 ± 0,9 
Doxorrubicina 0,5 16,2 ± 1,4 79,4 ± 1,8 4,4 ± 0,9 

1,5 15,8 ± 0,7 80,3 ± 1,3 4,0 ± 0,7 
3 horas 

Cordiaquinona J 
3,0 18,8 ± 1,6 77,9 ± 1,9 3,1 ± 0,6 

Controle - 15,5 ± 1,3 76,2 ± 2,8 6,6 ± 1,0 
Doxorrubicina 0,5 13,4 ± 0,8 79,9 ± 1,9 8,3 ± 1,4 

1,5 16,6 ± 1,1 75,6 ± 1,7 7,5 ± 0,8 
6 horas 

Cordiaquinona J 
3,0 19,2 ± 1,2 77,0 ± 1,6 4,1 ± 0,2 

Controle - 27,2 ± 3,5 63,3 ± 4,4 9,4 ± 1,0 
Doxorrubicina 0,5 23,8 ± 4,5 72,4 ± 4,2 3,7 ± 0,9* 

1,5 26,0 ± 2,7 63,5 ± 3,5 10,5 ± 1,5 
24 horas 

Cordiaquinona J 
3,0 27,5 ± 1,7 64,8 ± 3,2 7,7 ± 1,9 
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Figura 15 - Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre a fragmentação internucleossomal do 
DNA em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propídeo, triton X-100 
e citrato após 0,5, 3, 6, e 24 horas de incubação. Em todos os experimentos o controle negativo foi 
tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) foi 
utilizada como controle positivo. Os dados estão apresentados como os valores da média ± erro 
E.P.M. obtidos de três experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como 
controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em cada 
experimento. Dados analisados com ModFit LT 3.1 software (Verity software house). 

 

Posteriormente, o potencial transmembrânico mitocondrial foi também 

avaliado em células HL-60. Alterações significantes foram observadas neste 

parâmetro. Pôde-se observar que 34,2 ± 4,7 % das células após 24 horas de 

tratamento com a cordiaquinona J estavam com a membrana mitocondrial 

despolarizada, sugerindo morte relacionada a apoptose por via intrínsica. No entanto 

esta população de células que apresentaram o potencial transmembrânico 

mitocondrial alterado, também pôde ser observado precocemente, com apenas 30 

minutos de incubação, onde as células tratadas com cordiaquinona J apresentaram 



71 

 

17,8 ± 2,2 %, de despolarização mitocondrial, enquanto que no controle foi de 

apenas 8,5 ± 1,7 % (Figura 16). Este efeito mitocondrial foi intensificado com o 

aumento do período de incubação com a cordiaquinona J (3 e 6 horas). No entanto o 

controle positivo (doxorrubicina) foi apresentar efeitos mitocondriais com apenas 24 

horas de incubação.  

 

 
 
Figura 16 - Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre despolarização da membrana 
mitocondrial em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando rodamina 123, 
após 0,5, 3, 6, e 24 horas de incubação. Em todos os experimentos o controle negativo foi 
tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) 
foi utilizada como controle positivo. Os dados estão apresentados como os valores da média 
± erro E.P.M. obtidos de três experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, 
comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos 
foram adquiridos em cada experimento.  

 

Na tentativa de confirmar se as células tratadas com a cordiaquinona J 

realmente induzem a morte por apoptose, foram avaliados os seguintes parâmetros, 

externalização da fosfatidilserina e a ativação da caspase 3 e 7 por citometria de 
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fluxo, após 3 horas de incubação. Em ambas as concentrações testadas a 

cordiaquinona J promoveu a exposição da fosfatidilserina, indicando a presença de 

66,38 ± 2,3 % e 58,8 ± 1,5 % de células apoptóticas nas concentrações de 1,5 e 3,0 

μM respectivamente, além de determinar a presença de células em apoptose tardia 

e/ou necrose em 34 ± 0,9 % das células tratadas com cordiaquinona J na maior 

concentração. (Figura 17). 

 

 
 
Figura 17- Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre externalização da fosfatidilserina 
em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando anexina V-PE e 7AAD, após 
3 horas de incubação. Em todos os experimentos o controle negativo foi tratado com o 
veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) foi utilizada 
como controle positivo. Os dados estão apresentados como os valores da média ± erro 
E.P.M. obtidos de dois experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, 
comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos 
foram adquiridos em cada experimento. 
 

Após essa confirmação, através do teste da externalização da 

fosfatidilserina, de que a cordiaquinona J induz apoptose, foi avaliado o 

envolvimento das caspases efetoras (3 e 7) no processo de indução de apoptose por 

esse composto. Os dados obtidos mostraram que com apenas 3 horas de 

incubação, a cordiaquinona J promoveu a ativação de caspase. Na maior 

concentração testada (3,0 μM) observou-se que 25% das células estavam em 
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apoptose inicial dependente de caspase, enquanto 24% das células estavam em 

necrose (Figura 18). 

 

 
 
Figura 18 - Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre a atividade das caspase 3 e 7 
em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propídeo e FLICA, 
após 3 horas de incubação. Em todos os experimentos o controle negativo foi tratado com o 
veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) foi utilizada 
como controle positivo. Os dados estão apresentados como os valores da média ± erro 
E.P.M. obtidos de dois experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, 
comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos 
foram adquiridos em cada experimento. 
 
 

Como pode ser observado, a maioria dos efeitos da cordiaquinona J 

surgem com apenas 3 horas de incubação, no entanto a alteração do potencial 

mitocondrial pode ser visto ainda mais cedo, com apenas 30 minutos de incubação. 

Baseado nesses achados, as células foram submetidas a uma pré-incubação de 30 

minutos com cordiaquinona J e após esse período as células foram lavadas duas 

vezes por centrifugação em meio livre de droga, e então as células foram 

reincubadas por mais 2,5 horas, completando um período de incubação final de 3 

horas. Os resultados adquiridos por citometria de fluxo de densidade celular, 

integridade de membrana, fragmentação do DNA e despolarização mitocondrial 

foram semelhantes aos resultados obtidos com a exposição das células à 
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cordiaquinona J continuamente por 3 horas. Com isto, podemos sugerir que a 

cordiaquinona J necessita de um curto tempo de exposição com as células tumorais, 

para desencadear o processo de morte destas células (Figura 19). 

 

 
Figura 19 - Células HL-60 foram incubadas com cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) e mantidas 
no escuro a 37°C por 30 minutos. Posteriormente as células foram centrifugadas, lavadas e 
resuspendidas em meio RPMI e incubadas novamente por mais 2,5 horas e analisadas 
utilizando citometria de fluxo. Os efeitos da cordiaquinona J foram avaliados sobre (A) 
integridade de membrana (B) densidade celular utilizando iodeto de propídeo; (C) 
fragmentação internucleossomal do DNA, utilizando iodeto de propídeo, Triton X-100 e 
citrato e (D) despolarização da membrana mitocondrial, utilizando rodamina 123. O controle 
negativo foi tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, 
Dox (0.5 μM) foi utilizada como controle positivo. Os dados estão apresentados como os 
valores da média ± erro E.P.M. obtidos de três experimentos independentes feitos em 
triplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. 
Cinco mil eventos foram adquiridos em cada experimento. 
 
 

4.4 Avaliação da participação da indução da formação de EROs no efeito da 
cordiaquinona J em células leucêmicas 

 

A geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) é considerada como 

um dos principais mecanismos de citotoxicidade das quinonas. Por esse motivo, o 
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estado redox das células HL-60 tratadas com cordiaquinona J foi monitorado 

utilizando um corante fluorescente sensível a oxidação (H2-DCF-DA) após 1 e 3 

horas de incubação. Um aumento na fluorescência foi detectado em células tratadas 

com a substância de uma maneira dose dependente, após 1 hora de tratamento. 

Quando as células foram tratadas por 3 horas não houve um aumento significativo 

na fluorescência (Figura 20A).  

Finalmente, foi investigado se o estresse oxidativo é essencial para os 

efeitos causados pela cordiaquinona J. Para explorar esta possibilidade as células 

HL-60 foram pré-tratadas com N-acetil-L-cisteína (NAC) na concentração de 5 mM. 

A incubação com o NAC foi de 1 hora antes do tratamento com a cordiaquinona J. 

Primeiramente foi avaliado a capacidade da cordiaquinona J gerar EROs em células 

de HL-60 após o pré-tratamento com NAC. Para isso, após o pré-tratamento com o 

antioxidante (NAC), as células foram reincubadas por mais uma hora na presença 

de cordiaquinona J nas concentrações de 1,5µM e 3,0µM e posteriormente 

analisadas por citometria de fluxo, como descrito anteriormente. Posteriormente, as 

células pré-tratadas com NAC foram reincubadas por mais 3 horas com 

cordiaquinona J, nas mesmas concentrações citadas acima, e avaliadas por 

citometria de fluxo para quantificação da integridade de membrana celular, da 

densidade celular, da fragmentação de DNA e da despolarização mitocondrial. As 

alterações morfológicas foram avaliadas por coloração diferencial com May-

Grunwald-Giemsa (Figura 22). 

Após o tratamento com NAC pôde ser observado que a formação de 

EROs foi abolida totalmente (Figura 20B), bem como a perda da integridade da 

membrana celular (Figura 21A), a redução no número de células (Figura 21B) e a 

despolarização mitocondrial também não apresentaram nenhuma diferença quando 

comparadas ao controle (Figura 21C). No entanto a fragmentação do DNA foi 

somente parcialmente inibida. Quando em presença somente da cordiaquinona J 

(1,5 μM), após 3 horas de incubação, foi observado que 43,4 ± 1,58 % das células 

apresentavam o seu DNA fragmentado, no entanto quando avaliado o efeito da 

cordiaquinona J sobre os mesmos parâmetros, mas com tratamento prévio com NAC 

na concentração de 5mM, observou-se que houve uma diminuição no percentual de 

células fragmentadas para 26,42 ± 2,27 %.  No entanto, na maior concentração não 

foi observado diferença estatisticamante significativa em relação a fragmentação do 
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DNA entre o grupo previamente tratado com NAC e o grupo não tratado com NAC  

(Figura 21D).  

 

 
Figura 20 - Efeitos da cordiaquinona J sobre a geração de EROs em células HL-60. (A) As 
células foram tratadas com cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) por 1 e 3 horas. PMA foi utilizado 
como controle positivo. (B) NAC (5mM) foi adicionado 1 hora antes do tratamento de 1 hora 
com a cordiaquinona J. β-lapachona (β) (2μM) foi utilizada como controle positivo. As células 
foram coradas com H2-DCF-DA e cinco mil eventos foram adquiridos. O controle negativo foi 
tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Os dados estão 
apresentados como os valores da média ± erro E.P.M. obtidos de três experimentos 
independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA seguido 
pelo teste de Dunnett. 
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Figura 21 - Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) sobre a geração de EROs em células 
HL-60. NAC (5mM) foi adicionado 1 hora antes do tratamento de 3 horas com a 
cordiaquinona J. As células foram coradas com H2-DCF-DA e cinco mil eventos foram 
adquiridos. Os efeitos da cordiaquinona J foram avaliados sobre (A) integridade de 
membrana (B) densidade celular utilizando iodeto de propídeo; (C) despolarização da 
membrana mitocondrial, utilizando rodamina 123 e (D) fragmentação internucleossomal do 
DNA, utilizando iodeto de propídeo, Triton X-100 e citrato. O controle negativo foi tratado 
com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 μM) foi 
utilizada como controle positivo. Os dados estão apresentados como os valores da média ± 
erro E.P.M. obtidos de três experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, 
comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.  

