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MODELO EXPERIMENTAL DE TUMOR ASCÍTICO DE EHRLICH. 2013. 107f. 

Dissertação (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) – CCS/UFPB, João 

Pessoa. 

 

RESUMO 

 

O câncer é uma doença genética complexa, geralmente resultado de um processo 

multifatorial, que ocasiona alterações sucessivas em genes relacionados à proliferação, 

diferenciação e morte celular. Produtos naturais são amplamente utilizados na terapia do 

câncer e continuam representando uma fonte promissora para a descoberta de novos agentes 

antineoplásicos. Croton polyandrus Spreng. é conhecida popularmente como “croton de 

tabuleiro” e é pouco relatada na literatura tanto do ponto de vista fitoquímico como 

farmacológico. Dados recentes mostram que o componente majoritário do óleo essencial das 

folhas dessa espécie é o p-cimeno, e que o referido óleo apresenta atividade antifúngica, mas 

não possui efeito antitumoral in vitro. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade 

antitumoral in vivo e toxicidade do óleo essencial das folhas de C. polyandrus (O.E.C.). No 

ensaio de hemólise em eritrócitos de camundongos foi obtido um valor de CH50 de 141,0 

μg/mL, o que sugere moderada citotoxicidade nesse tipo de célula não tumoral, que é 

comumente afetada na terapia antineoplásica. No ensaio toxicológico agudo em camundongos 

o valor estimado da DL50 foi 447,18 mg/kg. Após administração aguda do O.E.C. foram 

observados efeitos depressores do SNC, bem como redução no peso corporal dos animais 

tratados com 250 e 375 mg/kg do óleo. Apesar de não apresentar atividade antitumoral in 

vitro, como também demonstrado no ensaio de citotoxicidade em células de carcinoma 

ascítico de Ehrlich (CI50 = 270,6 μg/mL), O.E.C. mostrou significante atividade in vivo na 

mesma linhagem celular, após nove dias de tratamento com 100 e 150 mg/kg do óleo, 

considerando-se os parâmetros volume, peso e viabilidade das células tumorais. Não houve 

diferença significante entre o efeito produzido pelo óleo nas doses de 100 e 150 mg/kg e 

àquele produzido pelo 5-FU (droga padrão) - 25 mg/kg. Houve um aumento significante na 

porcentagem de células em apoptose tardia/necrose após o tratamento de nove dias com 

ambas as doses do óleo. Na análise da distribuição das células nas diferentes fases do ciclo 

celular, foi observado que O.E.C. induziu parada do ciclo na fase G0/G1 e aumento da fração 

sub-G1, o que sugere indução de morte celular por apoptose. Observou-se ainda, aumento na 

média de sobrevida dos animais transplantados com tumor de Ehrlich. As análises 

toxicológicas indicam que, após nove dias de tratamento com O.E.C. foi observado redução 

no peso corporal, aumento da atividade das transaminases (AST e ALT) e alterações 

hematológicas sugestivas de anemia. Ainda, foi observada diminuição na contagem de 

leucócitos e linfócitos, bem como redução no índice de timo, dados esses que em conjunto 

sugerem imunossupressão, efeito comumente observado após terapia antineoplásica. A análise 

histopatológica confirmou o indício de hepatotoxicidade, especialmente para a dose de 150 

mg/kg do O.E.C., entretanto, os danos foram considerados moderados e reversíveis. O.E.C. 

não induziu aumento na quantidade de eritrócitos micronucleados, no ensaio do micronúcleo, 

o que indica ausência de genotoxicidade. Portanto, é possível inferir que o O.E.C. apresenta 

atividade antitumoral in vivo com moderada toxicidade, o que não representa um fator 

limitante para a continuação de seus estudos pré-clínicos. 
 
Palavras-chave: Croton polyandrus. Óleo essencial. Atividade antitumoral. Toxicidade. 

 

 

  



 

 

PESSOA, D. R. STUDY OF TOXICITY AND ANTITUMOR ACTIVITY OF 

ESSENTIAL OIL FROM Croton polyandrus SPRENG. (EUPHORBIACEAE) 

AGAINST EHRLICH ASCITIC TUMOR. 2013. 107f. Dissertação (Mestrado em 

Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) – CCS/UFPB, João Pessoa. 
 

ABSTRACT 

 

Cancer, a complex genetic disease is usually the result of a multifactor process which leads to 

successive gene changes affecting proliferation, differentiation, and cell death. Natural 

products are widely used in cancer therapy, and they continue to be a promising source for 

new anticancer agents. Croton polyandrus Spreng., known popularly as “croton de tabuleiro” 

is rarely (either in of phytochemical or pharmacological terms) reported in the literature. 

