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FERREIRA, R.C ÓLEO ESSENCIAL DAS PARTES AÉREAS DE Conyza 
bonariensis (L.) CRONQUIST (ASTERACEAE): CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA, 
EFEITO ANTIMELANOMA IN VITRO E TOXICIDADE EM MODELO DE PEIXE-
ZEBRA. 2023. 200 f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) – 
UFPB/CCS, João Pessoa. 
 

RESUMO 
 
Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) é uma planta rica em óleos essenciais 
que apresentam efeito antitumoral e variações significativas na sua composição. O 
presente trabalho objetivou obter, caracterizar e investigar os efeitos antitumorais e 
toxicológicos do óleo essencial das partes aéreas de C. bonariensis (OECB) coletadas 
no Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Fármacos e 
Medicamentos (IPeFarM/UFPB). O OECB foi obtido por hidrodestilação em aparelho 
tipo Clevenger e analisado por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-
EM). A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) em linhagens de células tumorais (SK-
MEL-28, HeLa, HCT-116, HL-60 e K562) e não tumoral (HaCaT) humanas. Diferentes 
vias de sinalização associadas com a citotoxicidade do OECB foram avaliadas in silico 
e in vitro. Em adição, a toxicidade do OECB foi investigada em modelo de peixe-zebra. 
O componente majoritário foi o éster (Z)-2-lacnofilum (EZ) (57,24%). Após 72 h de 
tratamento, a linhagem de células de melanoma SK-MEL-28 foi a mais sensível a 
citotoxicidade do OECB (concentração inibitória média – CI50 = 18,65 ± 1,16 µg/mL). 
Na linhagem de queratinócitos sadios humanos HaCaT foi obtida CI50 = 56,49 ± 1,03 
µg/mL, mostrando seletividade três vezes maior para a linhagem SK-MEL-28. Assim,  
os mecanismos de ação do OECB foram investigados nesta linhagem celular tumoral. 
A análise do ciclo celular mostrou que, após 48 h de tratamento com o OECB, houve 
aumento significativo do percentual da fração sub-G1, e a marcação com anexina V-
FITC/IP mostrou aumento do percentual de células em apoptose. Em adição, foram 
observadas características morfológicas de apoptose por microscopia confocal a 
laser. O OECB estimulou a produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) após 
30 min, 1 h ou 3 h de tratamento, e o pré-tratamento com N-acetil-L-cisteína (NAC) 
preveniu significativamente a sua citotoxicidade. No docking molecular, observou-se 
que o EZ apresentou interações moleculares com os sítios ativos das proteínas ERK1, 
JNK1, p38α MAPK, PKB/AKT e NF-κB. Então, usando marcação com anticorpos 
específicos, observou-se que, após 48 h de tratamento com o OECB, houve aumento 
significativo do percentual de células marcadas com anticorpos anti-ERK1/2, anti-
JNK1/2, anti-PKB/AKT e anti-NF-κB, e redução significativa do número de células 
marcadas com anti-p38 MAPK. Ainda, o pré-tratamento com inibidores de ERK1/2 ou 
JNK preveniu a citotoxicidade do OECB, enquanto o inibidor de p38 MAPK 
potencializou esse efeito. No modelo de peixe-zebra, OECB (1,5 µg/mL) induziu a 
morte de todos os embriões e efeitos não letais foram observados nas concentrações 
de 0,50 a 1,25 µg/mL. Além disso, foi observado aumento significativo na atividade de 
enzimas associadas ao estresse oxidativo (GPx, GST, CAT, LDH) e redução na AChE. 
Em resumo, o OECB apresenta efeito antimelanoma in vitro por indução de apoptose, 
estresse oxidativo, inibição da p38 MAPK, e ativação de ERK1/2, JNK1/2, PKB/AKT e 
NF-κB, além de embriotoxicidade em modelo de peixe-zebra. 
 
Palavras-chave: Citotoxicidade; Estresse oxidativo; Docking molecular; 
Embriotoxicidade; Óleos essenciais 
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FERREIRA, R.C. ESSENTIAL OIL FROM Conyza bonariensis (L.) AERIAL PARTS 
CRONQUIST (ASTERACEAE): CHEMICAL CHARACTERIZATION, IN VITRO 
ANTIMELANOMA EFFECT, AND TOXICITY IN A ZEBRAFISH MODEL. 2023. 200 
p. Thesis (Doctorate in Natural and Synthetic Bioactive Products) – UFPB/CCS, João 
Pessoa. 
 

ABSTRACT 
 
Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) is a plant rich in essential oils that 
exhibit antitumor effects and significant variations in their composition. This study 
aimed to obtain, characterize, and investigate the antitumor and toxicological effects 
of the essential oil from C. bonariensis aerial parts (OECB) collected at the Medicinal 
Plants Garden of the Institute of Pharmaceutical and Medicinal Research 
(IPeFarM/UFPB). The OECB was obtained by hydrodistillation using a Clevenger-type 
apparatus and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). 
Cytotoxicity was assessed using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide (MTT) assay on human tumor cell lines (SK-MEL-28, HeLa, HCT-
116, HL-60, and K562) and non-tumor (HaCaT) cells. Different signaling pathways 
associated with OECB cytotoxicity were evaluated in silico and in vitro. Additionally, 
OECB toxicity was investigated in a zebrafish model. The major component was the 
(Z)-2-lacnofilum ester (EZ) (57.24%). After 72 hours of treatment, the SK-MEL-28 
melanoma cell line was the most sensitive to OECB cytotoxicity (half-maximal 
inhibitory concentration – IC50 = 18.65 ± 1.16 µg/mL). In the healthy human 
keratinocyte cell line HaCaT, an IC50 of 56.49 ± 1.03 µg/mL was obtained, showing 
three times greater selectivity for the SK-MEL-28 line. Thus, the mechanisms of action 
of OECB were investigated in this tumor cell line. Cell cycle analysis showed a 
significant increase in the sub-G1 fraction after 48 hours of OECB treatment, and 
annexin V-FITC/PI staining revealed an increase in the percentage of apoptotic cells. 
Additionally, confocal laser microscopy showed morphological features of apoptosis. 
OECB stimulated the production of Reactive Oxygen Species (ROS) after 30 min, 1 h, 
or 3 h of treatment, and pre-treatment with N-acetyl-L-cysteine (NAC) significantly 
prevented its cytotoxicity. In molecular docking, EZ exhibited molecular interactions 
with the active sites of ERK1, JNK1, p38α MAPK, PKB/AKT, and NF-κB proteins. Using 
specific antibody labeling, a significant increase in the percentage of cells labeled with 
anti-ERK1/2, anti-JNK1/2, anti-PKB/AKT, and anti-NF-κB antibodies was observed 
after 48 hours of OECB treatment, along with a significant reduction in the number of 
cells labeled with anti-p38 MAPK. Furthermore, pre-treatment with ERK1/2 or JNK 
inhibitors prevented OECB cytotoxicity, while the p38 MAPK inhibitor potentiated this 
effect. In the zebrafish model, OECB (1.5 µg/mL) induced the death of all embryos, 
and non-lethal effects were observed at concentrations from 0.50 to 1.25 µg/mL. 
Additionally, a significant increase in the activity of enzymes associated with oxidative 
stress (GPx, GST, CAT, LDH) and a reduction in AChE were observed. In summary, 
OECB exhibits in vitro antimelanoma effects through the induction of apoptosis, 
oxidative stress, inhibition of p38 MAPK, and activation of ERK1/2, JNK1/2, PKB/AKT, 
and NF-κB, as well as embryotoxicity in the zebrafish model. 
 
Keywords: Cytotoxicity; Oxidative Stress; Molecular Docking; Embryotoxicity; 
Essential oils  
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1 INTRODUÇÃO 
 
  
 O câncer é um termo utilizado para definir um conjunto de doenças 

caracterizadas por uma massa anormal de tecido conhecida como tumor maligno 

(Patel, 2020), cujas células apresentam uma série de características adquiridas no 

processo de malignidade, incluindo proliferação celular descontrolada, indução da 

angiogênese e capacidade de invasão e metástase (Hanahan, 2022). 

 Considerando os cânceres de pele, o melanoma, oriundo da proliferação de 

melanócitos modificados (Centeno; Pavet; Marais, 2023), apresenta-se como a forma 

mais letal (Guo; Wang; Li, 2021). Mundialmente, em 2020, foram registrados mais de 

320 mil novos casos e aproximadamente 57 mil mortes causadas por esse tipo de 

câncer (Ferlay et al., 2021). No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva (INCA), nesse mesmo ano ocorreram quase 2 mil óbitos por 

câncer de pele do tipo melanoma (INCA, 2022). 

 Atualmente, o tratamento do câncer consiste em terapias locais e/ou sistêmicas 

que incluem cirurgia, radioterapia, terapia imune, hormonioterapia, terapia alvo e 

quimioterapia (Yang et al., 2023), sendo esta última a principal forma de tratamento 

(Wu et al., 2023). No tratamento quimioterápico do melanoma, por exemplo, incluem-

se os agentes alquilantes dacarbazina, temozolomida e fotemustina (Pham et al., 

2023). Contudo, a quimioterapia está associada a certas limitações, como toxicidade 

sistêmica, taxa de resposta insatisfatória e resistência aos agentes quimioterápicos 

(Xie; Chen; Fang, 2020).  

Diante disso, diversos trabalhos têm sido conduzidos visando a obtenção de 

novas terapias para o tratamento do melanoma (Malyarenko et al., 2023). Neste 

contexto, a natureza, em especial as espécies vegetais, é considerada uma fonte 

significativa de produtos utilizados para o tratamento do câncer (Soto et al., 2023) ou 

com potencial antitumoral, como moléculas isoladas (Bae et al., 2023; Peng et al., 

2023), extratos (Filho et al., 2023; Samiry et al., 2023) e óleos essenciais (An et al., 

2023; Li et al., 2023). 

Os óleos essenciais são líquidos oleosos (Baptista-Silva et al., 2020) e voláteis, 

ligeiramente solúveis em água e solúveis em éter, álcool e na maioria dos solventes 

orgânicos, que possuem odor característico podendo ter em sua composição 

moléculas como terpenos, sesquiterpenos e politerpenos e seus derivados 
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oxigenados (Kulkarni; Kulkarni, 2023). Esses derivados vegetais são produzidos por 

diversas espécies e tem mostrado diferentes atividades biológicas, tais como, 

antimicrobiana, antifúngica, antiviral, antioxidante e antitumoral (Sousa et alb., 2023). 

Nesta perspectiva, relatos da literatura têm mostrado a obtenção de óleos 

essenciais das partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) e a 

investigação do seu potencial biológico, destacando efeitos como antifúngico 

(Lundgren et al., 2021) e antitumoral in vitro frente a linhagem de células de carcinoma 

hepatocelular humano HepG2 (Elgamal et al., 2021). Em adição, as pesquisas têm 

mostrado diferentes composições químicas dos óleos essenciais desta espécie 

vegetal as quais variam de acordo com o seu local de coleta. De fato, a literatura 

reporta que a composição química e, consequentemente, os efeitos biológicos dos 

óleos essenciais podem ser modificados por diversos fatores, tais como localização 

geográfica e sazonalidade (Abd-Elgawad et al., 2023).  

 Assim, considerando que o câncer é um importante problema de saúde pública 

mundial com significativa morbimortalidade e que a quimioterapia está associada à 

alta toxicidade e ao desenvolvimento de resistência, e considerando o potencial 

biológico dos óleos essenciais de Conyza bonariensis,  o presente trabalho obteve, 

caracterizou quimicamente e avaliou a atividade antitumoral e a toxicidade em 

modelos de células humanas e em embriões e larvas de peixe-zebra, do óleo 

essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) cultivada no Horto de 

Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos da 

Universidade Federal da Paraíba (IPeFarM/UFPB), João Pessoa, Paraíba, Brasil (S 

7°08'30.0" – O 34°50'46.7") e coletada em setembro de 2019. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Aspectos gerais do câncer 

 
Na homeostase, a taxa de proliferação celular é controlada graças a um 

balanço entre os sinais que estimulam e os que suprimem o crescimento celular (Al-

Bedeary, Getta, Al-Sharaf, 2020). Contudo, células sadias que sofrem modificações 

genéticas e/ou epigenéticas (Lopez-Bigas; Gonzalez-Perez, 2020) podem passar a 

proliferar-se descontroladamente, originando uma neoplasia (Kasala et al., 2015). A 

massa anormal de tecido resultante da hiperproliferação celular (tumor) pode ser 

classificada como benigna ou maligna (Ahmad; Ahsan, 2020).  

Os tumores benignos são bem delimitados por uma cápsula fibrosa, crescem 

lentamente (Júnior et al., 2014) e possuem células diferenciadas, ou seja, células 

fenotipicamente semelhantes àquelas do tecido de origem (Boutry et al., 2022). Por 

sua vez, os tumores malignos apresentam rápido crescimento (Patel, 2020), são 

constituídos por células indiferenciadas (Talmadge; Fidler, 2010) e possuem a 

capacidade de migrar e invadir outros tecidos, por meio da corrente sanguínea e/ou 

linfática, em um processo denominado de metástase (Ahmad; Ahsan, 2020), sendo 

este tipo de tumor caracterizado como câncer (Patel, 2020). 

O câncer pode então ser definido como um grupo de doenças caracterizadas 

por possuírem células com mecanismos de proliferação e diferenciação celulares 

descontrolados, e com o potencial de disseminação pelo corpo (Eldehna et al., 2021). 

Essa doença é um dos principais problemas de saúde pública mundial, sendo 

responsável por altas taxas de morbimortalidade (Prado et al., 2020) com 

aproximadamente 19,3 milhões de novos casos e 10 milhões de mortes registradas 

em 2020, por todo o mundo. Neste ano, o câncer de pulmão (14,3%) e próstata 

(14,1%) foram os mais comuns em homens, e o de mama (24,5%) em mulheres. 

Quanto à mortalidade, considerando ambos os sexos, o câncer de pulmão foi o 

principal causador de óbitos (18,0%) (Sung et al., 2021). Ainda, de acordo com a 

International Agency for Research of Cancer (IARC), estima-se que, até 2040, sejam 

registrados aproximadamente 30,2 milhões de casos mundialmente (IARC, 2021).  

No Brasil, segundo os dados obtidos do Sistema de Informações Hospitalares 

do Sistema Único de Saúde (SIH/SUS) da plataforma DATASUS-TABNET do 

Ministério da Saúde, foram registrados, no primeiro semestre de 2023, 488.772 

internações por neoplasias, sendo destes casos aproximadamente 59,07% (288.737) 
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mulheres e 40,92% (200.035) homens (DATASUS, 2023). Em relação ao número de 

óbitos por neoplasias, foram registrados, durante o período de janeiro a junho de 2023, 

38.084 mortes, sendo aproximadamente 49,52% (18.863) homens e 50,47% (19.221) 

mulheres. Destes registros, cerca de 20% (7.491) foram da região Nordeste e 608 

casos no Estado da Paraíba (DATASUS, 2023). 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), 

a estimativa para cada ano do triênio 2023-2025 aponta que ocorrerão 704 mil novos 

casos de câncer no Brasil, dos quais o câncer de pele não melanoma será o mais 

incidente (220 mil), seguido pelos cânceres de mama (74 mil), próstata (72 mil), cólon 

e reto (46 mil), pulmão (32 mil) e estômago (21 mil) (INCA, 2022).  

Atualmente, são descritos mais de cem tipos distintos de câncer que podem ser 

categorizados de acordo com o tecido de origem, sendo: (i) carcinomas, originados 

de células epiteliais, representando aproximadamente 90% dos cânceres humanos 

(Ahmad; Ahsan, 2020), a exemplo dos cânceres mamário (Khoury, 2023) e 

pancreático (Jiang; Sohal, 2023); (ii) sarcomas, originados de células do tecido 

conjuntivo (Ahmad; Ahsan, 2020), como o osteossarcoma, um tumor ósseo (Pilavaki 

et al., 2023); e (iii) leucemias, linfomas e mielomas, que surgem das células brancas 

do sangue (Shields, 2017), a exemplo da leucemia mieloide crônica (Senapati et al., 

2023) e do linfoma de Hodking (Ullah et al., 2023). 

Apesar das diferenças significativas entre os cânceres, as células tumorais 

apresentam características comuns entre si, chamadas de hallmarks ou marcas do 

câncer, e que as distinguem das células sadias (Smith et al., 2020), são estas: (i) 

sinalização proliferativa sustentada; (ii) fuga de supressores do crescimento; (iii) 

reprogramação epigenética não mutacional; (iv) evasão da destruição imune; (v) 

habilitação para imortalidade replicativa; (vi) inflamação promotora do tumor; (vii) 

microbiomas polimórficos; (viii) ativação da invasão e metástase; (ix) indução ou 

acesso à angiogênese; (x) células senescentes; (xi) instabilidade genômica e 

mutação; (xii) resistência à morte celular; (xiii) desregulação do metabolismo celular; 

e (xiv) desbloqueio da plasticidade fenotípica (Hanahan, 2022) (Figura 1). 

 

 

 

 

https://www.labmed.theclinics.com/article/S0272-2712(23)00022-7/fulltext
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Figura 1. Características biológicas do câncer 

 

 

Fonte: Adaptado de Hanahan (2022). 

 

Diversos fatores internos e externos estão associados ao desenvolvimento do 

câncer. Tabagismo (Botteri et al., 2020), consumo de álcool (Rehm; Shield; 

Weiderpass, 2020), infecções por vírus (Urrego et al., 2021) e bactérias (Jessurun, 

2021; Watanabe et al., 2021) e exposição aos raios ultravioleta (UV) (Islami et al., 

2020; Miligi, 2020) são exemplos de fatores externos. Já dentre os fatores internos 

incluem-se as mutações genéticas herdadas (Rantapero et al., 2020) que 

correspondem a aproximadamente 10% das causas de câncer no mundo (Alharthi et 

al., 2020).  

O processo de transformação de uma célula sadia à maligna é denominado de 

carcinogênese e compreende três etapas: iniciação, promoção e progressão 

(Majumder et al., 2020). Na primeira etapa, iniciação tumoral, a célula sadia sofre 

modificações genéticas e/ou epigenéticas que podem ser espontâneas ou induzidas, 

como por exposição a um agente carcinogênico, passando a proliferar-se 
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descontroladamente, dando origem a uma população celular de clones modificados 

(Ahmad; Ahsan, 2020; Lopez; Bleich; Arthur, 2020). Na etapa de promoção, ocorrem 

danos genéticos adicionais e amplificação de mutações, com proliferação e 

acumulação das células mutadas (Lopez; Bleich; Arthur, 2020). A última etapa do 

processo carcinogênico, a progressão, é irreversível (Liu et al., 2015). Nela, ocorre 

expansão neoplásica adicional, com aumento da taxa de crescimento do tumor, 

capacidade de invasão e metástase (Lopez; Bleich; Arthur, 2020). 

Sabe-se que o desenvolvimento do câncer é mais frequentemente causado por 

mutações ou alterações nos padrões de expressão de protooncogenes, a exemplo de 

Ras (Prior; Hood; Hartley, 2020), MYC (Baluapuri; Wolf; Eilers, 2020) e Raf (Ahmad; 

Ahsan, 2020; Sun; Carr; Khushalani, 2020), de genes supressores de tumor, como 

retinoblastoma (Rb) (Chen; Liu; Tao, 2020), p53 (Chen; Liu; Tao, 2020; Jung et al., 

2020) e BRCA1/2 (Caulfield; Davis; Byers, 2019) e àqueles envolvidos no reparo do 

DNA (Sztandera; Gorzkiewicz; Klajnert-Maculewicz, 2018).  

 
2.2 Melanoma: características gerais e tratamento 

 
O câncer de pele é o mais comum de todos os tipos de cânceres em humanos 

(Patel et al., 2021) sendo classificado em dois tipos, os cânceres de pele não-

melanoma, derivados de queratinócitos ou de seus precursores (Pizzimenti et al., 

2021), sendo eles o carcinoma de células escamosas e o carcinoma basocelular 

(Cives et al., 2020), e os cânceres de pele melanoma, que representam a minoria dos 

casos (Hu et al., 2022), mas que possuem alto potencial de metástase (Carr; Smith; 

Wernberg, 2020).   

Dentre os cânceres de pele, o do tipo melanoma é o mais agressivo, sendo a 

mais letal das neoplasias cutâneas primárias (Switzer et al., 2022). Seu 

desenvolvimento dá-se a partir da transformação maligna dos melanócitos, células 

localizadas na camada basal da epiderme e que produzem melanina, pigmento escuro 

que dá cor à pele (Saginala et al., 2021). 

A depender do local de apresentação, o melanoma pode ser classificado em 

cutâneo (Carr; Smith; Wernberg, 2020), a forma mais prevalente deste tipo de câncer 

(Rebecca; Somasundaram; Herlyn, 2020), ou não-cutâneo (Carr; Smith; Wernberg, 

2020), que pode acometer diversos tecidos como oral, nasal (Marrone et al., 2023), 

gastrointestinal e geniturinário (Carr; Smith; Wernberg, 2020). 

https://sciprofiles.com/profile/1611157
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De acordo com as suas características histopatológicas os melanomas 

cutâneos podem ser subclassificados em: (i) melanoma extensivo superficial, o mais 

comum dos casos correspondendo a aproximadamente 70%. Refere-se ao melanoma 

em uma fase de crescimento radial ou horizontal com células tumorais distribuídas 

como um ninho ou unidades solitárias exibindo um padrão pagetóide; (ii) melanoma 

nodular, que representa 15 a 30% dos melanomas cutâneos, apresentando-se como 

lesões elevadas ou polipóides; (iii) melanoma lentigo maligno, que ocorre mais 

comumente em pacientes idosos com pele cronicamente exposta ao sol, 

correspondendo a aproximadamente 4-10% do total de casos; e (iv) melanoma 

lentiginoso acral, que apresenta-se histologicamente como células tumorais em 

unidades únicas ao longo da junção derme-epidérmica e como focos confluentes, 

sendo o tipo menos incidente, com menos de 5% dos casos. Neste tipo de melanoma, 

as lesões surgem mais comumente nas palmas das mãos, plantas dos pés, 

subungueais e, ocasionalmente, superfícies mucosas (Carr; Smith; Wernberg, 2020; 

Guo; Wang; Li, 2021). 

Quanto ao desenvolvimento do melanoma, diversas mutações genéticas 

podem estar envolvidas, tais como as que ocorrem nos genes MC1R, EDNRB e 

TYRP1 que codificam o receptor de melanocortina-1, a tirosinase relacionada a 

proteína-1 e o receptor de endotelina tipo B, respectivamente (Bishop et al., 2009; 

Ward; Lazovich; Hordinsky, 2012; Hawryluk; Tsao, 2014; Guo; Wang; Li, 2021). Outras 

mutações envolvem os genes BRAF, NRAS, NF1 e KIT, relacionados a hiperativação 

da via das Proteínas Cinase Ativadas por Mitógenos (MAPK), e a mutação da proteína 

retinoblastoma (Rb), o que leva ao descontrole do ciclo celular (Guo; Wang; Li, 2021). 

Modificações epigenéticas também têm sido relacionadas à biologia do melanoma e 

incluem metilação do DNA e modificação de histonas (Moran et al., 2018; Guo; Wang; 

Li, 2021). 

A incidência de melanoma apresenta perspectivas de aumento nas próximas 

décadas (Saginala et al., 2021) mais rapidamente do que qualquer outro tumor sólido 

(Wagstaff et al., 2022). Em todo o mundo, em 2020, aproximadamente 325 mil 

pessoas foram diagnosticadas com melanoma e cerca de 57 mil indivíduos morreram 

desta doença (Arnold et al., 2022). No Brasil, os óbitos por câncer de pele melanoma 

corresponderam a 1.923 registros no ano de 2020. Para cada ano do triênio 2023-
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2025, estima-se a incidência de aproximadamente 8.980 novos casos, sendo 4.640 

em homens e 4.340 em mulheres (INCA, 2022).  

Dentre os fatores de risco incluem-se a exposição aos raios ultravioleta sem 

filtro solar de amplo espectro ou outra proteção, bronzeamento artificial, 

imunossupressão (Arnold et al., 2022), irritação química ou mecânica permanente e 

predisposição genética (Rutkowski et al., 2020).  

De forma geral, o tratamento do câncer consiste em abordagens 

farmacológicas e/ou não-farmacológicas, que são empregadas considerando diversos 

fatores, incluindo o tipo de câncer e suas características, localização da doença, 

histórico de tratamento prévio e estado geral de saúde do paciente (Niculescu; 

Grumezescu, 2022). Dentre as abordagens mais utilizadas, destacam-se como 

terapias locais, a cirurgia e a radioterapia, e como terapias sistêmicas, a terapia alvo, 

a imunoterapia e a quimioterapia (Wang et al., 2023a).  

Atualmente, o tratamento antimelanoma baseia-se no estágio da doença. Para 

o melanoma primário e metastático é realizada a ressecção cirúrgica do tumor e de 

gânglios linfáticos (Rosen et al., 2023). A remoção cirúrgica da maioria dos 

melanomas é realizada por excisão cirúrgica padrão, com remoção do tumor e de uma 

margem de pele sadia (Ellison; Zitelli; Brodland, 2019).  

A radioterapia, utilizada para o tratamento de melanoma metastático 

(Rutkowski et al., 2020), é a técnica fundamentada na emissão de radiação de fótons 

de alta energia, como raios-X e raios gama (γ), às células tumorais, visando induzir 

danos irreparáveis ao DNA, tanto por mecanismos diretos nesta macromolécula 

quanto por mecanismos indiretos baseados na indução da geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) que, ao causar danos irreversíveis ao DNA, induzem a 

morte da célula tumoral (Gong et al., 2021). 

A terapia alvo é compreendida pelo uso de pequenas moléculas ou anticorpos 

monoclonais que atuam bloqueando moléculas específicas envolvidas no crescimento 

do tumor (Tonooka; Ohashi, 2022), a exemplo do receptor BCR-Abl, na leucemia 

mieloide crônica (Yuda et al., 2023), ou na ativação de células do sistema imune para 

o reconhecimento e destruição das células tumorais (Tonooka; Ohashi, 2022). No 

tratamento do melanoma metastático, inclui-se o uso dos inibidores da proteína B-

fibrossarcoma rapidamente acelerado (B-Raf), vemurafenibe e dabrafenibe (Davis; 

Shalin; Tackett, 2019).  
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Os medicamentos utilizados na imunoterapia contra o câncer são projetados 

para ativar ou desativar pontos de controle (checkpoints) imunológicos específicos 

implicados na vigilância imunológica (Bailly; Thuru; Quesnel, 2020). No tratamento 

com imunoterapia em pacientes com melanoma metastático podem ser utilizados, por 

exemplo, o ipilimumabe, anticorpo anti-CTLA-4, e o nivolumabe e o pembrolizumabe, 

anticorpos anti-PD-1 (Nikoo et al., 2023). 

A quimioterapia continua sendo a principal modalidade farmacológica de 

tratamento para muitos tipos de câncer (El-Hussein et al., 2021). Esta baseia-se no 

uso de substâncias químicas para destruição (citotóxicas) ou inibição do crescimento 

do tumor (citostáticas) (Kumar; Atangana, 2020). De acordo com o seu mecanismos 

de ação, esses agentes podem ser divididos em (Mafi et al., 2023): (i) agentes 

alquilantes, como a ciclofosfamida, cujos metabólitos ativos formam ligações cruzadas 

inter e/ou intracadeias com o DNA; (ii) agentes antimetabólitos, a exemplo do 5-

fluorouracil (5-FU), que inibe a timidilato sintase levando a um defeito na síntese do 

DNA; e (iii) produtos naturais, como os alcaloides da vinca e os taxanos que interferem 

na dinâmica dos microtúbulos e interrompem a divisão celular induzindo a apoptose 

(Bailly; Thuru; Quesnel, 2020). Para pacientes com melanoma metastático, a 

quimioterapia pode ser indicada, por exemplo, com o uso dos agentes alquilantes 

dacarbazina, fotemustina ou temozolomida (Rosen et al., 2023). 

Contudo, considerando as principais terapias farmacológicas disponíveis para 

o tratamento do câncer, têm-se observado limitação quanto ao sucesso terapêutico, 

com pacientes sem resposta adequada à terapia ou com recidivas (Lopes et al., 2022), 

surgimento de efeitos adversos significativos, tais como náuseas, problemas gástricos 

e fraqueza (Michalczyk et al., 2021), e desenvolvimento de resistência (Bahar et al., 

2022; Marei et al., 2023; Said; Ibrahim, 2023), o que tem estimulado a pesquisa por 

novas oportunidades terapêuticas para o tratamento dessa doença (Malyarenko et al., 

2023). 

Neste contexto, diversas pesquisas têm sido desenvolvidas para a investigação 

do efeito antimelanoma de produtos naturais e sintéticos, visando a elucidação dos 

mecanismos de ação antitumorais relacionados à proliferação e sobrevivência 

celulares, tais como aqueles envolvidos no ciclo celular (Ren et al., 2022; Wei et al., 

2022), na apoptose (Palma et al., 2022; Thatikonda et al., 2023), no estado redox 

celular (Raut et al., 2021; Liu et al., 2022) e em vias de sinalização celulares, como 
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aquelas que envolvem as Proteínas Cinases Ativadas por Mitógenos (MAPKs) (Satoh 

et al., 2020), o Fator Nuclear kappa B (NF-кB) (Möller et al., 2020) e a Proteína Cinase 

B (PKB/AKT) (Woo et al., 2020). 

 
2.3 Ciclo celular e o câncer 

 
O ciclo celular é um processo constituído por uma série de fases distintas 

(G0/G1, S, G2 e M) que culminam na replicação do DNA e sua subsequente 

segregação entre as células-filhas (Matthews; Bertoli; Bruin, 2022). 

Esse processo se inicia com a fase G1 (gap 1), um intervalo que separa a 

divisão celular anterior do período de síntese de DNA conhecido como fase S. Esta 

fase de síntese do material genético é seguida por um segundo intervalo onde as 

células se preparam para a mitose, a fase G2 (gap 2) e, posteriormente, pela fase M 

(mitose) (Urrego et al., 2014), na qual ocorre a segregação cromossômica dos 

genomas recém-replicados (Álvarez-Fernández; Malumbres, 2014). Após a fase M, a 

célula pode avançar para uma nova fase G1 ou para um estado quiescente, 

denominado G0 (Urrego et al., 2014; Sánchez-Martínez et al., 2015). As células 

quiescentes podem entrar novamente no ciclo celular por meio de estimulação por 

fatores mitogênicos (Otto; Sicinski, 2017). 