 

A análise morfológica mostrou que a população de células necróticas 

induzidas pelo tratamento com a cordiaquinona J após 3 horas de exposição foi 

abolida com o pré-tratamento com o NAC, no entanto células com padrão apoptótico 

continuaram mesmo com o pré-tratamento.  (Figure 22). 
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Figura 22 - Análises microscópicas por coloração de May-Grunwald-Giemsa em células HL-
60. NAC (5mM) foi adicionado 1 hora antes do tratamento de 3 horas com a cordiaquinona 
J. (A) Células do controle negativo (ausência de NAC); (B) células controle (presença de 
NAC); (D) cordiaquinona J 1,5 μM; (E) cordiaquinona J 3,0 μM. Em todos os experimentos o 
controle negativo foi tratado com o veículo utilizado para diluir as amostras testadas. (C) β-
lapachona (2μM) foi utilizada como controle positivo. As células foram analisadas por 
microscopia de luz (x 400). As setas pretas mostram fragmentação nuclear. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Quinonas são compostos de origem natural, que também podem ser 

amplamente obtidos por síntese orgânica. Muitas quinonas apresentam-se ativas 

contra diversos tipos de doenças como: câncer e malária, além de possuir atividade 

bactericida e fungicida (HUANG et al., 2002). A atividade antitumoral das quinonas é 

observada nos três grupos quinónicos conhecidos como benzoquinona, 

naftoquinona e antraquinona (Inbaraj et al., 1999), sendo que o núcleo quinona está 

presente em diversas drogas anticâncer tais como: antraciclinas (daunorrubicina, 

doxorrubicina), mitomicina e mitoxantrona, que são utilizadas clinicamente na terapia 

de tumores sólidos (FOYE, 1995). 

Aproximadamente 300 naftoquinonas, de diferentes estruturas, já foram 

isoladas de plantas, bactérias e fungos. Estes compostos de ocorrência natural vêm 

sendo bastante utilizados na medicina popular. Recentes estudos mostraram o valor 

terapêutico de naftoquinonas tanto de origem natural quanto sintéticas, 

principalmente como agentes antiparasitários e anticâncer (MUNDAY; SMITH; 

MUNDAY, 1995; TANDON et al., 2004). Particularmente, em relação às 

naftoquinonas, destacam-se moléculas como o Lapachol e a β-lapachona que 

consistem em um grupo promissor de compostos com atividade citotóxica e 

antitumoral (ASCHE, 2005). 

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) é considerado 

um dos principais representantes do grupo de quinonas das tabebuias (da SILVA; 

FERREIRA; De SOUZA, 2003). Foi primeiramente isolado por Paterno a partir da 

Tabebuia avellanedae em 1882. T. avellanedae é uma árvore da família da 

Bignoniaceae, comumente conhecida como “pau d’arco” no Brasil. Sua casca é 

usada como analgésico, antiinflamatório, anti-neoplásico e diurético pela população 

local em partes do nordeste do Brasil (MIRANDA et al., 2001; HUSSAIN et al., 2007). 

O principal mecanismo de ação descrito para o lapachol reside na sua 

capacidade de induzir estresse oxidativo através da formação intracelular de 

espécies reativas do oxigênio, como o peróxido de hidrogênio (H2O2), o ânion-radical 

superóxido (O2 -•) e o radical hidroxila (HO•). Estas espécies podem danificar alguns 



80 

 

componentes celulares importantes, tanto de células normais como de células 

tumorais (DA SILVA; FERREIRA;DE SOUZA, 2003). 

A eficácia antitumoral do lapachol foi testada em seres humanos, onde 

verificou-se uma redução das lesões e da dor após quatro administrações de 20-30 

mg/kg/dia (SANTANA et al., 1980). O Lapachol avançou nos estudos clínicos 

conduzidos pelo Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos na década de 70, 

mas devido a severidade dos efeitos colaterais foi descartado (NEWMAN; CRAGG, 

2005). Mais recentemente, a β-lapachona, estruturalmente relacionada ao lapachol, 

aparece como uma alternativa no tratamento do câncer. (LI et al., 1999; HUANG; 

PARDEE, 1999). Este composto está em fase 1 de estudos clínicos nos Estados 

Unidos sob responsabilidade da Arqule (NEWMAN; CRAGG, 2005). 

O estresse oxidativo é um processo comum desencadeado pelas 

quinonas, que induzem a formação deletéria endógena de espécies bioativas 

derivadas do oxigênio (MATÉS; SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, 2000). Além do estresse 

oxidativo, as quinonas são conhecidas por intercalarem no DNA (ASCHE, 2005) e 

por inibir o complexo das topoisomerases, o que pode provocar o desencadeamento 

da apoptose celular. A interferência das quinonas na apoptose constitui-se 

atualmente em uma linha de pesquisa interdisciplinar, cruzando fronteiras entre a 

química e as áreas médicas, existindo grande expectativa quanto à delineação de 

estratégias racionais visando o combate de neoplasias (DA SILVA; FERREIRA; DE 

SOUZA, 2003). 

Neste trabalho, foram investigados os efeitos da cordiaquinona J, isolada 

da planta Cordia leucocephala, sobre a proliferação de células tumorais e normais 

(CMSP). Posteriormente o mecanismo de ação da cordiaquinona J foi avaliado 

utilizando células leucêmicas da linhagem HL-60. 

A análise do MTT mostrou que a cordiaquinona J exibiu atividade 

citotóxica contra todas as linhagens de câncer testadas, no entanto as células 

normais CMSP também foram afetadas pela substância. Apesar da CI50 para as 

células normais ter sido 3,85 vezes maior do que para as células tumorais (HL-60), 

esses valores ainda são considerados citotóxicos, levando–se em consideração que 

são células normais. Estes resultados implicam em uma baixa seletividade da 

cordiaquinona J para células tumorais.  

Quando pensamos em produzir novos medicamentos para o tratamento 

do câncer é muito importante mensurar quais seriam os possíveis efeitos colaterais 
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apresentados pela substância teste, por isso a necessidade de se avaliar se a 

substância testada mostra efeitos nocivos em células em divisão tais como: as 

células da pele, do trato gastrintestinal, plaquetas, glóbulos vermelhos (hemácias) e 

brancos (leucócitos) (ZUCO et al., 2002; ANAZETTI et al., 2003). Adicionalmente, a 

ausência de atividade hemolítica em concentrações acima de 500 μM em eritrócitos 

de camundongo sugere que a citotoxicidade do composto não está relacionado com 

dano inespecífico de membrana. 

Para confirmar os efeitos antiproliferativos da Cordiaquinona J 

observados no ensaio do MTT, outros testes antiproliferativos foram realizados 

utilizando células leucêmicas da linhagem HL-60 após 24 horas de incubação. Os 

efeitos de diminuição da proliferação celular, observados pela cordiaquinona J, 

foram confirmados pelo teste de exclusão do azul de tripan, e pela inibição da 

síntese de DNA através da incorporação do BrdU.  

O conteúdo de DNA e a incorporação de 5-BrdU podem ser medidos 

conjuntamente para determinar o índice de síntese de DNA através da porcentagem 

de células que incorporaram a 5-BrdU (DOLBEARE et al., 1983). O ciclo celular de 

células em proliferação é composto pelas fases G1, S, G2 e M, enquanto a fase G0 

refere-se às células que estão quiescentes (RAZA et al., 1991). As células na fase S, 

de síntese, estão sintetizando novo material genético e, portanto, utilizando os 

nucleotídeos presentes no meio (HOLM et al., 1998). Estas células obrigatoriamente 

irão incorporar BrdU, análogo da timidina, em seu DNA que, por sua vez, pode ser 

detectado com o uso de anticorpos conjugados anti-BrdU e técnicas de imuno-

histoquímica para sua marcação.  

A incorporação de 5-BrdU foi inversamente proporcional a concentração, 

sendo que a dose de 1,5 µM (valor da CI50/2) inibiu a proliferação celular em valores 

percentuais semelhantes ao da doxorrubicina, em torno de 66%. A concentração de 

3,0 µM promoveu 87,11% de inibição. Assim, os resultados obtidos corroboraram 

com os ensaios de citotoxicidade realizados por MTT e os testes de viabilidade por 

azul de tripan, confirmando a atividade inibitória da cordiaquinona J sobre a divisão 

celular. 

As colorações por May-Grunwald-Giemsa e a coloração diferencial de 

laranja de acridina e brometo de etídio (LA/BE) permitem analisar as características 

morfológicas das células, principalmente em relação ao padrão de morte, assim 
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estas metodologias são úteis para sugerir o tipo de morte celular, seja por necrose 

ou apoptose.  

A apoptose é um processo altamente regulado que induz a morte celular 

(suicídio celular) eliminando células ou tecidos indesejados protegendo o organismo 

contra a proliferação de células defeituosas. Quando o mecanismo de apoptose está 

danificado pode ocasionar diversas patologias, inclusive câncer (MAJNO; JORIS, 

1995; OPALKA; DICKOPP; KIRCH, 2002). Células em apoptose apresentam 

algumas alterações morfológicas e bioquímicas típicas como diminuição do volume 

celular, condensação da cromatina, fragmentação do DNA, alteração no potencial 

transmembrânico da mitocôndria, externalização da fosfatidilserina e ativação de 

caspases (VAN CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002). Diferentemente da 

apoptose, a morte por necrose é caracterizada pelo aumento do volume celular, 

seguido da perda da integridade da membrana plasmática com conseqüente 

liberação dos componentes celulares e indução de inflamação aos tecidos 

adjacentes (WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980).  

A análise morfológica, tanto pela coloração diferencial por LA/BE quanto 

por May-Grunwald-Giemsa, após 24 horas de incubação, revelou que as células 

tratadas com o composto teste apresentaram características típicas de apoptose, 

incluindo prolongamentos da membrana plasmática, condensação da cromatina com 

marginalização da cromatina para a membrana nuclear, fragmentação nuclear e 

formação de corpos apoptóticos (GALLUZZI et al., 2007) e uma pequena população 

com características de necrose. Entretanto, quando o tempo de incubação foi 

reduzido para 3 e 6 horas, uma população representativa de células necróticas foi 

observada, sugerindo um rápido mecanismo de indução de necrose que é 

gradualmente sobreposto pela ativação de vias apoptóticas. De fato, a exposição por 

3 horas foi suficiente para desencadear ambos efeitos da Cordiaquinona J. 

A indução de morte celular por apoptose e necrose vêm sendo discutida 

para outras quinonas. A β-lapachona, por exemplo, pode causar tanto apoptose 

(PLANCHON et al., 1995; LI; WANG; PARDEE, 1995; LI; AVERBOUKH; PARDEE, 

1993) quanto necrose (LI et al., 1999) dependendo da célula alvo, do tempo e da 

dose utilizada (WELLER et al., 1997). Essa naftoquinona induz morte celular via 

apoptose em várias células de carcinoma humano e células leucêmicas humanas 

(CHAU et al., 1998; DON et al., 2001). No entanto, em células de osteosarcoma 

humana (U2-OS), a β-lapachona induziu necrose em vez de apoptose, sendo 
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caracterizado, principalmente pela perda da integridade de membrana, mas neste 

caso, houve também liberação do citocromo c, diminuição do potencial 

transmembrânico mitocondrial e depleção de ATP (LIU; LIN; CHAU, 2002).  