Recent studies have shown its antifungal activity, but no in vitro antitumor effects for the 

leaf’s essential oil (whose major component is p-cymene), have been reported. The present 

study aimed to evaluate the essential oil, extracted from the leaves of C. polyandrus (O.E.C.) 

for in vivo antitumor activity and toxicity. Hemolysis assay with mouse erythrocytes obtained 

a CH50 value of 141.0 µg/mL, suggesting moderate cytotoxicity for non-tumor cells that are 

typically affected during cancer therapy. In acute toxicological testing with mice, the 

estimated LD50 was 447.18 mg/kg. When O.E.C. was acutely administrated, CNS depressive 

effects were observed as well as reductions in the body weights of the animals with dosages at 

250 and 375 mg/kg. Although not displaying in vitro antitumor activity, as also demonstrated 

for ascites carcinoma cells in the Ehrlich cytotoxicity assay (IC50 = 270.6µg/ml), O.E.C. 

showed significant in vivo activity, in the same cell line after nine days of treatment with 100 

and 150 mg/kg oil, this considering the parameters of volume, weight and tumor cell viability. 

There was no significant difference between the effect produced by the oil at doses of 100 and 

150 mg/kg, and that produced by 5-FU (the standard drug treatment) at 25 mg/kg. There was 

a significant increase in the percentage of cells found in either late apoptosis or necrosis after 

nine days of treatment using both doses of oil. While analyzing the distribution of cells during 

differing phases of the cell cycle, it was observed that O.E.C. induced cycle arrest at the 

G0/G1 phase, and increased the sub-G1 fraction, suggesting an induction of cell death through 

apoptosis. There was also an increase in the median survival rate for the animals with 

transplanted Ehrlich tumor. The toxicological analyzes revealed (after nine days of treatment) 

reductions in body weight, increased activity of transaminases (AST and ALT), and 

hematological changes suggestive of anemia. A decrease was seen in the leukocyte and 

lymphocyte counts, and a thymus index reduction, which together suggest the 

immunosuppressive effects commonly observed after anticancer therapy. Histopathologic 

analysis confirmed O.E.C. hepatotoxicity at 150 mg/kg. However, the damage was moderate 

and reversible, and O.E.C. did not induce an increase in micronucleated erythrocytes, 

implying non-genotoxicity. The results for O.E.C. indicate antitumor activity in vivo with 

moderate toxicity, thus suggesting further preclinical study. 

 

Keywords: Croton polyandrus. Essential oil. Antitumor activity. Toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Inúmeras pesquisas evidenciam que produtos naturais representam a principal fonte da 

diversidade química durante a condução de novas descobertas no ramo farmacêutico (FIRN; 

JONES, 2003; MISHRA; TIWARI, 2011). Assim, a natureza continua a influenciar na 

concessão de novas moléculas importantes no desenvolvimento de medicamentos para o 

tratamento de diversas enfermidades, dentre elas, diabetes, infecções, doença de Alzheimer, 

câncer, entre outras (LAM, 2007).  

As indústrias farmacêuticas foram e continuam sendo beneficiadas pelos 

conhecimentos populares sobre o uso medicinal das plantas. Estima-se que mais de 40% dos 

medicamentos disponíveis na terapêutica atual foram desenvolvidos de fontes naturais: 25% 

de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais. As chances de se obter novas 

entidades químicas de plantas, animais, fungos e bactérias são reais. Mesmo que a nova 

entidade química não passe em todos os testes clínicos, ela servirá de modelo para a síntese de 

novos candidatos a fármaco. Além disso, um terço dos medicamentos mais prescritos e 

vendidos no mundo foi desenvolvido a partir de produtos naturais. No caso das drogas 

antitumorais e dos antibióticos, por exemplo, esse percentual atinge cerca de 70% (VEIGA-

JÚNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; FERREIRA; PINTO, 2010; BRASIL, 2011). 

Deve-se considerar que somente os esteroides de origem vegetal respondem por cerca 

de 15% de um total de 150 bilhões de dólares do mercado farmacêutico mundial. Ainda, 

considerando-se que a comercialização anual do Taxol (paclitaxel) foi de um bilhão de 

dólares a partir de 1999, e a da vimblastina e vincristina, todos agentes antineoplásicos, 

atingem valores anuais de venda de 160 milhões de dólares, fica claro que os produtos 

naturais continuam a desempenhar importante papel econômico e terapêutico na medicina 

moderna (VARANDA, 2006). 

Dentro desse contexto, estima-se que o estudo de produtos naturais tem sido a 

estratégia mais bem sucedida na quimioterapia ao longo dos anos, resultando em um arsenal 

clinicamente importante, o qual inclui fármacos como etoposídeo (Topophos®), vimblastina 

(Velban®), vincristina (Oncovin®), docetaxel (Taxotere®) e topotecano (Hycamtin®). Além 

disso, vários outros produtos naturais estão a ser testados quanto à atividade antitumoral 

(CRAGG; NEWMAN, 2005; LÚCIO et al., 2011; PITA et al., 2012). 