Toda divisão celular requer que a replicação fiel do DNA ocorra na fase S e que 

a maquinaria necessária para dividir os cromossomos esteja em vigor durante a 

mitose, levando à produção das células-filhas (Asghar et al., 2015). Ambos os 

processos estão propensos a erros, durante os quais a síntese de DNA errônea ou a 

disjunção incompleta dos cromossomos normalmente ativa as proteínas dos pontos 

de controle (chekpoints) para interromper o ciclo celular e desencadear o reparo do 

DNA (Brandmaier; Hou; Shen, 2017). 

Os checkpoints atrasam a progressão do ciclo celular quando ocorrem 

problemas na fase anterior, possuindo moléculas sensoras que detectam o problema 

e componentes efetores que desencadeiam a parada do ciclo celular em fases 

específicas (Salazar-Roa; Malumbres, 2017). 

Dentre os componentes envolvidos na regulação do ciclo celular, encontram-

se as Cinases Dependentes de Ciclinas (CDKs) (Moreno-Layseca; Streuli, 2014), que 

constituem uma família de serina/treonina cinases heterodiméricas (Pitts et al., 2014) 

cuja atividade oscilante, em diferentes fases do ciclo celular, resulta em eventos de 
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fosforilação reversíveis e de sua associação transitória com cofatores específicos, 

como ciclinas e inibidores de CDK (CKIs) (Bendris; Lemmers; Blanchard, 2015).  

 Diferentes famílias de ciclinas foram identificadas e sua expressão varia 

significativamente ao longo das fases do ciclo celular. Os complexos de ciclina D/CDK 

são funcionalmente ativos em G1 e fosforilam a proteína retinoblastoma (Rb) 

permitindo a progressão para a fase S. As ciclinas E e A acumulam-se no limite de 

fase G1/S, onde ativam CDK2 e CDK1 sucessivamente, promovendo a progressão 

até a fase G2. Neste ponto, as ciclinas do tipo B, especialmente a ciclina B1 e a CDK1, 

conduzem as células à mitose (Malumbres; Barbacid, 2005; Sánchez-Martínez et al., 

2015) (Figura 2). 

 Então, as etapas do ciclo celular são rigorosamente controladas para garantir 

a efetividade desse processo. Em contrapartida, o câncer é caracterizado por 

atividade aberrante do ciclo celular. Isso ocorre como resultado de mutações em vias 

de sinalização ou por lesões em genes que codificam proteínas do ciclo celular que 

são frequentemente hiperativas em células cancerosas, levando a uma proliferação 

descontrolada (Otto; Sicinski, 2017).  

 No melanoma, a mutação do gene supressor tumoral CDKN2A (inibidor de 

cinase dependente de ciclina 2A) está relacionado a alto risco para desenvolvimento 

deste câncer (Pissa et al., 2023). Este gene codifica as proteínas p16INK4A e p14ARF, 

inibidoras do ciclo celular (Chan; Chiang; Ngeow, 2021). A proteína p16INK4A regula a 

transição da fase G1 para a fase S, ao inibir especificamente as proteínas CDK4 e 

CDK6 e, consequentemente, bloquear a fosforilação e ativação da proteína Rb 

(Safwan-Zaiter; Wagner; Wagner, 2022). Já a proteína p14ARF inibe a degradação da 

p53 (Rossi et al., 2019), proteína envolvida na parada do ciclo celular, reparo do DNA 

e indução da apoptose (Cheng et al., 2021). Logo, mutações no gene CDKN2A 

permitem o escape das células da parada do ciclo celular (Rossi et al., 2019).  

  A ativação aberrante de CDKs, que é frequentemente vista em cânceres 

humanos, fornece um raciocínio para a concepção de inibidores sintéticos de CDKs 

como drogas antitumorais (Otto; Sicinski, 2017) como o abemaciclib, o palbociclib e o 

ribociclib, inibidores seletivos das CDK4 e CDK6 (Barroso-Sousa; Shapiro; Tolaney, 

2016) que, em particular, são considerados importantes alvos visto que essas CDKs 

e a via retinoblastoma associada, encontram-se desreguladas na maioria dos tumores 

humanos (Sánchez-Martínez et al., 2015). 
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Figura 2. Progressão do ciclo celular direcionado por cinases dependentes de ciclina (CDKs) 

 

 

Sinais mitogênicos estimulam a formação de complexos ciclina D-CDK4/6, permitindo a entrada da 
células no ciclo celular. Pontos de controle antiproliferativos podem inibir a atividade dessas enzimas 
por estimular a expressão de p16INK4A. Os complexos ativos fosforilam a proteína retinoblastoma (Rb), 
iniciando um programa de expressão gênica coordenado pela família E2F de fatores de transcrição. 
Neste contexto, inicia-se a transcrição e a estabilidade de ciclinas do tipo E e A e a ativação 
subsequente da CDK2 que permite o início da replicação de DNA. A atividade de CDK2 pode ser inibida 
por pontos de verificação adicionais ou por p21CIP1 e p27KIP1. Com a conclusão da replicação do DNA, 
os complexos ciclina A/B-CDK1 fosforilam alvos na fase G2. Na ausência de danos no DNA e após a 
preparação adequada para a segregação cromossômica, os complexos ciclina B-CDK1 são ativados 
para a progressão da mitose. A ciclina B é degradada para a progressão da anáfase e a produção de 
duas células-filhas na fase G1. Durante a transição da fase M para a fase G1, a RB é desfosforilada e 
o ciclo é mais uma vez responsivo à sinalização mitogênica e antiproliferativa.  
Fonte: Adaptado de Asghar et al., 2015. 
 

  
 Atualmente, duas moléculas inibidoras de CDK encontram-se em estágio de 

pesquisa clínica para o tratamento do melanoma: o riviciclib (P276-00), inibidor de 

CDK1, CDK4 e CDK9, investigado para tratamento de melanoma avançado positivo 

para expressão de ciclina D1; e o dinaciclibe (SCH727965), inibidor da CDK1, CDK2, 

CDK5 e CDK9 (Wang; Bode; Zhang, 2023). 

 Assim, a busca por moléculas reguladoras do ciclo celular é útil na pesquisa de 

novos fármacos para o tratamento do câncer. 
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2.4 Apoptose 

 
Em organismos multicelulares há um esforço constante para a manutenção de 

um equilíbrio homeostático entre a quantidade de células geradas e a de células 

danificadas ou desnecessárias (D’arcy, 2019), sendo estas últimas removidas do 

corpo graças à morte celular (Yan; Elbadawi; Efferth, 2020). 

A apoptose, ou morte celular programada do tipo I, envolve uma série de 

eventos rigidamente controlados e apresenta características bioquímicas e 

morfológicas peculiares tais como encolhimento celular, condensação e fragmentação 

de DNA, blebs da membrana plasmática, ativação de caspases e exposição da 

fosfatidilserina na face externa da membrana plasmática (Yan; Elbadawi; Efferth, 

2020). Em contraste com a necrose, a apoptose é um processo “silencioso” de morte 

celular tendo em vista que se mantém a integridade do tecido, pois não ocorre 

extravasamento do conteúdo intracelular e, consequentemente, não é iniciado um 

processo inflamatório (Voss; Strasser, 2020). 

A apoptose está envolvida com diversos processos no organismo, como o 

desenvolvimento embrionário e fetal (Voss; Strasser, 2020), a cicatrização de feridas 

(Prasad et al., 2020) e a eliminação de células defeituosas e mutantes, como as 

células tumorais (Kalinin et al., 2020). 

Esse processo é executado predominantemente pelas caspases, proteases de 

cisteína que clivam suas proteínas-alvo após resíduos de ácido aspártico 

(Kesavardhana et al., 2020). Essas enzimas são sintetizadas como precursoras 

inativas (zimogênios), chamadas de pró-caspases (Boice; Bouchier-Hayes, 2019; 

Deng; Shah, 2020), e são ativadas por autoclivagem ou proteólise por outras caspases 

(Yarychkivska; Shaham, 2020), podendo ser categorizadas como caspases 

iniciadoras (2, 8, 9 e 10) ou caspases efetoras ou executoras (3, 6 e 7) (Boice; 

Bouchier-Hayes, 2019; Opdenbosch; Lamkanf, 2019).  

Duas principais vias de apoptose são bem descritas: a via intrínseca, ativada 

quando há estresse celular, como quando ocorre estresse do retículo endoplasmático; 

e a via extrínseca, ativada após interação dos receptores de morte com os seus 

respectivos ligantes (Boice; Bouchier-Hayes, 2019) (Figura 3).  
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Figura 3. Vias intrínseca e extrínseca da apoptose 

 
A via intrínseca é induzida por diversos estímulos, como dano irreparável ao DNA, ocorrendo a ativação 
das proteínas pró-apoptóticas BH3-only, como PUMA e NOXA (não representadas), cuja ação sobre 
as proteínas anti-apoptóticas permite a ativação e consequente oligomerização das proteínas efetoras 
BAK e BAX. Como efeito, ocorre permeabilização da membrana mitocondrial externa (MOMP), 
acarretando saída de fatores apoptogênicos do espaço intermembranas mitocondrial, como o citocromo 
c. Esta proteína, ao encontrar-se no citoplasma, liga-se ao fator 1 ativador de protease apoptótica 
(APAF1) que, junto à pró-caspase 9, formam o apoptossoma (não representado). Posteriormente, 
ocorre autoproteólise da pró-caspase 9 e conversão à sua forma ativa, a caspase 9, que irá ativar as 
caspases efetoras 3 e 7. Estas irão inativar ou ativar diversas proteínas, como nucleases e proteases. 
MOMP também causa a liberação da proteína de ligação-IAP direta com baixo pI (SMAC/DIABLO) e 
da proteína A2 de alta temperatura (HtrA2/OMI), que bloqueiam o inibidor da proteína de apoptose 
ligado ao X (XIAP), facilitando a apoptose. Já a ativação da via extrínseca ocorre quando há interação 
dos receptores de morte (membros da superfamília de receptores do fator de necrose tumoral) com os 
seus respectivos ligantes, por exemplo FAS e o ligante FAS (FAS-L), respectivamente. A ativação 
desses receptores permite o recrutamento do Domínio de Morte Associado a FAD (FADD), uma 
molécula adaptadora. Essa ligação induz o recrutamento da pró-caspase 8, ocorrendo a sua conversão 
em caspase 8 que, por sua vez, irá ativar as pró-caspases 3 e 7 que atuarão em seus substratos. Além 
disso, também ocorre proteólise da proteína BID, uma BH3-only, mediado pela caspase 8. Um dos 
produtos dessa clivagem, o fragmento BID truncado (tBID) irá ativar BAX e BAK, culminando em 
permeabilização da membrana mitocondrial externa. A integração entre as duas vias funciona como 
um mecanismo amplificador do sinal de morte. 
Fonte: Adaptado de Bock; Tait, 2020. 

 
 

A resposta aos estímulos ativadores da via intrínseca, também chamada de via 

mitocondrial, é regulada por uma família de proteínas chamada BCL-2 (B-cell 

CLL/Lymphoma 2), constituída por membros com atividade anti ou pró-apoptótica. 

Quando o dano sofrido pela célula é letal, os membros pró-apoptóticos (BIM, PUMA, 

BID, BMF, NOXA, BIK, BAD e HRK, denominadas de proteínas BH3-only) irão inibir 

os membros anti-apoptóticos (BCL-2, MCL-1, BCL-XL, BCL-W e A1/BFL-1) que, na 
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ausência de estímulos apoptóticos, inibem as proteínas pró-apoptóticas BAX e BAK 

(Carneiro; El-Deiry, 2020).  

Ao serem ativadas, BAX e BAK oligomerizam-se e formam poros na membrana 

mitocondrial externa ocasionado permeabilização da membrana mitocondrial externa 

e liberação, para o citoplasma, de fatores apoptogênicos como o citocromo c que, ao 

associar-se ao fator 1 ativador de protease apoptótica (APAF1) e à pró-caspase 9 

constituem o apoptossoma. Em seguida, a pró-caspase 9 sofre autoclivagem, o que 

dá origem a sua forma ativa, a caspase 9, que irá clivar as pró-caspases 3, 6 e 7, 

convertendo-as às caspases efetoras 3, 6 e 7. Estas proteínas podem ativar ou inibir 

outras proteínas como endonucleases, que impulsionam a fragmentação do DNA, e 

flipases, o que causa a exposição da fosfatidilserina para a face externa da membrana 

plasmática, respectivamente. Esses processos levam à condensação da cromatina e 

ao empacotamento do conteúdo celular em corpos apoptóticos e à remoção por 

fagocitose (Voss; Strasser, 2020). 

Na via extrínseca, a apoptose é iniciada a partir da interação dos receptores de 

morte, pertencentes à família de receptores do fator de necrose tumoral (TNF), a 

exemplo do CD95/FAS, TNFR1 e os receptores do ligante indutor de apoptose 

relacionado ao TNF (TRAIL) (TRAIL-R1/DR4 e TRAIL-R2/DR5), com os seus ligantes, 

neste caso, os ligantes CD95/FAS (CD95L/FASL), TNF e TRAIL, respectivamente 

(Boice; Bouchier-Hayes, 2019). A ativação desses receptores permite o recrutamento 

do Domínio de Morte Associado a FAD (FADD), uma molécula adaptadora, o que 

culmina no recrutamento e na conversão da pró-caspase-8 em caspase 8, que ativa 

diretamente as caspases 3, 6 e 7 (Voss; Strasser, 2020).  

Em adição, existe um crosstalk entre as duas vias de sinalização de morte que 

ocorre como uma forma de amplificação do sinal apoptótico (Voss; Strasser, 2020). A 

caspase 8 pode clivar a proteína BID, originando o fragmento BID truncado (tBID) que 

irá ativar BAX e BAK, ocasionando, assim, a permeabilização da membrana 

mitocondrial externa (Verma; Singh, 2020).  

Durante a carcinogênese, as células adquirem a capacidade de contornar a 

apoptose, o que resulta em vantagens proliferativas e de sobrevivência. O acúmulo 

de alterações genéticas induz o aumento ou redução da expressão de genes pró e/ou 

antiapoptóticos (Patergnani et al., 2020). Em adição, alterações epigenéticas como a 

metilação de DAPK, ASC/TMS1 e HIC1 estão relacionadas ao escape da apoptose 
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(Ilango et al., 2020). No melanoma, observam-se mutações ou deleções em p53, um 

gene supressor tumoral, e no gene TERT que codifica a subunidade catalítica da 

telomerase (Strashilov; Yordanov, 2021). Quanto às alterações epigenéticas no 

melanoma, observa-se que a metilação do gene RASSF1A (família de domínio de 

associação Ras 1 isoforma A) está relacionada ao desenvolvimento de melanoma 

uveal (Baradaran et al., 2020). 

Atualmente, é reconhecido que agentes quimioterápicos citotóxicos produzem 

morte celular por apoptose, a exemplo da cisplatina (Özerkan, 2023), dacarbazina 

(Drzewiecka et al., 2023), paclitaxel (Zhao et al., 2022) e vimblastina (Dhyani et al., 

2022) utilizados para o tratamento do melanoma (Bomar; Senithilnathan; Ahn, 2019). 

Diante disso, o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que visem 

a indução da apoptose é uma abordagem potencial para o tratamento do câncer. 

 
2.5 Estresse oxidativo e o câncer 

 
O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilíbrio entre a formação 

de moléculas oxidantes, como as espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio 

(RNS), e a capacidade de depuração dos sistemas antioxidantes, levando a uma 

perturbação da sinalização redox e/ou danos às biomoléculas (Huang; Nan, 2019; 

Kruk et al., 2019; Sies, 2020). 

ROS são pequenas moléculas, derivadas do oxigênio molecular (Sies; Jones, 

2020), que possuem elétrons desemparelhados em sua camada de valência, o que 

as tornam altamente reativas (Chatterjee; Chatterjee, 2020). Essas espécies incluem 

os radicais hidroxila (●OH) e o ânion superóxido (O2
●-) e moléculas não radicais, como 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Milkovic et al., 2019). 

Essas moléculas podem ser geradas endogenamente como subprodutos do 

metabolismo celular a partir dos peroxissomos, retículo endoplasmático e, 

principalmente, nas mitocôndrias (Perillo et al., 2020) durante a fosforilação oxidativa 

(Snezhkina et al., 2019), ou por exposição a fatores externos como a radiação 

ultravioleta (UV) e poluentes (Bodega et al., 2019).  

Em condições fisiológicas, a produção e a eliminação de ROS são equilibradas 

(Bodega et al., 2019). Em células sadias, os baixos a moderados níveis de ROS estão 

envolvidos em muitos processos celulares fundamentais, tais como a defesa imune e 

ativação de vias de sinalização celulares (Milkovic et al., 2019; Perillo et al., 2020; 
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Prasad; Srivastava, 2020) como aquelas que envolvem proteínas cinases e fatores de 

transcrição envolvidos em processos como proliferação e diferenciação celular 

controlados (Chatterjee; Chatterjee, 2020). Contudo, níveis excessivos de ROS estão 

envolvidos no dano celular e, portanto, as células desenvolveram sistemas 

antioxidantes para sua eliminação (Snezhkina et al., 2019). 

Esses sistemas de defesas antioxidantes incluem componentes enzimáticos, 

como a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa 

redutase (GR), peroxirredoxina (Prx), tiorredoxina (Trx) e catalases, bem como 

componentes não enzimáticos, como as vitaminas C, E e A (Bodega et al., 2019; 

Perillo et al., 2020). No entanto, os níveis elevados de ROS podem sobrepujar a 

barreira antioxidante, resultando em estresse oxidativo e no surgimento de diversas 

doenças como o câncer (Snezhkina et al., 2019). 

As células tumorais são caracterizadas por apresentarem alta concentração de 

ROS (Yang; Chen; Shi, 2019) que estão envolvidas na carcinogênese e na aquisição 

de resistência ao tratamento antitumoral (Kumari et al., 2018; Snezhkina et al., 2019). 

A sobrevivência das células tumorais aos níveis elevados de ROS dá-se graças a 

regulação positiva de moléculas antioxidantes, como observado pelo aumento da 

atividade de enzimas antioxidantes (Galadari et al., 2017), que permitem a 

manutenção da homeostase redox nessas células (Li et al., 2020a). O aumento da 

produção de ROS nas células tumorais é capaz de inativar supressores de tumor 

como p53 e PTEN (homólogo de fosfatase e tensina) e ativar oncogenes incluindo a 

proteína cinase B (PKB/AKT), ERK e c-MYC induzindo o aumento da proliferação 

celular e metástase, bem como inibição da apoptose (Sajadimajd; Khazaei, 2017), 

além de promover a angiogênese tumoral (Huang; Nan, 2019).  

Comparado a outros tumores sólidos, o melanoma apresenta concentrações 

elevadas de ROS. Isto ocorre porque células expostas à radiação UV são estimuladas 

a produzir ROS e RNS, por meio de moléculas fotossensibilizadoras e pela ativação 

de enzimas produtoras de ROS, como a NADPH oxidase (NOX) e a óxido nítrico 

sintase (NOS). Além disso, outra importante fonte de ROS é a via de síntese da 

melanina, que envolve reações de oxidação e produção de O2
●- e H2O2 (Pizzimenti et 

al., 2021). 

Em contrapartida, a radioterapia (Gašparović, 2020) e alguns agentes utilizados 

na quimioterapia antineoplásica, inclusive para o tratamento do melanoma, têm 
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mostrado induzir o aumento excessivo dos níveis de ROS intracelulares, aumentando 

os danos irreparáveis que resultam em apoptose das células tumorais (Kirtonia; Sethi; 

Garg, 2020) (Figura 4), a exemplo da doxorrubicina (Davalli et al., 2018), metotrexato 

(Albasher et al., 2019), cisplatina (Yu et al., 2020) e topotecana (Sinha; Tokar; Bushel, 

2020), o que pode ocorrer pela modulação das cascatas de sinalização das proteínas 

cinases reguladas por mitógenos (MAPKs) ou da cinase 1 reguladora do sinal de 

apoptose (ASK1) (Chatterjee; Chatterjee, 2020). 

 

Figura 4. Efeitos dos diferentes níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células sadias e 

tumorais 

 

 

Em condições fisiológicas, as baixas concentrações intracelulares de espécies reativas de oxigênio 
(ROS) permitem a ocorrência controlada dos processos de proliferação, diferenciação e sobrevivência 
celulares. O aumento da concentração de ROS observado nas células tumorais, gerando um 
desbalanço entre a concentração de ROS e de antioxidantes (AO) enzimáticos e não-enzimáticos, 
estimula, por exemplo, a tumorigênese, angiogênese, invasão e metástase. Contudo, embora sejam 
observados maiores níveis de ROS em células tumorais, tais células mostram-se mais vulneráveis ao 
aumento intracelular de ROS, em comparação com células não tumorais. Logo, o aumento adicional 
de ROS, como causado pela radioterapia e por alguns agentes quimioterápicos, podem causar danos 
irreparáveis ao DNA da célula tumoral, induzindo a ativação da apoptose.  
Fonte: Adaptado de Azmanova; Pitto-Barry, 2022. 

 
 
Diante dessas premissas, o desenvolvimento de abordagens terapêuticas que 

causem aumento na produção de ROS, induzindo estresse oxidativo nas células 

tumorais, mostram-se promissoras para o tratamento do câncer.  
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2.6 Vias de sinalização intracelulares das Proteínas Cinases Ativadas por 

Mitógenos (MAPKs)  

 

Todos os organismos vivos possuem a capacidade de responder a estímulos 

externos. A célula, considerada a menor unidade de resposta a estes estímulos, 

traduz os sinais recebidos do meio extracelular (Ma; Nicolet, 2023), como fatores de 

crescimento, citocinas e hormônios (Park; Baek, 2022), em cascatas de sinalização 

intracelulares permitindo, desta forma, a obtenção de uma resposta celular (Ma; 

Nicolet, 2023). 

As cascatas das MAPKs estão conectadas a praticamente todos os estímulos 

extracelulares, as quais, apesar de serem mecanisticamente semelhantes, modulam 

uma variedade de atividades downstream distintas (Maik-Rachline; Wortzel; Seger, 

2021). 

As MAPKs são famílias de serina/treonina cinases ativadas por diversos sinais 

extracelulares, como fatores de crescimento, citocinas e estresse oxidativo (Kciuk et 

al., 2022), destacando-se as famílias das Proteínas Cinases Reguladas por Sinais 

Extracelulares 1 e 2 (ERK1/2), das Cinases c-Jun N-terminal 1, 2 e 3 (JNK1, JNK2 e 

JNK3, respectivamente) e das Proteínas Cinases Ativadas por Mitógeno p38 α, β, γ e 

δ (p38α MAPK, p38β MAPK, p38γ MAPK e p38δ MAPK, respectivamente) (Wu; 

Becker; Park, 2020). 

De forma geral, a ativação das vias de sinalização das MAPKs pode ocorrer 

pela ativação de receptores tirosina cinase (RTKs) por sinais extracelulares, 

culminando na ativação de pequenas proteínas de ligação ao GTP, a exemplo das 

proteínas Ras e Rac. A partir de então uma série de proteínas cinases é ativada. As 

MAPK cinase cinases (MAPKKKs) fosforilam e ativam as MAPK cinases (MAPKKs) 

que, por sua vez, fosforilam e ativam as MAPKs. Por fim, as MAPKs ativadas podem 

fosforilar seus alvos, tais como a Proteína Cinase Ativada por ERK (RSK), o fator de 

transcrição c-JUN e o fator de transcrição ativador-2 (ATF2) (Figura 5) (García-

Hernández et al., 2022).  

A sinalização das MAPKs regula diversos processos celulares, como 

proliferação, migração, diferenciação e apoptose (Yue; López, 2020). No câncer, as 

MAPKs exercem importantes papéis na carcinogênese, principalmente em cânceres 

como o de pulmão, o colorretal e o melanoma (Ostrowski; Fisher, 2021). Contudo, tem 

https://www.sciencedirect.com/author/56973451600/kwang-hyun-baek
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sido observado que, a depender do contexto mutacional e celular, também pode 

ocorrer uma sinalização supressora tumoral (Braicu et al., 2019). 

 
Figura 5. Cascatas de sinalização das proteínas cinases ativadas por mitógeno (MAPKs) 

 

 

Receptores transmembranares do tipo tirosina cinase (RTKs) são ativados por diferentes estímulos, 
como fatores de crescimento, estresse oxidativo e citocinas inflamatórias. A ativação destes receptores 
induz a ativação das proteínas RAS, RAC, TRAF/TAB, que são pequenas GTPases (small G). Estas 
proteínas ativam as MAPK cinase cinases (MAPKKKs), como a proteína RAF, que, por sua vez, 
fosforilam as MAPK cinases (MAPKKs), como as proteínas cinases ativadas por mitógenos 1 e 2  
(MEK1/2), ativando-as. As MAPKKs ativam, por fosforilação, as MAPKs (ERK, JNK e p38) que, por sua 
vez, fosforilam seus alvos citoplasmáticos e/ou nucleares, modulando diversas funções celulares. 
Legenda: ℗: grupo fosfato. 
Fonte: Adaptado de García-Hernández et al., 2022 
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2.6.1 Via de sinalização intracelular das Proteínas Cinases Reguladas por Sinais 

Extracelulares (ERK) e o câncer 

 
 Ao interagir com ligantes extracelulares, a exemplo do fator de crescimento 

epidérmico (EGF) (Sabbah; Hajjo; Sweidan, 2020), RTKs ativam-se após dimerização 

e transfosforilazação de seus resíduos de tirosina em seus domínios intracelulares 

(Cordover et al., 2020). Esta ativação induz o recrutamento de proteínas adaptadoras, 

principalmente a Proteína Ligada ao Receptor do Fator de Crescimento 2 (Grb2). A 

interação da Grb2 com os RTKs recruta fatores de troca de nucleotídeos de guanina 

(GEFs), em especial a proteína son of sevenless (SOS) (Seiler et al., 2022). A SOS 

favorece a troca do difosfato de guanosina (GDP) pelo trifosfato de guanosina (GTP) 

em Ras (Baltanás et al., 2020; Park; Baek, 2022), cujas isoformas incluem a K-Ras, a 

N-Ras e a H-Ras (Nussinov et al., 2021). Ao ligar-se ao GTP, Ras torna-se ativa (Ras-

GTP) e estimula a formação de homodímeros ou heterodímeros de proteínas Raf (A-

Raf, B-Raf e C-Raf) (Júnior, 2019; Seiler et al., 2022). As proteínas Raf fosforilam as 

Proteínas Cinases Ativadas por Mitógenos 1 e 2 (MEK1/2), ativando-as (Zhang et al., 

2022). As MEK1/2 ativas fosforilam a sequência de resíduos treonina-glutamato-

tirosina no segmento de ativação das proteínas ERK1/2, ativando-as. Posteriormente, 

as proteínas ERK1/2 ativas fosforilam seus alvos citoplasmáticos, como a proteína 

cortactina e a Proteína Cinase da Cadeia Leve de Miosina (MLCK), e nucleares, a 

exemplo dos fatores de transcrição c-Myc, c-Fos e c-Jun (Ullah et al., 2022) (Figura 

6). A regulação desta via mantém a homeostase celular (Sugiura; Satoh; Takasaki, 

2021) e envolve as proteínas fosfatases de dupla especificidade 5 e 6 (DUSP5 e 

DUSP6) que catalisam a desfosforilação e inativação das ERK1/2 (Júnior, 2019).  

 Fisiologicamente, a sinalização ERK1/2 está envolvida em diversos processos 

celulares controlados, incluindo proliferação, sobrevivência, crescimento, 

metabolismo, migração e diferenciação celulares (Lavoie; Gagnon; Therrien, 2020). 

Contudo, a desregulação desta cascata de sinalização está envolvida com diversas 

doenças, como esclerose lateral amiotrófica (Sahana; Zhang, 2021), Alzheimer 

(Khezri et al., 2023), autismo (Erickson et al., 2023) e câncer (Gong et al., 2023).  

Nas células tumorais, é bem relatado o papel dessa via na tumorigênese, 

proliferação, diferenciação, angiogênese e metástase (Guo et al., 2020). No 

melanoma, por exemplo, a via de sinalização ERK1/2 mostra-se fundamental para o 

desenvolvimento e progressão deste tumor (Savoia et al., 2019) com 

https://www.sciencedirect.com/author/56973451600/kwang-hyun-baek
https://link.springer.com/article/10.1007/s12551-021-00817-6#auth-Ruth-Nussinov
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aproximadamente 50% dos melanomas apresentando mutação do oncogene BRAF, 

o que leva a ativação constitutiva dessa via (Buchbinder; Giobbie-Hurder; Ott, 2023). 

No contexto da sobrevivência das células tumorais, a sinalização ERK1/2 

modula negativamente a apoptose, por regular as atividades e os níveis de proteínas 

da família Bcl-2, como a proteína pró-apoptótica BIM e a proteína anti-apoptótica MCL-

1, além de inibir a apoptose induzida pelo receptor de morte Fas ou pelos receptores 

dos fatores de necrose tumoral (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021). 

 
Figura 6. Cascata de sinalização das Proteínas Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
A ativação dos receptores do tipo tirosina cinase (RTKs), após ligação de ligantes extracelulares, induz 
o recrutamento das proteínas Grb2 (proteína ligada ao receptor do fator de crescimento 2) e SOS (son 
of sevenless) e consequente ativação da proteína Ras, após troca de difosfato de guanosina (GDP) por 
trifosfato de guanosina (GTP). Ras-GTP ativa Ras que, por sua vez, ativa as proteínas cinases ativadas 
por mitógenos 1 e 2 (MEK1/2) que, por fosforilação, ativam as proteínas ERK1/2. ERK1/2 fosforilam 
diversos alvos citoplasmáticos (não indicados na imagem) e nucleares, modulando, desta forma, 
diversos processos celulares, tais como proliferação celular, sobrevivência e metástase. As proteínas 
ativadoras de GTPase (GAPs) aceleram a conversão (hidrólise) do GTP a GDP pelas proteínas Ras, 
tornando-as inativas. 
Legenda: ℗: grupo fosfato. 
Fonte: Adaptado de Imperial et al., 2019. 