Além da β-lapachona, outras naftoquinonas têm sido descritas quanto a 

sua capacidade de induzir morte celular por apoptose e/ ou necrose, dependendo da 

linhagem celular, tempo e dose utilizadas. Samali et al. (1999), realizaram um estudo 

comparativo entre a menadiona (vitamina K) e uma estrutura análoga (αCD95) 

quanto à indução de morte em células de carcinoma hepatocelular (HepG2). Nessa 

linhagem, a menadiona causou apenas necrose, enquanto o seu análogo induziu 

somente apoptose. No entanto, a liberação de citocromo c da mitocôndria foi o único 

mecanismo em comum de ambas as moléculas. Estudos com microscopia eletrônica 

realizados em linhagem de osteosarcoma humano (143B) após 24 horas de 

tratamento com a menadiona na dose de 100µM mostrou a de células em processo 

de morte por apoptose e necrose (KAMIŃSKI et al., 2002). 

Inicialmente, apoptose e necrose eram consideradas como dois 

processos de morte distintos induzidos pelo mesmo estímulo ou por estímulos 

diferentes. No entanto, estudos posteriores têm sugerido que ambos processos de 

morte podem dividir muitos componentes moleculares em estágios iniciais 

(CHAUTAN et al., 1999; CHI et al., 1999; FILIPOVIC; MENG; REEVES, 1999; LIU; 

LIN; CHAU, 2002). O que pode ser facilmente observado acima. 

A citometria de fluxo é um método eficiente para acessar a potência e a 

especificidade de drogas anticâncer. Este equipamento possui uma grande 

variedade de métodos capazes de identificar células apoptóticas. Isso é feito pela 

análise de mudanças morfológicas, bioquímicas e moleculares que ocorrem durante 

a apoptose. Normalmente a utilização de agentes que emitem alta fluorescência ao 

intercalar com o DNA, como o iodeto de propídeo, é necessário para mensurar a 

viabilidade celular e a fragmentação do DNA. Também podem ser avaliadas 

mudanças na morfologia da célula como a redução do volume celular e 

condensação da cromatina detectada pela dispersão da luz incidida sobre a célula, 

para frente e/ou para o lado (RAMANATHAN, 1997). 

Os experimentos de citometria de fluxo foram realizados e corroboraram 

com os achados anteriores. Após 3, 6 e 24 horas de incubação, foram evidenciadas 

uma diminuição significativa do número de células e perda da integridade da 

membrana celular nas concentrações testadas (1,5 e 3,0 µM). Alguns autores 
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consideram a distinção entre apoptose e necrose difícil de ser detectada e 

controversa. No entanto a distinção morfológica da necrose em comparação a 

apoptose se baseia, principalmente, na perda da integridade de membrana, onde as 

células em apoptose permanecem com suas membranas íntegras até um estágio 

final da morte (apoptose tardia) (MASQUELIER et al., 2004). Com isso, podemos 

sugerir que o rompimento da membrana plasmática das células tratadas com a 

Cordiaquinona J está relacionado à indução de necrose. Outros compostos podem 

induzir necrose após curtos períodos de tratamento. A pristimerina, na concentração 

de 0,8 µM, induziu necrose após 6 horas de incubação em células de HL-60 

(COSTA et al., 2008). A piplartina também induz necrose em células leucêmicas HL-

60 e K-562, no entanto somente após 24 horas de incubação, dependendo da 

concentração testada (BEZERRA et al., 2007). 

Além disso, foi observada diminuição do tamanho e da granulosidade das 

células, através da diminuição da dispersão frontal e lateral da luz, respectivamente. 

O ciclo celular também foi avaliado, mas não houve diferença em fases específicas 

do mesmo, quando comparado com as células do controle negativo. No entanto, 

quando avaliado a fragmentação do DNA foi observado que a partir de 3 horas de 

tratamento, em ambas as doses testadas, houve um aumento de células com o DNA 

fragmentado. Esse aumento foi intensificado de maneira tempo e dose dependente.  

Como dito anteriormente, a perda da integridade da membrana 

plasmática é uma das características observadas na morte celular por necrose, 

(WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980) ao passo que, a fragmentação de DNA em células 

com membrana íntegra e a diminuição do tamanho e granulosidade da célula seria 

uma alteração típica de um processo de apoptose (VAN CRUCHTEN; VAN DEN 

BROECK, 2002). Como pôde ser observado, a análise morfológica está de acordo 

com os dados da citometria de fluxo, inclusive com o momento em que começa o 

processo de necrose e de apoptose nas células. Indicando que as células de HL-60 

tratadas com a cordiaquinona J, estão em processo de morte tanto por necrose 

quanto por apoptose em apenas 3 horas de incubação com a droga. 

A morte celular por apoptose possui duas vias principais de sinalização: a 

via extrínsica, iniciada pela ativação de receptores de morte ligados a membrana 

levando a clivagem de caspases (ASHKENAZI; DIXIT, 1998), e a via intrínseca, 

caracterizada pela despolarização mitocondrial, liberação do citocromo c e 

subseqüente ativação de caspases (GREEN; REED, 1998; KHOSRAVI-FAR; 
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ESPOSTI, 2004). Assim, reunindo os dados citados acima, acompanhado com a 

informação sobre a despolarização mitocondrial podemos indicar a via envolvida na 

indução da apoptose. Células HL-60 tratadas com a cordiaquinona J apresentaram 

despolarização mitocondrial de maneira dose e tempo dependente. Na concentração 

de 3,0 μM, com apenas 30 minutos de incubação, a cordiaquinona J apresentou 

17,8% de despolarização mitocondrial, dados estes, significativamente diferente 

quando comparados aos dados do controle negativo. Após 3 e 6 horas de incubação 

esta despolarização tornou-se ainda mais intensa alcançando níveis máximos após 

24 horas de incubação. Assim, podemos sugerir que a cordiaquinona J induz a 

ativação de apoptose por via intrínseca em apenas 3 horas de incubação. Com esse 

período de incubação, podemos observar vários parâmetros que indicam o tipo de 

morte envolvido na citotoxicidade da cordiaquinona J. Com apenas 30 minutos de 

incubação foi observado apenas a despolarização mitocondrial, não sendo então 

possível assegurar de que a substância esteja causando apoptose em um período 

tão curto.  

Muitos fatores, tais como produção de EROs, dano ao DNA, disfunção 

mitocondrial, ativação do PARP e clivagem de caspases estão envolvidas na 

regulação do mecanismo de morte celular (LIU; LIN; CHAU, 2002). A mitocôndria 

está intimamente envolvida no processo de apoptose em várias células. A liberação 

do citocromo c do espaço intermembranar da mitocôndria constitui um dos passos 

iniciais para desencadear o processo da apoptose e pode ocorrer nas primeiras 

horas de tratamento. Isso pôde ser visto no tratamento de células de carcinoma de 

próstata (DU-145), onde a β-lapachona, na concentração de 4µM, promoveu a 

liberação do citocromo c com apenas 1 hora de incubação (LI et al., 1999). 

Apesar de tanto a fragmentação de DNA quanto a diminuição do potencial 

transmembrânico de mitocôndria serem processos característicos da apoptose, 

esses efeitos também podem ser encontrados em células necróticas (ZONG; 

THOMPSON, 2006). No entanto, a indução de apoptose pôde ser confirmada pela 

capacidade da cordiaquinona J induzir ativação de caspases efetoras 3 e 7 em 

células de HL-60. As caspases são enzimas essenciais para o processo de 

apoptose e até então não foram evidenciadas em células necróticas (NICHOLSON; 

THORNBERRY, 1997; ZONG; THOMPSON, 2006). A avaliação da externalização 

da fosfatidilserina também foi útil para comprovar a morte celular via apoptose. A 

fosfatidilserina é um fosfolipídio interno de membrana, que ao ser externalizado 
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sinaliza para os macrófagos que a célula seja fagocitada, evitando a liberação do 

conteúdo celular no meio (ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001). A 

externalização da fosfatidilserina é um evento que ocorre em células que estão no 

processo de apoptose e geralmente é um evento que ocorre de maneira caspase-

dependente (MARTIN et al., 1996) e corresponde a um processo que acontece 

horas depois da liberação do citocromo c pela mitocôndria e da perda da integridade 

da membrana mitocondrial (GOLDSTEIN et al., 2000). 

Primeiramente foi avaliado, por citometria de fluxo, a capacidade da 

cordiaquinona J (1,5 e 3,0 μM) induzir a externalização da fosfatidilserina em células 

de HL-60 após 3 horas de incubação. Foi utilizada uma dupla coloração com 7-AAD 

e anexina V para determinar a presença de apoptose. A anexina V é um membro de 

uma família de proteínas ligadas a fosfolipídios dependentes de cálcio, que possuem 

alta afinidade por bicamadas fosfolipídicas de membrana, ricas em fosfatidilserina 

(THIAGARAJAN; TAIT, 1990). Fluorocromos conjugados podem ser uma ferramenta 

fundamental para monitorar mudanças na assimetria de membranas celulares 

fosfolipídicas (KOOPMAN et al., 1994), sendo portanto um excelente método para 

determinar a presença de células apoptóticas. Então, pôde ser observado que com 

apenas 3 horas de incubação com a cordiaquinona J, na maior concentração 

testada, cerca de 60% das células estavam em apoptose incial, onde cerca de 34% 

das células se encontravam em um estágio mais avançado da apoptose ou em 

necrose inicial, pois as células estavam marcadas positivamente para ambos os 

corantes, o que indica que as células tiveram as suas membranas plasmáticas 

rompidas.  

Após a confirmação da externalização da fosfatidilserina das células de 

HL-60 em presença da substância foi avaliada a capacidade da cordiaquinona J em 

induzir a ativação de caspases após 3 horas de incubação. O percentual de células 

viáveis, apoptóticas iniciais e tardias foi mensurado através da utilização de iodeto 

de propídeo e de um inibidor de caspases fluorescente (FLICA™) o qual identifica 

especificamente a presença de caspases 3 e 7 ativadas. O reagente FLICA se liga 

covalentemente às caspases 3 e 7 ativas ficando retido nas células, enquanto que 

as moléculas de FLICA não ligadas são difundidas para fora da célula. Células que 

apresentam coloração positiva para o FLICA são denominadas de células 

apoptóticas. As células marcadas com iodeto de propídeo são consideradas um 

estágio final da apoptose ou células necróticas, pois o iodeto de propídeo é excluído 
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das células saudáveis e de células em apoptose inicial, mas é permeável em células 

em apoptose tardia e em células necróticas (SALVESEN; DIXIT, 1997; SLEE; 

ADRAIN; MARTIN, 1999; ALNEMRI et al., 1996; EKERT; SILKE; VAUX, 1999). Com 

isso podemos determinar o percentual de células que estavam em processo de 

apoptose inicial/tardia ou de necrose após a incubação de 3 horas com a 

cordiaquinona J.  

Como visto anteriormente, a cordiaquinona J, com apenas 3 horas de 

incubação induziu ativação das caspases efetoras 3 e 7, que pôde ser observada 

pelo percentual de células nos estágio iniciais e tardio da apoptose, sugerindo a 

rápida indução de apoptose por via intrínseca dependente de caspase. A presença 

de células em necrose, visualizadas pela penetração de iodeto de propídeo, sugere 

que a cordiaquinona J atua em pelo menos dois mecanismos de ação distintos, um 

promovendo apoptose dependente de caspase e outro mecanismo envolvido na 

indução de necrose. 

Diversas naftoquinonas vêm sendo avaliadas quanto ao seu potencial 

anticâncer, no entanto tem sido encontrado um limitado potencial terapêutico 

(LAMSON; PLAZA, 2003; KAMINSKI et al., 2002). Diversas naftoquinonas 

apresentam efeitos em pequenos períodos de incubação tais como, a plumbagina 

que apresenta características morfológicas de apoptose após 4 horas de incubação, 

além disso, a plumbagina também induziu a externalização da fosfatidilserina e 

ativação de caspases, indicando indução de apoptose, no entanto também 

apresentou células necróticas após 16 horas de incubação (MONTOYA et al., 2004).  