O Brasil é o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com 

20% de toda a flora mundial e aproximadamente 55.000 espécies vegetais catalogadas de um 

total estimado entre 350.000 e 550.000. Esse imenso patrimônio genético é considerado como 
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uma fonte de substâncias biologicamente ativas e sua preservação é fundamental tanto pelo 

valor intrínseco dessa imensa riqueza biológica como pelo seu enorme potencial como fonte 

de novos fármacos (SIMÕES et al., 2004; HEINZMANN; BARROS, 2007; BARREIRO; 

BOLZANI, 2009). Entretanto, existe um grande número de plantas brasileiras que 

permanecem sem quaisquer estudos quanto a sua química, propriedades terapêuticas e/ou 

tóxicas e que representam um enorme potencial para o desenvolvimento de fármacos 

(VARANDA, 2006; MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010). 

Dentre os produtos obtidos de espécies vegetais estão os óleos essenciais, que 

ganharam popularidade e têm despertado o interesse de pesquisadores em todo o mundo 

(FONTENELLE, 2008). Devido a sua complexa composição, os óleos essenciais 

demonstram, entre muitas outras atividades farmacológicas descritas, a inibição do 

crescimento de células tumorais, tanto in vitro como in vivo (LAHLOU, 2004; SOEUR et al., 

2011; BRITTO et al., 2012). Portanto, óleos essenciais de composição química variada, 

obtidos de espécies pouco estudadas do ponto de vista farmacológico, representam um dos 

tipos de derivados vegetais mais promissores na busca por alternativas farmacológicas, mais 

ativas e menos tóxicas contra o câncer. 

Conhecido há muitos séculos, o câncer é uma doença com elevado índice de 

mortalidade, que atinge anualmente milhões de pessoas ao redor do mundo e estes números 

vêm aumentando progressivamente. Embora tenha havido muito progresso na terapia do 

câncer, muitos tumores ainda são de difícil remissão (RIVA et al., 2012). A descoberta de 

fármacos antineoplásicos de fácil administração e com poucos ou insignificantes efeitos 

colaterais é uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da área (COSTA-

LOTUFO et al., 2010). 

Deste modo, demonstra-se a importância e necessidade dos estudos com produtos 

naturais, e, reconhecendo-se o potencial farmacológico da família Euphorbiaceae e a 

importância do gênero Croton, optamos por conduzir os estudos do óleo essencial das folhas 

de Croton polyandrus Spreng, cujos efeitos farmacológicos ainda são pouco conhecidos, o 

que poderá levar à descoberta de nova fonte de substâncias naturais ativas com atividade 

antitumoral. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fundamentação Teórica 



PESSOA, D. R.                                               21 

 

 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 O Câncer: conceito e epidemiologia 

 

A proliferação e diferenciação morfológica e funcional são processos essenciais para 

os seres vivos. Esses dois processos são mantidos através do controle de um sistema integrado 

e complexo que mantém a população celular dentro de limites fisiológicos. De forma não 

surpreendente, com certa frequência, surgem transtornos nos mecanismos que os controlam. 

Alterações nesse sistema regulador resultam em distúrbios do crescimento e da diferenciação 

ou distúrbios de ambos ao mesmo tempo, e uma das consequências é a proliferação anômala 

de células, as chamadas neoplasias (FERREIRA; ROCHA, 2004; PORTUGAL, 2012).  

O câncer (neoplasia maligna) é uma doença genética complexa, cujas células possuem 

um acúmulo progressivo de mutações de seu genoma, resultando na proliferação desordenada. 

As mutações fazem com que as células que antes executavam um programa de ciclo celular 

bem definido, associado às suas funções em seu tecido de origem, cresçam de maneira 

descontrolada. Esse crescimento alterado é consequência não só da duplicação celular 

desordenada, mas também da progressiva resistência à morte celular. Além disso, as células 

cancerosas podem ultrapassar os limites dos tecidos de origem, adquirir a capacidade de 

modificar o ambiente que as cerca, desrespeitar fronteiras e migrar pelos diversos tecidos do 

corpo, podendo estabelecer novos tumores – as metástases – ao se fixarem em locais 

diferentes do ponto de origem. A capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de formar as 

metástases é responsável, em última análise, pela morte de dois a cada três pacientes com o 

diagnóstico de câncer (OTAKE; CHAMMAS; ZATS, 2006; SILVA et al., 2007). 