 

 O conhecimento do envolvimento e importância da via de sinalização Ras-Raf-

MEK-ERK no câncer tem permitido o desenvolvimento de terapias direcionadas aos 
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componentes desta via, como os anticorpos monoclonais vemurafenibe e dabrafenibe, 

que têm como alvo a proteína Raf, e encorafenibe, cobimetinibe, trametinibe e 

binimetinibe que são anticorpos anti-MEK1/2, utilizados para o tratamento do 

melanoma metastático (Florent et al., 2023). 

Apesar de serem observados efeitos pró-tumorais mediados pela sinalização 

ERK1/2, tem-se relatado o envolvimento destas MAPKs na indução da morte das 

células tumorais, o que é dependente do tipo celular e do estímulo. Este efeito 

antitumoral está associado à ativação apoptose pela via intrínseca, mediada pela 

liberação do citocromo c e ativação da caspase-9, ou extrínseca dependente da 

ativação da caspase-8. Atualmente, diversos estímulos têm sido relacionados a esse 

efeito indutor de morte das células tumorais mediado pela ativação de ERK1/2, e estes 

incluem as ROS e alguns agentes antineoplásicos, como cisplatina, doxorrubicina, 

etoposídeo, carboplatina e paclitaxel (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).  

Pesquisas têm demonstrado o potencial antitumoral de produtos naturais 

baseados na ativação da via ERK1/2. Em seu trabalho, Potočnjak e colaboradores 

(2020), ao tratar células da linhagem de câncer de cólon SW620 com o flavonoide 

luteolina, observaram que o efeito antitumoral desta molécula é dependente da 

expressão de ERK1/2. Ainda, a morte celular dependente da ativação destas 

proteínas, após o tratamento de células da linhagem RKO (câncer colorretal) com 8-

metoxiflindersina (8-MF), um alcaloide da quinolina, foi um achado observado no 

trabalho de Zhang e colaboradores (2023a). 

Desta forma, diante do papel dual da via de sinalização ERK1/2 no câncer, o 

desenvolvimento de terapias que modulem esta via mostra-se útil para o tratamento 

dessa doença. 

 
2.6.2 Via de sinalização intracelular das Proteínas Cinases c-Jun N-terminal 

(JNK) e o câncer 

 

 A JNK, também conhecida como Proteína Cinase Ativada por Estresse (SAPK) 

(Lee et al., 2022), é expressa sob três isoformas codificadas por genes altamente 

relacionados: JNK1 (JNK1) e JNK2 (JNK2) expressas de forma ubíqua, e JNK3 (JNK3) 

restrita ao cérebro, coração e testículo (Nakano; Nakayama; Sugiya, 2020; Latham; 

O'donnell; Croucher, 2022).   
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A via JNK é modulada principalmente por estresse ambiental ou genotóxico 

(Martínez-Limón et al., 2020), como pela ação de citocinas pró-inflamatórias e 

consequente ativação de RTKs, radiação ultravioleta ou estresse osmótico (Ha et al., 

2019). Estes fatores externos induzem a ativação de MAPKKKs, como as Cinases 

Ativadoras da MAP Cinase 1-4 (MEKK1-4) e as Cinases Reguladoras de Apoptose 1 

e 2 (ASK1/2). As MAPKKKs ativam as MAPKKs como as Proteínas Cinases Ativadas 

por Mitógenos 4 e 7 (MKK4 e MKK7) que, por sua vez, ativam as JNKs por fosforilação 

dos seus resíduos de treonina e tirosina na sequência treonina-prolina-tirosina (Park; 

Baek, 2022). As JNKs ativas regulam diversos fatores de transcrição como c-Jun e c-

Fos (Ahn et al., 2023) (Figura 7) e vários membros da família BCL-2, pró e anti-

apoptóticos, em nível transcricional e/ou pós-transcricional (Yue; López, 2020). A 

regulação negativa dessa via dá-se pela ação das fosfatases DUSP, como DUSP1, 

DUSP2 e DUSP3 (Ha et al., 2019). 

A sinalização JNK está envolvida na regulação de diversos processos 

fisiológicos, como progressão do ciclo celular, sobrevivência celular e apoptose (Ha et 

al., 2019), e patológicos, como o desenvolvimento de doenças como fibrose pulmonar 

idiopática (Popmihajlov et al., 2022), Huntington, Parkinson (Corrales; Losada-Pérez; 

Casas-Tintó, 2021),psoríase e câncer (Hammouda et al., 2020). 

No câncer, a sinalização JNK está envolvida no desenvolvimento e progressão 

tumoral (Wu et al., 2020), modulando a proliferação celular, a metástase, a autofagia, 

o metabolismo celular e o escape ao sistema imune, além de resistência à 

quimioterapia (Lee et al., 2022). 

Foi relatado que a ativação de JNK encontra-se significativamente elevada em 

tecidos de câncer de bexiga humano e murino, e que está envolvida na fuga imune de 

células das linhagens de câncer de bexiga 5637 e J82 (Ni et al., 2022).  

No câncer de próstata, evidencia-se, em estudo com células das linhagens de 

câncer prostático DU145 e LNCaP, que a ativação da JNK se encontra envolvida com 

progressão e metástase (Sung et al., 2018). 

Outros estudos in vitro mostraram o envolvimento da ativação da JNK com a 

sobrevivência de células da linhagem de adenocarcinoma pulmonar A549 (Jiang et 

al., 2022) e a viabilidade de células da linhagem de câncer de pulmão com mutação 

em K-Ras H2122 (Hoang et al., 2020). Ainda, foi relatado que o tratamento de células 

da linhagem de câncer de mama MCF-7 resistentes a paclitaxel (PTX-res MCF-7) com 

https://www.sciencedirect.com/author/56973451600/kwang-hyun-baek
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o inibidor seletivo de JNK, JNK-IN-8, suprimiu o perfil mesenquimal destas células, 

reforçando o envolvimento da via JNK na metástase (Kilbas et al., 2020). 

 
Figura 7. Cascata de sinalização das proteínas cinases c-Jun N-terminal (JNKs) 

 

 

Diversos fatores extracelulares ativam a via de sinalização das proteínas cinases c-Jun N-terminal 
(JNKs) como estresse oxidativo, radiação ultravioleta (UV), citocinas, fatores de crescimento e o fator 
de necrose tumoral α (TNF-α). Nesta via, as proteínas MAPK cinase cinases (MAPKKKs) são a ASK1/2, 
TAK1, MLK2/3, MEKK1-4, DLK e TAO1/2. As MAPKKKs ativam por fosforilação as proteínas MAPK cinases 
MKK4 e MKK7 que, associadas à proteína de interação à JNK 1 (J1P), fosforilam e ativam as proteínas 
JNK1/2/3. As JNKs ativas induzem diversos efeitos celulares como proliferação celular, por fosforilação 
de fatores de transcrição como c-Jun, e apoptose, por modular a atividade das proteínas BCL-2 e BAX. 
Legenda: ASK1/2: cinases reguladoras de apoptose 1 e 2; TAK1: cinase 1 ativada pelo fator de 
crescimento transformante-β; MLK2/3: cinases de linhagem 2 e 3; MEKK1-4: cinases ativadoras da MAP 
cinase 1-4; DLK: cinase com duplo zíper de leucina; TAOK1/2: cinase TAO 1 e 2; BCL-2: proteína 2 de 
leucemia/linfoma de células B; BAX: proteína X associada à BCL-2; ℗: grupo fosfato. 
Fonte: Adaptado de Pua et al., 2022. 

 
 
No melanoma, Zhou e colaboradores (2021) observaram que a expressão da 

utrofina, proteína codificada pelo gene supressor tumoral UTRN, encontra-se reduzida 

em células da linhagem de melanoma humano A375 e que sua atividade 

antiproliferativa nestas células envolve a inibição da via JNK/c-Jun. 

Em contrapartida, evidências apontam para o papel antitumoral da JNK, 

tornando esta proteína um alvo atrativo para o tratamento do câncer (Abdelrahman et 
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al., 2021). Em células de carcinoma ovariano, a ativação da morte celular dependente 

de autofagia pode ser induzida por modulação positiva da JNK (Dou et al., 2019).  

Em adição, o tratamento de células tumorais com produtos naturais tem 

induzido morte celular por indução da atividade de JNK dependente de estresse 

oxidativo. Como observado no estudo realizado por Wang e colaboradores (2019), o 

composto nomeado de WZ35, um derivado da curcumina, uma substância polifenólica 

isolada da Curcuma longa (Zingiberaceae), exerceu significativo efeito antitumoral 

frente linhagem de células de câncer de mama (MDA-MB-231) por aumento da 

produção de ROS e ativação da JNK. Já o tratamento de células da linhagem de 

câncer colorretal Caco-2 com ginsenosídeo Rh4, uma saponina isolada da Panax 

notoginseng (Araliaceae), induziu estresse oxidativo e consequente morte celular 

apoptótica e autofágica dependente da ativação de JNK e p53, em trabalho publicado 

por Wu e colaboradores (2018).  

A apoptose de células tumorais também tem sido induzida por ativação de JNK 

por produtos sintéticos. O tratamento de células das linhagens de osteosarcoma 143B 

e U2OS com metformina induziu o aumento da produção de ROS e ativação da JNK, 

causando a morte destas células (Li et al., 2020b). Ainda, a exposição de células das 

linhagens SCC12 e SCC13 (carcinoma escamoso de pele) à pitavastatina induziu 

apoptose por ativação de JNK (KIM et al., 2023). Por fim, Kang e colaboradores (2023) 

observaram indução de apoptose por ativação da via JNK/p53 em células da linhagem 

de câncer colorretal HCT-116 após exposição ao composto codificado como 

MHY2251, um análogo da 2,3-dihidroquinazolin-4-ona. 

 
2.6.3 Via de sinalização intracelular das Proteínas Cinases Ativadas por 

Mitógenos p38 (p38 MAPK) e o câncer 

 
A p38 MAPK é descrita sob quatro isoformas, p38α, p38β, p38γ e p38δ (Ma; 

Nicolet, 2023), expressas de forma ubíqua, mas com diferentes níveis de expressão 

em vários tecidos (Phan et al., 2023). De forma semelhante ao observado na via de 

sinalização da JNK, a ativação dessas proteínas é dependente principalmente de 

estímulos extracelulares relacionados ao estresse (Martínez-Limón et al., 2020).  

Ainda, assim como na via da JNK, os estímulos extracelulares, como fatores 

de crescimento e estresse oxidativo, podem ativar, por exemplo, ASK1/2 e MEKK1-4. 

Estas cinases fosforilam e ativam as Proteínas Cinases da Proteína Cinase Ativada 
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por Mitógenos 3, 4 e 6 (MKK3, MKK4, MKK6, respectivamente). As MKK3, MKK4 e 

MKK6 ativam a p38 MAPK que pode modular outras proteínas cinases, como a 

Proteína Cinase Ativada por Proteína Cinase Ativada por Mitógeno 3 (MK3) ou fatores 

de transcrição, como o transdutor de sinal e ativador de transcrição 1 (STAT1) (Pua 

et al., 2021) (Figura 8). A regulação desta via é realizada por fosfatases como DUSP1, 

DUSP10 e DUSP16 (Chen; Chuang; Tan, 2019), e sua desregulação encontra-se 

envolvida em diversas doenças (Canovas; Nebreda, 2021).  

No câncer, tem sido observado que a via p38 MAPK está associada à 

tumorigênese de carcinoma nasofaríngeo por modulação da proliferação celular, 

inflamação, angiogênese e metástase (Pua et al., 2022). Em células de melanoma 

BRAF mutantes (A375 e SK-MEL-28), a ativação da p38 MAPK encontra-se associada 

à regulação negativa de bombas de Ca2+ da membrana plasmática do subtipo 4b 

(PMCA4b), um supressor de metástase (Naffa et al., 2020). 

Em seu trabalho de revisão, Phan e colaboradores (2023) reuniram 

informações acerca do envolvimento da p38 MAPK com os tumores gastrointestinais. 

No câncer de esôfago, a maior expressão de p38 MAPK está associada a pior 

prognóstico, sendo observada correlação significativa entre os níveis de p38γ MAPK 

e o surgimento de metástases. No câncer gástrico, o tratamento de células das 

linhagens de câncer gástrico humano AGS, HGC-27 e GES-1 com interferon-γ (IFN-

γ) evidenciou regulação negativa da p38γ MAPK e consequente inibição da 

proliferação celular. Tanto no adenocarcinoma pancreático quanto no carcinoma 

hepatocelular, a superexpressão de p38γ MAPK está associada a menor sobrevida e, 

ainda, a análise de tecidos de carcinoma hepatocelular humano mostrou a 

superexpressão da isoforma p38γ MAPK, em comparação aos tecidos hepáticos 

sadios. 

Além disso, Wada e colaboradores (2017) ao utilizar um modelo de carcinoma 

mamário metastático murino, observaram que os animais desenvolveram metástase 

pulmonar e que camundongos geneticamente modificados para não expressarem a 

proteína p38δ MAPK (p38δ-/-) apresentaram atraso na formação do tumor primário e 

redução da metástase. Em adição, o knockdown de p38δ em células da linhagem de 

carcinoma mamário humano MCF-7 e MDA-MB-231 induziu redução da proliferação 

celular, aumento da adesão celular à matriz extracelular e redução do desprendimento 

celular. 
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Figura 8. Cascata de sinalização das Proteínas Cinases Ativadas por Mitógenos p38 (p38 MAPK) 

 

 

Diversos estímulos como o fator de necrose tumoral α (TNF-α) ativam a via da proteína cinase ativada 
por mitógenos p38 (p38 MAPK) que é expressa sob quatro isoformas: p38α, p38β, p38γ e p38δ. Nesta 
via de sinalização intracelular, as proteínas ASK1/2, TAK1, MLK2/3, MEKK1-4, DLK e TAO1/2 (MAPK 
cinase cinases - MAPKKKs) fosforilam e ativam as proteínas MAPK cinases MKK3, MKK4 e MKK6 que, 
por sua vez, fosforilam e ativam as proteínas p38α/β/γ/δ. Quando se encontram ativadas, as p38α/β/γ/δ 
fosforilam diversos fatores de transcrição como ATF2 ou outras proteínas cinases, a exemplo da 
MSK1/2 que, por sua vez, fosforilam alvos como a proteína STAT1. A ativação da via da p38 MAPK 
pode induzir inflamação, diferenciação celular, proliferação celular, senescência celular ou apoptose. 
Legenda: ASK1/2: cinases reguladoras de apoptose 1 e 2; TAK1: cinase 1 ativada pelo fator de 
crescimento transformante-β; MLK2/3: cinases de linhagem 2 e 3; MEKK1-4: cinases ativadoras da 
MAP cinase 1-4; DLK: cinase com duplo zíper de leucina; TAOK1/2: cinase TAO 1 e 2; MK2: proteína 
cinase ativada por proteína cinase ativada por mitógeno 2; MK3: proteína cinase ativada por proteína 
cinase ativada por mitógeno 3; PRAK: proteína cinase regulada por p38; ℗: grupo fosfato. 
Fonte: Adaptado de Pua et al., 2022. 
 

 
Contudo, tem sido observado que a via de sinalização da p38 MAPK exerce um 

papel pleiotrópico no câncer (Pranteda et al., 2020). De fato, diversos fármacos 
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antineoplásicos utilizados na clínica como a oxaliplatina, a irinotecana, o 5-FU e a 

doxorrubicina induzem a ativação da p38 MAPK como um dos seus mecanismos de 

ação antitumorais (Martínez-Limón et al., 2020; Pranteda et al., 2020).  

Atualmente, diversas pesquisas têm demostrado que outros compostos 

naturais e sintéticos têm exercido efeito anticâncer por ativação dessa via de 

sinalização. Ao avaliar o efeito antitumoral da lobaplatina em células A549 

(adenocarcinoma pulmonar), Zhang e colaboradores (2019b) observaram que a 

apoptose nestas células é mediada pela indução de estresse oxidativo e ativação da 

p38 MAPK. De forma semelhante, a dioscina, triterpenoide hexacíclico, induz morte 

apoptótica após ativação de p38 MAPK dependente de ROS em células de 

osteosarcoma das linhagens U2-OS e MG63 (Zheng et al., 2023), o que também é 

observado em várias linhagens de células de carcinoma colorretal (HT116, HT29, 

HCT116-OxR e HT29-OxR) após o tratamento com echinatina, uma cumarina (Kwak 

et al., 2023). 

Em adição, a saponina esteroidal timosaponina AIII e polissacarídeos 

sulfatados derivados da microalga Synechococcus sp. exercem significativo efeito 

antitumoral por ativação da p38 MAPK frente as linhagens de células humanas de 

câncer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e colorretal (Caco-2), respectivamente 

(Zhang et al., 2021a; Srimongkol et al., 2023). 

Assim, a modulação da p38 MAPK mostra-se uma abordagem promissora para 

o tratamento do câncer. 

 

2.7 Via de sinalização intracelular da Proteína Cinase B (PKB/AKT) e o câncer 

 

A proteína PKB, também chamada de AKT, é uma serina/treonina cinase que 

exerce importantes funções na fisiologia celular como no crescimento, sobrevivência, 

proliferação e metabolismo (Yuan et al., 2023), sendo expressa sob três isoformas, 

AKT1/PKBα – expressa de forma ubíqua, AKT2/PKBβ – expressa em órgãos 

responsivos à insulina, e AKT3/PKBγ – expressa principalmente no cérebro e 

testículos (Abdullah et al., 2021; Zhao et al., 2023a).  

 A ativação da PKB/AKT está associada a diversos estímulos incluindo fatores 

de crescimento, citocinas, hormônios e estresses (Hua et al., 2021) que podem ativar 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs) ou RTKs. A modulação desses 
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receptores culmina em ativação da fosfoinositídeo 3 cinase (PI3K) que fosforila o 

fosfolipídeo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) produzindo o 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (Van Huizen; Mcinerney, 2020) (Figura 9).  

O PIP3 associa-se a PKB/AKT, por meio do seu domínio de homologia à 

pleckstrina (domínio PH) localizado na extremidade N-terminal, induzindo mudança 

conformacional na estrutura proteica o que permite a interação da PKB/AKT com a 

proteína cinase dependente de fosfoinositídeo-1 (PDK1), também recrutada à 

membrana plasmática. A PDK1, por sua vez, fosforila o aminoácido Tre308 na 

PKB/AKT. Em adição, o complexo 2 do alvo da rapamicina em mamíferos (mTORC2) 

fosforila AKT em Ser473. A partir de então, a PKB/AKT ativada transloca-se ao 

citoplasma e ao núcleo fosforilando diversos alvos (Powis et al., 2023) como proteínas 

envolvidas na sobrevivência celular, no metabolismo e na progressão do ciclo celular 

(Revathidevi; Munirajan, 2019). A regulação da atividade da PKB/AKT é exercida pela 

ação da proteína PTEN (homólogo de fosfatase e tensina) que remove um fosfato de 

PIP3, convertendo-o ao PIP2 (Luo et al., 2023) (Figura 9). 

Várias doenças estão associadas à desregulação dessa via de sinalização, 

como diabetes e distúrbios cardiovasculares e neurológicos (Kumar et al., 2023). No 

câncer, a superexpressão e/ou a ativação aberrante de proteínas desta via estão 

associados ao desenvolvimento de diversos tumores malignos como os carcinomas 

mamário – por hiperativação da PI3K (Miricescu et al., 2020), prostático – por 

deleção/mutação do gene PTEN (Shorning et al., 2020) e ovariano – por mutação de 

AKT1 (Ediriweera et al., 2019), e em melanomas cuja ativação constitutiva de AKT 

encontra-se presente em aproximadamente 70% destes tumores (Dong et al., 2014; 

Ma et al., 2020). 

Em seu trabalho, Lee e colaboradores (2021) observaram que o silenciamento 

da proteína DJ-1, conhecida como uma reguladora negativa de PTEN, em células de 

melanoma humano G361, induziu apoptose e suprimiu a sobrevivência e migração 

celular, o que foi acompanhado de inibição da fosforilação da PKB/AKT. 

Em seu trabalho, Li e colaboradores (2019) observaram que o silenciamento 

do gene FGFR3, que codifica o receptor 3 do fator de crescimento de fibroblastos 

(FGFR3), em células A357 (melanoma humano), diminuiu os níveis de fosforilação de 

PKB/AKT. Esse achado mostra-se importante pois também foi observada redução da 

capacidade de formação de colônias e do percentual de proliferação destas células, 
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além de aumento significativo da taxa de apoptose e redução significativa da 

capacidade de invasão e migração celular, com aumento da expressão da E-caderina 

e diminuição da expressão da N-caderina e da vimentina.  

 
Figura 9. Via de sinalização intracelular da Proteína Cinase B (PKB/AKT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
A ativação de receptores acoplados à proteína G (GPCRs) ou tirosina cinase (RTKs) ativa a 
fosfoinositídeo 3 cinase (PI3K), constituída pelas subunidades p85 e p110. Quando ativa, a PI3K 
fosforila o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) convertendo-o ao fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). 
O PIP3 liga-se a serina/treonina cinase PKB/AKT favorecendo a sua fosforilação e ativação pela 
proteína cinase dependente de fosfoinositídeo-1 (PDK1) e pelo complexo 2 do alvo da rapamicina em 
mamíferos (mTORC2). A PKB/AKT, agora ativa, migra para o citoplasma e núcleo e fosforila diversos 
alvos envolvidos com processos celulares como crescimento e sobrevivência celulares, angiogênese, 
migração e metástase. Dentre estes alvos incluem-se as proteínas relacionadas à apoptose BAD e 
BIM. A regulação desta via de sinalização dá-se graças a ação da proteína PTEN (homólogo de 
fosfatase e tensina), uma fosfatase que atua sobre o PIP3, gerando PIP2. 
Legenda: TSC2: complexo de esclerose tuberosa 2; GSK3β: glicogênio sintase cinase-3 beta; p21: 
proteína 1A inibidora da cinase dependente de ciclina; p27: proteína 1B inibidora da cinase dependente 
de ciclina; RAF: , FOXO: proteína forkhead box O1; IKK-α: IkB cinase alfa; MDM2: homólogo duplo 
minuto 2 de camundongo; TERT: transcriptase reversa da telomerase; mTORC1: complexo 1 do alvo 
da rapamicina em mamíferos; ℗: grupo fosfato. 
Fonte: Modificado de Vidal et al., 2022 
 

 Ao analisar os níveis de expressão da proteína 44 contendo motivos tripartidos 

(TRIM44) em amostras clínicas de melanoma, Wei e colaboradores (2019) 
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observaram superexpressão desta proteína nestes tecidos, em comparação as 

amostras teciduais paratumorais. Em experimentos in vitro, utilizando as linhagens de 

melanoma humano A2058 e A375, esses autores evidenciaram que os altos níveis de 

TRIM44 aumentaram os níveis da proteína PKB/AKT fosforilada e que a inibição 

específica de PKB/AKT inibiu a progressão tumoral induzida por TRIM44. Neste 

modelo experimental, a superexpressão de TRIM44 estimulou invasão e migração 

celulares, resistência à apoptose e proliferação celular. Em adição, em modelo de 

xenoenxerto em camundongos BALB/c, observou-se o envolvimento da TRIM44 com 

a capacidade tumoral de indução de metástase pulmonar.  

Em contrapartida, dados do trabalho realizado por Sun e colaboradores (2019) 

evidenciaram o envolvimento da ativação da via PI3K/AKT ao efeito antitumoral em 

modelos de câncer de fígado. Nessa pesquisa, o tratamento de células de carcinoma 

hepatocelular (HepG2 e Bel-7402) e de camundongos BALB/c inoculados com células 

HepG2 com aloína ou metformina, bem como a combinação destas moléculas, induziu 

efeito antitumoral por inibir o crescimento e invasão celulares e indução de apoptose 

e autofagia por meio da ativação da via PI3K/AKT/mTOR. 

Diante do exposto, a proteína PKB/AKT tem sido considerada um alvo atraente 

para a pesquisa e desenvolvimento de drogas antitumorais e muitos esforços estão 

sendo realizados para identificar moduladores dessa via de sinalização celular. 

 
2.8 Via de sinalização intracelular do Fator Nuclear kappa B (NF-κB) e o câncer 

 
 A família do NF-κB constitui um grupo de cinco fatores de transcrição que 

formam homo ou heterodímeros: c-Rel, RelA (p65), RelB, NF-κB1 (p105/p50) e NF-

κB2 (p100/p52) (Han et al., 2023), todos com domínio de homologia Rel (RHD) de 

ligação ao DNA (Mussbacher et al., 2023). Nas células em repouso, o NF-κB encontra-

se no citoplasma ligado ao inibidor de kappa B (IkB), expresso sob as isoformas IκBα, 

IκBβ ou IκBε (Cheng et al., 2023), que mascara a sua sequência de ligação ao DNA 

(Liu; Zhong; Karin, 2022).  

Atualmente, são descritas duas vias de sinalização do NF-κB, a canônica ou 

clássica e a não-canônica ou alternativa. A via canônica, associada a processos como 

resposta imune, inflamação, crescimento e sobrevivência celulares (Hoorzad et al., 

2023), é desencadeada por diversos estímulos como pela ativação dos receptores do 

fator de necrose tumoral α (TNFR), dos receptores de interleucina-1 (IL-1R) e dos 
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receptores Toll-like (TLR) (Shih; Wang; Yang, 2015; Kim et al., 2022). Os receptores 

ativados induzem o recrutamento de proteínas acessórias o que acarreta a 

autofosforilação da cinase 1 ativada por fator de crescimento transformante β (TAK1) 

(Aashaq; Batool; Andrabi, 2019) que fosforila e ativa o complexo IκB cinase (IKK) (Xu; 

Lei, 2021), formado pelas subunidades IKKα, IKKβ e modulador essencial de NF-κB 

(NEMO/IKKγ) (Cheng et al., 2023). O complexo IKK ativo fosforila o IκB que sofre 

ubiquitinação e degradação por proteassomas (Hoorzad et al., 2023), liberando assim 

o NF-κB que transloca-se ao núcleo para a transcrição de vários genes alvo (Xu; Lei, 

2021) (Figura 10). O gene que codifica o IκB é alvo para o NF-κB. Ao ser sintetizado, 

o IkB transloca-se ao núcleo e se liga ao NF-kB deslocando-o do DNA e, 

consequentemente, redirecionando-o ao citosol (Mussbacher et al., 2023). 

A via não-canônica está relacionada à resposta imune e as doenças 

inflamatórias (Zhao et al., 2023b) e ocorre quando há a ativação de receptores 

incluindo o cluster de diferenciação 40 (CD40), o receptor da linfotoxina-β (LTβR) e o 

ativador do receptor do NF-κB (RANK) que induzem a ativação da proteína indutora 

de NF-κB (NIK) (Grondona et al., 2018). Nas células em repouso, NIK é 

constantemente degradada por ubiquitinação, mediada pelo complexo formado por 

TRAF2, TRAF3, cIAP1 e cIAP2. Em células estimuladas, o complexo 

TRAF2/TRAF3/cIAP1/cIAP2 sofre desestabilização, o que inibe a degradação da NIK. 

Assim, a NIK fosforila e ativa a IKKα que, por sua vez, fosforila o heterodímero 

p100/RelB e induz a clivagem proteolítica do precursor p100 gerando a p52 que, na 

forma de dímero com a RelB, atuará na transcrição de genes alvo (Zhang et al., 2019b) 

(Figura 10). 

Quando desreguladas, as vias de sinalização do NF-κB podem originar 

inflamação crônica, doença autoimune e câncer (Zhang et al., 2021b). Atualmente, 

tem sido observado que há um elo entre inflamação e o câncer (Hanahan, 2022). No 

câncer, a via de sinalização NF-κB contribui para a progressão tumoral ao ativar a 

transcrição de diversos genes envolvidos  na proliferação celular, inibição da 

apoptose, invasão, metástase e angiogênese (Deka; Li, 2023). 

No mieloma múltiplo diversas alterações genéticas, relacionadas a 

componentes de ambas as vias de sinalização do NF-κB, têm sido observadas e entre 

estas incluem-se amplificações de NFKB1, mutações de ganho de função e 

amplificações de genes que codificam LTβR, CD40 e NIK, e inativação ou deleção 
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mutacional de genes que codificam reguladores negativos da via não-canônica, como 

TRAF2, TRAF3, cIAP1 e cIAP2 (Roy; Sarkar; Basak, 2018). 

 

Figura 10. Vias de sinalização intracelulares canônica (clássica) e não-canônica (alternativa) do Fator 

Nuclear kappa B (NF-κB) 

 

 

São descritas duas vias de sinalização intracelulares do fator nuclear kappa B (NF-κB): a via canônica 

(clássica) e a não-canônica (alternativa). Na via canônica, a ativação de receptores de membrana 

celular, como o receptor de células T (TCR), induz a fosforilação e ativação do complexo IkB cinase 

(IKK – NEMO, IKKα e IKKβ). Este, por sua vez, fosforila o inibidor de kappa B (IkB – IκB, p105/p50 e 

RelA) que sofre ubiquitinação e degradação. O NF-κB livre (p50/RelA, o heterodímero mais comum 

nesta via) transloca-se ao núcleo para a indução da expressão de genes envolvidos, por exemplo, com 

proliferação celular e expressão de citocinas inflamatórias. Na via não-canônica após a ativação de 

receptores de membrana celular, tais como o receptor da linfotoxina-β (LTβR), ocorre a ativação da 

proteína indutora de NF-κB (NIK) que, por sua vez, ativa a IkB cinase α (IKKα) e esta induz a clivagem 

da subunidade p100 a p52. O dímero p52-RelB transloca-se ao núcleo para transcrição de genes alvo 

envolvidos com organogênese, homeostase tecidual ou inflamação crônica. 

Legenda: BCR: receptor de células B; TLR: receptores Toll-like; Ub: ubiquitina; ℗: grupo fosfato. 