Com o objetivo de mensurar se apenas um estímulo inicial seria capaz de 

promover mudanças morfológicas e bioquímicas que puderam ser observadas com 

3 horas de incubação com a cordiaquinona J, células HL-60 foram incubadas por 30 

minutos e posteriormente foram lavadas e reincubadas em meio livre de droga por 

mais 2 horas e 30 minutos. Após este tratamento as células foram imediatamente 

analisadas quanto a integridade da membrana celular, número de células, 

despolarização mitocondrial e fragmentação do DNA por citometria de fluxo e os 

parâmetros morfológicos por May-Grunwald-Giemsa. Foi observado que as células 

HL-60 incubadas com a cordiaquinona J necessitam de apenas um curto estímulo 

para causar efeitos apoptóticos e necróticos semelhantes aos apresentados após 3 

horas de incubação.  
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Estudos feitos com linhagens de próstata, pulmão e ovário, mostraram 

que com apenas um estímulo inicial de 4 horas, e reincubação com meio livre de 

droga, por mais 20 horas com a β-lapachona na concentração de 4µM, resultou em 

despolarização mitocondrial em todas as linhagens citadas. Esta despolarização 

pôde ser observada tanto no processo apoptótico quanto necrótico nas linhagens 

citadas (LI et al., 1999).  

Atualmente sabe-se que as espécies reativas de oxigênio (EROs) estão 

envolvidas no processo de morte celular e que muitos agentes indutores de 

apoptose geram radicais livres (INBARAJ et al., 2004). Srinivas et al. (2004) 

demonstraram que a plumbagina induziu apoptose através da geração de espécies 

reativas de oxigênio em uma via dependente de caspases. A β-lapachona também 

induziu apoptose em células HL-60, promovendo dano ao DNA através de estresse 

oxidativo (SHIAH et al., 1999).  

As células HL-60 possuem sistemas antioxidantes, NQO1, glutationa e a 

superóxido dismutase, pouco eficientes (MANNA et al., 1999) favorecendo o efeito 

de substâncias geradoras de EROs como a β-lapachona e a cordiaquinona J. Isso 

pôde ser confirmado quando a células de MCF-7, que são células que possuem 

sistemas antioxidantes eficientes, foram incubadas com a β-lapachona e não 

causaram aumento de EROs (DON et al., 2001) indicando que dependendo das 

células testadas as substâncias podem ter diferentes mecanismos de ação. 

No entanto, além de apoptose, as espécies reativas de oxigênio podem 

também causar necrose (ZONG; THOMPSON, 2008). Níveis fisiológicos de EROs 

podem regular a transcrição, agir como moléculas sinalizadoras, além de proteger o 

organismo contra invasões de patógenos. Enquanto a excessiva produção de EROs 

promove estresse oxidativo, danos em moléculas e organelas intracelulares e 

finalmente a necrose (ZONG; THOMPSON, 2008). 

Com isso foi observado que a cordiaquinona J é capaz de induzir a 

formação de EROs em células de HL-60 após 1 hora de incubação, onde observou-

se que, na presença de cordiaquinona J 3,0 μM, 49,17% das células apresentavam 

formação de EROs intracelular.  

Podemos sugerir que a formação de EROs são eventos que ocorrem 

inicialmente nas células e que podem provocar diversos efeitos colaterais sobre as 

mesmas (BIRONAITE et al., 2004). Por isso estudos devem ser realizados a procura 

de fármacos que gerem quantidades adequadas de EROs para o tratamento 
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desejado e além disso, determinar as condições ótimas para indução de apoptose 

por agentes geradores de EROs é extremamente necessário, pelo menos para 

agentes anticâncer como a daunorrubicina, doxorrubicina, cisplatina entre outros, 

que são fármacos causadores de diversos efeitos colaterais, muitas vezes 

ocasionados por níveis elevados de EROs. Os níveis de efeitos colaterais desses 

compostos em pacientes pode ser fortemente dependente das doses e da 

quantidade de EROs induzido (BIRONAITE et al., 2004). Fisiologicamente a geração 

de EROs é normalmente reduzida por agentes antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos, tais como: glutationa (GSH), superóxido dismutase (SOD), catalases e 

peroxidases. Portanto o estresse oxidativo pode ser resultado de um desequilíbrio 

entre os altos níveis de EROs gerados que não são desintoxicados pelos agentes 

antioxidantes celulares ou pela inibição de agentes antioxidantes (WANG; YI, 2008). 

No entanto, ainda existem problemas de como identificar a exata 

quantidade e a maneira de desintoxicação das espécies reativas de oxigênio. Uma 

das possibilidades de investigar a origem de EROs no processo da apoptose é 

através de antioxidantes (BIRONAITE et al., 2004). Grupos tióis, em particular a 

glutationa (GSH), são um dos principais protetores do organismo contra EROs. A N-

acetil-L-cisteína (NAC) possui um grupo tiol em sua estrutura, e age como um 

antioxidante molecular intracelular muito eficiente, além disso, é precursora da 

glutationa e inibidora de diversos radicais livres (O2 •–, OH•) (STEENVOODEN et 

al., 1996).  

As células HL-60 foram pré-incubadas com o NAC e posteriormente 

incubadas com a cordiaquinona J, afim de avaliar por qual mecanismo a substância 

teste está induzido as espécies reativas de oxigênio e além disso, determinar se as 

EROs influenciam na indução da necrose e da apoptose. 

Aparentemente, a geração de EROs observada após o tratamento com a 

cordiaquinona J levou a um processo de morte rápido por necrose, enquanto que as 

células que sobreviveram a esse estresse oxidativo intenso entraram no processo de 

apoptose por via intrínseca. No entanto, a presença de fragmentação do DNA, após 

o pré-tratamento com NAC, na maior concentração testada (3.0 μM), mesmo na 

ausência de despolarização mitocondrial, da geração de EROs e da perda da 

integridade de membrana, sugere que além dos efeitos de estresse oxidativo 

induzidos pela cordiaquinona J, esta poderia também estar apresentando efeitos 
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diretos sobre o DNA (Figura 23), mecanismo de ação este empregado por diversas 

outras quinonas, tais como as antraciclinas (ASCHE, 2005; HILLARD et al., 2008). 

As naftoquinonas são compostos bem caracterizados pela sua atividade 

antitumoral. A Cordiaquinona J, apesar de pouco explorada, mostrou ser um 

candidato em potencial como agente anticâncer. No entanto outros testes devem ser 

realizados para desvendar o real mecanismo de ação da Cordiaquinona J. 

 

Figura 23 - Mecanismo de ação proposto para os efeitos relacionados a cordiaquinona J 
sobre as células leucêmicas (HL-60). 
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6 CONCLUSÃO 

 

A cordiaquinona J isolada da planta Cordia leucocephala possui potente 

atividade citotóxica com baixa seletividade para células tumorais. A cordiaquinona J 

apresentou maior atividade em células tumorais leucêmicas (HL-60), causando tanto 

apoptose pela via intrínseca quanto necrose. Esses efeitos estão intimamente 

relacionados à sua capacidade de indução de estresse oxidativo nas células 

tratadas.  

 

 

 

 

 



92 

 

REFERÊNCIAS 

 

ACEHAN, D.; JIANG, X.; MORGAN, D. G.; HEUSER, J. E.; WANG, X.; AKEY, C. W. 
Three-dimensional structure of the apoptosome: implications for assembly, 
procaspase-9 binding, and activation. Mol. Cell,  v. 9, p. 423-432, 2002. 
 
 
AGRA, M. F. Plantas da medicina popular dos Cariris Velhos. João Pessoa: 
Editora União, 1996. p. 112. 
 
 
ALNEMRI, E. S.; LIVINGSTON, D. J.; NICHOLSON, D. W.; SALVESEN, G.; 
THORN-BERRY, N. A.; WONG, W. W.; YUAN, J. Human ICE/CED-3 protease 
nomenclature. Cell, v. 87, p. 171, 1996. 
 
 
ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S.; DURAN, N.; HAUN, M. Comparative cytotoxicity of 
dimethylamide-crotonin in the promyelocytic leukemia cell line (HL-60) and human 
peripheral blood mononuclear cells. Toxicology, v. 188, p. 261-274, 2003. 
 
 
ANGELY, J. Flora analítica e fitogeográfica do Estado de São Paulo. São Paulo: 
Phyton, 1970. p. 819-825 
 
 
ARKOUDIS, E.; STRATAKIS, M. Synthesis of Cordiaquinones B, C, J, and K on the 
Basis of a Bioinspired Approach and the Revision of the Relative Stereochemistry of 
Cordiaquinone C. J. Organ. Chem., v. 73, p. 4484–4490, 2008. 
 
 
ARREBOLA, M. R. B.; ETERLIN, M. F.; BASTOS, D. H. M.; RODRIGUES, R. F. O.; 
CARVALHO, P. O. Estudo dos componentes lipídicos das sementes de três 
espécies do gênero Cordia L. (Boraginaceae). Rev. Bras. Farmacog.,  v. 14, p. 57-
65, 2004. 
 
 
ASCHE, C. Antitumor quinones. Mini Rev. Med. Chem., v. 5, p. 449-467, 2005. 
 
 
ASHKENAZI, A.; DIXIT, V. M. Death receptors: signaling and modulation. Science, 
v. 281, p. 1305-1308, 1998. 
 
 
ASLAN, M.; OZBEN, T. Oxidants in receptor tyrosine kinase signal transduction 
pathways. Antioxid. Redox Signal., v. 5, p. 781-788, 2003. 
 
 



93 

 

 
BARROSO, G. M. Sistemática de angiospermas do Brasil. Viçosa: Universidade 
Federal de Viçosa, 1986. p. 88-94. 
 
 
BELLOSILLO, B.; VILLAMOR, N.; LÓPEZ-GUILLERMO, A.; MARCÉ, S.;  ESTEVE, 
J.;  CAMPO, E.;  COLOMER, D.;  MONTSERRAT, E. Complement mediated cell 
death induced by rituximab in B-cell lymphoproliferative disorders is mediated in vitro 
by a caspase-independent mechanism involving the generation of reactive oxygen 
species. Blood, v. 98, p. 2771–2777, 2001. 
 
 
BERTHOU, C.; ZHANG, Y.; SASPORTES, M. Granzyme B: an essential protease for 
the inflammatory response. Pathol. Biol. (Paris), v. 46, n. 8, p. 617-624, 1998. 
 
 
BEZERRA, D. P.; MILITÃO, G. C. G.; CASTRO, F. O.; PESSOA, C.; MORAES, M. 
O.; SILVEIRA, E. R.; LIMA, M. A. S.; ELMIRO, F. J. M.; COSTA-LOTUFO, L. V. 
Piplartine induces inhibition of leukemia cells proliferation triggering both apoptosis 
and necrosis pathways. Toxicol. in Vitro,  v. 21, p. 1-8, 2007. 
 
 
BIEBER, L. W.; KREBS, H. C.; SCHÄFER, W. Further meroterpenoid 
naphthoquinones from Cordia corymbosa. Phytochemistry, v. 35, p. 1027-1028, 
1994. 
 
 
BIEBER, L. W.; MESSANA, I.; LINS, S. C. N.; SILVA FILHO, A. A.; CHIAPRETA, A.; 
MELLO J. F. Meroterpenoid naphthoquinoses from Cordia Corymbosa. 
Phytochemistry, v. 29, p. 1955-1959, 1990. 
 