Atualmente são conhecidos mais de cem tipos de câncer, diferenciados pela etiologia, 

processo de evolução e forma de tratamento e, por isso, o câncer não pode mais ser 

considerado como uma única enfermidade (CARVALHO, 2006). 

O processo de carcinogênese, ou seja, de transformação de uma célula normal em uma 

célula tumoral, em geral dá-se lentamente, podendo levar vários anos para que uma célula 

cancerígena origine um tumor detectável. Esse processo passa por vários estágios antes de 

chegar ao tumor e geralmente é resultado de um sistema complexo e multifatorial, que inclui a 

interação de fatores genéticos e três categorias de agentes externos: carcinógenos físicos 

(como ultravioleta e radiação ionizante), carcinógenos químicos (como vários constituintes da 

fumaça do cigarro ou contaminantes de água e alimentos) e carcinógenos biológicos (como 
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infecções por determinados vírus, bactérias e parasitas) (ALMEIDA et al., 2005; WHO, 

2011). 

O câncer é uma das principais causas de mortalidade no mundo, representando cerca 

de um oitavo do total de mortes. Sua incidência é fortemente afetada por aspectos 

demográficos, como o envelhecimento da população, hábitos de alimentação e, em especial, 

fatores ambientais como a incidência de raios ultra-violeta. Segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS), estima-se que o número de novos casos de câncer continuará subindo e, até 

2030, as taxas de mortalidade irão chegar a mais de 11 milhões de mortes por ano (MATSUO 

et al., 2010). Esses dados demonstram que, apesar dos bilhões de dólares investidos em 

pesquisas, especialmente nas últimas três décadas, a diminuição da morbidade e mortalidade 

dessa doença ainda está bem abaixo do que se poderia esperar. 

No Brasil, de acordo com Instituto Nacional de Câncer (INCA) o número estimado 

para 2012/2013 é de 518.510 casos novos de câncer, incluindo os casos de pele não 

melanoma, que é o tipo mais incidente para ambos os sexos (134 mil casos novos), seguido de 

próstata (60 mil), mama feminina (53 mil), cólon e reto (30 mil), pulmão (27 mil), estômago 

(20 mil) e colo do útero (18 mil) (BRASIL, 2011). Adicionalmente, as doenças tumorais 

neoplásicas vêm sendo indicadas como a terceira causa mortis mais frequente no Brasil. 

Assim, as doenças cardiovasculares, o câncer e as causas externas são, conjuntamente, 

responsáveis por 73% dos óbitos no país (MACHADO; MELO-JÚNIOR, 2009).  

Diante desse cenário, é evidente a necessidade que recursos e esforços sejam 

direcionados no desenvolvimento de ações abrangentes para o controle do câncer, nos 

diferentes níveis de atuação, como, entre outras, na pesquisa, possibilitando uma melhor 

compreensão sobre a causa da doença e seus determinantes, levando a um avanço na sua 

prevenção e tratamento, com alternativas terapêuticas mais eficazes e menos tóxicas.  

 

2.2 Modelos experimentais no estudo do câncer 

 

A busca por quimioterápicos tem aumentado com o objetivo de se encontrar 

tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem à descoberta de novas estratégias que 

impeçam o avanço da doença. Baseadas em avanços significativos no conhecimento da 

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

para cada tipo da enfermidade, como inibição da polimerização da tubulina, atuação no DNA, 

bloqueadores enzimáticos ou de microtúbulos celulares (BRANDÃO et al., 2010). 
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O desenvolvimento de modelos experimentais tem contribuído para o 

estudo e a compreensão do mecanismo de ação de muitos compostos antineoplásicos 

(LONGATO et al., 2011). Para a descoberta de quimioterápicos, tanto os testes in vitro 

quanto os in vivo são amplamente utilizados. Linhagens de células tumorais podem ser 

utilizadas em estudos in vitro, os quais direcionam a pesquisa para moléculas com potencial 

de matar as células neoplásicas em cultura e geralmente são realizados antes dos estudos in 

vivo (HOLBECK, 2004). Esse tipo de modelo, por ter condições de avaliar grande número de 

substâncias em pouco tempo, aumenta a possibilidade para descoberta de novas drogas 

anticâncer. Além disso, é uma técnica relativamente simples, barata, reprodutível e, ainda, 

permite a elucidação de um provável mecanismo de ação do fármaco (SUGGITT; BIBBY, 

2005). 

Entretanto, a atividade antitumoral/citotóxica seletiva sobre células cancerosas 

observada em modelos in vitro pode não se refletir necessariamente numa atividade in vivo. 

Esse último modelo permite a obtenção de informações sobre a farmacocinética e 

farmacodinâmica da amostra em estudo, algumas das quais não são facilmente obtidas em 

modelos in vitro. Portanto, o estudo combinado desses dois modelos é o ideal para uma 

conclusão mais definitiva, em relação a dados pré-clínicos, a respeito da atividade de uma 

nova amostra com potencial anticâncer (SMITH et al., 2005).  