Fonte: Modificado de Zhang et al., 2019b 

 

A análise de tecidos de tumores colorretais e de tecidos subjacentes sadios por 

PCR-real time de 27 pacientes mostrou uma expressão maior do NF-κB/RelA nos 

tecidos doentes, evidenciando o envolvimento desta via de sinalização na 

tumorigênese do câncer colorretal (Negi et al., 2018). 
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No melanoma, foi observado que a pentraxina 3 longa derivada de células 

cancerígenas (PTX3), uma glicoproteína inflamatória de fase aguda secretada por 

células de melanoma invasivo, promove a migração e invasão celulares através de 

via de sinalização NF-κB dependente do receptor Toll-like 4 (TLR4) (Rathore et al., 

2019). Em adição, em estudo in vivo, Stansel, Wickline e Pan (2020) investigaram o 

efeito do tratamento com nanopartículas de siRNA p5RHH-p65, para silenciamento 

do NF-κB, na metástase pulmonar de melanoma. Para isto, estes autores injetaram 

células de melanoma murinas da linhagem B16-F10 em camundongos e 

administraram as nanopartículas por três dias. Como resultado, estes autores 

observaram redução significativa na metástase pulmonar, em comparação ao grupo 

controle não tratado.  

Apesar do efeito pró-tumoral da via NF-κB ser bem relatada, tem sido reportado 

que a citotoxicidade de fármacos antitumorais é dependente da ativação desta via. A 

doxorrubicina e seus análogos estruturais, WP631 e WP744, induzem apoptose por 

ativação da via NF-κB pela degradação do IκBα em células tumorais das linhagens 

KBM-5 (leucemia mieloide crônica) e Jurkat (leucemia aguda de células T) (Ashikawa 

et al., 2004). Riganti e colaboradores (2008) observaram que a ativação da via NF-κB 

pela sinvastatina potencializou a citotoxicidade da doxorrubicina em células malignas 

humanas da linhagem HT-29 (câncer de cólon). 

Ainda, o tratamento de células tumorais humanas da linhagem de câncer de 

próstata DU145 com o ácido 6-[3-(1-adamantil)-4-hidroxifenil]-2-naftaleno carboxílico 

induziu a ativação da via NF-κB, por diminuição do IκBα, e consequente apoptose 

induzida pelo aumento da expressão do receptor de morte 4 (DR4) (Jin et al., 2005). 

 Assim, a via NF-κB mostra-se um alvo favorável para o desenvolvimento de 

novas alternativas terapêuticas para o tratamento do câncer. 

 
2.9 Conyza bonariensis (L.) Cronquist e o seu potencial farmacológico  

 
A natureza é uma importante fonte de moléculas bioativas (Wilson et al., 2020). 

Há muitos séculos, os produtos naturais têm sido utilizados pelas suas propriedades 

terapêuticas. Atualmente, os efeitos biológicos dos produtos de origem natural e/ou 

dos seus compostos bioativos têm sido intensamente investigados para potencial 

tratamento de diversas doenças como as cardiovasculares, o diabetes, as doenças 

neurodegenerativas e o câncer (Sairazi; Sirajudeen, 2020).  
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Na farmacoterapia do câncer, sabe-se que aproximadamente 60% dos 

fármacos disponíveis clinicamente são produtos naturais ou seus derivados (Rayan; 

Raiyn; Falah, 2017), a exemplo da doxorrubicina, isolada de Streptomyces peucetius 

var. Caesius (Rawat et al., 2021), e da vincristina encontrada em Catharanthus roseus 

(L.) (Das et al., 2020). Assim, diversos estudos têm sido realizados para investigar o 

potencial antitumoral de produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, tais 

como extratos (Afshin et al., 2022; Carrasco et al., 2023) e óleos essenciais (An, 2023; 

Cappelli et al., 2023; Ghavam et al., 2023; Marques et al., 2023). 

Nesse contexto, destaca-se a família Asteraceae que compreende 1.600 

gêneros e 2.500 espécies de plantas distribuídas pelo mundo. Membros desta família 

apresentam diversas propriedades farmacológicas, tais como antioxidante, anti-

inflamatória,  antimicrobiana e hepatoprotetora (Rolnik; Olas, 2021). Nessa família 

encontra-se o gênero Conyza que engloba mais de 50 espécies que produzem 

significativa variedade de metabólitos secundários como alcaloides, terpenoides, 

esteroides, compostos fenólicos, flavonoides e taninos (Opiyo; Njoroge; Kuria, 2023). 

Entre as espécies deste gênero, encontra-se Conyza bonariensis (L.) Cronquist, uma 

planta invasora nativa da América do Sul (Adande et al., 2023). 

Conyza bonariensis, popularmente conhecida no Brasil como acatóia, buva, 

capetiçoba, capiçoba, catiçoba, enxota, erva-lanceta, margaridinha-do-campo, rabo-

de-foguete, rabo-de-raposa, salpeixinho ou voadeira, é uma planta herbácea, que 

atinge até dois metros de altura. Suas folhas apresentam-se alternas, sésseis, 

oblanceoladas ou lanceoladas, com 6 a 12 cm de comprimento, 1,5 a 2,5 cm de 

largura e margens não dentadas, e as flores apresentam capítulos isolados, 

pedicelados (Lazaroto; Fleck; Vidal, 2008) (Figura 11).   

Essa planta possui ciclo de vida anual (Terra; Ferreira, 2020) e ampla 

distribuição pelas regiões tropicais e temperadas quentes de todo o mundo (Bastida 

et al., 2021), infestando tanto a zona rural, como em campos de cultivo de milho e soja 

(Terra; Ferreira, 2020) e em vinhedos (Cabrera-Perez; Royo-Esnal; Recasens, 2022), 

quanto as áreas urbanas (Terra; Viera, 2019). O comportamento invasivo dessa 

espécie tem sido atribuído à sua alta fecundidade adquirida pela capacidade de 

dispersão das suas sementes à longas distâncias (Zambrano-Navea; Bastida; 

Gonzalez-Andujar, 2016). 
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Diversos compostos têm sido identificados nessa espécie incluindo limoneno, 

(E)-cariofileno, (E)-β-farneseno, germacreno D, biciclogermacreno, espatulenol, trans-

α-bergamoteno, éster metílico de matricária, β-copaen-4α-ol, carvacrol, α-curcumeno 

óxido de cariofileno, neofitadieno, acetato de 2-heptil 2,6,7,7a-tetrahidro-1,5-dimetil-

1H-indeno-3-carboxaldeído (Hoi et al., 2020), quercetina, ácido gálico, ácido p-

cumarínico e ácido cinâmico (Saleem et al., 2021). 

 
Figura 11. Partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) 

 

 
Conyza bonariensis (L.) Cronquist cultivada no Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa 
em Fármacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), João Pessoa, Paraíba, 
Brasil, julho de 2023. 
Fonte: Acervo particular do autor 

 
 
Além de ser considerada uma planta alimentícia não convencional (Terra; 

Viera, 2019), Conyza bonariensis é popularmente utilizada por suas diversas ações 

terapêuticas que incluem efeito anti-helmíntico, diurético, vermífugo, antidiarreico e  

antisséptico em feridas (Qasem, 2015).  

Em adição, diversos estudos reportam os efeitos biológicos de Conyza 

bonariensis como atividade antibacteriana (Thabit et al., 2015; Musembei; Jepkorir 

Joyce, 2017; Paula et al., 2018), antifúngica (Mussin et al., 2017; Girma; Jiru, 2021; 

Lundgren et al., 2021), hepatoprotetora (Saleem et al., 2014), antienvelhecimento 

(Elgamal et al., 2021), anti-inflamatória (Santana et al., 2011; Espinoza et al., 2021), 
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hipoglicêmica (Saleem et al., 2021), antiamnésica (Saikia et al., 2022) e antitumoral 

(Araújo et al., 2013; Elgamal et al., 2021; Saleem et al., 2022).   

Diversos óleos essenciais e compostos isolados destes produtos naturais têm 

sido investigados quanto o seu potencial antitumoral (Sharifi-Rad et al., 2022). Os 

óleos essenciais são líquidos oleosos aromáticos obtidos de muitas partes das 

plantas, como flores, sementes, folhas, galhos e raízes. Óleos essenciais são 

compostos por numerosos constituintes voláteis, como sesquiterpenos, 

monoterpenos, aldeídos, álcoois, ésteres e cetonas. A vantagem específica dos óleos 

essenciais parece estar nos efeitos sinérgicos de seus componentes, em comparação 

aos efeitos individuais dessas moléculas (Baptista-Silva et al., 2020). 

A espécie Conyza bonariensis é rica em óleos essenciais encontrados em toda 

a planta (Adande et al., 2023) e que, de forma geral, apresentam em sua composição 

química principalmente limoneno e β-farneseno (Opiyo; Njoroge; Kuria, 2023). 

Atualmente, diversas pesquisas têm sido realizadas para investigar as 

propriedades farmacológicas dos óleos essenciais de Conyza bonariensis. Quanto ao 

efeito antitumoral, o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis coletada 

em Mérida, Venezuela, em 2006, cujo principal componente isolado foi o trans-β-

farneseno (37,8%), revelou significativa citotoxicidade frente as linhagens tumorais 

humanas HeLa (carcinoma cervical), A-459 (carcinoma de pulmão) e MCF-7 

(adenocarcinoma mamário) com valores de concentração inibitória média (CI50) entre 

1,4 a 45,8 µg/mL (Araújo et al., 2013). Já o óleo essencial das partes aéreas de 

Conyza bonariensis coletada em 2019 entre o Cairo e Alexandria, Egito, apresentou 

como componente majoritário o trans-α-farneseno (25,03%), mostrando efeito 

antitumoral contra a linhagem de células tumorais humanas HepG2 (carcinoma 

hepatocelular) (CI50: 25,6 µg/mL), mas sem efeitos citotóxicos significativos contra as 

linhagens A-459 e MCF-7 (Elgamal et al., 2021).   

Apesar de serem plantas da mesma espécie, dados da literatura mostram que 

diferenças significativas na composição química dos óleos essenciais podem ser 

observadas a depender de fatores como sazonalidade (Prado et al., 2022), o local de 

cultivo, os métodos de extração, o ciclo de crescimento e o tempo e tecnologia de 

secagem do óleo essencial (Ni et al., 2021), e que isto afeta as propriedades biológicas 

desses derivados vegetais (Chamali et al., 2022). 
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Nessa perspectiva, para óleos essenciais das partes aéreas de Conyza 

bonariensis, estudos realizados em vários países mostraram diferentes componentes 

majoritários, como o limoneno (Amaral et al., 2018), o 1H-indeno-3-

carboxaldeído,2,6,7,7a-tetrahidro-1,5-dimetil (Musembei; Kiplimo, 2017) e o allo-

aromadendreno (Hoi et al., 2020).  

Assim, sabendo que mudanças no perfil químico dos óleos essenciais afetam 

diretamente as suas atividades biológicas (Hanif et al., 2017) e considerando a 

necessidade de obtenção de novas alternativas terapêuticas para o tratamento do 

câncer, o presente trabalho propôs a caracterização do óleo essencial das partes 

aéreas de Conyza bonariensis (OECB) cultivada no Horto de Plantas Medicinais do 

Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB), em João Pessoa, Paraíba, Brasil, e coletada em setembro 

de 2019, bem como a avaliação da sua citotoxicidade em linhagens de células 

tumorais e não tumorais humanas, e avaliação da sua toxicidade em modelos humano 

e de peixe-zebra. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 

• Obter e caracterizar quimicamente o óleo essencial das partes aéreas de 

Conyza bonariensis (L.) Cronquist (OECB), e investigar sua atividade 

antitumoral in vitro e sua toxicidade. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Obter o OECB e identificar e quantificar os seus componentes químicos; 

• Avaliar a citotoxicidade do OECB em diferentes linhagens de células tumorais 

humanas (SK-MEL-28, HeLa, HCT-116, HL-60 e K562); 

• Avaliar a citotoxicidade do OECB em linhagem de células sadias de pele 

humana HaCaT (queratinócitos) e em células mononucleares de sangue 

periférico (PBMCs) humanas; 

• Determinar o índice de seletividade (IS) do OECB; 

• Investigar o efeito do OECB sobre a progressão do ciclo celular em células SK-

MEL-28; 

• Avaliar o tipo de morte induzido pelo OECB (apoptose ou necrose) em células 

SK-MEL-28; 

• Investigar o efeito do OECB sobre o estado redox celular em células SK-MEL-

28; 

• Determinar os valores de energia de ligação e os encaixes 2D e 3D entre o 

composto majoritário do OECB e as estruturas cristalográficas das Proteínas 

Cinases Ativadas por Mitógenos (MAPKs), da Proteína Cinase B (PKB/AKT) e 

do Fator Nuclear kappa B (NF-кB); 

• Avaliar o efeito do OECB sobre a modulação das MAPKs, da PKB/AKT e do 

NF-кB em células SK-MEL-28; 

• Investigar a toxicidade aguda do OECB em embriões e larvas de peixe-zebra; 

• Determinar o efeito do OECB sobre a atividade de enzimas relacionadas ao 

estresse oxidativo em larvas de peixe-zebra. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Local da pesquisa 

 
A obtenção e caracterização do óleo essencial das partes aéreas de Conyza 

bonariensis (L.) Cronquist (OECB) foram realizadas no Laboratório Multiusuário de 

Caracterização e Análises (LMCA) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) em 

colaboração com o prof. Dr. Josean Fechine Tavares e o Dr. Yuri Mangueira do 

Nascimento. O OECB foi armazenado em frasco de cor âmbar, mantido sob 

refrigeração e vedação do frasco para evitar perda da amostra por volatilização. 

A avaliação da atividade antitumoral in vitro do OECB foi realizada no 

Laboratório de OncoFarmacologia (OncoFar), localizado no Instituto de Pesquisa em 

Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) pertencente ao Centro de Ciências da Saúde 

(CCS) da UFPB, e no Laboratório de Biofotônica do Centro de Biotecnologia da UFPB 

(CBiotec/UFPB). 

O docking molecular foi realizado no Laboratório de Quimioinformática 

localizado no IPeFarM/UFPB em colaboração com a profa. Dra. Luciana Scotti, prof. 

Dr. Marcus Tullius Scotti e a Me. Natália Ferreira de Sousa. 

A avaliação da toxicidade do OECB em peixe-zebra, foi realizada no 

Laboratório de Avaliação de Risco de Novas Tecnologias (LabRisco) localizado no 

Departamento de Biologia Molecular (DBM) do Centro de Ciências Exatas e da 

Natureza (CCEN) da UFPB, em colaboração com o prof. Dr. Davi Felipe Farias. 

 
4.2 Material  

4.2.1 Substâncias e reagentes 

 
Foram utilizadas as seguintes substâncias: azul de tripan (Sigma-Aldrich®, St. 

Louis, Missouri, EUA), solução fosfato tamponada (PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

Missouri, EUA), dimetilsulfóxido (DMSO) (Dinâmica®, Indaiatuba, São Paulo, Brasil), 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St. 

Louis, Missouri, EUA), meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-

Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) 

(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazinoetanossulfônico (HEPES) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), L-

glutamina (Nutricell®, Campinas, São Paulo, Brasil), soro fetal bovino (SBF) (GIBCO®, 
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Grand Island, New York, EUA), solução estabilizada de penicilina (100 UI/mL) - 

estreptomicina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), dodecil sulfato 

de sódio (SDS) (Êxodo Científica®, Sumaré, São Paulo, Brasil), Histopaque®-1077 

(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), doxorrubicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

Missouri, EUA), diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) (Sigma-

Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), N-acetilcisteína (NAC) (GIBCO®, Grand Island, 

New York, EUA), peróxido de hidrogênio (H2O2) (GIBCO®, Grand Island, New York, 

EUA), iodeto de propídeo (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA), anexina V-

FITC (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA), RNAse (Sigma-Aldrich®, St. 

Louis, Missouri, EUA), cloreto de sódio (NaCℓ) (GIBCO®, Grand Island, New York, 

EUA), cloreto de potássio (KCℓ) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), cloreto de 

cálcio (CaCℓ2) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato de magnésio (MgSO4) 

(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato de sódio (Na2SO4) (GIBCO®, Grand 

Island, New York, EUA), azul de metileno (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), 

hexano (Biograde®, Anápolis, Goiás, Brasil), fitohemaglutinina (GIBCO®, Grand Island, 

New York, EUA), tripsina 0,25% com ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 

(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA). A ração para o peixe-zebra foi adquirida da 

Tetra® (Niedersachsen, Melle, Alemanha).  

As drogas e as soluções reagentes foram preparadas imediatamente antes do 

uso. 

 
4.2.2 Equipamentos  

 
Foram utilizados os seguintes equipamentos: centrífuga Rotina 380R (Hettich®, 

North Rhine-Westphalia, Alemanha), microscópio invertido Nikon eclipse TS100 

(Olympus®, Tóquio, Japão), balança analítica eletrônica SHI-AUW220D (Shimadzu®, 

São Paulo, Brasil), cabina de fluxo de ar laminar vertical Aeolus V (Telstar®, São Paulo, 

Brasil), incubadora de CO2 MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japão), leitor de 

multidetecção Synergy HT (BioTek®, Vermont, EUA), autoclave vertical linha CS-A 

(Prismatec®, São Paulo, Brasil), estufa de secagem (DeLeo® equipamentos 

laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil), citômetro de fluxo FacsCanto II (Becton 

Dickinson®, New Jersey, EUA), estereomicroscópio Televal 31 (Zeiss®, Baden-

Württemberg, Alemanha), câmera fotográfica OverShot A2500 (Canon®, São Paulo, 

Brasil), microscópio confocal de varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha), banho-
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maria AQUAline (LAUDA®, São Paulo, Brasil), geladeira DFN49 (Eletrolux®, Paraná, 

Brasil),
 agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Württemberg, Alemanha), aparelho tipo 

Clevenger M480 (Marconi®, São Paulo, Brasil) e espectrômetro de massas QP-2010 

Ultra Quadrupole (Shimadzu®, Quioto, Japão). 

 
4.2.3 Material botânico  

 
Ramos e folhas (1 kg) de Conyza bonariensis (L.) Cronquist foram coletados 

no Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Fármacos e 

Medicamentos da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), João Pessoa, Paraíba, 

Brasil (S 7°08 '30.0" – O 34°50'46.7") em setembro de 2019. Uma exsicata de Conyza 

bonariensis foi identificada pela Profa. Dra. Maria de Fátima Agra e depositada no 

Herbário Lauro Pires Xavier-JPB da UFPB, sob o número JPB 26391 (número de 

registro SISGEN ABB39C8). 

 
4.2.4 Linhagens celulares tumorais e não tumoral humanas 

 
Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as linhagens celulares: SK-

MEL-28 (melanoma humano), HeLa (câncer cervical humano), HCT-116 (carcinoma 

de cólon humano), HL-60 (leucemia promielocítica humana), K562 (leucemia mielóide 

crônica) e HaCat (queratinócitos humanos imortalizados) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Linhagens de células tumorais e não tumoral humanas       

Linhagensa Tipo histológico Origem Meios de culturab 

SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM 

HeLa Carcinoma cervical  Humana DMEM 

HCT-116 Carcinoma colorretal Humana RPMI 

HL-60 Leucemia promielocítica Humana RPMI 

K562 Leucemia mieloide crônica Humana RPMI 

HaCaT Queratinócito (não tumoral) Humana DMEM 

aSK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; HeLa: linhagem celular de câncer cervical humano; HCT-
116: linhagem celular de carcinoma de cólon humano; HL-60: linhagem celular de leucemia promielocítica humana; 
K562: linhagem celular leucêmica mielóide crônica; HaCat: linhagem celular de queratinócitos humanos 
imortalizados; bDMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640. 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil, 

e cultivadas nos meios Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (SK-MEL-28, 

HeLa e HaCaT) ou Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (HCT-116, HL-60 e 
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K562) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina-

estreptomicina a 37 °C, 5% de CO2. 

As células foram manipuladas em fluxo laminar e mantidas em estufa a 37 °C 

com atmosfera de CO2 a 5%. O crescimento celular foi acompanhado a cada 24 h e, 

ao atingirem 80% de confluência, foi realizado procedimento para repique celular. 

Para isso, foram adicionados 2 mL de solução de tripsina, por 5 minutos, para o 

deslocamento da monocamada das células aderentes da parede do frasco 

(procedimento realizado para todas as linhagens, exceto para HL-60 e K562, cujo 

cultivo é em suspensão). Após esse período, foi adicionado meio suplementado com 

SBF, na mesma proporção de tripsina, para interromper sua ação. As células foram 

centrifugadas a 500 × g por 5 minutos e ressuspensas em meio suplementado para a 

contagem em câmera de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada usando o corante 

azul de tripan e a concentração celular ajustada para 5 × 104 células/mL. 

 
4.2.5 Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humanas 

 
Para avaliar o efeito citotóxico de OECB em células sanguíneas humanas, foi 

realizado o teste de MTT em células de sangue periférico (PBMCs) humanas. PBMCs, 

que incluem monócitos e linfócitos (Betsou et al., 2019), podem ser obtidas por uma 

técnica de centrifugação de densidade de etapa única (Ahmad et al., 2021) como 

descrito a seguir.  As amostras de sangue foram coletadas de doadores saudáveis em 

tubos contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA). Células mononucleares de 

sangue periférico (PBMCs) humano foram isoladas após centrifugação (400 × g, 20 

°C, por 30 min) das amostras de sangue em tubos contendo Histopaque®-1077. 

Posteriormente, a interface contendo as células mononucleares foi coletada e lavada 

com PBS (400 × g, 10 min, 20 °C). Antes do tratamento com OECB ou DXR, as PBMC 

foram ressuspensas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF, 1% penicilina-

estreptomicina e 2% fitohemaglutinina, e cultivadas em placas de 96 poços (1×106 

células/mL) (100 µL por poço) a 37 ° C com 5% de CO2 por 24 h (Lisboa et al., 2020). 

O uso das células PBMC foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do 

Hospital Universitário Lauro Wanderley da UFPB, com autorização documentada pelo 

protocolo número 3.715.689 (Anexo 1). 

 
 
 



72 
 

 
 

4.3 Métodos 

 
 Os ensaios realizados para obtenção, caracterização e investigação dos efeitos 

farmacológicos e toxicológicos do OECB estão esquematizados no fluxograma 1. 

 
Fluxograma 1. Representação esquemática dos ensaios utilizados para caracterização química e 
estudo da atividade antitumoral e toxicidade do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis 
(L.) Cronquist (OECB) 
 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
4.3.1 Obtenção e caracterização do óleo essencial das partes aéreas de Conyza 

bonariensis (OECB) 

 
A extração do óleo essencial foi realizada por hidrodestilação em aparelho tipo 

Clevenger. As amostras foram trituradas e submetidas à destilação por 2 h (AGÊNCIA 
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NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2019). Após a extração, o óleo essencial foi 

seco com sulfato de sódio anidro (Na2SO4), obtendo-se (m/m) 1,3%. 

A análise por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-EM) foi 

realizada utilizando um sistema Shimadzu QP-2010 Ultra Quadrupole MS, operando 

com energia de ionização de 70 eV. A coluna capilar RTX-5MS (30 m × 0,25 mm de 

diâmetro interno, espessura de filme de 0,25 μM) foi usada com hélio como gás de 

arraste a uma vazão de 3 mL/min com divisão de 1:100. As temperaturas do injetor e 

do detector foram ajustadas para 220 °C e 280 °C, respectivamente. A temperatura 

da coluna foi programada de 40°C (isotérmica por 1 min) a 220°C, a uma taxa de 

10°C/min (permanecendo isotérmica por 2 min a 220°C). Posteriormente, a 

temperatura foi aumentada de 220°C para 280°C a uma taxa de 20°C/min e mantida 

isotérmica por 5 min a 280°C. Os íons foram escaneados em modo scan, variando de 

m/z 50 a 500. A solução amostral foi preparada em hexano na diluição de 999:1 (v/v) 

e injetada 1 μL no cromatógrafo em vazão (Split) de 1:200. 

Para calcular os índices de retenção dos compostos, nas mesmas condições 

de operação, foi injetada uma série de hidrocarbonetos (C10 a C40) (Sigma-Aldrich®). 

O índice de retenção para cada composto foi determinado com base no índice de 

similaridade acima de 89% estimado pelas bibliotecas (Nist. 08 e Wiley 9) utilizadas 

para identificação dos compostos. O índice de retenção foi calculado utilizando o 

cromatograma obtido através da equação de Van Den Dool e Kratz (1963). 

 
4.3.2 Avaliação da citotoxicidade e dos mecanismos de ação antitumorais do 

OECB 

 
Antes da realização de cada ensaio farmacológico ou toxicológico, o OECB (5 

mg) foi diluído em 250 µL de DMSO (100%) para obtenção de uma solução estoque 

a 20.000 µg/mL. A partir da solução estoque foram preparadas diluições para a 

obtenção das diferentes concentrações do OECB e posterior tratamento das células 

ou exposição do óleo aos embriões do peixe-zebra. A quantidade de DMSO por poço 

não ultrapassou a concentração de 0,5%. 
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4.3.2.1 Avaliação da citotoxicidade do OECB em linhagens de células tumorais 

e não tumoral humanas e determinação do Índice de Seletividade (IS) 

 
A citotoxicidade do OECB foi investigada em linhagens de células tumorais e 

não tumoral humanas, empregando-se o ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT). O MTT é um sal amarelo permeável às membranas celulares. 

Em células viáveis, é convertido a cristais roxos insolúveis de formazan que podem 

ser medidos espectrofotometricamente, sendo o valor da densidade óptica 

proporcional ao número de células viáveis (Duarte et al., 2022). 

Neste ensaio, as linhagens de células humanas SK-MEL-28 (melanoma), HeLa 

(câncer cervical), HCT-116 (câncer colorretal), HL-60 (leucemia promielocítica aguda), 

K562 (leucemia mielóide crônica) e HaCaT (queratinócitos) foram cultivadas em meio 

DMEM ou RPMI suplementado com 10% de SBF, 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL 

de estreptomicina a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de CO2. As células foram 

semeadas em placas de 96 poços a uma densidade de 3 × 105 células/mL (SK-MEL-

28, HeLa e HCT-116) ou 5 × 105 células/mL (HL-60 e K562) (100 µL por poço). Após 

24 h, foram adicionados 100 µL da solução de OECB (2,34-200 µg/mL) ou 

doxorrubicina (DXR) (0,31-10 µM) dissolvidos em DMSO (0,5%) (para as linhagens 

em suspensão, HL-60 e K562, o tratamento foi realizado logo após o plaqueamento 

das células). Após incubação por 24, 48 ou 72 h, as placas foram centrifugadas (500 

× g, 24 °C, 5 min) e 110 µL do sobrenadante foi descartado e a solução de MTT (5 

mg/mL) foi adicionada e incubada por mais 4 h (37 °C, 5% de CO2). O formazan 

depositado foi dissolvido com SDS (100 μL) (Mosmann, 1983) e as densidades ópticas 

foram medidas usando um leitor de microplacas em λ = 570 nm e usado para calcular 

a CI50 (concentração inibitória média). Para cada linhagem celular, foram realizados 

três experimentos em triplicata. 

O Índice de Seletividade (IS) foi determinado de acordo com a fórmula abaixo: 

 

IS = CI50 da linhagem celular não tumoral (HaCaT) 

CI50 da linhagem celular tumoral 
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4.3.2.2 Avaliação da citotoxicidade do OECB em células mononucleares de 

sangue periférico (PBMCs) humanas 

 
Antes do tratamento com o OECB ou DXR, as PBMCs foram coletas e 

cultivadas por 24 h como descrito no item 4.2.5. Decorrido esse tempo de incubação, 

as células foram expostas a 100 µL de OECB (0,15-20 µg/mL) ou DXR (0,15-5 µM), 

dissolvidos em DMSO (0,5%), e incubadas por 72 h (37 °C; 5% de CO2). Após esse 

período, as placas foram centrifugadas (500 × g, 24 °C, 5 min), 110 µL do 

sobrenadante foi descartado e 10 µL da solução de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e 

incubada por mais 4 h (37 °C, 5% de CO2). O formazan depositado foi dissolvido com 

SDS (100 μL) overnight (Mosmann, 1983) e as densidades ópticas foram medidas 

usando um leitor de microplacas em λ = 570  nm. Foram realizados três experimentos 

independentes em triplicata. 

 

4.3.2.3 Investigação dos mecanismos de ação antimelanoma in vitro do OECB 

 
Para melhor caracterizar o efeito antitumoral do OECB, foram realizados 

ensaios de investigação dos possíveis mecanismos de ação antitumorais deste óleo 

na linhagem de melanoma humano SK-MEL-28. 

 
4.3.2.3.1 Avaliação do efeito do OECB sobre a progressão do ciclo celular 

 

Para avaliar o efeito do OECB sobre a progressão do ciclo celular, células SK-

MEL-28 tiveram o DNA marcado com iodeto de propídeo (IP) e foram analisadas por 

citometria de fluxo. A intensidade de fluorescência emitida pelo IP ligado ao DNA 

permite a quantificação de DNA nas células em cada fase do ciclo celular (Jayat; 

Ratinaud, 1993). 

Para isso, as células SK-MEL-28 foram plaqueadas (2 × 105 células/mL) em 

placas de 24 poços e incubadas com o OECB nas concentrações de 20 ou 40 µg/mL 

(correspondentes a CI50 e o dobro, respectivamente) ou DXR (4 µM, correspondente 

a CI50), dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 48 h. Após este tempo de incubação, as 

células foram coletadas e centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em 

PBS, fixadas cuidadosamente com etanol 70% previamente gelado, em agitador, e 

congeladas (-20 °C) até a análise. No momento da análise, as células foram 
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recuperadas por centrifugação (400 × g, 10 min, 4 °C), lavadas em PBS e incubadas 

com RNase (0,1 mg/mL) e IP (0,05 mg/mL), no escuro (25 °C, 30 minutos). Em 

seguida, a leitura foi realizada em citômetro de fluxo, adquirindo-se 10.000 

eventos/amostra. Foi determinado o percentual de células nas diferentes fases do 

ciclo celular, bem como células subdiploides (sub-G1). Os dados foram obtidos com o 

software DIVA 6.0. Foram realizados três experimentos independentes em duplicata 

(Sousa et al., 2023). 