 
BIRONAITE, D.; KALVELYTE, A. V.; IMBRASAITE, A.; STULPINAS, A.  The 
intracellular antioxidant balance of HL-60 cells and its implication in the apoptosis 
induced by quinoidal compounds. Biologija, v. 1, p. 48-51, 2004. 
 
 
BISSERY, M. C.; GUÉNARD, D.; GUÉRITTE-VOEGELEIN, F.; LAVELLE, F. 
Experimental antitumor activity of Taxotere (RP 56976, NSC 628503), a taxol 
analogue. Cancer Res., v. 51, p. 4845-4852, 1991. 
 
 
BROKER, L. I.; KRUYT, F. A. E.; GIACCONE, G. Cell death independent of 
caspases: A review. Clin. Cancer Res., v. 11, p. 3155-3162, 2005. 
 
 
CARMODY, R. J.; COTTER, T. G. Signalling apoptosis: a radical approach. Redox 
Rep., v. 6, p. 77-90, 2001. 
 
 



94 

 

CARVALHO, P.; TIRNAUER, J. S.; PELLMAN, D. Surfing on microtubule ends. 
Trends Cell Biol., v. 5, p. 229-237, 2003. 
 
 
CASSADY, J. M.; DOUROS, J. D. Anticancer agents based on natural product 
models. New York: Academic Press, 1980. 
 
 
CENAS, N.; PRAST, S.; NIVINSKAS, H.; SARLAUSKAS, J.; ARNÉR, E. S. J. 
Interactions of nitroaromatic compounds with the mammalian selenoprotein 
thioredoxin reductase and the relation to induction of apoptosis in human cancer 
cells. J. Biol. Chem., v. 281, p. 5593-5603, 2006. 
 
 
CHANG, H. Y.; YANG, X. Proteases for cell suicide: functions and regulation of 
caspases. Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 64, p. 821-846, 2000. 
 
 
CHAU, Y. P.; SHIAH, S. G.; DON, M. J.; KUO, M. L. Involvement of hydrogen 
peroxide in topoisomerase inhibitor beta-lapachone-induced apoptosis and 
differentiation in human leukemia cells. Free Rad. Biol. Med., v. 24, p. 660-670, 
1998. 
 
 
CHAUTAN, M.; CHAZAL, G.; CECCONI, F.; GRUSS, P.; GOLSTEIN, P. Interdigital 
cell death can occur through a necrotic and caspase-independent pathway. Curr. 
Biol., v. 9, p. 967-970, 1999. 
 
 
CHEN, Y. C.; LIN-SHIAU, S. Y.; LIN, J. K. Involvement of heat-shock protein 70 and 
p53 proteins in attenuation of UVC-induced apoptosis by thermal stress in 
hepatocellular carcinoma cells. Photochem. Photobiol., v. 70, p. 78-86, 1999. 
CHI, S.; KITANAKA, C.; NOGUCHI, K.; MOCHIZUKI, T.; NAGASHIMA, Y.; 
SHIROUZU, M.; FUJITA, H.; YOSHIDA, M.; CHEN, W.; ASAI, A.; HIMENO, M.; 
YOKOYAMA, S.; KUCHINO, Y. Oncogenic Ras triggers cell suicide through the 
activation of a caspase-independent cell death program in human cancer cells. 
Oncogene, v. 18, p. 2281-2290, 1999. 
 
 
CHIAPPETA, A.; MELLO, J. F., MACIEL, G. M. Higher plants with biological activity - 
plants of Pernambuco I. Rev. Inst. Antibióticos, v. 21, p. 43-50, 1983. 
 
 
CHUNG, S. H.; CHUNG, S. M.; LEE, J. Y.; KIM, S. R.; PARK, K. S.; CHUNG, J. H. 
The biological significance of non-enzymatic reaction of menadione with plasma 
thiols: enhancement of menadione-induced cytotoxicity to platelets by the presence 
of blood plasma. FEBS Letters, v. 23, p. 235–240, 1999. 
 
 



95 

 

CLARDY, J.; WALSH, C. Lessons from Natural Molecules. Nature, v. 432, p. 829-
837, 2004. 
 
 
CONKLIN, K. A. Chemotherapy-associated oxidative stress: Impact on 
chemotherapeutic effectiveness. Integr. Cancer Ther., v. 3, n. 4, p. 294–300, 2004. 
 
 
COSTA-LOTUFO, L.V.; CUNHA, G.M.A.; FARIAS, P.A.M.; VIANA, G.S.B.; CUNHA, 
K.M.A.; PESSOA, C.; MORAES, M.O.; SILVEIRA, E.R.; GRAMOSA, N.V.; RAO, 
V.S.N. The cytotoxic and embryotoxic effects of kaurenoic acid, a diterpene isolated 
from Copaifera langsdorffi óleo-resin. Toxicon, v. 40, p. 1231-1234, 2002. 
 
 
COSTA, P. M.; FERREIRA, P.M.P.; BOLZANI, V.S.; FURLAN, M.; SANTOS, 
V.A.F.F.M.; CORSINO, J.; MORAES, M.O.; COSTA-LOTUFO, L.V.; MONTENEGRO, 
R.C.; PESSOA, C.O. Antiproliferative activity of pristimerin isolated from Maytenus 
ilicifolia (Celastraceae) in human HL-60 cells. Toxicol. in Vitro, v. 22, p. 854-863, 
2008. 
 
 
COSTANTINI, P.; JACOTOT, E.; DECAUDIN, D.; KROEMER, G. Mitochondrion as a 
novel target of anticancer chemotherapy. J. Natl. Cancer Inst., v. 92, p. 1042-1053, 
2000. 
 
 
CRAGG, G. M.; KINGSTON, D. G. I.; NEWMAN, D. J. (Eds.). Anticancer agents 
from natural products. Boca Raton, FL: Taylor & Francis, 2005. 
 
 
CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Plants as a source of anti-cancer agents. J. 
Ethnopharmacol., v. 100, p. 72-79, 2005. 
 
 
CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J.; YANG, S.S. Natural product extracts of plant and 
marine origin having antileukemia potential. The NCI experience. J. Nat. Prod., v. 
69, p. 488-498, 2006. 
 
 
DA SILVA, M. N.; FERREIRA; V. F.; DE SOUZA, M. C. B. V. Um panorama atual da 
química e da farmacologia de naftoquinonas, com ênfase na β-lapachona e 
derivados. Química Nova, v. 26, n. 3, p. 407-416, 2003. 
 
 
DAVIES, K. J. The broad spectrum of responses to oxidants in proliferating cells: A 
new paradigm for oxidative stress. IUBMB Life, v. 48, p. 41–47, 1999. 
 
 
DESIKAN, R.; NEILL, S. J.; HANCOCK, J. T. Regulation of the arabidopsis 
transcriptome by oxidative stress. Free Rad. Biol. Med., v. 28, p. 773-778, 2000. 



96 

 

 
 
DESIKAN, R.; REYNOLDS, A.; HANCOCK, J. T.; NEILL, S. J. Harpin and hydrogen 
peroxide both initiate programmed cell death but have differential effects on defense 
gene expression in Arabidopsis suspension cultures.  Biochem. J., v. 330, p. 115-
120, 1998. 
 
 
DIMRI, G. P.; LEE, X.; BASILE, G.; ACOSTA, M.; SCOTT, G.; ROSKELLEY, C.; 
MEDRANO, E. E.; LINSKENS, M.; RUBELJ, I.; PEREIRA-SMITH, O.; PEACOCKE, 
M.; CAMPISI, J. A biomarker that identifies senescent human cells in culture and in 
aging skin in vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, n. 20, p. 9363-9367, 1995. 
 
 
DINIZ, J. C.; VIANA, F. A.; OLIVEIRA, O. F.; MACIEL, M. A.; TORRES, M. C.; BRAZ-
FILHO, R.; SILVEIRA, E.R.; PESSOA, O. D. 1H and 13C NMR assignments for two 
new cordiaquinones from roots of Cordia leucocephala. Mag. Reson. Chem., v. 47, 
n. 2, p. 190-193, 2009. 
 
 
DOLBEARE, F.; GRATZNER, H.; PALLAVICINI, M.G.; GRAY, J. W. Flow cytometric 
measurement of total DNA content and incorporated bromodeoxyuridine. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, v. 80, p. 5573-5577, 1983. 
 
 
DON, M. J.; CHANG, Y. H.; CHEN, K. K.; HO, L. K.; CHAU, Y. P. Induction of CDK 
inhibitors (p21(WAF1) and p27(Kip1)) and Bak in the beta-lapachone-induced 
apoptosis of human prostate cancer cells. Mol.  Pharmacol., v. 59, p. 784-794, 
2001. 
 
 
EISENHAUER, E. A.; VERMORKEN, J. B. The Taxoids: comparative clinical 
pharmacology and therapeutic potential. Drugs, v. 55, p. 5-30, 1998. 
EKERT, P. G.; SILKE, J.; VAUX D. L. Caspase inhibitors. Cell Death Differ., v. 6, p. 
1081-1086, 1999. 
 
 
FICARRA, R.; FICARRA, P.; TOMMASINI, S. Leaf extracts of some Cordia species 
analgesic and anti-inflammatory activities as well as their chromatographic analysis. 
Fármaco, v. 50, p. 245-256, 1995. 
 
 
FILIPOVIC, D. M.; MENG, X.; REEVES, W. B. Inhibition of PARP prevents oxidant-
induced necrosis but not apoptosis in LLC-PK1 cells. Am. J. Physiol., v. 277, p. 428-
436, 1999. 
 
 
FISCHER, P. M.; GLOVER, D. M.; LANE, D. P. Targeting the cell cycle. Drug 
Discovery Today, v. 1, n. 4, p. 417-423, 2004. 
 



97 

 

 
FLEURY, C.; MIGNOTTE, B.; VAYSSIÈRE, J. L. Mitochondrial reactive oxygen 
species in cell death signaling. Biochimie, v. 84, p. 131-141, 2002. 
 
 
FOSTER, I. Cancer:  a cell cycle defect. Radiography, v. 14, p. 144-149, 2008. 
 
 
FOYE, W. O. (Ed.) Cancer Chemotherapeutic agents. Washington, D.C: American 
Chemical Society, 1995. p. 205. 
 
 
GALLUZZI, L.; MAIURI, M. C.; VITALE, I.; ZISCHKA, H.; CASTEDO, M.; ZITVOGEL, 
L.; KROEMER, G. Cell death modalities: classification and pathophysiological 
implications. Cell Death Differ., v. 14, p. 1237-1266, 2007. 
 
 
GARG, A. K.; AGGARWAL, B. B. Reactive oxygen intermediates in TNF signaling. 
Mol. Immunol., v. 39, p. 509-517, 2002. 
 
 
GIBBS, R. D. Chemotaxonomy of flowering plants. Montreal: McGill-Queen’s 
University Press, 1974. v. 3, p. 1748-1755. 
 
 
GOLDSTEIN, J. C.; WATERHOUSE, N. J.; JUIN, P.; EVAN, G. I.; GREEN, D. R. The 
coordinate release of cytochrome c during apoptosis is rapid, complete and 
kinetically invariant. Nat. Cell Biol., v. 2, p. 156-162, 2000. 
GORDALIZA, M.; CASTRO, M. A.; DEL CORRAL, J. M.; SAN FELICIANO, A. 
Antitumor properties of podophyllotoxin and related compounds. Curr. Pharm. Des., 
v. 6, p. 1811-1839, 2000. 
 