A cancerologia experimental é de grande valia para se estudar os diversos aspectos 

relacionados aos processos neoplásicos em humanos. O modelo animal para o estudo de 

tumores ganhou um novo impulso, na última década, após constatar-se que animais 

desenvolvem o câncer por motivos semelhantes aos humanos (QI; XU, 2006). 

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia experimental transplantável de origem epitelial 

maligna. Corresponde ao adenocarcinoma mamário murino e foi transplantado pela primeira 

vez por Paul Ehrlich em 1906. Este tumor é um carcinoma de crescimento rápido com 

comportamento muito agressivo, é capaz de crescer em todas as linhagens de camundongos e 

provoca uma inflamação local, com aumento da permeabilidade vascular, resultando em 

edema intenso, migração celular e formação progressiva de mais fluido ascítico. Esse fluido 

que permanece na cavidade peritoneal murina é essencial para o crescimento do tumor, sendo 

fonte de nutrientes para as células tumorais (NASCIMENTO et al., 2006).  

Esse tumor pode se manifestar de duas maneiras, a forma ascítica (inoculação de 

células via intraperitoneal) ou a forma sólida (inoculação via subcutânea). Adicionalmente, é 

prático, transponível e tem sido utilizado para a análise de efeitos antineoplásicos de diversos 

compostos (NASCIMENTO et al., 2006; SILVA; SANTOS; CASSALI, 2006). 
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Após a inoculação intraperitoneal dessas células, o volume da ascite e o número de 

células aumentam progressiva e rapidamente. A ascite se forma provavelmente pela indução 

de inflamação, com o aumento da permeabilidade vascular do peritônio. Dessa forma, os 

camundongos com esse tumor morrem após um curto período de tempo devido a diversos 

fatores como a pressão mecânica exercida pelo fluido ascítico e a hemorragia intraperitoneal. 

Além disso, a progressão do tumor de Ehrlich é caracterizada por profundas alterações na 

resposta imune, levando a um quadro de declínio da imunocompetência do organismo (MELO 

et al., 2004; MARCHETTI, 2008). 

Este modelo também possibilita a análise da sobrevida dos animais com tumor, 

submetidos ao tratamento com o fármaco em estudo, uma vez que se buscam terapias que 

consigam prolongar a vida do paciente e aliar a isto melhora na sua qualidade de vida. 

Muitas substâncias antineoplásicas exercem seus efeitos citotóxicos por indução de 

apoptose (BERNARDI; JACQUES-SILVA; LENZ, 2003). Apoptose é considerada como 

morte celular programada (fisiológica) altamente regulada e desempenha um papel relevante 

na homeostase de diferentes tecidos. É essencial para o desenvolvimento embrionário, 

maturação do sistema imune, formação das vilosidades intestinais, entre outros processos 

(BRAS; QUEENAN; SUSIN, 2005; DUARTE, 2010). 

A apoptose pode ser reconhecida por características morfológicas marcantes e 

coordenadas que incluem a retração das células, ocasionando redução do contato entre elas, 

formação de prolongamentos na membrana celular (“blebs” de membrana), fragmentação de 

membrana nuclear, condensação cromatínica e fragmentação internucleossômica do DNA 

(SARASTE; PULKKI, 2000; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Em nível bioquímico, 

as alterações celulares incluem ativação de caspases, acompanhada por subsequente proteólise 

de seus substratos, externalização de fosfatidilserina e várias alterações mitocondriais, tais 

como perda da diferença de potencial de membrana, liberação de fatores pró-apoptóticos e 

geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) (ARAVINDARAM; YANG, 2010).  

Esse processo culmina com a formação de corpos apoptóticos, que são rapidamente 

reconhecidos por macrófagos, através da sinalização decorrente da translocação de 

fosfatidilserina da monocamada interna para a monocamada externa da membrana celular 

(ANSELMI et al., 2002). Dessa forma, essas células são fagocitadas antes que se desintegrem, 

evitando o extravasamento do conteúdo celular e assim, não há inflamação nem lesão do 

tecido, garantindo o seu funcionamento normal (ANSELMI et al., 2002; ZIEGLER; 

GROSCURTH, 2004).  
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Por outro lado, a morte celular por necrose ocorre, geralmente, em resposta a injúrias 

severas às células e é caracterizada morfologicamente por inchaço citoplasmático e 

mitocondrial, ruptura da membrana plasmática e liberação do conteúdo extracelular. 