 
4.3.2.3.2 Investigação do tipo de morte celular induzida pelo OECB  

4.3.2.3.2.1 Marcação com anexina V-FITC e iodeto de propídeo e análise por 

citometria de fluxo 

 

Para a avaliação do tipo de morte induzida pelo OECB em células SK-MEL-28, 

foi realizado o ensaio de marcação com anexina V conjugada ao isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) e IP. Neste ensaio, as células SK-MEL-28 foram plaqueadas (2 × 

105 células/mL) em placas de 24 poços e incubadas com o OECB (20 ou 40 µg/mL, 

correspondentes a CI50 e o dobro, respectivamente) ou DXR (4 µM, correspondente a 

CI50), dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 48 h. Após este tempo, as células foram 

coletadas e centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em tampão de 

ligação. Em seguida, as células foram marcadas com anexina V-FITC e incubadas a 

temperatura ambiente por 10 minutos, no escuro. Decorrido este tempo de incubação, 

as células foram lavadas com o tampão de ligação, centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 

minutos), ressuspensas em tampão de ligação e marcadas com IP (20 µg/mL). Em 

seguida, a leitura foi realizada em citômetro de fluxo, adquirindo-se 10.000 

eventos/amostra. Os dados foram obtidos com o software DIVA 6.0. Foram realizados 

três experimentos independentes em duplicata (Sousa et al., 2023). 

 
4.3.2.3.2.2 Análise morfológica de células SK-MEL-28 por microscopia confocal 

após coloração com laranja de acridina e iodeto de propídeo 

 

Neste ensaio, foi realizada a análise morfológica de células SK-MEL-28 após 

tratamento com o OECB. As células foram coradas com laranja de acridina (LA) e IP. 

LA é um corante metacromático, permeável às membranas celulares, que possui 

afinidade por ácidos nucleicos (Gao et al., 2020). Células viáveis são coradas em 
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verde, por ligação do LA ao RNA citoplasmático e nuclear (Bankó et al., 2021). Para 

isto, as células SK-MEL-28 foram plaqueadas (2 × 105 células/mL) em placas de 24 

poços e incubadas com o OECB (20 ou 40 µg/mL, correspondentes a CI50 e o dobro, 

respectivamente) ou DXR (4 µM, correspondente a CI50), dissolvidos em DMSO a 

0,2%, por 48 h. Após este período de tratamento, as células foram coletadas e 

centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e coradas com LA 

(1 mg/mL) e solução de IP (10 μg/mL). As células coradas foram observadas sob um 

microscópio confocal de varredura a laser (Sousa et al., 2023). O critérios 

estabelecidos foram: a) células viáveis eram aquelas que possuíam núcleo verde claro 

e estrutura intacta; b) células apoptóticas precoces (iniciais), possuíam núcleo verde 

brilhante, mostrando cromatina em condensação; c) células apoptóticas tardias, 

mostrando áreas alaranjadas densas (coradas em verde e vermelho) de condensação 

da cromatina e formação de bolsas apoptóticas (blebs) da membrana; d) e células 

necróticas ou mortas, coradas apenas em vermelho (Robbins, Marcus, 1963; 

Renviosé et. al., 1998; Tan et al., 2019). Foram realizados três experimentos 

independentes em duplicata. 

 

4.3.2.3.3 Avaliação do efeito do OECB sobre o estado redox celular  

4.3.2.3.3.1 Avaliação da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

utilizando o 2’7-diacetato de diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) 

 
Espécies reativas de oxigênio (ROS) foram quantificadas pelo método de 

oxidação do reagente diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) (Hasui; 

Hirabayashi; Kobayashi, 1989). O DCFH-DA é uma sonda apolar e não fluorescente, 

que atravessa livremente as membranas celulares. As esterases intracelulares clivam 

o DCFH-DA em DCFH, que é oxidado por ROS a DCF, uma molécula altamente 

fluorescente. Portanto, o número de células fluorescentes é proporcional à quantidade 

de ROS intracelular (Jávega et al., 2023). Para isso, células SK-MEL-28 foram 

semeadas em placas de 24 poços (2 × 105 células/mL). Após 24 h, as células foram 

expostas ao OECB (20 ou 40 µg/mL, correspondentes a CI50 e o dobro, 

respectivamente), DXR (4 µM, correspondente a CI50), dissolvidos em DMSO a 0,2%, 

ou peróxido de hidrogênio (H2O2) (500 µM) na presença do DCFH-DA (10 µM), e 

incubadas por 30 min, 1 h ou 3 h. Após esses tempos, as células foram tripsinizadas, 

lavadas e ressuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem 
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de células fluorescentes foi obtida a partir de 10.000 eventos/amostra adquiridos em 

fluorescência de 530 nm e comprimento de excitação de 485 nm. Os dados foram 

obtidos com o software DIVA 6.0. Foram realizados três experimentos independentes 

em duplicata. 

 

4.3.2.3.3.2 Avaliação da citotoxicidade do OECB na presença ou ausência de N-

acetilcisteína (NAC) 

 

Para avaliar o envolvimento de espécies reativas de oxigênio (ROS) no efeito 

citotóxico do OECB, as células SK-MEL-28 foram pré-tratadas com N-acetilcísteína 

(NAC), uma molécula antioxidante que atua neutralizando ROS, bem como servindo 

de precursora para a síntese de glutationa (Marco; Foti; Corsico, 2022). Para isto, as 

células SK-MEL-28 foram semeadas em placas de 96 poços a uma densidade de 3 × 

105 células/mL. Após 24 h, as células foram incubadas na presença ou ausência da 

NAC (5 µM) por mais 3 h. Decorrido este período, as células foram tratadas com 20 

ou 40 µg/mL do OECB (correspondentes a CI50 e o dobro, respectivamente) ou 4 µM 

de DXR (correspondente a CI50) dissolvidos em DMSO a 0,5%. Após incubação por 

72 h, o sobrenadante foi descartado e a solução de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e 

incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS overnight 

(Mosmann, 1983) e as densidades ópticas foram medidas usando um leitor de 

microplacas em λ = 570 nm e usadas para determinar a viabilidade celular (%). Foram 

realizados três experimentos independentes em triplicata. 

 
4.3.2.3.4 Docking molecular  

 
Para os ensaios in silico foi utilizado o software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 

(MVD) (molexus.io/molegro-virtual-docker). Os encaixes moleculares foram 

realizados com as enzimas, que já apresentaram em sua estrutura o ligante 

cocristalizado, ERK1 (ID do Protein Data Bank (PDB): 5LCJ) e JNK1 (ID do PDB: 

2G01). Também foram utilizadas estruturas da p38α MAPK (ID do PDB: 1R39), da 

PKB/AKT (ID do PDB: 1GZN) e do NF-κB (p50/p65) (ID do PDB: 1VKX) que, pela 

ausência dos seus ligantes no PDB, buscaram-se as coordenadas do sítio catalítico 

na literatura (Barančı́k et al., 2001; Gorlick et al., 2012; Homme et al., 2019; Paw et 

al., 2021).  
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As moléculas testadas (éster (Z)-2-lacnofilum – EZ, DXR, ligantes do PDB e os 

ligantes encontrados na literatura) foram desenhadas usando o software Marvin 

Sketch v. 19.18 (chemaxon.com/marvin). Em seguida, os compostos desenhados 

foram padronizados usando o software Standardizer v. 21.2.0 ChemAxon 

(chemaxon.com/standardizer) no qual foi realizada a adição de átomos de hidrogênio, 

padronização do anel aromático, remoção de sais e conversão da estrutura para 3D 

e, após esta etapa, os compostos foram submetidos ao docking molecular. Todas as 

moléculas de água foram retiradas da estrutura cristalina. Em seguida, foi criado um 

template entre a enzima e o ligante cocristalizado, a fim de demarcar o sítio ativo da 

macromolécula. Posteriormente, as moléculas foram adicionadas e a previsão de 

acoplamento foi realizada.  

Antes da simulação do docking foi realizado o redocking, que corresponde ao 

desvio médio quadrado (RMSD), calculado a partir das posturas, indicando o grau de 

confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o modo de conexão próximo à estrutura 

experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for menor que 2,0 Å. 

 
4.3.2.3.5 Avaliação do efeito do OECB sobre a modulação das Proteínas Cinases 

Ativadas por Mitógeno (MAPKs) 

4.3.2.3.5.1 Marcação de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-MAPKs e análise 

por citometria de fluxo 

Para investigar o efeito do OECB na modulação das Proteínas Cinases 

Ativadas por Mitógeno (MAPKs) em células SK-MEL-28, realizou-se o plaqueamento 

destas células (2 × 105 células/mL) em placas de 24 poços. Após 24 h, as células 

foram incubadas com o OECB (20 ou 40 µg/mL, correspondentes a CI50 e o dobro, 

respectivamente) ou DXR (4 µM, correspondente a CI50), por 48 h. Após este tempo, 

as células foram coletadas, centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos) e fixadas por 10 

minutos a 37 ºC. Em seguida, as células foram lavadas e permeabilizadas. Após este 

procedimento, as células foram ressuspensas e marcadas com anticorpos anti-

ERK1/2, anti-JNK1/2 e anti-p38 MAPK, seguindo as recomendações do fabricante. 

Após 30 minutos de incubação com os anticorpos (25 °C, no escuro), as células foram 

lavadas e centrifugadas (300 × g, 4°C, 5 minutos) e o sobrenadante removido. Em 

seguida, as células foram novamente ressuspensas e a leitura foi realizada em 

citômetro de fluxo, adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram obtidos 
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com o software DIVA 6.0. Foram realizados três experimentos independentes em 

duplicata. 

 
4.3.2.3.5.2 Avaliação da citotoxicidade do OECB na presença ou ausência de 

inibidores de MAPKs (iMAPKs) 

 
Para avaliar o envolvimento das vias das MAPKs na citotoxicidade do OECB, 

as células SK-MEL-28 foram pré-tratadas com inibidores de ERK1/2 (U0126), de JNK 

(SP600125) ou de p38 MAPK (PD 169316). Para isto, as células SK-MEL-28 foram 

semeadas em placas de 96 poços (3 × 105 células/mL). Após 24 h, as células foram 

incubadas por mais 3 h na presença ou ausência de 40 µM de U0126, 20 µM de 

SP600125 ou 20 µM de PD 169316. Decorrido este período, as células foram expostas 

ao OECB (20 ou 40 µg/mL, correspondentes a CI50 e o dobro, respectivamente) ou a 

doxorrubicina (DXR) (4 µM, correspondente a CI50), dissolvidos em DMSO a 0,5%. 

Após 72 h de incubação, o sobrenadante foi descartado e a solução de MTT (5 mg/mL) 

foi adicionada e incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS 

overnight (Mosmann, 1983) e as densidades ópticas foram medidas usando um leitor 

de microplacas em λ = 570 nm e usado para determinar a viabilidade celular (%). 

Foram realizados três experimentos independentes em triplicata. 

 
4.3.2.3.6 Marcação de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-PKB/AKT ou anti-

NF-κB/p65 e análise por citometria de fluxo 

 
Para investigar o efeito do OECB na modulação destas vias de sinalização em 

células SK-MEL-28, realizou-se o plaqueamento destas células (2 × 105 células/mL) 

em placas de 24 poços. Após 24 h, as células foram incubadas com o OECB (20 ou 

40 µg/mL, correspondentes a CI50 e o dobro, respectivamente) ou DXR (4 µM, 

correspondente a CI50), dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 48 h. Após este tempo, as 

células foram coletadas, centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos) e fixadas por 30 

min a 4º C. Em seguida, as células foram permeabilizadas (30 minutos, no gelo). 

Decorrido esse tempo, as células foram lavadas, ressuspensas e marcadas com 

anticorpos anti-NF-κB/p65 ou anti-PKB/AKT, seguindo as recomendações do 

fabricante. Após 30 minutos de incubação com os anticorpos (25 °C, no escuro), as 

células foram lavadas, centrifugadas (300 × g, 4°C, 5 minutos) e o sobrenadante 

removido. Em seguida, as células foram ressuspensas e a leitura foi realizada em 
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citômetro de fluxo, adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram obtidos 

com o software DIVA 6.0. Foram realizados três experimentos independentes em 

duplicata. 

 
4.3.3 Embriotoxicidade do OECB em modelo de peixe-zebra 

 
A toxicidade do OECB foi investigada em embriões e larvas de peixe-zebra a 

partir do ensaio de toxicidade aguda em embriões de peixe (FET), para determinação 

da toxicidade aguda, e avaliação da atividade de enzimas relacionadas ao estresse 

oxidativo em larvas de peixe-zebra. 

 
4.3.3.1 Investigação da toxicidade aguda do OECB em embriões de peixe-zebra 

 
O teste FET foi conduzido de forma independente com OECB de acordo com a 

diretriz número 236 da OECD (OECD, 2013), com pequenas modificações. Embriões 

de peixe-zebra com até 3 horas pós-fertilização (hpf) foram expostos a cinco 

concentrações crescentes (0,5, 0,75, 1,0, 1,25 e 1,5 μg/mL) de OECB. Para cada 

concentração testada foi preparada uma placa de 96 poços contendo 20 ovos 

fertilizados (1 embrião por poço) expostos à amostra teste e 4 embriões expostos 

apenas ao meio E3 (controles internos). Duas placas adicionais contendo embriões 

expostos ao meio E3 (controle negativo) e DMSO a 0,1% (controle de solvente) 

também foram testadas. A exposição foi realizada por 96 h, e os embriões foram 

analisados diariamente quanto aos endpoints de letalidade: coagulação do ovo; falta 

de formação de somitos; falta de desprendimento do broto caudal do saco vitelino e 

falta de batimentos cardíacos. Na presença de qualquer um desses parâmetros, o 

embrião/larva foi considerado morto. 

O número de mortes foi usado para calcular a taxa de sobrevivência (% de 

sobrevivência = número de organismos vivos/total × 100). Além disso, efeitos não 

letais (malformação do olho, malformação do otólito, malformação da boca, 

malformação da coluna, pigmentação do corpo, atraso na eclosão, edema do saco 

vitelino, deformação do saco vitelino, edema pericárdico, edema da cabeça, 

coagulação sanguínea e tamanho reduzido) também foram registrados a cada 24 h. 

As exposições foram em condições estáticas (sem renovação da amostra de teste ou 

controles negativos e solventes). As observações foram feitas em estereomicroscópio 
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(aumento de 50×) e fotografadas. Após 96 h, as larvas sobreviventes foram 

eutanasiadas com eugenol e devidamente descartadas. 

O número de mortes e efeitos não letais prevalentes (presença em pelo menos 

três concentrações) foram usados para calcular a LC50 (concentração letal mediana) 

e EC50 (concentração efetiva mediana) por meio de análise probit (Finney, 1971). 

Esses números também foram usados para determinar o NOAEL (maior concentração 

na qual não se observam efeitos adversos) e o LOAEL (menor concentração na qual 

se observam efeitos adversos). 

 
4.3.3.2 Avaliação da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em 

larvas de peixe-zebra após exposição ao OECB 

 
O teste FET foi repetido para OECB nas mesmas condições descritas no item 

4.3.3.1, mas neste momento os embriões foram expostos independentemente a três 

concentrações subletais de OECB (0,12, 0,25 e 0,50 µg/mL) (Martins et al., 2021). 

Após 96 h de exposição, as larvas foram rapidamente congeladas em tampão fosfato 

de sódio 0,1 M, pH 7,4. 

Posteriormente, as larvas foram maceradas com solução gelada de NaCℓ 0,9% 

1:9 (p/v). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 × g por 10 min a 4 °C, e os 

sobrenadantes resultantes foram usados para medição do conteúdo de proteína 

solúvel e atividade enzimática. As atividades das enzimas lactato desidrogenase 

(LDH), glutationa transferase (GST), acetilcolinesterase (AChE), glutationa peroxidase 

(GPx) e catalase (CAT) foram medidas de acordo com Domingues et al. (2010). Os 

testes foram realizados em quadruplicata para cada enzima.  

Os experimentos realizados com peixe-zebra neste estudo foram aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), 

com autorização documentada pelo protocolo número 5391250222 (Anexo 2). 

 
4.3.4 Análise estatística  

 
A análise estatística foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad 

Software Inc, San Diego, CA, EUA).  

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM). A 

análise estatística dos dados foi realizada por meio da Análise de Variância (ANOVA) 

one-way, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). 
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As concentrações inibitórias médias (CI50) e seus intervalos de confiança de 

95% (IC 95%) foram obtidos por análise de regressão não-linear. Para o ensaio de 

embriotoxicidade, os valores médios de concentração letal (LC50) e os valores médios 

de concentração de efeito (CE50) foram calculados por análise de regressão probit. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Caracterização química do óleo essencial das partes aéreas de Conyza 

bonariensis (OECB) 

 
A análise da composição química do OECB permitiu a identificação de 96,95% 

de seus componentes (Apêndices 1 e 2), sendo o composto majoritário o éster (Z)-2-

lacnofilum (57,24%). As demais moléculas corresponderam a monoterpenos e 

sesquiterpenos (39,71%) (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Identificação e quantificação dos metabólitos secundários presentes no óleo essencial das 
partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) 

 

aTr: Tempo de retenção; bIR: Índice de retenção;  
Fonte: Elaborado pelo autor 

Composto 
Área 

(%) 

Tr
a
 

(min) 

IRb 

Kovats 

(calculado) 

IRb 

Kovats 

(literatura) 

α-tujeno 0,03 6,320 928,792 925,0 

(-)-α-pineno 0,66 6,458 937,300 937,0 

Sabineno 0,74 7,131 978,792 972,0 

β-pineno 1,70 7,209 983,600 976,0 

Mirceno 0,51 7,376 993,896 993,0 

p-cimeno 0,08 7,990 1032,198 1024,0 

Limoneno 14,26 8,062 1036,699 1038,0 

(E)-β-ocimeno 0,04 8,160 1042,826 1047,0 

(Z)-β-ocimeno 1,32 8,333 1053,642 1036,0 

Terpinen-4-ol 0,11 10,500 1189,122 1177,0 

(E,E)-2,6-dimetil-3,5,7-octatrieno-2-ol 0,16 10,873 1214,039 1209,2 

Timol 0,24 12,134 1302,998 1297,0 

Carvacrol 0,61 12,282 1302,114 1300,0 

(E)-cariofileno 4,19 14,046 1442,840 1433,0 

(E)-α-bergamoteno 0,64 14,144 1450,658 1434,0 

(E)-β-farneseno 0,75 14,316 1464,380 1446,0 

(+)-β-funebreno 0,20 14,388 1470,124 1415,0 

α-humuleno 0,41 14,495 1478,660 1459,0 

1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil benzeno 0,38 14,730 1497,407 1484,0 

Germacreno-D 0,78 14,835 1505,784 1519,0 

Éster (Z)-2-lacnofilum 57,24 15,105 1527,323 1512,0 

β-sesquifelandreno 7,04 15,265 1540,088 1525,0 

(E)-nerolidol 0,68 15,678 1573,036 1565,0 

Germacreno-B 0,34 15,827 1584,922 1566,0 

Espatulenol 1,67 16,065 1604,363 1605,0 

Óxido de cariofileno 1,22 16,158 1612,645 1613,0 

Isospatulenol 0,41 16,758 1666.073 1666,0 

Cadin-4-en-10-ol 0,33 16,937 1682,012 1673,0 

Neofitadieno 0,21 18,698 1839,421 1849,0 

Total identificado 96,95%    
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5.2 Ensaios farmacológicos e toxicológicos com o OECB 

5.2.1 Citotoxicidade do OECB em linhagens de células tumorais e não tumoral 

humanas 

 
No ensaio do MTT, o OECB induziu menor citotoxicidade na linhagem celular 

de leucemia promielocítica aguda (HL-60), CI50 de 32,20 ± 1,10 µg/mL, enquanto a 

linhagem celular de melanoma humano (SK-MEL-28) mostrou-se a mais sensível ao 

tratamento (CI50 de 18,65 ± 1,16 µg/mL). Em relação à linhagem celular de 

queratinócitos humanos não tumorais (HaCaT), o OECB apresentou CI50 de 56,49 ± 

1,03, enquanto a doxorrubicina (DXR) apresentou CI50 de 0,28 ± 0,001 µM para esta 

linhagem celular, após 72 h de tratamento (Tabela 3).  

Então, a partir dos valores de CI50 obtidos, o Índice de Seletividade (IS) do 

OECB e DXR foi determinado usando a linhagem de células de pele saudáveis HaCaT 

como modelo de célula não tumoral. O OECB apresentou o maior IS para células SK-

MEL-28 (3,03), conforme mostrado na Tabela 3. Diante desses resultados, a linhagem 

SK-MEL-28 foi escolhida para dar continuidade aos experimentos. 

 
Tabela 3. Citotoxicidade do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou 
doxorrubicina (DXR) em linhagens de células tumorais e não tumoral humanas após 72 h de tratamento  

aSK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; HeLa: linhagem celular de câncer cervical humano; HCT-
116: linhagem celular de carcinoma de cólon humano; HL-60: linhagem celular de leucemia promielocítica humana; 
K562: linhagem celular leucêmica mielóide crônica; HaCat: linhagem celular de queratinócitos humanos 
imortalizados; bConcentração inibitória média; cIS: Índice de seletividade (CI50 linhagem não tumoral/CI50 linhagem 
tumoral); Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em 
triplicata e apresentados em valores de CI50 obtidos por regressão não linear com intervalo de confiança de 95% 
Fonte: Elaborado pelo autor 
 

 
Conforme observado na figura 12, o OECB apresentou citotoxicidade 

significativa na linhagem SK-MEL-28 após 24, 48, e 72 h de tratamento (CI50: 66,60 ± 

1,07 µg/mL, 75,67 ± 1,03 µg/mL e 18,65 ± 1,16 µg/mL, respectivamente). Em adição, 

a doxorrubicina, utilizada como droga padrão, mostrou valor de CI50 de 3,55 ± 1,67 

µM, após 72 h de tratamento. 

Linhagens celularesa 

CI50
b  ISc 

 

OECB (µg/mL) 
 

DXR (µM) 
 

OECB 
 

DXR 

SK-MEL-28 18,65 ± 1,16 3,55 ± 1,67 3,03 0,08 

HeLa 30,34 ± 1,08 3,80 ± 1,10 1,86 0,07 

HCT-116 31,28 ± 1,16 2,57 ± 0,001 1,81 0,11 

HL-60 32,20 ± 1,10 0,22 ± 0,001 1,75 1,27 

K562 32,13 ± 1,09  0,71 ± 1,13   1,76 0,39 

HaCaT 56,49 ± 1,03 0,28 ± 0,001 - - 
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Figura 12. Citotoxicidade do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou 
doxorrubicina (DXR) em linhagem de células de melanoma humano SK-MEL-28 após 24, 48 e 72 h de 
tratamento 

 

Viabilidade celular (%) após (A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72 h de tratamento com OECB, ou após (D) 72 h de tratamento 
com DXR. Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em 
triplicata analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes 
denotam diferenças significativas entre as condições. p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
5.2.2 Citotoxicidade do OECB em células mononucleares de sangue periférico 

(PBMCs) humanas 

 
A citotoxicidade do OECB também foi avaliada em células mononucleares de 

sangue periférico (PBMCs) humanas. O OECB apresentou CI50 de 2,68 ± 1,29 (Figura 

13A) e a DXR apresentou CI50 de 0,06 ± 1,19 µM (Figura 13B), após 72 h de 

tratamento. 
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Figura 13. Citotoxicidade do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou 
doxorrubicina (DXR) em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humanas após 72 h de 
tratamento 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Viabilidade celular (%) após 72 h de tratamento com (A) OECB ou (B) DXR. Os dados estão expressos como 
média ± EPM de três experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Análise de Variância 
(ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferenças significativas entre as 
condições. p < 0,05. 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 
5.2.3 Mecanismos de ação antimelanoma in vitro do OECB  

5.2.3.1 Efeito do OECB sobre a progressão do ciclo celular 

 
O tratamento de 48 h com o OECB aumentou significativamente a população 

de células em sub-G1 (20 µg/mL: 79,09 ± 0,98%; 40 µg/mL: 68,25 ± 2,06%, p < 0,05 

para ambos), quando comparado ao grupo controle (4,51 ± 1,31%). Essa alteração foi 

acompanhada de uma redução significativa do percentual de células nas fases G0/G1 

(20 µg/mL: 14,85 ± 0,61%; 40 µg/mL: 20,19 ± 1,02%, p < 0,05 para ambos) e S (20 

µg/mL: 3,97 ± 0,44%; 40 µg/mL: 7,26 ± 0,73%, p < 0,05 para ambos), comparado ao 

grupo controle (Fase G0/G1: 78,47 ± 2,05%; Fase S: 13,18 ± 0,54%) (Figura 14).  

O tratamento com a DXR, induziu aumento significativo do percentual de 

células nas fases S (18,57 ± 0,59%, p < 0,05) e G2/M (6,17 ± 0,80%, p < 0,05), 

comparado ao grupo controle (G2/M: 1,80 ± 0,42%). Em adição, foi observado 

aumento significativo da população de células em sub-G1 (48,94 ± 1,31%, p < 0,05), 

comparado ao grupo controle. Esses resultados foram acompanhados de redução 

significativa do percentual de células na fase G0/G1 (23,26 ± 0,50%, p < 0,05), 

comparado ao grupo controle (Figura 14). 
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Figura 14. Efeito do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina 
(DXR) na distribuição de células de melanoma humano SK-MEL-28 nas diferentes fases do ciclo celular 
após 48 h de tratamento 

 

Percentual de células em cada fase do ciclo celular e no pico sub-G1 após 48 h de tratamento com OECB (20 ou 

40 µg/mL) ou DXR (µM). Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 

realizados em duplicata analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras 

diferentes denotam diferenças significativas entre os grupos experimentais de cada fase do ciclo celular ou do 

grupo sub-G1. p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 
5.2.3.2 Morte celular induzida pelo OECB  

5.2.3.2.1 Marcação com anexina V-FITC e iodeto de propídeo e análise por 

citometria de fluxo 

 
A marcação com anexina V-fluoresceína isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de 

propídeo (IP) e análise por citometria de fluxo permitiram observar que, após 

tratamento de 48 h, OECB induziu aumento significativo do percentual de células em 

apoptose inicial (anexina V-FITC+/IP-) (20 µg/mL: 48,26 ± 4,83%; 40 µg/mL: 83,32 ± 

2,97%, p < 0,05 para ambos) e apoptose tardia/necrose, ou seja, células duplamente 

marcadas (anexina V-FITC+/IP+), na concentração de 20 µg/mL (9,79 ± 0,94%, p < 

0,05), quando comparado ao grupo controle (1,56 ± 0,16% e 1,53 ± 0,15%, 

respectivamente). Estes resultados permitem observar que o tratamento com o OECB 

aumentou significativamente o percentual de células apoptóticas (apoptose total) nas 

concentrações utilizadas (20 µg/mL: 58,05 ± 4,41%; 40 µg/mL: 85,89 ± 3,17%, p < 

0,05 para ambos), quando comparado ao grupo controle (3,09 ± 0,27%) (Figura 15). 
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A doxorrubicina induziu aumento significativo do número de células em 

apoptose inicial (18,17 ± 0,84%, p < 0,05), apoptose tardia/necrose (7,32 ± 0,34%, p 

< 0,05) e total (25,49 ± 1,14%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (Figura 

15). 

 

Figura 15. Efeito do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina 
(DXR) em células de melanoma humano SK-MEL-28 marcadas com anexina V-fluoresceína 
isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de propídeo (IP) após 48 h de tratamento 

 
 

 

Efeito do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) (OECB) ou da doxorrubicina (DXR) nas 

células de melanoma humano SK-MEL-28 marcadas com anexina V-fluoresceína isotiocianato (FITC) e/ou iodeto 

de propídio (IP) após 48 h de tratamento. (A) Dotplots representativos obtidos por meio da análise de citometria 

de fluxo. Os dotplots foram divididos em quatro quadrantes que representam diferentes populações celulares: 

células viáveis (anexina V-FITC-/IP-, quadrante inferior esquerdo), células em apoptose precoce (anexina V-

FITC+/IP-, quadrante inferior direito), células em apoptose tardia/necrose (anexina V-FITC+/IP+, quadrante 

superior direito) e células mortas (anexina V-FITC-/IP+, quadrante superior esquerdo). Um total de 10.000 

eventos/amostra foram adquiridos usando detectores de fluorescência vermelha (IP, 325-488 nm) e detectores de 

fluorescência verde (FITC, 493-525 nm). (B) Porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC e/ou IP. Os 

dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em duplicata e 

analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam 

diferenças significativas entre os grupos experimentais para cada condição. p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.2.3.2.2 Morfologia das células SK-MEL-28 por microscopia confocal após 

coloração com laranja de acridina e iodeto de propídeo 

 

A figura 16 apresenta o percentual de células SK-MEL-28 marcadas com IP 

e/ou laranja de acridina (LA), após 48 h de tratamento com o OECB (20 µg/mL) ou 

DXR (4 μM). O tratamento com OECB induziu aumento significativo do percentual de 

células com características típicas de apoptose inicial (64,96 ± 5,28%, p < 0,05) e 

tardia/necrose (12,65 ± 5,85%, p < 0,05), quando comparado ao grupo controle (2,40 

± 0,55%; e 0,39 ± 0,16%, respectivamente). Quanto ao tratamento com a DXR, 

observou-se aumento significativo do percentual de células em apoptose inicial (51,56 

± 5,59%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle. 

 
Figura 16. Indução da apoptose pelo óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) 
ou doxorrubicina (DXR) analisada por coloração de laranja de acridina (LA) e iodeto de propídeo (IP) 
em células de melanoma humano SK-MEL-28 após 48 h de tratamento 

 

Percentual de células coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propídeo (IP). Os dados estão expressos 

como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em duplicata analisados por Análise de 

Variância (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferenças significativas entre 

os grupos experimentais de cada condição. p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

A figura 17 apresenta imagens representativas das células dos diferentes 

grupos experimentais. 
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Figura 17. Imagens representativas da avaliação da apoptose por coloração de laranja de acridina (LA) 
e iodeto de propídeo de propídeo (IP) de células de melanoma humano SK-MEL-28 incubadas com o 
óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina (DXR) por 48 h 

 

Células SK-MEL-28 após 48 h de tratamento com OECB (20 µg/mL) ou DXR (4 μM), marcadas com laranja de 

acridina (LA) e/ou iodeto de propídeo (PI) e observadas por microscopia confocal a laser. Em (A), as células viáveis 

apresentam núcleo verde claro e uma estrutura intacta. As células apoptóticas iniciais exibem um núcleo verde 

brilhante mostrando condensação da cromatina. As células apoptóticas tardias mostram áreas alaranjadas densas 

(verde/vermelho) de condensação da cromatina e blebs de membrana enquanto as células necróticas apresentam 

núcleo vermelho. Em (B), a seta amarela indica condensação da cromatina; seta azul indica blebs de membrana 

e seta vermelha indica fragmentação do DNA. Foram realizados três experimentos independentes em duplicata. 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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5.2.3.3 Efeito do OECB sobre o estado redox celular  

5.2.3.3.1 Avaliação da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

utilizando o 2’7-diacetato de diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) 

 
Neste ensaio, o tratamento com OECB (20 e 40 µg/mL) induziu aumento 

significativo do percentual de células fluorescentes após 30 minutos (20 µg/mL: 90,32 

± 1,64%; 40 µg/mL: 92,33 ± 1,96%, p < 0,05 para ambos), 1 h (20 µg/mL: 38,36 ± 

1,82%; 40 µg/mL: 71,60 ± 1,78%, p < 0,05 para ambos) e 3 h (20 µg/mL: 8,05 ± 0,36%, 

p < 0,05) de tratamento, quando comparado ao grupo controle (30 minutos: 8,22 ± 

1,26%; 1 h: 2,18 ± 0,16%; e 3 h: 3,15 ± 0,63%) (Figura 18).  