 
GREEN, D. R.; REED, J. C. Mitochondria and apoptosis. Science, v. 281, p. 1309-
1312, 1998. 
 
 
GREEN, D.; KROEMER, G. The central executioners of apoptosis: caspases or 
mitochondria? Trends Cell Biol., v. 8, p. 267-271, 1998. 
 
 
HADDAD, J. J. Redox and oxidant-mediated regulation of apoptosis signaling 
pathways: Immuno-pharmaco-redox conception of oxidative siege versus cell death 
commitment. Int. Immunopharmacol., v. 4, p. 475-493, 2004. 
 
 
HAIMOVITZ-FRIEDMAN, A. Radiation-induced signal transduction and stress 
response. Radiat. Res., v. 150, p. 102-108, 1998. 
 
 



98 

 

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The halmarks of cancer. Cell, v. 100, p. 57-70, 
2000. 
 
 
HANCOCK, J. T.; DESIKAN, R.; NEILL, S. J. Role of reactive oxygen species in cell 
signalling pathways. Biochem. Soc. Trans., v. 29, p. 345-350, 2001. 
 
 
HARTWELL, J. L. Plants used against cancer. Lawrence, MA: Quarterman, 1982. 
 
 
HILLARD, E. A.; ABREU, F. C.; FERREIRA, D. C. M.; JAOUEN, G.; GOULART, M. 
O. F.; AMATORE, C. Electrochemical parameters and techniques in drug 
development, with an emphasis on quinones and related compounds. Chem. 
Commun., v. 23, p. 2612-2628, 2008.  
 
 
HODGE, S.; HODGE, G.; SCICCHITANO, R.; REYNOLDS, P. N.; HOLMES, M. 
Alveolar macrophages from subjects with chronic obstructive pulmonary disease are 
deficient in their ability to phagocytose apoptotic airway epithelial cells. Immunol. 
Cell Biol., v. 81, p. 289-296, 2003. 
 
 
HOLM, M.; THOMSEN, M.; HOYER, M.; HOKALAND P. Optimization of a flow 
cytometric method for the simultaneous measuremente of cell suface antigen, DNA 
content, and in vitro BrdU incorporation into normal and malignant hematopoietic 
cells. Cytometry, v. 32, p. 28-36, 1998. 
HORTWIZ, S. B. Personal recollections on the early development of taxol. J. Nat. 
Prod., v. 62, n. 2, p. 136-138, 2004. 
 
 
HUANG, L.; PARDEE, A.B. Beta-lapachone induces cell cycle arrest and apoptosis 
in human colon cancer cells. Mol. Med., v. 5, p. 711-720, 1999. 
 
 
HUANG, S. T.; KUO, H. S.; HSIAO, C. L.; LIN, Y. L. Efficient synthesis of “redox-
switched” naphthoquinone thiol-crown ethers and their biological activity evaluation. 
Bioorg. Med. Chem., v. 10, p. 1947-1952, 2002. 
 
 
HUSSAIN, H.; KROHN, K.; UDDIN V.; GHULAM, A.; MIANA, A.; GREEN. I. R. 
Lapachol: an overview. Arkivoc, v. 2, p. 145-171, 2007. 
 
 
INBARAJ, J. J.; CHIGNELL, C. F. Cytotoxic action of juglone and plumbagin: a 
mechanistic study using HaCaT keratinocytes. Chem. Res. Toxicol., v. 7, p. 55–62, 
2004. 
 
 



99 

 

INBARAJ, J. J.; GANDHIDASAN, R.; MURUGESAN, R. Cytotoxicity and superoxide 
anion generation by some naturally occurring quinones. Free Rad. Biol. Med., v. 26, 
p. 1072-1078, 1999.  
 
 
INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER (INCA). Estimativa 2008 – Incidência de 
câncer no Brasil. Rio de Janeiro, 2009. p. 23-24.  Disponível em:  
http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/versaofinal.pdf. Acesso em: 19 maio 2009.  
 
 
IOSET, I. R.; MARSTON, A.; GUPTA, M. P.; HOSTETTMANN, K. Antifungal and 
larvicidal cardioquinones from the roots of Cordia curassavica. Phytochemistry, v. 
53, p. 613-617, 2000. 
 
 
IOSET, J. R.; MARSTON, A.; GUPTA, M. P.; HOSTETTMANN, K. Antifungal and 
larvicidal meroterpenoid naphthoquinones and a naphthoxirene from the roots of 
Cordia linnael. Phytochemistry, v. 47, p. 729-734, 1998. 
 
 
KAMIŃSKI, M.; KARBOWSKI, M.; MIYAZAKI, Y.; KĘDZIOR, J.; SPODNIK, J. H.; 
GIL, A.; WOŹNIAK, M.; WAKABAYASHI, T. Co-existence of apoptotic and necrotic 
features within one single cell as a result of menadione treatment. Folia 
Morphologica, v. 61, p. 217-220, 2002. 
 
 
KHOSRAVI-FAR, R.; ESPOSTI, M. D. Death receptor signals to mitochondria. 
Cancer Biol. Ther., v. 3, p. 1051-1057, 2004. 
KIM, J.; KLIONSKY, D. J. Autophagy, cytoplasm-to-vacuole targeting pathway, and 
pexophagy in yeast and mammalian cells. Annu. Rev. Biochem., v. 69, p. 303-342, 
2000. 
 
 
KINGSTON, D. G. I. Natural products as pharmaceuticals and sources for lead 
structures. In: WERMUTH, C. G. (Ed.).The Practice of medicinal chemistry. 
London: Academic Press, 1996. p. 102-114. 
 
 
KLIONSKY, D. J.; OHSUMI, Y. Vacuolar import of proteins and organelles from the 
cytoplasm. Annu. Rev. Cell Dev. Biol., v. 15, p. 1-32, 1999. 
 
 
KOOPMAN, G.; REUTELINGSPERGER, C. P.; KUIJTEN, G. A.; KEEHNEN, R. M.; 
PALS, S. T.; VAN OERS, M. H. Annexin V for flow cytometric detection of 
phosphatidylserine expression on B cells undergoing apoptosis. Blood, v. 84, p. 
1415-1420, 1994. 
 
 
KROEMER, G.; EL-DEIRY, W. S.; GOLSTEIN, P.; PETER, M. E.; VAUX, D.; 
VANDENABEELE, P.; ZHIVOTOVSKY, B.; BLAGOSKLONNY, M. V.; MALORNI, W.; 



100 

 

KNIGHT, R. A.; PIACENTINI, M.; NAGATA, S.; MELINO, G. Classification of cell 
death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death. Cell Death 
Differ., v. 2, suppl. 2, p. 1463-1467, 2005. 
 
 
KUMMAR, V.; ABBAS, A.; FAUSTO, N.; Robbins and Cotran Pathologic basis of 
diseases.7th ed. Philadelphia: WB Saunders, 2004. 
 
 
LAMSON, D. W.; BRIGNALL, M. S. Antioxidants in cancer therapy; their actions and 
interactions with oncologic therapies. Altern. Med. Rev., v. 4, n. 5, p. 304-329, 1999. 
 
 
LAMSON, D. W.; PLAZA, S. M. The anticancer effects of vitamin K. Altern. Med. 
Rev., v. 8, p. 303-318, 2003. 
 
 
LARSSON, R.; LINDQUIST, T.; LINDEKE, B.; MOLDEUS, P. Cellular effects of N(4-
ethoxyphenyl) p-benzoquinone imine, a p-phenetidine metabolite formed during 
peroxidase reactions. Chem. Biol. Interact., v. 60, n. 3, p. 317-330, 1986. 
 
 
LEBEL, C. P.; ISCHIROPOULOS, H.; BONDY, S. C. Evaluation of the probe 
2’,7’dichlorofluorescin as an indicator of reactive oxygen species formation and 
oxidative stress. Chem. Res. Toxicol., v. 5, p. 227-231, 1992. 
 
 
LI, C.J.; AVERBOUKH, L.; PARDEE, A.B. β-Lapachone, a novel DNA topoisomerase 
I inhibitor with a mode of action different from camptothecin. J. Biol. Chem., v. 268, 
p. 22463-22468, 1993. 
 
 
LI, C.J.; WANG, C.; PARDEE, A.B. Induction of apoptosis by β-lapachone in human 
prostate cancer cells. Cancer Res., v. 55, p. 3712–3715, 1995. 
 
 
LI, H.; ZHU, H.; XU, C. J.; YUAN, J. Cleavage of BID by caspase 8 mediates the 
mitochondrial damage in the Fas pathway of apoptosis. Cell, v. 94, p. 491-501, 1998. 
 
 
LI, Y. Z.; LI, C. J.; PINTO, A. V.; PARDEE, A. B. Release of mitochondrial 
cytochrome c in both apoptosis and necrosis induced by beta-lapachone in human 
carcinoma cells. Mol. Med., v. 5, p. 232-239, 1999. 
 
 
LIU, M. J.; WANG, Z.; LI, H. X.; WU, R. C.; LIU, Y. Z.; WU, Q. Y. Mitochondrial 
dysfunction as an early event in the process of apoptosis induced by woodfordin I in 
human leukemia K562 cells. Toxicol. Appl. Pharmacol., v. 194, p. 141-155, 2004. 
 
 



101 

 

LIU, T-J.; LIN, S-Y.; CHAU, Y-P. Inhibition of Poly(ADP-ribose) polymerase activation 
attenuates β-lapachone-induced necrotic cell dDeath in human osteosarcoma cells. 
Toxicol. Appl. Pharmacol., v. 182, p. 116-125, 2002. 
 
 
LODISH, H.; BERK, A.; ZIPURSKY, S. L.; MATSUDAIRA, P.; BALTIMORE, D.; 
DARNELL, J. Biologia celular e molecular. 4. ed. Rio de Janeiro: Revinter, 2002. p. 
1054. 
 
 
LOURO, I.D.; LLERENA JR, J.C.; VIEIRA DE MELO, M.S.; ASHTON-PROLLA, P.; 
CONFORTI-FRÓES, N. Genética molecular do câncer. São Paulo: MSG Produção 
Editorial, 2002. 
 
 
LUO, X.; BUDIHARDJO, I.; ZOU, H.; SLAUGHTER, C.; WANG, X. Bid, a Bcl2 
interacting protein, mediates cytochrome c release from mitochondria in response to 
activation of cell surface death receptors. Cell, v. 94, p. 481-490, 1998. 
 
 
MAJNO, G.; JORIS, I. Apoptosis, oncosis, and necrosis: an overview of cell death. 
Am. J. Pathol., v. 146, p. 3-15, 1995. 
MANNA, S. K.; GAD, Y. P.; MUKHOPADHYAY, A.; AGGARWAL, B. B. Suppression 
of tumor necrosis factor-activated nuclear transcription factor-kappaB, activator 
protein-1, c-Jun N-terminal kinase, and apoptosis by beta-lapachone. Biochem. 
Pharmacol., v. 57, p. 763-774, 1999. 
 
 
MARSTON, A.; ZAGORSKI, M. G.; HOSTETTMANN, K. Antifungal polyphenois from 
Cordia goetzei Gurke. Helvetica Chim. Acta, v. 71, p. 1210-1219, 1988. 
 
 
MARTIN, S. J.; FINUCANE, D. M.; AMARANTE-MENDES, G. P.; O’BRIEN, G. A.; 
GREEN, D. R. Phosphatidylserine externalization during CD95- induced apoptosis of 
cells and cytoplasts requires ICE/CED-3 protease activity. J. Biol. Chem., v. 271, p. 
28753-28756, 1996. 
 