Consequentemente, ocorre a geração de uma resposta inflamatória que pode causar injúria e 

até morte das células vizinhas. Ou seja, nesta condição um grande número de células são 

afetadas e lesadas ao mesmo tempo e devido ao desencadeamento do processo inflamatório há 

alterações irreversíveis no tecido e/ou órgão afetado (ANAZZETTI; MELO, 2007).  

A degradação celular e as alterações observadas em células apoptóticas são 

decorrentes da ativação de caspases (CAVALCANTI, 2010). As caspases são uma família de 

cisteíno proteases, presentes nas células num estado inativo, que estão especificamente 

envolvidas nos mecanismos moleculares dessa forma de morte celular (PHILCHENKOV, 

2004) e são ativadas em resposta a estímulos externos, tais como os ligantes para receptores 

de morte (na via extrínseca da apoptose) ou sinais internos que surgem a partir de danos aos 

componentes celulares (na via intrínseca da apoptose) (DUNCAN et al., 2010).  

Na via extrínseca da apoptose ou via receptores de morte como CD95 (Fas ou Apo-1) 

ou TNF-R1 (receptor do fator de necrose tumoral) os receptores são estimulados por ligantes 

de morte específicos. Tais receptores, quando estimulados, associam-se às caspases 

iniciadoras (como a pró-caspase -8 ou -10) através de proteínas adaptadoras, como a FADD 

(Fas-Associated Death Domain), TRADD (TNF Receptor- Associated Death Domain) e RIP 

(Receptor-Interacting Protein), levando a trimerização do receptor. O complexo resultante 

ativa a caspase iniciadora que, subsequentemente, ativa a cascata de caspases efetoras 

(caspases -3, -6 e -7) que clivam substratos específicos, produzindo assim as alterações 

morfológicas e bioquímicas características da apoptose (ISRAELS; ISRAELS, 1999; 

FISCHER; SCHULZE-OSTHOFF, 2005; LIU et al., 2006). 

A via intrínseca da apoptose ou mitocondrial é iniciada por sinais provenientes do 

interior da célula, detectados pelas mitocôndrias. Caso isso ocorra, as mitocôndrias sofrem um 

desacoplamento e liberam para o citosol, o citocromo c, as proteínas SMAC/Diablo (segunda 

ativadora das caspases derivada da mitocôndria) e o AIF (fator indutor de apoptose). O 

citocromo c liberado liga-se à APAF-1 (fator ativador de proteases – 1) e a pró-caspase-9, 

formando um complexo chamado apoptossomo. Esse complexo, na presença de ATP, ativa a 

caspase -9 (caspase iniciadora), que cliva e ativa caspases efetoras. Por outro lado, a SMAC 

inativa as IAPs (proteínas inibidoras de apoptose), ativa a caspase-3, o que culmina em 

apoptose (KIECHLE; ZHANG, 2002; AMARANTE-MENDES, 2003; RIEDL; SHI, 2004).  
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A maioria das drogas utilizadas na terapia antineoplásica interfere de algum modo no 

ciclo celular, e a melhor compreensão do funcionamento e regulação desse processo celular é 

essencial para definição clara dos mecanismos de ação da maioria das drogas utilizadas no 

tratamento do câncer (ALMEIDA et al., 2005; GOODMAN; GILMAN, 2006). 

O ciclo celular pode ser conceituado como uma cadeia de eventos que leva à 

proliferação celular por mitose. A divisão celular nos seres eucariontes compreende quatro 

fases: G1, S, G2 e M. Células quiescentes encontram-se em uma condição denominada G0, 

onde não existe célula se replicando, o DNA encontra-se superenovelado e a atividade nuclear 

é baixa. A fase G1 é considerada uma fase pré-sintética, na qual a célula inicia a ativação de 

uma série de genes, incluindo proto-oncogenes e genes necessários à síntese de ribossomos e 

tradução de proteínas. A fase S compreende o período da duplicação do DNA. O período G2 é 

o intervalo entre o final da síntese e o início da mitose propriamente dita da célula, sendo por 

essa razão denominada fase pré-mitótica, onde há a produção de componentes essenciais para 

a mitose. Na fase M ocorre a divisão do núcleo seguida da citocinese (separação da célula 

mãe, formando as duas células filhas com suas organelas e demais constituintes celulares) 

(KUMAR et al., 2010; FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012). 

A regulação do ciclo celular também é um processo diretamente relacionado com a 

geração e desenvolvimento de neoplasias. Existem pontos de verificação nas fases G1 e G2 do 

ciclo que são responsáveis pelo prosseguimento ou parada do mesmo. Estes são regulados por 

uma série de proteínas cinases como as CDKs (cinases dependentes de ciclina) 

(HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Quando algum tipo de anormalidade é reconhecido, o 

ciclo celular para até a completa reparação celular. Caso essa reparação não seja eficiente, a 

célula é encaminhada para a morte celular programada (ALBERTS et al., 2002). No câncer, 

as células são incapazes de pausar em ambos os pontos de verificação, resultando em 

desregulação do ciclo celular (HEMAISWARYA; DOBLE, 2006). Muitos fármacos eficazes 

no tratamento do câncer ativam vias de sinalização que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo 

celular, e são denominados fármacos ciclo-celular específicos (ALMEIDA et al., 2005). 