Ainda, como observado na figura 18, a DXR (4 µM), utilizada como droga 

padrão, induziu aumento significativo do percentual de células fluorescentes  após 30 

minutos (75,64 ± 6,02%, p < 0,05) e 3 h (10,64 ± 0,92%, p < 0,05), em comparação 

ao grupo controle. Como esperado, no grupo exposto ao peróxido de hidrogênio 

(H2O2, 500 µM), observou-se aumento significativo, quando comparado ao grupo 

controle, do percentual de células fluorescentes em 30 minutos (97,65 ± 0,86%, p < 

0,05), 1 h (98,87 ± 0,17%, p < 0,05) e 3 h de exposição (99,45 ± 0,23%, p < 0,05). 
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Figura 18. Percentual de células fluorescentes após incubação com o 2’7-diacetato de 
diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) e o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis 
(OECB) ou doxorrubicina (DXR) em diferentes tempos de tratamento 

 

Produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) em células SK-MEL-28 após 30 minutos, 1 h ou 3 h de 
incubação com Conyza bonariensis (20 e 40 μg/mL) ou DXR (4 µM) e 2',7'-diacetato de diclorodihidrofluoresceína 
(DCFDA). (A), (D) e (G): a população de células SK-MEL-28 foi determinada a partir da análise dos dotplots de 
tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade ou complexidade citoplasmática (SSC-Side 
Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. (B), (E) e (H): overlay dos histogramas representativos mostrando 
a fluorescência do 2',7'-diclorofluoresceína (DCF) (FITC, eixo X) e o número de células/eventos (eixo Y) nos 
diferentes grupos experimentais após seus respectivos tratamentos. O peróxido de hidrogênio (H2O2, 500 µM) foi 
usado como controle positivo. (C), (F) e (I): representação gráfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes em duplicata, analisado por 
Análise de Variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey.  
Fonte: Elaborado pelo autor 
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5.2.3.3.2 Citotoxicidade do OECB na presença ou ausência de N-acetilcisteína 

(NAC) 

 
Após 72 h de tratamento com o OECB, na ausência de N-acetilcisteína (NAC), 

foi observada redução significativa da viabilidade celular (20 µg/mL na ausência de 

NAC: 54,06 ± 3,96%; 40 µg/mL na ausência de NAC: 20,97 ± 5,60%, p < 0,05 para 

ambos), quando comparado ao grupo controle (100,00 ± 2,47%) (Figura 19). 

 Como visto na figura 19, o pré-tratamento de 3 h com NAC (5 µM), preveniu 

significativamente o efeito citotóxico do OECB, quando comparado aos grupos 

tratados com o OECB na ausência de NAC, nas respectivas concentrações testadas 

(20 µg/mL na presença de NAC: 103,3 ± 2,82%; 40 µg/mL na presença de NAC: 61,63 

± 1,52%, p < 0,05 para ambos). 

Ainda, para o grupo tratado com a DXR na ausência de NAC, foi observada 

redução significativa da viabilidade celular (28,45 ± 1,86%, p < 0,05), quando 

comparado ao grupo controle. Como esperado, o efeito citotóxico da DXR foi 

significativamente prevenido na presença do NAC (47,23 ± 0,81%, p < 0,05) quando 

comparado ao grupo tratado com DXR na ausência deste antioxidante (Figura 19). 

 
Figura 19. Citotoxicidade do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou 
doxorrubicina (DXR) na presença ou ausência N-acetilcisteína (NAC) após 72 h de tratamento  

 

Viabilidade celular (%) após 72 h de tratamento com OECB ou DXR na presença ou ausência de NAC. Os dados 
estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em triplicata analisados por 
Análise de Variância (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferenças 
significativas entre as condições. p < 0,05. 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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5.2.3.4 Docking Molecular 

 

A previsão de acoplamento molecular está apresentada na tabela 4, que exibe 

as energias médias (MolDock score e Rerank score) associadas às interações 

intermoleculares obtidas na ligação entre o EZ, a DXR ou ligantes disponíveis no 

Protein Data Bank (PDB) ou em referências bibliográficas, e a Proteína Cinase 

Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1), a Proteína Cinase N-terminal c-Jun 1 

(JNK1), a Proteína Cinase Ativada por Mitógeno p38α (p38α MAPK), a Proteína 

Cinase B (PKB/AKT) e o Fator Nuclear kappa B (NF-κB; p50/p65), juntamente com 

seus respectivos valores de probabilidade de afinidade (p). 

 
Tabela 4. Valores de energia de ligação (kJ/mol) entre o éster (Z)-2-lacnofilum (EZ), a doxorubicina 
(DXR) ou outros ligantes e a Proteína Cinase Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1), a Proteína 
Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1), a Proteína Cinase Ativada por Mitógeno p38α (p38α MAPK), a 
Proteína Cinase B (PKB/AKT) e o Fator Nuclear kappa B (NF-κB; p50/p65) 
 

Alvo Ligantes 
MolDock 

score* 

(p)† 

MolDock 

score 

Rerank 

score* 

(p)† 

Rerank 

score 

(p)† Total 

 

ERK1 

EZ -63,2634 0,5106 -52,153 0,7704558 0,6405279 

DXR -110,085 0,8886 -67,6911 1 0,9443 

PDBLa -123,881 1 -66,5335 0,9828988 0,9914494 

 

JNK1 

EZ -70,0612 0,5941 -61,538 0,7443 0,6692 

DXR -117,919 1 -82,6781 1 1 

PDBLb -67,8571 0,5754 -57,9951 0,7014 0,6384 

 

p38α MAPK 

EZ -76,5248 0,739384 -62,4631 0,987851 0,863618 

DXR -100,213 0,96826 -63,2313 1 0,98413 

CTLc -103,498 1 -59,1131 0,934871 0,967435 

 

PKB/AKT 

 

EZ -107,102 0,727012 -90,3473 0,806392 0,766702 

DXR -142,547 0,967614 -112,039 1 0,983807 

CTLd -147,318 1 -83,2668 0,743195 0,871597 

 

NF-κB 

(p50/p65) 

EZ -83,0295 0,720536 -69,7697 0,844223 0,782379 

DXR -115,233 1 -82,6437 1 1 

CTLe -100,634 0,873309 15,8197 0 0,436654 
aPDBL (Ligante do Protein Data Bank): [(1R,4Z)-ciclooct-4-en-1-il]-N-[4-[4-[[5-cloro-4-[[2-
(propanoilamino)fenil]amino]pirimidin-2-il]amino]piridin-2-il]but-3-inil]carbonato; bPDBL (Ligante do Protein Data 
Bank): 6-cloro-9-hidroxi-1,3-dimetil-1,9-di-hidro-4H-pirazolo(3,4-b)quinolin-4-ona; cCTL (Ligante controle da p38α 
MAPK): 4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol; dCTL (Ligante controle da PKB/AKT): 8-[4-(1-
aminociclobutil)fenil]-9-fenil[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3(2H)-ona; eCTL (Ligante controle do NF-κB 
(p50/p65)): 4-metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-diamina. 
*Valores de energia expressos em kJ/mol. 
†Valor de probabilidade de afinidade. 
Fonte: Elaborador pelo autor 
 
 

EZ apresentou energias de interação ligante-receptor negativas para os alvos 

moleculares, exibindo valores de probabilidade de afinidade acima de 0,60 com ERK1 
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(p=0,6405279), JNK1 (p=0,6692), p38α MAPK (p=0,863618), PKB/AKT (p=0,766702) 

e NF-κB (p50/p65) (p=0,8910). As melhores orientações de encaixe para os ligantes 

com os alvos investigados podem ser observadas nas figuras 20 a 24, nas quais as 

interações das moléculas com os resíduos de aminoácidos das proteínas alvo estão 

representadas por diferentes cores, sendo: interações do tipo ligações de hidrogênio 

(linha tracejada em verde), interações hidrofóbicas (linhas tracejadas em rosa: π-

alquil; roxo: π-σ; azul: halogênios – Br, Cl e I) e interações estéricas (linhas tracejadas 

vermelhas: doador-doador; linhas tracejadas laranjas: π-ânion). 

Na figura 20A, considerando o composto EZ, observa-se que a interação com 

a proteína ERK1 ocorre por meio de três interações hidrofóbicas com os resíduos 

alanina 35 (Ala35), leucina 170 (Leu170) e tirosina 36 (Tyr36) desta proteína. A DXR, 

interagiu por formação de interações hidrofóbicas com os resíduos Leu156, lisina 54 

(Lys54), cisteína 166 (Cys166) e isoleucina 84 (Ile84). Ainda, na interação da DXR 

com a proteína ERK1 foram observadas ligações de hidrogênio nos resíduos ácido 

glutâmico 33 (Glu33), ácido aspártico 149 (Asp149), asparagina 154 (Asn154), 

Asp167, glutamina 105 (Gln105), Glu71, e uma interação estérica com o resíduo Ala35 

(Figura 20B). Já o ligante do PDB apresenta interações hidrofóbicas com Leu170, 

Ala35, serina 153 (Ser153), valina 39 (Val39), Lys54 e uma interação estérica em 

Lys151 da proteína ERK1 (Figura 20C). 
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Figura 20. Interações moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante do Protein 
Data Bank (PDB) e a Proteína Cinase Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1) 
 

 

 

Interações moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante do PDB, 

[(1~{R},4~{Z})-ciclooct-4-en-1-il]~{N}-[4-[4-[[5-cloranil-4-[[2-(propanoilamino)fenil]amino]pirimidin-2-il]amino]piridin-

2-il]but-3-inil]carbamato, com os resíduos de aminoácidos da proteína ERK1 (ID do PDB 5LCJ), e em 3D (D) entre 

o éster (Z)-2-lacnofilum e o sítio ativo da ERK1. 

Legenda: Em vermelho estão indicadas as interações estéricas, em azul e rosa as interações hidrofóbicas e em 

verde as interações de hidrogênio; Resíduos: Asp (ácido aspártico), Glu (ácido glutâmico), Lys (lisina), Ile 

(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteína), Ala (alanina), Leu (leucina), Gln (glutamina) Val (valina), 

Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Em relação a proteína JNK1, foram observadas interações hidrofóbicas com o 

EZ em resíduos Ala53, Ile32, Val158, Leu110 e interações por ligações de hidrogênio 

em metionina 111 (Met111) e Glu109 (Figura 21A). Para a DXR também foram 

observadas interações hidrofóbicas (resíduos Leu168, Val40, Ala53, Val158, Ile32, 

Ala113) e três interações estéricas com os resíduos Lys55, Glu73 e Met108 (Figura 

21B). O ligante do PDB apresentou interações hidrofóbicas em Ile32, Val158, Val40, 

Lys55, Leu168, Ala53 e ligações de hidrogênios em Met111 e Met108 (Figura 21C). 
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Figura 21. Interações moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante do Protein 
Data Bank (PDB) e a Proteína Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1) 
 

 

Interações moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) e o ligante do PDB, 6-

cloro-9-hidroxi-1,3-dimetil-1,9-di-hidro-4h-pirazolo(3,4-b)quinolin-4-ona, com os resíduos de aminoácidos da 

proteína JNK1 (ID do PDB: 2G01), e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e o sítio ativo da JNK1. 

Legenda: Em vermelho estão indicadas as interações estéricas, em azul e rosa as interações hidrofóbicas e em 

verde as interações de hidrogênio; Resíduos: Asp (ácido aspártico), Glu (ácido glutâmico), Lys (lisina), Ile 

(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteína), Ala (alanina), Leu (leucina), Gln (glutamina) Val (valina), 

Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As interações entre p38α MAPK e o composto EZ foram do tipo ligações entre 

carbono e hidrogênio (Lys121, Val117 e Gln120) e interações hidrofóbicas (Leu113, 

Leu216 e prolina 153 - Pro153) (Figura 22A). Para a DXR foram observadas 

interações do tipo ligações de hidrogênio entre os resíduos Cys162, Val158 e Gln120, 

interações hidrofóbicas entre os resíduos fenilalanina 129 (Phe129), Cys119 e 

Asp161, e ligações entre carbono e hidrogênio e os resíduos histidina 126 (His126) e 

Glu160 (Figura 22B). Para o ligante 4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-

imidazol foram observadas interações do tipo estérica em Leu216, hidrofóbica em 
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Val117, ligações de hidrogênio em Lys121 e Asp124, e ligação entre carbono e 

hidrogênio com o resíduo Gly219 (Figura 22C). 

Figura 22. Interações moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante 4-(4-
fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol e a Proteína Cinase Ativada por Mitógeno p38α 
(p38α MAPK) 
 

 

Interações moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante 4-(4-fluorofenil)-

2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol, tirosina, e os resíduos de aminoácidos da proteína p38α MAPK (ID do 

PDB: 1R39), e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e o sítio ativo da p38α MAPK. 

Legenda: Em vermelho estão indicadas as interações estéricas, em azul e rosa as interações hidrofóbicas e em 

verde as interações de hidrogênio; Resíduos: Asp (ácido aspártico), Glu (ácido glutâmico), Lys (lisina), Ile 

(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteína), Ala (alanina), Leu (leucina), Gln (glutamina) Val (valina), 

Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina), Pro (prolina) e Phe (fenilalanina). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 
Para a proteína PKB/AKT, o composto EZ mostrou ligação de hidrogênio com 

Tyr316 e ligações hidrofóbicas com Leu348, Leu317, Val331, Ala318, Lys277, Val338, 

Val339 e Glu279 (Figura 23A). A DXR exibiu ligação de hidrogênio com Thr199, 

Asp275 e Gly295. Também foram observadas ligações hidrofóbicas com Glu200, 

Val272, Arg274, Leu204 e Tyr273 (Figura 23B). Para o ligante 8-[4-(1-
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aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona foram 

observadas ligação de hidrogênio com Tyr327, Glu315, Glu279. Ligações hidrofóbicas 

também foram observadas em Val338, Leu348, Leu317, Arg274, Ala318, Val331, 

Pro314, Lys277 e Tyr316 (Figura 23C). 

 

Figura 23. Interações moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante 8-[4-(1-
aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona e a Proteína Cinase B 
(PKB/AKT) 

 

 

 

Interações moleculares 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante 8-[4-(1-

aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona com os resíduos de aminoácidos da 

proteína PKB/AKT (ID do PDB: 1GZN), e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e a PKB/AKT. 

Legenda: Em vermelho estão indicadas as interações estéricas, em azul e rosa as interações hidrofóbicas e em 

verde as interações de hidrogênio; Resíduos: Asp (ácido aspártico), Glu (ácido glutâmico), Lys (lisina), Ile 

(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteína), Ala (alanina), Leu (leucina), Gln (glutamina) Val (valina), 

Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Ligação de hidrogênio foi observada entre o EZ e a proteína NF-κB no resíduo 

CYS120. Em adição, também foram observadas ligações hidrofóbicas com Arg187, 

Tyr36, Leu154, Phe34 e Asp185 (Figura 24A). A DXR mostrou ligações de hidrogênio 

com Arg187, Tyr36, Val121 e Asn155, além de ligações hidrofóbicas com Ala188, 



102 
 

 
 

Pro189, Leu154, Cys120 e His88 (Figura 24B). Para o ligante 4-metil-N1-(3-

fenilpropil)benzeno-1,2-diamina foram observadas ligações de hidrogênio com 

Glu193, Lys218 e Arg274. Ligações hidrofóbicas também foram observadas com os 

resíduos Val219 e Ile224 e interações estéricas com Leu194 e Ala192 (Figura 24C).  

 

Figura 24. Interações moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante 4-metil-
N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-diamina e o Fator Nuclear kappa B (NF-κB; p50/p65) 
 

 

Interações moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante 4-metil-N1-(3-

fenilpropil)benzeno-1,2-diamina, e os resíduos de aminoácidos da proteína NK-κB (p50/p65) (ID do PDB: 1VKX), 

e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e o sítio ativo do NF-κB (p50/p65) . 

Legenda: Em vermelho estão indicadas as interações estéricas, em azul e rosa as interações hidrofóbicas e em 

verde as interações de hidrogênio; Resíduos: Asp (ácido aspártico), Glu (ácido glutâmico), Lys (lisina), Ile 

(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteína), Ala (alanina), Leu (leucina), Gln (glutamina) Val (valina), 

Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

5.2.3.5 Efeito do OECB sobre a modulação das Proteínas Cinases Ativadas por 

Mitógeno (MAPKs) 

5.2.3.5.1 Marcação com anticorpos anti-MAPKs e análise por citometria de fluxo 

 



103 
 

 
 

A marcação com anticorpos anti-ERK1/2 e posterior análise por citometria de 

fluxo demonstrou o aumento significativo do percentual de células marcadas após 48 

h de tratamento com o OECB (20 µg/mL: 50,20 ± 1,83%; 40 µg/mL: 88,75 ± 1,87%, p 

< 0,05 para ambos), em comparação ao grupo controle (0,19 ± 0,03%). Também, o 

tratamento com a DXR induziu aumento significativo no percentual de células 

marcadas com os anticorpos anti-ERK1/2 (98,87 ± 0,16%, p < 0,05), quando 

comparado ao grupo controle (Figura 25). 

 

Figura 25. Modulação das Proteínas Cinases Reguladas por Sinal Extracelular 1 e 2 (ERK1/2) em 
células SK-MEL-28 após tratamento com o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis 
(OECB, 20 ou 40 μg/mL) ou doxorrubicina (DXR, 4 µM) 

 
Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade das proteínas ERK1/2. (A) A população celular foi determinada 

a partir da análise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmática 

(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a análise dos histogramas de fluorescência de 

ERK1/2 (PerCP-Cy5.5), inicialmente foi delimitada uma região correspondente à autofluorescência das células não 

marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes após essa região demarcada foi 

considerada positiva. (B) Sobreposição de histogramas representativos mostrando a fluorescência de ERK1/2 

(PerCP-Cy5.5, eixo X) e o número de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) 

Representação gráfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de três experimentos 

independentes realizados em duplicata e expressos como média ± erro padrão da média (SEM), analisados por 

Análise de Variância (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre as condições; p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Quanto à marcação das células com o anticorpo anti-JNK, foi observado 

aumento significativo do percentual de células marcadas após tratamento com o 

OECB (40 µg/mL: 71,25 ± 1,60%, p < 0,05) ou DXR (16,19 ± 1,33%, p < 0,05), quando 

comparado ao grupo controle (4,32 ± 0,45%) (Figura 26).  

 
Figura 26. Modulação das Proteínas Cinases N-terminal c-Jun 1 e 2 (JNK1/2) em células SK-MEL-28 
após tratamento com o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40 
μg/mL) ou doxorrubicina (DXR, 4 µM) 

 

Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade das proteínas JNK1/2. (A) A população celular foi determinada 

a partir da análise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmática 

(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a análise dos histogramas de fluorescência de 

JNK1/2 (APC), inicialmente foi delimitada uma região correspondente à autofluorescência das células não 

marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes após essa região demarcada foi 

considerada positiva. (B) Sobreposição de histogramas representativos mostrando a fluorescência de JNK1/2 

(APC, eixo X) e o número de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representação 

gráfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de três experimentos independentes 

realizados em duplicata e expressos como média ± erro padrão da média (SEM), analisados por Análise de 

Variância (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

as condições; p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

A marcação das células com o anticorpo anti-p38 MAPK mostrou que o 

tratamento com o OECB reduziu significativamente o percentual de células marcadas 

(20 µg/mL: 21,67 ± 1,92%; 40 µg/mL: 18,82 ± 0,72%, p < 0,05 para ambos), quando 

comparado ao grupo controle (36,30 ± 1,00%) (Figura 27).  
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Figura 27. Modulação da Proteína Cinase Ativada por Mitógeno p38 (p38 MAPK) em células SK-MEL-
28 após tratamento com o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40 
μg/mL) ou doxorrubicina (DXR, 4 µM) 

 
Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade da proteína p38 MAPK. (A) A população celular foi determinada 

a partir da análise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmática 

(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a análise dos histogramas de fluorescência de p38 

MAPK (PE-Cy7), inicialmente foi delimitada uma região correspondente à autofluorescência das células não 

marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes após essa região demarcada foi 

considerada positiva. (B) Sobreposição de histogramas representativos mostrando a fluorescência de p38 MAPK 

(PE-Cy7, eixo X) e o número de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representação 

gráfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de três experimentos independentes 

realizados em duplicata e expressos como média ± erro padrão da média (SEM), analisados por Análise de 

Variância (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

as condições; p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

5.2.3.5.2 Citotoxicidade do OECB na presença ou ausência de inibidores de 

MAPKs (iMAPKs) 

 

 Quanto à avaliação do efeito do OECB na presença ou ausência de inibidores 

das Proteínas Cinases Ativadas por Mitógeno (MAPKs), obteve-se a figura 28. 

Observa-se que após 72 h de tratamento com o OECB, na ausência dos inibidores de 

MAPKs, verificou-se redução significativa da viabilidade celular (35,13 ± 0,65%, p < 

0,05), quando comparado ao grupo controle (100,00 ± 1,97%).  
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O uso do inibidor de ERK1/2 (U0126) preveniu significativamente o efeito 

citotóxico do OECB elevando a viabilidade celular para 73,54 ± 3,68% (p < 0,05), 

quando comparado ao grupo tratado com o OECB na ausência desse inibidor (Figura 

28A). O inibidor de JNK (SP600125) também preveniu significativamente o efeito 

citotóxico do OECB (viabilidade celular: 57,74 ± 1,41%, p < 0,05), quando comparado 

ao grupo tratado com esse óleo essencial na ausência do inibidor de JNK (Figura 

28B). Já o pré-tratamento com o inibidor de p38 MAPK (PD 169316), conforme 

observado na figura 28C, aumentou significativamente o efeito citotóxico do OECB 

(viabilidade celular: 19,19 ± 2,94%, p < 0,05), quando comparado ao grupo tratado 

com o OECB na ausência do inibidor PD 169316. 

Ao observar o efeito citotóxico da droga padrão, a DXR, o uso do inibidor de 

ERK1/2 preveniu significativamente a citotoxicidade desta droga (54,54 ± 0,73%, p < 

0,05) quando comparado ao grupo tratado com a DXR na ausência desse inibidor 

(42,59 ± 1,37%) (Figura 28A). Não foram observadas diferenças significativas na 

citotoxicidade da DXR na ausência ou presença dos inibidores de JNK (SP600125) e 

p38 MAPK (PD 169316) (Figuras 28B e 28C). 
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Figura 28. Efeito do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina 
(DXR), na presença ou ausência de inibidores de ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD 
169316), sobre a viabilidade de células da linhagem de melanoma humano SK-MEL-28 após 72 h de 
tratamento 
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Viabilidade celular (%) após 72 h de tratamento com OECB (20 µg/mL) ou DXR (4 µM) na presença ou ausência 

dos inibidores de (A) ERK1/2 (U-0126), (B) JNK (SP600125); ou (C) p38 MAPK (PD 169316). Os dados estão 

expressos como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em triplicata e analisados por 

Análise de Variância (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferenças 

significativas entre as condições. p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 
5.2.3.6 Marcação de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-PKB/AKT e análise 

por citometria de fluxo 

 

Como observado na figura 29, houve aumento significativo do percentual de 

células marcadas com os anticorpos anti-PKB/AKT após 48 h de tratamento com o 

OECB na concentração de 40 µg/mL (10,03 ± 0,71%, p < 0,05) ou DXR (4 μM) (98,73 

± 0,12%, p < 0,05), em comparação ao grupo controle (0,50 ± 0,01%). 
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Figura 29. Modulação da Proteína Cinase B (PKB/AKT) em células SK-MEL-28 após tratamento com 
o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40 μg/mL) ou doxorrubicina 
(DXR, 4 µM) 

 

Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade da proteína PKB/AKT. (A) A população celular foi determinada 

a partir da análise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmática 

(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a análise dos histogramas de fluorescência da 

PKB/AKT (PE-Cy7), inicialmente foi delimitada uma região correspondente à autofluorescência das células não 

marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes após essa região demarcada foi 

considerada positiva. (B) Sobreposição de histogramas representativos mostrando a fluorescência da PKB/AKT 

(PE-Cy7, eixo X) e o número de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representação 

gráfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de três experimentos independentes 

realizados em duplicata e expressos como média ± erro padrão da média (SEM), analisados por Análise de 

Variância (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

as condições; p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

5.2.3.7 Marcação de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-NF-κB (p65) e 

análise por citometria de fluxo 

 

A marcação das células com anticorpos anti-NF-κB (p65) e posterior análise 

por citometria de fluxo permitiu a observação do aumento significativo do percentual 

de células marcadas após 48 h de tratamento com o OECB (20 µg/mL: 0,90 ± 0,06%; 

40 µg/mL: 2,69 ± 0,17%, p < 0,05 para ambos), em comparação ao grupo controle 

(0,39 ± 0,05%) (Figura 30).  



109 
 

 
 

O tratamento com a DXR (4 µM) induziu aumento significativo do percentual de 

células marcadas com os anticorpos anti-NF-κB (p65) (18,95 ± 1,94%, p < 0,05), 

quando comparado ao grupo controle (Figura 30).  

 
Figura 30. Modulação do Fator Nuclear kappa B (NF-κB; p65) em células SK-MEL-28 após tratamento 
com o óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40 μg/mL) ou 
doxorrubicina (DXR, 4 µM) 

 
Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade do NF-κB. (A) A população celular foi determinada a partir da 
análise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmática (SSC-Side 
Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a análise dos histogramas de fluorescência do NF-κB (p65) 
(PE), inicialmente foi delimitada uma região correspondente à autofluorescência das células não marcadas com o 
anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes após essa região demarcada foi considerada positiva. 
(B) Sobreposição de histogramas representativos mostrando a fluorescência do NF-κB (p65) (PE, eixo X) e o 
número de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representação gráfica dos resultados 
obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de três experimentos independentes realizados em duplicata 
e expressos como média ± erro padrão da média (SEM), analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way 
seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as condições; p < 0,05. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.2.4 Embriotoxicidade do OECB em modelo de peixe-zebra 

5.2.4.1 Toxicidade aguda do OECB em embriões de peixe-zebra 

 

Os ensaios de embriotoxicidade foram realizados em dois conjuntos de 

experimentos. No primeiro conjunto, os embriões foram expostos ao OECB em 
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concentrações que variaram de 12,5 a 200 µg/mL (aproximadamente 10 vezes o valor 

da CI50 do OECB em SK-MEL-28). Como resultado, após 24 h de exposição, foi 

observada a morte de 100% dos embriões em todas as concentrações testadas. 

Portanto, no segundo conjunto de experimentos, foram utilizadas concentrações 

menores que variaram de 0,12 a 1,5 µg/mL do OECB. Após 96 h de exposição, 

observou-se a morte de todos os embriões e/ou larvas na maior concentração do 

OECB testada (1,5 µg/mL), com as duas menores concentrações utilizadas (0,5 e 0,75 

µg/mL) não induzindo mortalidade (Figura 31). 

 
Figura 31. Efeitos cumulativos da exposição de embriões e/ou larvas de peixe-zebra ao óleo essencial 
das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) após 96 h  

 

Efeitos da exposição de embriões e/ou larvas de peixe-zebra ao óleo essencial das partes aéreas de Conyza 

bonariensis (L.) (OECB) após 96 h (n = 20 embriões/concentração).  

Legenda: Sem efeito: características morfológicas comparáveis aos organismos do grupo controle; efeito não letal: 

presença de desfechos não letais (malformação ocular; malformação do otólito, malformação da boca, 

malformação da espinha, pigmentação corporal, atraso na eclosão, edema do saco vitelino, deformação do saco 

vitelino, edema pericárdico, edema craniano, coagulação sanguínea e tamanho insuficiente); mortalidade: 

presença de desfechos de letalidade (coagulação do ovo; falta de formação de somitos; falta de separação do 

botão caudal do saco vitelino e falta de batimento cardíaco). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os embriões e larvas tratados com as concentrações que produziram menor 

ou nenhuma mortalidade (0,5, 0,75 e 1,0 µg/mL) apresentaram os seguintes efeitos 

não letais predominantes: edema pericárdico, edema do saco vitelino, atraso na 

eclosão do ovo e coagulação sanguínea. Coagulação e ausência de batimentos 

cardíacos foram os únicos desfechos de letalidade observados para a amostra nas 

três maiores concentrações testadas (Figura 32). 
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Figura 32. Efeitos letais e não letais observados em embriões de peixe-zebra após exposição a 
diferentes concentrações do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) 

Imagens representativas dos efeitos letais e não letais observados em embriões e larvas de peixe-zebra expostos 
a diferentes concentrações do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) (OECB) no teste de 
embriotoxicidade. Em (a-d), organismos do grupo controle com desenvolvimento normal após 24, 48, 72 e 96 h, 
respectivamente, expostos apenas ao meio E3; (e) embrião após 24 h de exposição ao OECB (1,5 µg/mL) 
apresentando coagulação do ovo; (f) embrião após 24 horas de exposição ao OECB (0,75 µg/mL) sem efeitos 
letais ou não letais; (g) embrião após 48 h de exposição ao OECB (1,0 µg/mL) apresentando edema do saco 
vitelino (YSE); (h) embrião após 72 h de exposição ao OECB (1,25 µg/mL) apresentando edema do saco vitelino 
(YSE), edema pericárdico (PE) e coagulação sanguínea (BC); e (i) embrião após 96 h de exposição ao OECB 
(1,25 µg/mL) apresentando eclosão retardada (HD) e edema pericárdico (PE). Ampliação de 50×. 