 
MARTIN, S. J.; GREEN, D. R. Protease activation during apoptosis: death by a 
thousand cuts? Cell, v. 82, p. 349-352, 1995. 
 
 
MASQUELIER, M.; ZHOU, Q. F.; GRUBER, A.; VITOLS, S. Relationship between 
daunorubicin concentration and apoptosis induction in leukemic cells. Biochem. 
Pharmacol., v. 67, p. 1047-1056, 2004. 
 
 
MATÉS, J. M.; SÁNCHEZ-JIMÉNEZ, F. M. Role of reactive oxygen species in 
apoptosis implications for cancer therapy. Int. J. Biochem. Cell Biol., v. 32, p. 157-
70, 2000. 



102 

 

 
 
MATSUOKA, K.; NOMURA, K.; HASHINO, T. Mutagenic effects of brief exposure to 
bromodeoxyuridine on mouse FM3A cells. Cell Tissue Kinet., v. 23, n. 5, p. 495-
503, 1990.  
 
 
MATSUSE, I. T.; LIM, Y. A.; HATTORI, M.; CORREA, M.; GUPTA, M. P. A search for 
anti-viral properties in Panamanian medicinal plants. The effects on HIV and its 
essential enzymes. J. Ethnopharmacol., v. 64, p. 15-22, 1999. 
 
 
MCGAHON, A. J.; MARTIN, S. J.; BISSONNETTE, R. P.; MAHBOUBI, A.; SHI, Y.; 
MOGIL, R. J.;  NISHIOKA, W. K.; GREEN, D. R. The end of the (cell) line: methods 
for the study of apoptosis in vitro. Methods Cell Biol., v. 46, p. 153-185, 1995. 
 
 
MEHMET, H. Apoptosis: caspase Wnds a new place to hide. Nature, v. 403, p. 29- 
30, 2002. 
 
 
MENEZES, J. E. S. A.; LEMOS, T. L. G.; PESSOA, O. D. L.; BRAZ-FILHO, R.; 
MONTENEGRO, R. C.; WILKE, D. V.; COSTA-LOTUFO, L. V.; PESSOA, C.; 
MORAES, M. O.; SILVEIRA, E. R. A cytotoxic meroterpenoid benzoquinone from 
roots of Cordia globosa. Planta Med., v. 71, p. 1-5, 2005. 
 
 
MIRANDA, F. G. G.; VILAR, J. C.; ALVES, I. A. N.; CAVALCANTI, S. C. H.; 
ANTONIOLLI, A. R. Antinociceptive and antiedematogenic properties and acute 
toxicity of Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb. inner bark.. BMC Pharmacol., v. 1, 
p. 1-6, 2001. 
 
 
MIRKES, P. E. Warkany lecture: to die or not to die, the role of apoptosis in normal 
and abnormal mammalian development. Teratology, v. 65, p. 228-239, 2002. 
 
 
MONKS, T. J.; JONES, D. C. The metabolism and toxicity of quinones, quinonimines, 
quinine methides, and quinone-thioethers. Curr. Drug Metab., v. 3, p. 425-438, 
2002. 
 
 
MONKS, T. J.; LAU, S. S. The pharmacology and toxicology of 
polyphenolicglutathione conjugates. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., v. 38, p. 229-
255, 1998. 
 
 
MOSMANN, T. J. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: 
application to proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods, v. 65, n. 1-
2, p. 55-63, 1983. 



103 

 

 
 
MUNDAY, R.; SMITH, B. L.; MUNDAY, C. M. Comparative toxicity of 2-hydroxy-3-
alkyl-1,4-naphthoquinones in rats. Chem. Biol. Interact., v. 98, p. 185-192, 1995. 
 
 
MUNOZ, L. E.; GAIPL, U. S.; FRANZ, S.; SHERIFF, A.; VOLL, R. E.; KALDEN, J. R.; 
HERRMANN. M. SLE - a disease of clearance deficiency? Rheumatology, v. 44, p. 
1101-1107, 2005. 
 
 
NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the 
last 25 years. J. Nat. Prod., v. 70, p. 461-477, 2007. 
 
 
NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Developments and future trends in anticancer 
natural products discovery. In: CRAGG, G. M.;  KINGSTON, D. G. J.; NEWMAN, D. 
J. (Ed.). Anticancer agents from natural products. Boca Raton, Fl: Taylor & 
Francis, 2005. p. 553-571. 
 
 
 
NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; SNADER, K. M.  Natural products as sources of 
new drugs over the period 1981–2002. J.  Nat. Prod., v. 66, p. 1022-1037, 2003. 
 
 
NICHOLSON, D. W.; THORNBERRY, N. A. Caspases: killer proteases. Trends 
Biochem. Sci., v. 22, p. 299-306, 1997. 
 
 
NICOLAOU, K. C.; WINSSINGER, N.; PASTOR, J.; NINKOVIC, S.; SARABIA, F.; 
HE, Y.; VOURLOUMIS, D.; YANG, Z.; LI, T.; GIANNAKAKOU, P.; HAMEL E. 
Synthesis of epothilones A and B in solid and solution phase. Nature, v. 387, p. 238-
239, 1997. 
 
 
O'BRIEN, J.; WILSON, I.; ORTON, T.; POGNAN, F. Investigation of the Alamar Blue 
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur. J. 
Biochem., v. 267, p. 5421-5426, 2000. 
 
 
O'BRIEN, P.J. Molecular mechanisms of quinone cytotoxicity. Chem. Biol. Interact., 
v. 80, p. 1-41, 1991. 
 
 
OKADA, H.; MAK, T. W. Pathways of apoptotic and non-apoptotic death in tumour 
cells. Nat. Rev., v. 4, p. 592-603, 2004. 
 
 



104 

 

ÖLLINGER, K.; KÅGEDAL, K. Induction of apoptosis by redox-cycling quinones 
Subcell. Biochem., v. 36, p. 151-170, 2002. 
 
  
OPALKA, B.; DICKOPP, A.; KIRCH, H.C. Apoptotic genes in cancer therapy. Cells 
Tissues Organs, v. 172, n. 2, p. 126-132, 2002. 
 
 
ORMROD, D.; SPENCER, C. M. Topotecan: a review of its efficacy in small cell lung. 
Cancer Drugs, v. 58, p. 533-551, 1999. 
 
 
ORTHOLAND, J. Y.; GANESAN, A. Natural products and combinatorial chemistry: 
back to the future. Curr. Opin. Chem. Biol., v. 8, p. 271-280, 2004. 
 
 
OZBEN, T. Oxidative stress and apoptosis: impact on cancer therapy. J. 
Pharmaceut. Sci., Rev., v. 96, n. 9, p. 1-16, 2007. 
 
 
PASSOS, G. F.; FERNANDES, E. S.; CUNHA, F. M.; FERREIRA, J.; PIANOWSKI, 
L. F.; CAMPOSA, M. M.; CALIXTO, J. B. Anti-inflammatory and anti-allergic 
properties of the essential oil and active compounds from Cordia verbenacea. J. 
Ethnopharmacol., v. 110, p. 323-333, 2007. 
 
 
PATERNO, E. Ricerche sull acido lapacico. Gazz. Chim Ital., v. 12, p. 337-392, 
1882. 
 
 
PAZDUR, R.; KUDELKA, A. P.; KAVENAGH, J. J.; COHEN, P. R.; RABER, M. N. 
The taxoides: paclitaxel (taxol) e docetaxel (taxotere). Cancer Treat. Rev., v. 19, p. 
351-386, 1993. 
 
 
PINTO, A. C.; SILVA, D. H. S.; BOLZANI, V. S.; LOPES, N. P.; EPIFANIO, R. A. 
Produtos naturais: atualidade, desafios e perspectivas. Química Nova, v. 25, p. 45-
61,  2002. 
 
 
PITHON-CURI, T. C.; SCHUMACHER, R. I.; FREITAS, J. J. S.; LAGRANHA, C.; 
NEWSHOLME, P.; PALANCH, A. C.; DOI, S. Q.; CURI, R. Glutamine delays 
spontaneous apoptosis in neutrophils. Am. J. Physiol. Cell Physiol., v. 284, n. 6, p. 
C1355-1361, 2003. 
 
 
PLANCHON, S. M.; WUERZBERGER, S.; FRYDMAN, B.; WITIAK, D. T.; HUTSON, 
P.; CHURCH, D. R.; WILDING, G.; BOOTHMAN, D. A. β-Lapachone-mediated 
apoptosis in human promyelocytic leukemia (HL-60) and human prostate cancer 
cells: a p53-independent response. Cancer Res., v. 55, p. 3706-3711, 1995.  



105 

 

 
 
PODWYSSOTZKI, V. Pharmakologische Studien über Podophyllum peltatum. Arch. 
Exp. Pathol. Pharmakol., v. 13, p. 29-52, 1880. 
 
 
RABENHORST, S. H.; BURINI, R. C.; SCHMITT, F. C. L. Ciclo celular: mecanismos 
reguladores e marcadores bioquímicos. Rev. Bras. Cancerol., v. 40, p. 141-147, 
1994. 
 
 
RAMANATHAN, M. Flow cytometry application in pharmacodynamics and drug 
delivery. Pharm. Res., v. 14, n. 9, p. 1106-1114, 1997. 
 
 
RAZA, A.; BOKHARI, J.; YOUSU, N.; MEDHI, A.; MAZEWSKI, C.; KHAN, S.; 
BAKER, V.; LAMPKIN, B. Cell cycle kinetic studies in human cancers. Arch. Pathol. 
Lab. Med., v. 115, p. 873-879, 1991.  
 
 
RENSCHLER, M. F. The emerging role of reactive oxygen species in cancer therapy. 
Eur. J. Cancer, v. 40, p. 1934-1940, 2004.  
RINGEL, I.; HORTWITZ, S. B. Studies with RP 56976 (taxotere): a semisynthetic 
analogue of taxol. J. Natl. Cancer Inst., v. 83, p. 288-291, 1991. 
 
 
RODRIGUEZ, C. E.; SHINYASHIKI, M.; FROINES, J.; YU, R. C.; FUKUTO, J. M.; 
CHO, A. K. An examination of quinone toxicity using the yeast Saccharomyces 
cerevisiae model system. Toxicology, v. 201, p. 185-196, 2004. 
 
 
RUDIN, C. M.; YANG, Z.; SCHUMAKER, L. M.; VANDERWEELE, D. J.; NEWKIRK, 
K.; EGORIN, M. J.; ZUHOWSKI, E. G.; CULLEN, K. J. Inhibition of glutathione 
synthesis reverses Bcl-2-mediated cisplatin resistance. Cancer Res., v. 63, p. 312-
318, 2003. 
 
 
SAITO, M. L.; OLIVEIRA, F. Morfodiagnose e identificação cromatográfica em 
camada delgada de chá de bugre - Cordia ecalyculata Vell. Rev. Bras. Farm., v. 67, 
p. 1-16, 1986. 
 
 
SALVESEN, G. C.; DIXIT, V.M. Caspases: intracellular signaling by proteolysis. Cell, 
v. 91, p. 443-446, 1997. 
 
 
SAMALI, A.; NORDGREN, H.; ZHIVOTOVSKY, B.; PETERSON, E.; ORRENIUS, S. 
A Comparative study of apoptosis and necrosis in HepG2 cells: oxidant-induced 
caspase inactivation leads to necrosis. Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 255, 
n. 1, p. 6-11, 1999. 