 

2.3 Produtos naturais e o câncer 

 

Os produtos naturais e compostos desenvolvidos com base no conhecimento adquirido 

a partir de produtos naturais têm apresentado uma significativa diversidade estrutural e 

frequentemente esse arsenal tem-se refletido na obtenção de novas moléculas com atividade 

biológica e mecanismo de ação elucidado. Como resultado, os produtos naturais, 
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particulamente aqueles derivados de plantas, são amplamente utilizados na quimioterapia 

(KINGHORN et al., 2009). 

Como já salientado, a descoberta de novas drogas anticâncer de origem vegetal tem 

incentivado as pesquisas nessa área. Um dos exemplos mais importantes é o de Catharanthus 

roseus, conhecida também como Vinca rosea, utilizada pela população de Madagascar no 

tratamento do diabetes. Durante os testes de atividade hipoglicemiante, os extratos dessa 

espécie produziram granulocitopenia em consequência da supressão da medula óssea dos 

animais, sugerindo avaliação em modelos de leucemias e linfomas. A confirmação da 

atividade nesses modelos levou ao isolamento dos alcaloides vimblastina e vincristina que, 

atualmente, são de grande utilidade no tratamento de leucemias, linfomas e câncer testicular 

(MANN, 2002; CARVALHO, 2006).  

Outra descoberta importante na área de câncer foram os derivados da casca de Taxus 

brevifolia Nutt, que incluem o paclitaxel e o docetaxel. Eles se ligam aos microtúbulos das 

células modificando a dinâmica de equilíbrio, resultando em uma paralisação do ciclo celular 

entre a metáfase e a anáfase. O paclitaxel é indicado principalmente para tratamento do câncer 

de mama e de ovário, mas também pode ser utilizado em tumores epiteliais, como o de 

pescoço, esôfago e pulmão. O docetaxel é um análogo semissintético do paclitaxel, e também 

é aprovado para o uso contra o câncer de mama e de pulmão (BERTINO; SALMON, 2001; 

MORAES; ALONSO; OLIVEIRA-FILHO, 2011).  

O irinotecano é um semissintético solúvel em água, derivado da camptotecina, que é 

um alcaloide isolado da casca de uma árvore chinesa, Camptotheca acuminata Decne. A 

camptotecina avançou em estudos clínicos nos anos 70 e, mesmo apresentando alguma 

atividade antitumoral, era insolúvel em água e possuía efeito tóxico imprevisível, levando a 

interrupção de sua futura avaliação. O interesse renovado na camptotecina foi motivado pela 

identificação da topoisomerase I como alvo principal nos anos 80. A descoberta desse novo 

mecanismo de ação estimulou esforços dirigidos para a síntese de análogos mais solúveis em 

água, tendo um perfil tóxico mais favorável e consistente atividade antitumoral. O irinotecano 

exibe significativa atividade contra os carcinomas gástrico, pulmonar, pancreático e cervical, 

e ainda tumores do sistema nervoso central de grau elevado, linfomas e leucemia 

(GRIVICICH et al., 2001; MORAES; ALONSO; OLIVEIRA-FILHO, 2011). Em relação ao 

faturamento, sabe-se que Os medicamentos antitumorais oriundos de produtos naturais 

movimentam anualmente um mercado de cerca de 60 bilhões de dólares (COSTA-LOTUFO 

et al., 2010). 
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 Diante do exposto, as fontes naturais ainda estão disponíveis em abundância e 

oferecem as melhores possibilidades de encontrar substâncias de interesse terapêutico. De 

fato, mais de uma centena de compostos derivados de produtos naturais está em fase de testes 

clínicos, principalmente para tratamento do câncer e de doenças infecciosas. Além disso, um 

total de 13 fármacos derivados de produtos naturais foi aprovado para utilização clínica entre 

2005 e 2007 (HARVEY, 2008; COSTA-LOTUFO et al., 2010). 

 

2.4 Óleos essenciais biologicamente ativos 

 

As plantas medicinais possuem uma grande habilidade para a síntese de metabólitos 

secundários, constituindo inúmeras fontes de fármacos devido à diversidade de moléculas 

com as mais variadas estruturas e propriedades químicas. Essas substâncias são agrupadas em 

classes, tais como compostos fenólicos, terpenoides, alcaloides, flavonoides, taninos, entre 

outros (VIEGAS JUNIOR, 2003; PONTES et al., 2007; SILVA et al., 2007; NOGUEIRA, 

2009). 