 
Conforme observado na tabela 5, o OECB apresentou concentração letal 50% 

(LC50) de 1,20 µg/mL. Os valores de LOAEL (do inglês “lowest observable adverse 

effect level”) foram 0,5 µg/mL para atraso na eclosão e 1,0 µg/mL para edema do saco 

vitelino, edema do pericárdio e coagulação sanguínea. O valor de NOAEL (do inglês 

“no observed adverse effect level”) foi de 0,7 µg/mL para edema do saco vitelino, 

edema pericárdico e coagulação sanguínea. A concentração efetiva 50% (EC50) para 

os efeitos não letais encontrados foram 0,99 µg/mL (atraso de eclosão) e 1,36 µg/mL 

(edema pericárdico). 
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Tabela 5. Efeitos da exposição ao óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) 
sobre os parâmetros de desenvolvimento dos estágios iniciais de peixe-zebra após 96 h 

Endpoints de 
embriotoxicidade 

NOAELa LOAELb EC50
c 

(µg/mL) 

Má formação ocular s.e.† s.e.† s.e.† 
Má formação otolítica s.e.† s.e.† s.e.† 
Má formação da boca s.e.† s.e.† s.e.† 
Má formação da coluna s.e.† s.e.† s.e.† 
Pigmentação corporal s.e.† s.e.† s.e.† 
Atraso de eclosão s.e.† 0,5 0,99 (0,69-1,42) 
Edema de saco vitelino 0,75 1,0 s.e.† 
Edema pericárdico 0,75 1,0 1,36 (1,10-1,70) 
Edema de cabeça s.e.† s.e.† s.e.† 
Coagulação sanguínea s.e.† 1,0 s.e.† 
Redução de tamanho 0,75 s.e.† s.e.† 
Mortalidade (LC50

d -  µg/mL) - - 1,20 (1,12-1,30) 
aNOAEL: No observed adverse effect level; bLOAEL: Lowest observable adverse effect level; cEC50: concentração 
efetiva 50%; dLC50: concentração letal 50%; †s.e: sem efeito ou menos de 20% dos embriões afetados no parâmetro 
analisado. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

5.2.4.2 Atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em larvas de 

peixe-zebra expostas ao OECB 

 
Conforme demonstrado na figura 33, observou-se redução significativa da 

atividade da acetilcolinesterase (AChE) nas larvas do peixe-zebra, após tratamento 

com OECB nas concentrações de 0,12 µg/mL (51,27 ± 0,70 µmol/min/mg, p < 0,05), 

0,25 µg/mL (64,12 ± 0,27 µmol/min/mg, p < 0,05) e 0,50 µg/mL (46,01 ± 0,87 

µmol/min/mg, p < 0,05), quando comparado ao grupo controle (77,87 ± 1,12 

µmol/min/mg). Ainda, foi observado aumento significativo da atividade da glutationa 

transferase (GST) após tratamento com OECB nas concentrações de 0,25 µg/mL 

(63,30 ± 0,36, p < 0,05) e 0,50 µg/mL (80,43 ± 0,50 µmol/min/mg, p < 0,05), quando 

comparado ao grupo controle (61,56 ± 0,34 µmol/min/mg). A avaliação da atividade 

da catalase (CAT) permitiu observar o aumento significativo da atividade desta enzima 

nos embriões tratados nas três concentrações utilizadas (0,12 µg/mL: 3,36 ± 0,16 

µmol/min/mg; 0,25 µg/mL: 3,73 ± 0,28 µmol/min/mg; e 0,50 µg/mL: 3,71 ± 0,08 

µmol/min/mg, p < 0,05 para todos), quando comparado ao grupo controle (2,36 ± 0,06 

µmol/min/mg).  

Em adição, o tratamento das larvas com 0,25 e 0,50 µg/mL do OECB induziu 

aumento significativo da atividade da lactato desidrogenase (LDH) (353,6 ± 0,96 

µmol/min/mg e 417,4 ± 14,57 µmol/min/mg, respectivamente, p < 0,05 para ambos) e 

glutationa peroxidase (GPx) (10,26 ± 0,22 µmol/min/mg e 10,37 ± 0,12 µmol/min/mg, 
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respectivamente, p < 0,05 para ambos), ao comparar com o grupo controle (314,00 ± 

2,65 µmol/min/mg e 9,52 ± 0,10 µmol/min/mg, respectivamente) (Figura 33). 

 
Figura 33. Atividade de enzimas marcadoras de estresse oxidativo em larvas de peixe-zebra após 96 
h de exposição a diferentes concentrações do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis 
(OECB) 
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Avaliação da atividade das enzimas (A) acetilcolinesterase (AChE), (B) glutationa transferase (GST), (C) catalase 

(CAT), (D) lactato desidrogenase (LDH) e (E) glutationa peroxidase (GPx) em larvas de peixe-zebra após 

exposição a diferentes concentrações do OECB. Dados apresentados como média ± desvio padrão da média e 

analisados pelo teste de Análise de Variância (ANOVA) one-way seguido de Tukey. Letras diferentes denotam 

diferenças significativas entre as condições. p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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6 DISCUSSÃO 

 
A natureza representa uma fonte significativa de produtos bioativos e isso tem 

estimulado pesquisas em todo o mundo com o objetivo de descobrir e investigar os 

efeitos biológicos de produtos naturais contra diversas doenças, dentre elas o câncer 

(Sairazi; Sirajudeen, 2020). No presente estudo, foram descritas a obtenção e 

caracterização química, a atividade antitumoral in vitro e a toxicidade em modelo de 

peixe-zebra de um óleo essencial de Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae). 

As propriedades biológicas dos óleos essenciais devem-se à sua composição 

química (Piasecki et al., 2021) e diversas variáveis, como origem geográfica (Marino 

et al., 2019) e condições ambientais, a exemplo de temperatura, precipitação, 

umidade relativa e intensidade da luz (Stefanakis et al., 2022), influenciam a 

biossíntese e o acúmulo das substâncias químicas nos óleos essenciais (Li; Zidorn, 

2022). Assim, variações nos perfis químicos destes produtos naturais podem ocorrer 

de planta para planta e até mesmo dentro da mesma espécie (Piasecki et al., 2021).  

A análise química do OECB revelou o éster (Z)-2-lacnofilum (EZ) como 

composto majoritário (57,24%), uma molécula do grupo dos poliacetilenos comumente 

encontrada em plantas da família Asteraceae e do gênero Conyza (Azeem et al., 2019; 

Minteguiaga et al., 2022; Adande et al., 2023). Porém, vale ressaltar que o perfil 

químico dos óleos essenciais das partes aéreas de Conyza bonariensis, assim como 

de outras espécies, pode variar dependendo do país e da região onde a planta cresce. 

Até agora, o (E)-β-farneseno (Maia et al., 2020), o germacreno D (Urdampilleta et al., 

2005), o óxido de cariofileno (Benzarti et al., 2013), o limoneno (Amaral et al., 2018), 

o 1H-indeno-3-carboxaldeído,2,6,7,7a-tetrahidro-1,5-dimetil (Musembei; Kiplimo, 

2017) e o allo-aromadendreno (Hoi et al., 2020) foram identificados como compostos 

majoritários de óleos essenciais das partes aéreas de Conyza bonariensis.  

Lundgren e colaboradores (2021) obtiveram a caracterização do óleo essencial 

das partes aéreas de Conyza bonariensis cultivada no Horto de Plantas Medicinais do 

Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos da Universidade Federal da 

Paraíba (IPeFarM/UFPB), João Pessoa, Paraíba, Brasil. Esses autores obtiveram um 

perfil químico diferente do obtido neste trabalho, tendo o sesquicineol como composto 

majoritário (48,46%). Isso demonstra a influência de condições como injúrias 

mecânicas ou químicas, fatores genéticos e de evolução, armazenamento, irrigação, 

herbivoria, ataque de fungos patógenos e atividade dos polinizadores na produção e 



116 
 

 
 

composição de óleos essenciais, conforme já descrito na literatura (Figueiredo et al., 

2008; Prado et al., 2022). Finalmente, o éster (Z)-2-lacnofilum também foi descrito 

como o componente principal (21,2%) do óleo essencial das partes aéreas de Conyza 

bonariensis cultivada na Universidade de Atenas, Atenas, Grécia (Tzakou et al., 2005). 

Assim, o presente estudo apresenta um óleo essencial das partes aéreas de Conyza 

bonariensis (L.) com perfil químico inédito. 

Atualmente, o câncer representa um importante problema de saúde pública em 

todo o mundo (Sharaf; Ziaee; Dahmardeh, 2023), e muitos esforços são feitos na 

busca de novas terapias. Considerando a composição química do OECB, alguns de 

seus constituintes químicos apresentam propriedades antitumorais, como o α-pineno 

(Hou et al., 2019), o β-pineno (Machado et al., 2022), o p-cimeno (Wang et al., 2021), 

o limoneno (Ye et al., 2020; Mandal et al., 2022), o terpinen-4-ol (Nakayama et al., 

2017; Cao et al., 2022), o timol (Li et al., 2017; Elbe et al., 2020), o carvacrol 

(Moradipour et al., 2022), o α-humuleno (Chen et al., 2019), o β-sesquifelandreno 

(Tyagi et al., 2015), o óxido de cariofileno (Delgado et al., 2021; Jo; Kim, 2022; Xiu et 

al., 2022) e o composto majoritário, o éster (Z)-2-lacnofilum (Satyal et al., 2015). 

Contudo, a literatura reporta a vantagem de obtenção de um efeito sinérgico dos 

componentes de óleos essenciais em comparação aos efeitos biológicos desses 

constituintes individualmente (Baptista-Silva et al., 2020). Assim, a atividade 

antitumoral in vitro do OECB foi investigada em diferentes linhagens de células 

malignas humanas.  

Para tal, foi realizado o ensaio de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT), um dos testes colorimétricos mais utilizados para avaliar 

citotoxicidade (Deepthi et al., 2023). O MTT é um sal amarelo hidrossolúvel que, em 

células viáveis, é convertido por ação enzimática ao sal formazan de cor púrpura e 

insolúvel em água. Desta forma, a quantidade de formazan formado é proporcional ao 

número de células vivas (Manimegalai et al., 2023). 

No presente trabalho, a doxorrubicina (DXR) foi utilizada como droga padrão. 

A DXR é uma antraciclina isolada da espécie Streptomyces peucetius var. caesius, 

utilizada na quimioterapia antineoplásica, incluindo o tratamento de leucemias e 

câncer de mama (Rawat et al., 2021). Além disso, esse fármaco é amplamente 

utilizado como droga padrão em vários estudos in vitro, incluindo a investigação dos 

efeitos antitumorais de óleos essenciais (Ihsan et al., 2017; Aranha et al., 2019; Sousa 
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et al., 2020; Salama et al., 2021; Tabanca et al., 2020). Entre os seus mecanismos de 

ação antitumorais incluem-se a inibição da enzima topoisomerase II, indução de 

parada do ciclo celular, indução de estresse oxidativo (Sritharan; Sivalingam, 2021) e 

modulação da atividade das Proteínas Cinases Ativadas por Mitógenos (MAPKs) 

(Brantley-Finley et al., 2003; Choi et al., 2008; Wei; Xiaojunb; Peilong, 2020), do Fator 

Nuclear kappa B (NF-κB) (Chougule et al., 2011) e da Proteína Cinase B (PKB/AKT) 

(Li et al., 2005). 

No ensaio do MTT, o OECB apresentou significativo efeito antitumoral para 

todas as linhagens celulares utilizadas, com a maior citotoxicidade sendo observada 

em células de melanoma humano SK-MEL-28 (concentração inibitória média – CI50: 

18,65 ± 1,16 µg/mL). Células SK-MEL-28 são melanócitos malignos com mutação em 

B-RafV600E (Scatena et al., 2019), obtidas inicialmente de um paciente de 51 anos 

(Bonamy et al., 2023) e que são amplamente utilizadas para a investigação de novos 

candidatos a drogas antimelanoma (Santos et al., 2020). 

O melanoma cutâneo é o tumor maligno de maior relevância entre os cânceres 

de pele, sendo responsável pela maioria das mortes (Abarca; Chávez, 2023). Em 

2020, aproximadamente 325.000 pessoas foram diagnosticadas com melanoma 

cutâneo e aproximadamente 57.000 pacientes morreram desta doença (Arnold et al., 

2022). Assim, novas terapias são necessárias para o combate ao melanoma e, nesse 

cenário, óleos essenciais têm sido investigados para o tratamento dessa doença. 

Petrelli e colaboradores (2016) investigaram o efeito antitumoral in vitro do óleo 

essencial das partes aéreas de Conyza floribundus e observaram significativa 

citotoxicidade em linhagem de células de melanoma humano A375 com CI50 de 22,5 

µg/mL. Também, os óleos essenciais obtidos das folhas e raízes de Conyza 

canadensis induziram significativo efeito antitumoral em um painel de linhagens de 

células tumorais humanas, incluindo as células de melanoma UACC-62 com valores 

de inibição total do crescimento celular (TGI) entre 42,2 e 73,0 μg/mL (Aragão et al., 

2019). Em adição, o óleo essencial das folhas de Etlingera elatior (Zingiberaceae) 

apresentou citotoxicidade contra as linhagens de células de melanoma humano A375 

e murino B16F10, com CI50 de 241,13 µg/mL e 214,85 µg/mL, respectivamente 

(Sangthong et al., 2022).  

Apesar de ser a forma de tratamento mais utilizada contra o câncer, a 

quimioterapia antineoplásica não é seletiva (Muhamad et al., 2018), ou seja, além de 
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causar efeitos danosos às células tumorais, células sadias que se proliferam 

rapidamente também podem ser afetadas (Blagosklonny, 2023) acarretando efeitos 

adversos como perda de pelos, náusea, vômito, diminuição da fertilidade e 

mielossupressão (Asqarov; Bekmirzaeva; Usmanova, 2023). Desta forma, o 

desenvolvimento de terapias seletivas para as células tumorais é crucial para a 

redução da toxicidade associada ao tratamento (Saleh et al., 2023). Diante disso, a 

avaliação da citotoxicidade do OECB na linhagem de células sadias de pele humana 

HaCaT (queratinócitos) permitiu a obtenção do índice de seletividade, a partir do qual 

pode-se observar que o efeito citotóxico do OECB foi aproximadamente três vezes 

mais seletivo para células SK-MEL-28, quando comparado ao efeito deste óleo sobre 

as células sadias de pele utilizadas.  

Assim, considerando as linhagens celulares utilizadas neste trabalho, os dados 

obtidos permitem inferir que o OECB possui significativo efeito antitumoral in vitro mais 

seletivo para linhagem de células de melanoma humano, quando comparado ao seu 

efeito citotóxico em linhagem de células sadias de pele humana. Por outro lado, a 

doxorrubicina, um fármaco de ampla utilização clínica no tratamento de diferentes 

tipos de câncer, apresentou um índice de seletividade menor que um. De fato, por 

mais que as pesquisas busquem drogas antitumorais com um melhor balanço entre 

toxicidade e atividade biológica, a toxicidade desses compostos contra células não 

tumorais é uma característica inerente dessas drogas que ainda precisa ser superada. 

Isto explica a quantidade de efeitos adversos que são observados em pacientes em 

tratamento do câncer. Portanto, a citotoxicidade de novas drogas em células não 

tumorais não limita a continuidade dos estudos na pesquisa da caracterização de seus 

efeitos contra o câncer (Sousa et al., 2023). 

Ainda, considerando a toxicidade dos agentes antineoplásicos em células 

sadias, sabe-se que diversos agentes quimioterápicos utilizados clinicamente 

induzem hematotoxicidade, a exemplo da cisplatina (Cao et al., 2021). Para melhor 

caracterização da toxicidade do OECB, foi investigado o seu efeito em células 

mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humanas. As PBMCs, incluindo 

monócitos e linfócitos, são frequentemente isoladas para uso em pesquisas não-

clínicas (Betsou et al., 2019), bem como em estudos de novos candidatos para a 

terapia antitumoral (Hołota et al., 2019; Ciftci et al., 2022), sendo esta investigação um 
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indicador relevante da toxicidade sistêmica de produtos naturais em humanos 

(Mektrirat et al., 2020).  

A investigação dos efeitos de óleos essenciais em PBMCs tem sido 

frequentemente realizada (Silva et al., 2021; Yazdanian et al., 2022; Cappelli et al., 

2023), mostrando que este modelo experimental é útil na investigação de toxicidade 

em células humanas sadias. O OECB induziu citotoxicidade contra PBMCs de 

maneira dependente de concentração. No entanto, esse efeito tóxico foi menor 

comparado ao efeito observado para a droga padrão DXR. Alguns óleos essenciais 

compostos principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos mostram citotoxicidade 

contra PBMCs, como o óleo essencial das folhas de Duguetia pycnastera 

(Annonaceae) (CI50: 21,28 µg/mL) (Costa et al., 2022), o óleo essencial das partes 

aéreas de Satureja khuzistanica (Lamiaceae) (CI50: 28,21 µg/mL) (Khakzad et al., 

2019) e o óleo essencial das folhas de Xylopia laevigata (Annonaceae) (CI50: 35,30 

µg/mL) (Quintans et al., 2013). Assim, o maior efeito citotóxico do OECB, rico em 

monoterpenos e sesquiterpenos, em PBMCs (CI50: 2,68 µg/mL) pode estar 

relacionado ao composto majoritário, o éster (Z)-2-lacnofilum, cuja citotoxicidade 

neste modelo experimental não é relatada na literatura, ou ao fitocomplexo. Em 

adição, até o presente momento, não foram encontrados relatos na literatura sobre a 

citotoxicidade de óleos essenciais das partes aéreas de espécies do gênero Conyza 

em PBMCs. 

Para melhor caracterizar o efeito antimelanoma do OECB foram investigados 

os possíveis mecanismos de ação antitumorais deste óleo essencial na linhagem 

celular mais sensível a sua citotoxicidade, a SK-MEL-28. Considerando que a CI50 

após 72 h de tratamento (18,65 ± 1,16 µg/mL) representa o efeito citotóxico máximo 

do OECB nesta linhagem celular, o seu valor aproximado (20 µg/mL) e do seu dobro 

(40 µg/mL) foram considerados como as concentrações do OECB para tratamento 

das células SK-MEL-28. Ainda, sabendo que 72 h é o tempo de observação do efeito 

final (morte celular), considerou-se, para a investigação do processo de indução de 

morte, um tempo de tratamento reduzido, de 48 h. 

O efeito antimelanoma de diversos óleos essenciais e de alguns de seus 

componentes ocorre por diversos mecanismos, incluindo alteração da distribuição 

celular nas diferentes fases do ciclo celular, indução da apoptose e modulação do 

estresse oxidativo (Di Martili et al., 2020). 
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O ciclo celular, dividido nas fases G1 e G2 (gap ou intervalo), S (síntese de 

DNA) e M (mitose) (Johnson; Cook, 2023), é um processo rigidamente controlado que 

leva a divisão celular. No câncer, este evento encontra-se desregulado resultando em 

proliferação celular descontrolada. Assim, agentes que interferem no ciclo celular são 

considerados promissores para a quimioterapia antitumoral (Panda et al., 2019). Para 

a investigação do efeito do tratamento do OECB sobre a progressão do ciclo celular, 

realizou-se a marcação das células SK-MEL-28 com o intercalador de DNA iodeto de 

propídeo (IP) seguido de análise por citometria de fluxo, o método mais utilizado para 

analisar a transição do ciclo celular (Di Martili et al., 2020). A intensidade de 

fluorescência emitida pelo IP ligado ao DNA permite a quantificação de DNA nas 

células em cada fase do ciclo celular (Jayat; Ratinaud, 1993), sendo consideradas 

células na fase G0/G1 aquelas com conteúdo de DNA 2n, na fase S aquelas com 

conteúdo de DNA maior que 2n e menor que 4n, na  fase G2/M as células com 

conteúdo de DNA 4n e a população sub-G1 as células com DNA sub-diplóide (< 2n) 

(Hodroj et al., 2018).  

O tratamento com o OECB por 48 h não induziu aumento significativo do 

percentual de células em nenhuma das fases do ciclo celular. Contudo, observou-se 

aumento significativo da população sub-G1, como evidenciado para outros óleos 

essenciais (Bhagat et al., 2020; Hashem-Dabaghian et al., 2020; Trang et al., 2020). 

As células da população sub-G1 apresentam menor conteúdo de DNA devido a 

fragmentação do material genético (Chainumnim et al., 2022), o que é característico 

de células apoptóticas (Zhang et al., 2023b). Desta forma, considerando que o 

aumento da fração sub-G1 na análise do ciclo celular está relacionado à apoptose, 

investigou-se também a possível indução de apoptose pelo OECB.  

A apoptose é um processo regulado de morte celular (Bock; Tait, 2020) 

caracterizado por alterações celulares como degradação de proteínas, blebbing de 

membrana e clivagem do DNA (Carneiro; El-Deiry, 2020). No câncer, as células 

apresentam resistência à apoptose (Hanahan, 2022) e, desta forma, a indução deste 

tipo de morte celular tem sido um dos principais objetivos na terapia antitumoral (Jan; 

Chaudhry, 2019). Nessa perspectiva, a detecção da apoptose é uma importante 

ferramenta no processo de desenvolvimento de novos fármacos anticâncer (Carneiro; 

El-Deiry, 2020) e, para isto, diversas técnicas podem ser utilizadas como a 
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microscopia e a citometria de fluxo por marcação com anexina V-FITC e IP (D’arcy, 

2019).  

Em células viáveis, a fosfatidilserina, um fosfolipídeo de membrana plasmática, 

encontra-se voltada para a face interna da membrana celular (Shin; Takatsu, 2020). 

Células apoptóticas externalizam a fosfatidilserina e isto é considerado uma 

característica marcante da apoptose (Shlomovitz; Speir; Gerlic, 2019). A anexina V 

possui alta afinidade para a fosfatidilserina (Kira et al., 2023), enquanto o IP interage 

diretamente com o DNA de células que perderam a integridade de membrana, 

permitindo, desta forma, distinguir células em apoptose ou necrose (Hussain et al., 

2019). As células viáveis são negativas para marcação com anexina V-FITC e IP, 

enquanto as células em apoptose inicial são marcadas apenas com anexina V-FITC 

e as células em apoptose tardia/necrose exibem dupla marcação (anexina V-FITC/IP). 

Já as células necróticas marcam-se apenas com o IP (Twair et al., 2021). 

Como observado na análise por citometria de fluxo, o tratamento com o OECB 

induziu aumento do percentual de células em apoptose (apoptose inicial + apoptose 

tardia/necrose). Esse tipo de morte celular é compartilhado por diversos óleos 

essenciais da família Asteraceae. A apoptose induzida pelo óleo essencial das folhas 

de Tridax procumbens foi observada em células de melanoma murino B16-F10 e em 

modelo de melanoma in vivo (camundongos) (Manjamalai; Kumar; Grace, 2012). Os 

óleos essenciais das flores e folhas de Artemisia arborescens foram capazes de 

induzir o processo apoptótico (Russo et al., 2023). Em adição, o óleo essencial de 

Carpesium abrotanoides induz a apoptose pela via intrínseca em células de carcinoma 

hepatocelular humano (HepG2) (Wang et al., 2018). Por fim, o óleo essencial de 

Conyza canadensis induziu apoptose em células da linhagem de câncer cervical 

humano HeLa (Si et al., 2022). 

Para corroborar a apoptose induzida pelo OECB, células expostas a este óleo 

essencial foram analisadas por microscopia confocal a laser. As principais funções de 

um microscópio confocal são produzir uma fonte pontual de luz e rejeitar a luz fora de 

foco (Elliott, 2019). Para isto, o microscópio confocal utiliza lasers como fonte de luz, 

substituindo a luz branca por um comprimento de onda específico, restringindo a 

iluminação a um pequeno ponto dentro do campo de visão (Jayamohanan, 2022), e 

pontos focais estratégicos que garantem que apenas a fluorescência originada no 

ponto focal seja capturada pelo detector, criando uma imagem com alta resolução. 
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Assim, a microscopia confocal pode ser usada para quantificar as intensidades e 

investigar o arranjo espacial de moléculas fluorescentes com alta precisão, o que é 

útil para atribuir a localização de moléculas a compartimentos celulares específicos 

(Jonkman et al., 2020). A análise das imagens obtidas na microscopia confocal a 

laser, após tratamento das células SK-MEL-28 com o OECB, permitiu a visualização 

de alterações morfológicas características do processo apoptótico, como 

condensação da cromatina, blebs de membrana e fragmentação do DNA. A 

condensação da cromatina e a formação de blebs de membranas culminam em 

formação dos corpos apoptóticos que podem ser fagocitados. Como uma das 

vantagens da apoptose, a fagocitose dos corpos apoptóticos previne o 

desenvolvimento de um processo inflamatório, o que mantém a integridade do tecido 

subjacente (Kakarla et al., 2020). Diante destes resultados, pode-se inferir que o efeito 

antimelanoma do OECB envolve indução da apoptose. 

Prosseguindo com a elucidação dos mecanismos antimelanoma do OECB, 

investigou-se o estado redox das células SK-MEL-28 após tratamento com esse óleo 

essencial. Fisiologicamente, as Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) atuam como 

moléculas sinalizadoras em vias de transdução de sinais intracelulares (Checa; Aran, 

2022). No câncer, as células tumorais têm altos níveis de ROS (Yang; Chen; Shi, 

2019) envolvidos em processos como a indução da proliferação celular e metástase, 

inibição da apoptose (Sajadimajd; Khazaei, 2019) e estimulação da angiogênese 

(Huang; Nan, 2019).  

No melanoma, o estresse oxidativo está envolvido em todas as fases do 

desenvolvimento tumoral e modula as vias intracelulares relacionadas à proliferação 

e morte celular (Di Martili et al., 2020). No entanto, aumentos adicionais na 

concentração intracelular de ROS estão envolvidos com danos irreparáveis e morte 

de células tumorais (Kirtonia; Sethi; Garg, 2020). Agentes antineoplásicos como 

doxorrubicina, metotrexato, cisplatina e topotecana induzem a apoptose de células 

tumorais por indução de estresse oxidativo (Davalli et al., 2018; Albasher et al., 2019; 

Sinha; Tokar; Bushel, 2020).  

Para avaliar a indução de estresse oxidativo pelo OECB foi realizado o ensaio 

com o diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA), que permite a 

quantificação de ROS intracelulares a partir da fluorescência celular (Foo et al., 2019). 

O DCFH-DA é uma sonda apolar e não fluorescente, que atravessa livremente as 
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membranas celulares. As esterases intracelulares clivam o DCFH-DA em DCFH, que 

é oxidado por ROS a DCF, uma molécula altamente fluorescente. Portanto, o número 

de células fluorescentes é proporcional à quantidade de ROS intracelular (Jávega et 

al., 2023). Em adição, também foi realizado o ensaio de MTT na presença ou ausência 

de  N-acetilcisteína (NAC), uma molécula antioxidante (Sahasrabudhe; Terluk; Kartha, 

2023). No ensaio do DCFH-DA, após 48 h de tratamento com OECB, não foi 

observada alteração significativa da produção de ROS (dados não apresentados). 

Assim, reduziu-se o tempo de incubação das células SK-MEL-28 com o OECB para 

30 minutos, 1 h e 3 h. Como resultado, observou-se rápido e transitório aumento do 

nível de ROS após o tratamento com o OECB. Para o ensaio na presença ou ausência 

de NAC foi considerado o tempo de 72 h de tratamento, tendo em vista que o efeito 

citotóxico máximo do OECB foi observado após esse tempo de incubação. O pré-

tratamento com NAC na citotoxicidade do OECB, investigou-se reduziu 

significativamente a citotoxicidade do OECB, corroborando o envolvimento de ROS 

no efeito antitumoral induzido por este óleo essencial.  

Tem sido relatado que o aumento da produção de ROS é um evento comum 

na morte de células tumorais induzida por óleos essenciais (Thalappil et al., 2022). De 

fato, a indução do estresse oxidativo foi observada em células tumorais após o 

tratamento com esses produtos naturais. O óleo essencial de Pinus mugo (Pinaceae) 

induziu redução dos níveis intracelulares de glutationa (GSH) e aumento da 

concentração de ROS em células da linhagem de adenocarcinoma de próstata 

humano DU145, o que foi parcialmente prevenido pelo pré-tratamento com NAC 

(Thalappil et al., 2022). Catalani e colaboradores (2017) observaram que a 

citotoxicidade do óleo essencial das partes aéreas de Pistacia lentiscus 

(Anacardiaceae) em células FTC-133 (carcinoma folicular da tireoide humano) é 

dependente do aumento da produção intracelular de ROS. Ainda, Poma e 

colaboradores (2018) demonstraram que o efeito do óleo essencial dos ramos com 

folhas de Grevillea rosmarinifolia (Proteaceae) sobre a viabilidade celular das 

linhagens de células de carcinoma hepatocelular humano (HA22T/VGH, HepG2 e 

Hep3B) e de câncer de mama triplo negativo humano (SUM 149 e MDA-MB-231) foi 

reduzido após pré-tratamento com NAC. Assim, o aumento na produção de ROS 

induzido pelo tratamento com o OECB é um mecanismo envolvido com o efeito 

antitumoral deste óleo essencial em células SK-MEL-28. 
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Em adição, tem sido evidenciado que o aumento de ROS está envolvido com o 

efeito antitumoral por ativação ou inativação de vias de sinalização intracelulares, 

incluindo a via das MAPKs (Zhao et al., 2023c), do NF-κB (Ahmadian et al., 2017) e 

da PKB/AKT (Hussain et al., 2011). Diante disso, como análise preliminar do possível 

envolvimento destas vias de sinalização intracelulares com o efeito antitumoral do 

OECB, realizou-se o docking molecular em estruturas cristalográficas dessas 

proteínas para obter os complexos proteína-ligante com o composto majoritário do 

OECB, o EZ. 

Docking molecular é a aplicação computacional que pode prever a interação e 

a energia de ligação de certas moléculas a um alvo proteico específico permitindo 

identificar, dentre duas ou mais moléculas, aquela que apresenta maior afinidade de 

ligação ao alvo. Na área de produtos naturais, este método torna-se uma ferramenta 

interessante a ser usada para triagem virtual da possível interação entre compostos 

naturais e alvos envolvidos com doenças (Zubair et al, 2020), como o câncer (Cava; 

Castiglioni, 2020). Diante disso, essa ferramenta foi utilizada para investigar a 

probabilidade de ligação e as formas de interação entre o EZ, composto majoritário 

do OECB, a DXR, utilizada como droga padrão, ou os ligantes disponíveis no Protein 

Data Bank (PDB) ou encontrados na literatura (Barančı́k et al., 2001; Gorlick et al., 

2012; Homme et al., 2019; Paw et al., 2021), e as proteínas ERK1, JNK1, p38α MAPK, 

PKB/AKT e NF-κB (p50/p65).  