106 

 

 
 
SANTANA, C. F.; LINS, L. J. P.; ASFORA, J. J.; MELO, A. M.; LIMA, O. G.; 
ALBURQUERQUE, I. L. Primeiras observações com emprego do Lapachol em 
pacientes humanos portadores de neoplasias malignas. Rev. Inst. Antib. Recife, v. 
20, p. 61-68, 1980. 
 
 
SCHACTER, L. Etoposide phosphate: what, why, where, and how? Semin. Oncol., 
v. 23, p. 1-7, 1996. 
 
 
SCHIFF, P. B.; FANT J.; HORWITZ, S. B. Promotion of microtubule assembly in vitro 
by taxol. Nature, v. 277, p. 665-667, 1979. 
 
 
SCHWARTSMANN, G.; RATAIN, M. J.; CRAGG, G. M.; WONG, J. E.; SAIJO, N.; 
PARKINSON, D. R.; FUJIWARA, Y.; PAZDUR, R.; NEWMAN, D. J.; DAGHER, R.; DI 
LEONE, L. Anticancer drug discovery and development throughout the world. J. Clin. 
Oncol., v. 15, p. 47-59, 2002. 
 
 
SHIAH, S. G.; CHUANG, S. E.; CHAU, Y. P.; SHEN, S. C.; KUO, M. L. Activation of 
c-Jun NH2-terminal Kinase and subsequent CPP32/Yama during topoisomerase 
inhibitor beta-lapachone-induced apoptosis through an oxidation-dependent pathway. 
Cancer Res., v. 59, p. 391-398, 1999. 
 
 
SIMON, A. R.; RAI, U.; FANBURG, B. L.; COCHRAN, B. H. Activation of the JAK-
STAT pathway by reactive oxygen species.  Am. J. Physiol., v. 275, p. 1640-1652, 
1998. 
 
 
SLEE, E. A.; ADRAIN, C.; MARTIN, S. J. Serial killers: ordering caspase activation 
events in apoptosis. Cell Death Differ., v. 6, n. 11, p. 1067-1074, 1999. 
 
 
SOUZA, G. C.; HAAS, A. P. S.; VON POSER, G. L.; SCHAPOVAL, E. E. S.; E. 
ISABETSKY, E. Ethnopharmacological studies of antimicrobial remedies in the south 
of Brazil. J. Ethnopharmacol., v. 90, p. 135-143, 2004. 
 
 
SOUZA, M. V. N.; PINHEIRO, A. C.; FERREIRA, M. L.; GONÇALVES, R. S. B.; 
LIMA, C. H. C. Natural Products in Advance Clinical Trials Applied to Câncer. Rev. 
Fitos, v. 3, n. 2, p. 25-41, 2007. 
 
 
SRINIVAS, P.; GOPINATH, G.; BANERJI, A.; DINAKAR, A.; SRINIVAS, G. 
Plumbagin induces reactive oxygen species, which mediate apoptosis in human 
cervical cancer cells. Mol. Carcinog., v. 40, n. 4, p. 201-211, 2004. 



107 

 

 
 
SRIVASTAVA, V.; NEGI, J. K.; GUPTA, M.; KHANUJA, S. P. S. Plant-based 
anticancer molecules: A chemical and biological profile of some important leads. 
Bioorg. Med. Chem., v. 13, p. 5892-5908, 2005. 
 
 
STORY, M.; KODYM, R. Signal transduction during apoptosis; implications for cancer 
therapy. Front. Biosci., v. 23, p. 365-375, 1998. 
 
 
SUBRAHMANYAM, D.; RENUKA, B.; RAO, C. B.; SAGAR, P. S.; DEEVI, D. S.; 
BABU, J. M.; VYAS, K. Novel D-ring analogues of podophyllotoxin as potent anti-
cancer agents. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 8, p. 1391-1396, 1998. 
 
 
TANDON, V. K.; CHHOR, R. B.; SINGH, R. V.; RAI, S.; YADAV, D. B. Design, 
synthesis and evaluation of novel 1,4-naphthoquinone derivatives as antifungal and 
anticancer agents. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 14, p. 1079-1083, 2004. 
 
 
TARODA, N. Taxonomic studies on Brazilian species of Cordia L. 
(Boraginaceae). Thesis (Doutorado) - University of Saint Andrews, Endburgh, 1984. 
 
 
TARODA, N.; GIBBS, P. E. Studies on the genus Cordia L. (Boraginaceae) in Brazil. 
Rev. Bras. Bot., v. 9, p. 31-40, 1986. 
 
 
TARODA, N.; GIBBIS, P. Studies on the genus Cordia L. (Boraginaceae) in Brazil. 2. 
An outline taxonomic Revision of Subgenus MYXA TARODA. Hoehnea, v. 14, p. 31-
52, 1987. 
 
 
THANNICKAL, V. J.; FANBURG, B. L. Reactive oxygen species in cell signaling. Am. 
J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol., v. 279, n. 6, p. L1005-1028, 2000. 
 
 
THIAGARAJAN, P.; TAIT, J. F. Binding of Annexin V/placental anticoagulant protein I 
to platelets. Evidence for phosphatidylserine exposure in the procoagulant response 
of activated platelets. J. Biol. Chem., v. 265, p. 17420-17423, 1990. 
 
 
THORNBERRY, N. A.; LAZEBNIK, Y. Caspases: enemies within. Science, v. 281, p. 
1312-1316, 1998. 
 
 
TINARI, A.; GIAMMARIOLI, A. M.; MANGANELLI, V.; CIARLO, L.; MALORNI, W. 
Analyzing morphological and ultrastructural features in cell death. Methods in 
Enzymol.,  v. 442, p. 1-26, 2008. 



108 

 

 
 
TIWARI, R. D.; SRIVASTAVA, K. C.; SHULK, S.; BAJPAI, R. K. Chemical 
examination of the fixed oil from seeds of Cordia myxa. Planta Med., v. 15, p. 240-
243, 1967. 
 
 
USHIO-FUKAI, M.; NAKAMURA, Y. Reactive oxygen species and angiogenesis: 
NADPH oxidase as target for cancer therapy. Cancer Lett., v. 266, p. 37-52, 2008. 
 
 
UTSUGI, T.; SHIBATA, J.; SUGIMOTO, Y.; AOYAGI, K.; WIERZBA, K.; KOBUNANI, 
T.; TERADA, T.; OH-HARA, T.; TSURUO, T.; YAMADA, Y. Antitumor activity of a 
novel podophyllotoxin derivative (TOP-53) against lung cancer and lung metastatic 
cancer. Cancer Res., v. 56, p. 2809-2814, 1996. 
 
 
VAN CRUCHTEN, S.; VAN DEN BROECK, W. Morphological and biochemical 
aspects of apoptosis, oncosis and necrosis. Anat. Histol. Embryol., v. 31, n. 4, p. 
214-223, 2002. 
VANDIVIER, R. W.; FADOK, V. A.; HOFFMANN, P. R.; BRATTON, D. L.; PENVARI, 
C., BROWN, K. K.; BRAIN, J. D.; ACCURSO, F. J.; HENSON, P. M. Elastase-
mediated phosphatidylserine receptor cleavage impairs apoptotic cell clearance in 
cystic fibrosis and bronchiectasis. J. Clin. Invest., v. 109, p. 661-670, 2002. 
  
 
VERMES, I.; HAANEN, C.; STEFFENS-NAKKEN, H.; REUTELINGSPERGER, C. A 
novel assay for apoptosis. Flow cytometric detection of phosphatidylserine 
expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin V. J. Immunol.  
Methods, v. 184, p. 39-51, 1995. 
 
 
VERMEULEN, K.; VAN BOCKSTAELE, D.R.; BERNEMAN, Z.N. The cell cycle: a 
review of regulation, deregulation and therapeutic targets in cancer. Cell 
Proliferation, 36: 131-149, 2003. 
 
 
WALKER, N. P.; TALANIAN, R. V.; BRADY, K. D.; DANG, L. C.; BUMP, N. J.; 
FERENZA, F. S.; GHAYUR, T.; HACKETT, M. C.; HAMMILL, L. D.; HERZOG, L.; 
HUGUNIN, M.; HOUY, W.; MANKOVICH, J. A.; MCGUINESS, L.; ORLEWICZ, E.; 
PASKIND, M.; PRATT, REIS, C. A.; SUMMANI, P.; TERRANOVA, A.; WELCH, M.; 
XIONG, J. P.; MÖLLER, L.; TRACEY, A.; KAMEN, D. E.; WONG, R. W. Crystal 
structure of the cysteine protease interleukin-1 beta-converting enzyme: a (p20/p10)2 
homodimer. Cell, v. 78, p. 343-352, 1994. 
 
  
WANG, J.; YI, J. Cancer cell killing via ROS To increase or decrease, that is the 
question. Review, Cancer Biol. Ther., v. 7, p.  1875-1884, 2008. 
 
 



109 

 

WANG, Z. B., LIU, Y. Q., CUI, Y. F. Pathways to caspase activation. Cell Biol. Int., 
v. 29, p. 489-496, 2005. 
 
 
WANI, M. C.; TAYLOR, H. L.; WALL, M. E.; COGGON, P.; MCPHAIL, A.T. Plant 
antitumor agents. VI. Isolation and structure of taxol, a novel antileukemic and 
antitumor agent from Taxus brevifolia. J. Am. Chem. Soc., v. 93, p. 2325-2327, 
1971. 
 
 
WELLER, M.; WINTER, S.; SCHMIDT, C.; ESSER, P.; FONTANA, A.; DICHGANS, 
J.; GROSCURTH, P. Topoisomerase-I inhibitors for human malignant glioma: 
differential modulation of p53, p21, bax and bcl-2 expression and CD95-mediated 
apoptosis by camptothecin and β-lapachone. Int. J. Cancer, v. 73, p. 707-714, 1997. 
 
 
WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), Bulletin of the World Health 
Organization. Regulatory situation of herbal medicine. Acesso em: 
http://www.who.int/en/ Acesso em: 30 Mar 2009 
 
 
WYLLIE, A. H.; KERR, J. F. R.; CURRIE, A. R. Cell death: the significance of 
apoptosis. Int. Rev. Cell Mol. Biol., v. 68, p. 251-306, 1980. 
 
 
YIN, X. M. Bid, a critical mediator for apoptosis induced by the activation of Fas/TNF-
R1 death receptors in hepatocytes. J. Mol. Med., v. 78, p. 203-211, 2000. 
 
 
YU, R.; MANDLEKAR, S.; HARVEY, K. J.; UCKER, D. S.; KONG, A. N. 
Chemopreventive isothiocyanates induce apoptosis and caspase-3-like protease 
activity. Cancer Res., v. 58, p. 402-408, 1998. 
 
 
ZIMMERMANN, K. C.; BONZON, C.; GREEN, D. R. The machinery of programmed 
cell death. Pharmacol. Ther., v. 92, p. 57-70, 2001. 
 
 
ZONG, W. X.; THOMPSON, C. B. Necrotic death as a cell fate. Review, Genes Dev., 
v. 20, p. 1-15, 2006. 
 
 
ZOU, H.; LI, Y.; LIU, X.; WANG, X. An APAF-1 cytochrome c multimeric complex is a 
functional apoptosome that activates procaspase-9. J. Biol. Chem., v. 274, p. 
11549-11556, 1999. 
 
 
ZUCO, V.; SUPINO, R.; RIGHETTI, S. C.; CLERIS, L.; MARCHESI, E.; PASSERINE- 
GAMBACORTI, C.; FORMELLI, F. Selective cytotoxicity of betulinic acid on tumor 
cell lines, but not on normal cells. Cancer Lett., v. 175, p. 17-25, 2002. 



110 

 

 

 
 
 

 