As vias de sinalização das MAPKs estão envolvidas em diversos processos 

celulares, incluindo proliferação e sobrevivência (Ullah et al., 2023). No câncer, tem 

sido relatado o papel dual dessas proteínas. Logo, o estímulo à atividade dessas 

cinases pode estar envolvido a efeito pró ou antitumoral (Stefani et al., 2021; Lu et al., 

2020).  

As proteínas ERK1 e ERK2 são expressas de forma ubíqua e não há diferenças 

significativas de regulação e localização celular entre elas (Buscà; Pouysségur; 

Lenormand, 2016). Neste trabalho, foi realizada a análise do docking molecular entre 

o EZ e a proteína ERK1. O resultado do estudo in silico mostrou que há interação 

favorável entre o EZ e essa proteína por meio de resíduos de aminoácidos que 

também contribuem para a interação desse alvo com a droga padrão DXR (Ala35) ou 

com o ligante do PDB (Ala35 e Leu170). Não foram encontrados dados de docking 

molecular entre ERK1 e o éster metílico de matricaria ou outros compostos 
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estruturalmente semelhantes ao EZ. Contudo, a literatura reporta estes dados para 

compostos de outras classes químicas. Nagalakshmamma e colaboradores (2021) 

desenharam e sintetizaram compostos derivados da bisuréia 1,4-

diisocianatobenzeno, nomeadamente 3a-3j. Os compostos apresentaram significativo 

efeito antitumoral in vitro frente a linhagem de células tumorais HeLa. No estudo de 

docking molecular foi observado que os derivados 3d e 3e, os mais citotóxicos frente 

a linhagem celular utilizada, apresentaram encaixe com a proteína ERK por meio de 

resíduos de aminoácidos que incluem Ala35 e Leu170. Assim, com base nos dados 

dessa técnica, a interação entre o EZ e ERK demonstra que esta proteína é um 

potencial alvo para a investigação dos possíveis mecanismos de ação antimelanoma 

do OECB.  

O papel da JNK no crescimento e na sobrevivência do melanoma tem sido 

relatado, com a JNK1 emergindo como a principal isoforma na regulação da 

progressão do ciclo celular e da apoptose (Alexaki; Javelaud; Mauviel, 2008). Assim, 

investigou-se as possíveis interações moleculares entre o EZ e esta proteína. Os 

resultados do estudo in silico mostraram que o EZ foi capaz de interagir com a proteína 

JNK1 em resíduos de aminoácidos que também estão envolvidos no acoplamento da 

DXR (Ala53, Ile32 e Val158) ou do ligante do PDB (Ala53, Ile32, Val158 e Met111) a 

esse alvo. Em adição, o EZ apresentou maior valor de probabilidade de ligação 

quando comparado ao ligante do PDB. Não foram encontrados na literatura dados de 

interação molecular in silico entre JNK1 e o éster metílico de matricaria ou outros 

compostos estruturalmente semelhantes ao EZ. Contudo, a literatura reporta estes 

dados para outras substâncias. Semelhante ao observado no presente trabalho, os 

resultados de Sugara e colaboradores (2021), evidenciaram que novas haloxantonas, 

codificadas como 3CX, 10CX, 5BX e 4BX, projetadas visando potencial atividade 

antitumoral, acoplaram a JNK e que essa interação envolveu aminoácidos que 

participaram da interação entre o EZ e essa proteína (Ala53, Ile32, Val158, Leu110, 

Met111 e Glu109). Assim, diante dos resultados apresentados no presente trabalho, 

a proteína JNK1 mostra-se um potencial alvo para a investigação dos possíveis 

mecanismos de ação antitumorais do OECB. 

Atualmente, são conhecidas quatro isoformas da p38 MAPK, sendo p38α, 

p38β, p38γ e p38δ (Ma; Nicolet, 2023). A p38γ possui uma distribuição tecidual 

consideravelmente restrita, sendo encontrada principalmente na musculatura estriada 
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esquelética (Denkert et al., 2002). Em células do melanoma, a isoforma p38δ MAPK 

não é expressa (López-Bergami, 2011). Por fim, as isoformas p38α e p38β são 

encontradas em todos os tecidos (Qi; Chen, 2023). A análise do papel das isoformas 

p38α e p38β na linhagem celular de melanoma humano A375, evidenciou que apenas 

a p38α MAPK desempenha um papel crucial na regulação da proliferação e migração 

dessas células (Wen et al., 2019). Assim, considerando-se o potencial da p38α MAPK 

no desenvolvimento e manutenção do melanoma, investigou-se as possíveis 

interações moleculares entre o EZ e esta isoforma da p38 MAPK. Foi observada uma 

interação favorável entre o EZ e a p38α MAPK no resíduo de aminoácido Gln120, que 

está envolvido na interação do DXR com essa proteína. Da mesma forma, Leu216 e 

Val117, envolvidos na ligação do EZ, também estão envolvidos na interação entre a 

p38 MAPK e o (4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol) 

(SB203580), um inibidor específico dessa proteína (Barančı́k et al., 2001). Não foram 

encontrados dados de docking molecular entre compostos estruturalmente similares 

ao EZ. Contudo, encontram-se dados na literatura da interação da  p38α MAPK e 

outros compostos. Shankar et al. (2021) investigaram a interação entre a 

agastisflavona, um composto fitoquímico encontrado em Anacardium occidentale 

(Anacardiaceae), e a p38α MAPK. Esses pesquisadores observaram que há ligação 

entre a agastisflavona e a p38α MAPK por meio da interação com o Pro153, que 

também participa da ligação entre o EZ e essa proteína. Assim, diante do exposto, 

pode-se sugerir que a proteína p38 MAPK também é um potencial alvo para a ação 

antitumoral do OECB. 

A proteína PKB/AKT regula diversos eventos celulares, incluindo proliferação 

celular e angiogênese (Iida et al., 2020). No câncer, tem sido relatado o seu efeito pró 

ou antitumoral (Li et al., 2019; Sun et al., 2019). Para este alvo, o EZ apresentou 

valores significativos de energia de interação, indicando acoplamento favorável. Esta 

interação envolveu resíduos de aminoácidos  que também participam da interação 

entre  a molécula 8-[4-(1-aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-

f][1,6]naftiridina-3-ona (MK-2206), utilizada no presente estudo como molécula padrão 

de interação com a PKB/AKT, e essa proteína (Tyr316, Leu348, Leu317, Val331, 

Ala318, Lys277, Val338 e Glu279). Não foram encontrados dados de docking 

molecular da interação entre o éster metílico de matricaria ou outros compostos 

estruturalmente relacionados ao EZ, e a PKB/AKT. Entretanto, encontram-se 
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disponíveis resultados de testes in silico desta interação para outros compostos, como 

a Brevilina A. Esta molécula foi isolada do Centipeda minima (Asteraceae) e possui 

significativa atividade antitumoral, interagindo com a PKB/AKT em resíduos de 

aminoácidos como Lys277 (Ramdhani; Mustarichie, 2021) que também integra o 

grupo de aminoácidos que participam da interação entre o EZ e esse alvo. Esse 

resíduo de aminoácido também participa da interação entre a epirrubicina, uma 

antraciclina utilizada para o tratamento de cânceres como o de mama (Vallathol et al., 

2023), e a PKB/AKT (Ramdhani; Mustarichie, 2023a). Outro composto com 

significativa atividade antitumoral, a pelargonidina, encontrada em frutas vermelhas 

ou rosadas, interage com PKB/AKT em resíduos que incluem Leu317 e Lys277 

(Ramdhani; Mustarichie, 2023b). Assim, diante dos dados de docking molecular 

apresentados no presente trabalho, pode-se inferir que o OECB também apresenta 

como potencial alvo a proteína PKB/AKT. 

O NF-κB é um fator de transcrição que participa de importantes funções 

celulares como proliferação, diferenciação e apoptose (Wang et al., 2023b). As 

subunidades do NF-κB formam homo ou heterodímeros, sendo o heterodímero 

p50/p65 o mais comum (Catheline et al., 2021). Atualmente, diversas evidências 

apontam para o papel dual do NF-κB no câncer (Wu; Sun; Xu, 2023). Diante disso, 

investigou-se as possíveis interações moleculares entre o EZ e o NF-κB  em sua forma 

heterodimérica p50/p65. Quanto à predição de acoplamento entre o EZ e o NF-κB 

(p50/p65), foi possível observar que houve interação favorável entre esse ligante e o 

alvo investigado, com resíduos de aminoácidos envolvidos neste acoplamento 

também participando da interação entre a DXR e o NF-κB (p50/p65) (Cys120, Arg187 

e Tyr36). O EZ apresentou maior afinidade de ligação com o NF-κB (p50/p65), quando 

comparado à afinidade de ligação do ligante 4-metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-

diamina, utilizado em nosso estudo como molécula padrão de interação com o NF-κB 

(p50/p65), a essa proteína. Não foram encontrados na literatura resultados de docking 

molecular entre o NF-κB e o éster metílico de matricaria ou outros compostos 

estruturalmente semelhantes ao EZ. Todavia, existem dados de estudos in silico da 

interação entre o NF-κB e outros tipos de compostos. No trabalho de Shiroma e 

colaboradores (2020), após triagem virtual, o composto A55 (ácido 2-(3-carbamoil-6-

hidroxi-4-metil-2-oxopiridin-1(2H)-il)acético) foi identificado como um inibidor seletivo 

da ligação RelA(p65)-DNA. O resultado de docking molecular, mostrou que esse 
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composto interagiu com o resíduo Tyr36 de NF-κB, que também está envolvido com 

a interação entre o EZ e esse alvo proteico.  

Zazeri e colaboradores (2020), na busca por sintetizar análogos estruturais da 

piperina e piperlongumina (PPL), alcaloides encontrados em Piper longum (Kumar; 

Saini; Kumari, 2022) e que apresentam diversas atividades biológicas como efeito 

antitumoral (Quijia; Chorilli, 2022; Lin et al., 2023), obtiveram uma série de novas 

substâncias. No estudo in silico, além dos compostos naturais piperina e PPL, os 

compostos sintetizados exibiram interação com o NF-κB. A interação entre a PPL e o 

NF-kB envolveu todos os resíduos que também estão relacionados com a interação 

do EZ e essa proteína (Cys120, Arg187, Tyr36, Leu154, Phe34 e Asp185). Sabe-se 

que a atividade antitumoral da PPL envolve modulação do NF-κB (Ginzburg et al., 

2014). Já a interação da piperina com essa proteína envolveu apenas o resíduo 

Arg187. Dentre os análogos, destacou-se o composto nomeado 4a, cuja interação 

com o alvo molecular envolveu os resíduos Cys120, Arg187, Tyr36, Leu154 e Asp185. 

Diante dos resultados de docking molecular obtidos no presente trabalho, pode-se 

sugerir que a proteína NF-κB é um potencial alvo para a investigação do efeito 

citotóxico do OECB. 

Os resultados obtidos no estudo de docking molecular mostraram-se 

promissores. Diante disso, para a continuidade dos ensaios de investigação dos 

possíveis mecanismos de ação antimelanoma do OECB, foram realizados testes in 

vitro para avaliar o efeito desse óleo essencial sobre a atividade dessas proteínas.  

Para a investigação sobre a modulação da atividade das MAPKs induzida pelo 

OECB, as células SK-MEL-28 foram marcadas com anticorpos anti-MAPKs e 

analisadas por citometria de fluxo após 48 h de tratamento com esse óleo essencial. 

Em adição, para melhor caracterizar o envolvimento da modulação das vias de 

sinalização dessas proteínas no efeito citotóxico desse óleo essencial, realizou-se o 

ensaio do MTT na presença ou ausência de inibidores dessas proteínas. Neste 

ensaio, assim como no ensaio na presença ou ausência de NAC, foi considerado o 

tempo de 72 h de tratamento, tendo em vista que o efeito citotóxico máximo do OECB 

foi observado após esse tempo de incubação. 

O tratamento das células SK-MEL-28 com o OECB induziu a ativação das 

proteínas ERK1/2 e JNK1/2, conforme evidenciado pelo aumento do percentual de 

células fluorescentes, marcadas com os anticorpos anti-ERK1/2 e anti-JNK1/2. Em 
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adição, confirmando que o efeito antitumoral do OECB envolve a ativação dessas vias 

de sinalização intracelulares, o pré-tratamento com os inibidores de ERK (U0126) e 

JNK (SP600125), preveniu parcialmente a citotoxicidade desse óleo essencial.  

Tal mecanismo de ação antitumoral também é compartilhado com outros óleos 

essenciais. Após tratamento de células de linhagem de carcinoma epidermóide oral 

humano (KB) com o óleo essencial das partes aéreas de Artemisia lavandulaefolia 

(Asteraceae) foi evidenciada indução de apoptose, tendo sido observado aumento da 

fosforilação de ERK e JNK (Cha; Kim; Kim, 2010). Também, o óleo essencial das 

folhas de Pinus densiflora (Pinaceae) induziu apoptose de células de linhagem de 

câncer oral humano (YD-8), o que envolveu a ativação de ERK e JNK, geração de 

ROS e ativação de caspases (Jo et al., 2012). Ainda, o óleo essencial das folhas de 

Teucrium alopecurus (Poaceae) induziu citotoxicidade em células de linhagem de 

câncer de cólon humano (HCT-116) por ativação de ERK e JNK (Guesmi et al., 

2021a), o que também foi observado no efeito antitumoral in vitro do óleo essencial 

das partes aéreas de Thymus hirtus sp. algeriensis (Lamiaceae) sobre essa linhagem 

celular (Guesmi et al., 2021b). Tem sido reportado na literatura que ROS estão 

envolvidas com a ativação de ERK1/2 (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021) e de JNK 

(Wang et al., 2022) e que o efeito pró- ou antiapoptótico das MAPKs é dependente do 

tipo celular e da natureza dos estímulos ativadores dessas proteínas (Yue; López, 

2020; Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021). A apoptose induzida por ERK1/2 pode estar 

associada à liberação do citocromo c e ativação da caspase-9, ativação da caspase-

8, promoção da expressão de ligantes do receptor de morte da via extrínseca da 

apoptose (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021) e aumento dos níveis de p53 e a 

modulação positiva dessa proteína (Persons et al., 2000; Yue; López, 2020). A JNK 

pode induzir apoptose por ativação da p53 (Fuchs et al., 1998; Yue; López, 2020) e 

ativação da apoptose extrínseca por indução da expressão do ligante Fas (FasL) e 

ativação do receptor de morte Fas. Também, JNK pode induzir a degradação de Bcl-

2 e a ativação da caspase 9 (Xu; Hu, 2020). Assim, pode-se sugerir que a apoptose 

induzida pelo OECB em células SK-MEL-28 está envolvida a ativação das proteínas 

ERK1/2 e JNK1/2 que, por sua vez, estão sendo moduladas positivamente pelas ROS 

geradas após tratamento com esse óleo essencial.  

Quanto a proteína p38 MAPK, o tratamento com o OECB reduziu o percentual 

de células marcadas com os anticorpos anti-p38 MAPK e, no ensaio do MTT, o pré-
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tratamento com o inibidor de p38 MAPK (PD 169316) aumentou significativamente a 

citotoxicidade do OECB. A inibição da atividade da p38 MAPK envolvida com o efeito 

antitumoral de óleos essenciais tem sido relatada na literatura. O efeito antitumoral 

dos óleos essenciais de bergamota, obtidos a partir da raspagem da casca do fruto 

da espécie Citrus bergamia (Rutaceae), sobre células da linhagem de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y, envolve a inibição de p38 MAPK (Navarra et al., 2015). De forma 

semelhante, o óleo essencial das raízes de Saussurea lappa (Asteraceae) induziu 

apoptose de células de linhagens de carcinoma hepatocelular humano (SMMC-7721 

e Hep3B) por inibição da p38 MAPK, de forma dependente de concentração (Lin et 

al., 2016). Por fim, a literatura reporta um crosstalk entre as proteínas JNK e p38 

MAPK, esta última sendo regulada negativamente pela JNK (Yue; López, 2020). 

Diante disso, e considerando o efeito antiapoptótico da p38 MAPK (Yue; López, 2020), 

pode-se sugerir que a apoptose das células SK-MEL-28 após o tratamento com o 

OECB pode envolver mecanismo inibitório da p38 MAPK pela JNK. 

Prosseguindo com a elucidação dos mecanismos de ação antimelanoma do 

OECB, a marcação das células SK-MEL-28 com anticorpos anti-PKB/AKT e citometria 

de fluxo, foi evidenciada ativação da proteína PKB/AKT após o tratamento com o 

OECB. Este mecanismo de ação antitumoral também foi observado para diferentes 

frações do óleo essencial de resinas de goma de Boswellia sacra (Burseraceae) em 

células Panc-28 (adenocarcinoma pancreático humano). Neste trabalho, observou-se 

que os níveis da expressão de PKB/AKT fosforilada aumentaram rapidamente, com 

pico em 15 minutos de tratamento. Posteriormente, foram observadas diminuições 

graduais dessa expressão e, após 2 horas de tratamento, os níveis de PKB/AKT ativa 

foram estatisticamente iguais aos grupos não tratados (Ni et al., 2012). Tem sido 

evidenciado que a ativação de PKB/AKT pode ser mediada por ROS e que esta 

proteína está envolvida com indução de estresse oxidativo em células tumorais (Shiau 

et al., 2022). Diante disso, é possível sugerir que a ativação da via de sinalização da 

proteína PKB/AKT está envolvida com o efeito antitumoral in vitro do OECB.  

Por fim, a marcação das células SK-MEL-28 com anticorpos anti-NF-κB (p65) 

e posterior análise por citometria de fluxo, mostrou que este óleo essencial induz a 

ativação dessa proteína. Tal efeito também foi observado em células KB após 

tratamento com o óleo essencial de Artemisia capillaris (Asteraceae). Neste estudo, 

observou-se a degradação do IκBα citosólico, o aumento da translocação nuclear da 
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proteína RelA (p65), bem como o aumento da ligação do NF-κB ao DNA após 

tratamento das células KB com esse óleo essencial (Cha et al., 2009). Em adição, 

moléculas isoladas de óleos essenciais também têm demostrado efeito antitumoral 

por indução da ativação do NF-κB. O efeito antitumoral do limoneno, um dos 

monoterpenos constituintes do OECB, em células da linhagem de linfoma murino 

BW5147 envolveu o aumento da translocação nuclear do NF-κB (Manuele et al., 

2009). Ainda, o álcool patchouli obtido do óleo essencial de Pogostemon cablin 

(Lamiaceae) apresentou significativa citotoxicidade frente células das linhagens HCT-

116 e SW480 (adenocarcinoma de cólon humano) por aumento da atividade 

transcricional do NF-κB. Em adição, por western blot, também foi observado aumento 

significativo do nível de p65 no núcleo de células HCT-116, corroborando o 

envolvimento da ativação da via do NF-κB no efeito antitumoral do álcool patchouli 

(Jeong et al., 2013). Dados da literatura demonstram que o estresse oxidativo está 

envolvido com a ativação do NF-kB (Wei et al., 2016) e que a ativação dessa via de 

sinalização está envolvida com a indução de apoptose em células tumorais por 

envolvimento da via extrínseca após induzir do aumento da expressão do receptor de 

morte 4 (DR4) (Jin et al., 2005). Por fim, reporta-se que a PKB/AKT modula 

positivamente o NF-kB (Lingappan, 2018). Diante disso, pode-se sugerir que o 

estresse oxidativo causado pelo tratamento com o OECB pode estar envolvido à 

ativação da via do NF-κB e que este efeito também pode estar associado a atividade 

da PKB/AKT, ativada após tratamento com esse óleo essencial. 

Diante do exposto, é possível sugerir que o OECB exerça efeito antimelanoma 

in vitro por indução da apoptose mediada pela modulação, dependente de estresse 

oxidativo, da atividade de ERK1/2, JNK, p38 MAPK, PKB/AKT e NF-kB. 

O desenvolvimento de novos medicamentos é um processo de múltiplas 

etapas, baseado na identificação de candidatos a drogas e na avaliação da eficácia 

terapêutica e segurança, o que inclui ensaios da pesquisa não-clínica (Deore et al., 

2019). Neste contexto, os testes de toxicidade não-clínica de compostos bioativos 

permitem a investigação de efeitos tóxicos em células e/ou modelos animais, 

destacando-se o modelo de peixe-zebra (Adhish, Manjubala, 2023).  

Os peixe-zebra (Danio rerio), do inglês zebrafish, são organismos nativos do 

sul asiático (Aleström et al., 2020), pertencentes à família Cyprinidae (Campos-

Sánchez, Esteban, 2020). O genoma destes animais possui cerca de 70% de 
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homologia com o genoma humano (Howe et al., 2013; Patton; Zon; Langenau, 2021), 

apresentando-se como um ensaio de toxicidade altamente sensível (Dubey et al., 

2013) e adequado para investigação da ação de substâncias químicas no organismo 

(Macrae; Peterson, 2023).  

Atualmente, diversos ensaios de toxicidade em peixe-zebra encontram-se 

disponíveis e incluem o teste de toxicidade aguda de embrião de peixe (FET) 

(Chahardehi; Arsad; Lim, 2020) validado pela Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD, do inglês “Organisation for Economic Co-

operation and Development”) sob teste nº 236 (OECD, 2013). Neste teste, para 

avaliação da toxicidade aguda, as larvas de peixe-zebra, com algumas horas pós-

fertilização (hpf) são acondicionadas em placas de 96 poços (Deore et al., 2019) e 

expostas a candidatos a fármacos ou outras substâncias químicas por um período de 

96 h. A cada 24 h de exposição, endpoints de letalidade são avaliados. No final do 

período de exposição, a Concentração Letal média (LC50) pode ser calculada (OECD, 

2013). 

O presente estudo fornece a avaliação da toxicidade do OECB em embriões e 

larvas de peixe-zebra. Nenhuma mortalidade de embriões ou larvas foi observada 

para as menores concentrações do OECB (0,50 e 0,75 µg/mL) após 96 h de 

exposição. No entanto, concentrações crescentes desse óleo essencial foram 

relacionadas à mortalidade de maneira dependente da concentração, conforme 

observado para outros óleos essenciais (Mektrirat et al., 2020; Akermi et al., 2022).  

Além disso, a concentração letal mediana (CL50) foi considerada baixa (1,20 

µg/mL). No entanto, resultados semelhantes relacionados à alta toxicidade no modelo 

peixe-zebra foram registrados para outros óleos essenciais de diferentes espécies, 

incluindo Zingiber ottensii (Zingiberaceae) (CL50: 1,00 µg/mL), composto 

principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos (Thitinarongwate et al., 2021), e 

Cupressus sempervirens (Cupressaceae) (CL50: 6,60 µg/mL) cujo composto 

majoritário é o α-pineno, um monoterpeno (Howe et al., 2013). Não foram encontrados 

resultados de embriotoxicidade em peixe-zebra em relação ao EZ, o principal 

composto do OECB. Além disso, este é o primeiro relato de toxicidade do óleo 

essencial da espécie Conyza bonariensis neste modelo experimental. 

Em adição, eclosão retardada, edema de saco vitelino, edema pericárdico e 

coagulação sanguínea foram observados em embriões expostos a concentrações de 

https://www.nature.com/articles/s41573-021-00210-8#auth-E__Elizabeth-Patton
https://www.nature.com/articles/s41573-021-00210-8#auth-Leonard_I_-Zon
https://www.nature.com/articles/s41573-021-00210-8#auth-David_M_-Langenau
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0,5-1,25 µg/mL do OECB. Da mesma forma, o óleo essencial das partes aéreas de 

Leonurus japonicus (Lamiaceae), rico em fitol e óxido de (–)-cariofileno, induziu efeitos 

como edema do saco vitelino, coluna curvada, hemorragias dispersas no saco vitelino 

edemaciado, desenvolvimento cardíaco incompleto e edema pericárdico (HE et al., 

2018). Piasecki e colaboradores (2021) observaram caudas encurtadas após 

exposição de embriões ao óleo essencial de Cymbopogon nardus (Poaceae). Além 

disso, embriões tratados com óleo essencial de Cymbopogon winterianus (Poaceae) 

mostraram caudas ligeiramente encurtadas e alterações cardíacas leves. Em adição, 

embriões tratados com o óleo essencial de Cymbopogon citratus (Poaceae) e 

Cymbopogon martini (Poaceae) mostraram desenvolvimento ligeiramente retardado e 

caudas encurtadas, respectivamente. Todos esses óleos essenciais possuem 

monoterpenos como compostos majoritários, como o geraniol e o citronelol. Em 

concentrações mais baixas, todos eles contêm limoneno (0,7-10%) (Piasecki et al., 

2021). Nota-se, portanto, a significativa sensibilidade desses organismos à ação de 

substâncias químicas, facilitando a busca de informações sobre a toxicidade dos óleos 

essenciais, o que contribui para o desenvolvimento de potenciais medicamentos. 

Também foi investigado o efeito do OECB na atividade das enzimas lactato 

desidrogenase (LDH), glutationa transferase (GST), acetilcolinesterase (AChE), 

glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) em larvas de peixe-zebra.  

A AChE é responsável pela hidrólise da acetilcolina (ACh) (Asghar et al. 2020), 

uma molécula neurotransmissora que desempenha um papel importante nos sistemas 

nervoso central e periférico (Haridevamuthu et al., 2022). O OECB (0,12, 0,25 ou 0,50 

µg/mL) reduziu a atividade da AChE, indicando uma provável toxicidade no sistema 

colinérgico. A diminuição da atividade dessa enzima é relatada quando há aumento 

do estresse oxidativo (Pullaguri et al., 2019).  

As células precisam de energia para reparar o estresse oxidativo. A LDH 

envolve uma via anaeróbica para atender à demanda de energia, portanto, o aumento 

da atividade da LDH pode ser usado como um biomarcador para o estresse oxidativo 

(Haridevamuthu et al., 2022). O OECB (0,25 ou 0,50 µg/mL) aumentou a atividade da 

LDH, o que pode estar relacionado ao alto requerimento de energia nas larvas de 

peixe-zebra expostas ao tratamento (Lisboa et al., 2020).  

A CAT é uma enzima antioxidante que converte peróxido de hidrogênio (H2O2) 

em água e oxigênio (Loughland et al., 2022). CAT é uma eliminadora de ROS que 
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reduz a concentração intracelular de H2O2 (Félix et al., 2021). O OECB (0,12, 0,25 ou 

0,50 µg/mL) induziu aumento na atividade da CAT, sugerindo um mecanismo protetor 

contra um possível efeito oxidativo tóxico (Félix et al., 2023).  

As enzimas GPx e GST pertencem à família de enzimas relacionadas à 

glutationa presentes no sistema de defesa antioxidante do organismo (Haridevamuthu 

et al., 2022). Portanto, o aumento da atividade de GPx e GST, observado após a 

exposição ao OECB (0,25 ou 0,50 µg/mL, para ambas), pode estar associado ao 

aumento da capacidade antioxidante (Lisboa et al., 2020).  

Juntos, estes resultados indicam um desequilíbrio redox com modulação da 

atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, possivelmente na tentativa 

de contrabalancear um possível aumento na produção de ROS induzido pelo OECB. 

Os resultados apresentados mostram a significativa atividade antitumoral in 

vitro de um óleo essencial inédito de Conyza bonariensis contra linhagens de células 

malignas humanas e toxicidade em modelo de peixe-zebra. Essas descobertas 

encorajam mais testes para a melhor caracterização do perfil de toxicidade e da 

atividade antimelanoma desse óleo essencial. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o óleo essencial das 

partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) apresentou como composto majoritário 

o éster (Z)-2-lacnofilum e efeito antitumoral in vitro, em especial em linhagem celular 

SK-MEL-28 (melanoma humano), e que a citotoxicidade foi mais seletiva para a 

linhagem de células SK-MEL-28 em comparação com a linhagem não tumoral HaCaT 

(queratinócitos humanos). Em adição, é possível concluir que este óleo essencial 

apresentou citotoxicidade dependente de concentração em células mononucleares de 

sangue periférico (PBMCs) humanas. 

Conclui-se que o OECB apresentou efeito antimelanoma in vitro por indução de 

apoptose dependente da indução de estresse oxidativo via aumento da produção de 

Espécies Reativas de Oxigênio (ROS). No estudo do docking molecular, o composto 

majoritário do OECB, éster (Z)-2-lacnofilum, apresentou interação favorável com as 

Proteínas Cinases Ativadas por Mitógeno (MAPKs) ERK1, JNK1 e p38α MAPK, com 

a proteína cinase B (PKB/AKT) e com o Fator Nuclear kappa B (NF-κB; p50-p65). Em 

adição, experimentos de citometria de fluxo e a utilização de inibidores das MAPKs 

permitem concluir que o efeito antimelanoma in vitro do OECB está associado ao 

aumento da atividade das proteínas ERK, JNK, PKB/AKT e NF-кB, e redução da 

atividade de p38 MAPK (Figura 34).  

Por fim, conclui-se que o OECB induziu toxicidade aguda em embriões e larvas 

do peixe-zebra e alteração da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo 

em larvas de peixe-zebra. 
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Figura 34. Mecanismos de ação do óleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) 
em células SK-MEL-28 

 

 
O OECB induz apoptose em células SK-MEL-28 (melanoma humano) dependente da geração de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ROS). O efeito antimelanoma in vitro do OECB é dependente da indução da atividade da 

Proteína Cinase Regulada por Sinal Extracelular (ERK), da Proteína Cinase N-terminal c-Jun (JNK), da Proteína 

Cinase B (PKB/AKT) e do Fator Nuclear kappa B (NF-κB), e inibição da atividade da Proteína Cinase Ativada por 

Mitógeno p38 (p38 MAPK). Sugere-se que a ativação das proteínas ERK, JNK, p38 MAPK e NF-κB seja mediada 

pelas ROS geradas após o tratamento com o OECB. Em adição, sugere-se que a ativação da JNK module 

negativamente a atividade antiapoptótica da p38 MAPK. 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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