Óleos essenciais, também chamados de óleos voláteis, são produtos naturais extraídos 

de diferentes partes da planta e constituem matérias-primas de grande importância para a 

indústria cosmética, farmacêutica e alimentícia. Eles são caracterizados quimicamente como 

uma mistura complexa de componentes voláteis (principalmente mono- e sesquiterpenoides, 

benzoides, fenilpropanoides, etc.), de baixo peso molecular, geralmente lipofílicos e 

odoríferos. Apresentam diferentes ações biológicas em humanos e outras plantas, neste último 

estão relacionados com diversas funções necessárias à sobrevivência vegetal, exercendo papel 

fundamental na defesa contra micro-organismos. Eles são muito úteis no tratamento de 

diferentes doenças, sendo utilizados como antisépticos, anti-inflamatórios e antimicrobianos, 

com sua aplicação medicinal se tornando popular ao longo dos tempos (BAKKALI et al., 

2008). 

Nos últimos anos, muitos estudos têm sido publicados relatando a atividade 

antitumoral de óleos essenciais, bem como de compostos deles isolados (SOEUR et al., 

2011). O óleo essencial obtido de Cymbopogon flexuosus, por exemplo, mostrou significante 

atividade antitumoral in vitro contra linhagem de câncer de cólon (502713), neuroblastoma 

(IMR-32), fígado (Hep-g-2) e colo de útero (SiHa) (SHARMA et al., 2009). Esse efeito é 

também evidenciado em outras linhagens para outros óleos essenciais obtidos de diferentes 

espécies como, por exemplo, Oreopanax nubigenus e Schefflera rodrigueziana que 

http://www.sodinheiro.info/ideias-de-novos-negocios/ideias-de-novos-negocios_fabrica-de-oleos-naturais-e-essencias.php
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mostraram potente atividade antitumoral in vitro contra células de câncer de mama (MDA-

MB-231) (RICHMOND et al., 2009).  

Manosroi et al. (2006) mostraram uma inibição da proliferação células de leucemia 

murina (P388) e de carcinoma epidérmico de boca humano (KB) dos óleos essenciais de 

Ocimum sanctum, Citrus citratus, Alpinia officinarum, Lavandula angustifolia, Vetiveria 

zizanioides, Zingiber montanum, Piper nigrum, Cymbopogon nardus, Curcuma longa, 

Ocimum basilicum, Citrus hystrix, Piper betel, Albizia lebbeck, Ocimum americanum, Mentha 

spicata e Psidium guajava. 

O óleo essencial de Nigella sativa, por sua vez, mostrou atividade antitumoral in vitro 

frente células de câncer de laringe (Hep-2). O estudo dos constituintes químicos deste óleo 

revelou como composto majoritário o p-cimeno, que também é o composto majoritário do 

óleo essencial das folhas da espécie Croton polyandrus, objeto de estudo do presente trabalho 

(HARZALLAH et al., 2011).  Além disso, um estudo do p-cimeno complexado com rutênio 

demonstrou atividade antitumoral in vitro e in vivo em células de carcinoma de Ehrlich, 

evidenciando-se a parada no ciclo celular na fase G2/M e indução de apoptose 

(CHATTERJEE et al., 2008). 

Diferentes mecanismos de ação têm sido propostos relacionados à atividade 

antitumoral de óleos essenciais, já estando evidenciada a participação de vias apoptóticas e 

parada no ciclo celular em consequência aos seus efeitos citotóxicos (JAAFARI et al., 2009; 

HARZALLAH et al., 2011).  

Além dos efeitos in vitro, óleos essenciais obtidos de diferentes espécies, bem como 

seus constituintes majoritários, apresentam efeitos antitumorais in vivo, como é o caso do óleo 

essencial das folhas de Croton regelianus e o monoterpeno ascaridole, respectivamente 

(BEZERRA et al., 2009). O óleo essencial de Croton flavens mostrou atividade antitumoral in 

vitro em células adenocarcinoma de pulmão (A-549) e colorretal (DLD-1), assim como 

constituintes dele isolados, como o α-cadinol, β-elemeno e α-humuleno também se mostraram 

ativos, apesar de não serem seus componentes majoritários (SYLVESTRE et al., 2006).  

Efeitos antitumorais in vivo também são evidenciados pelo óleo essencial das folhas de 

Guatteria friesiana em linhagem tumoral sarcoma-180, o qual apresentou baixa toxicidade 

sistêmica (BRITTO et al., 2012).  

Adicionalmente, monoterpenos isolados de diferentes espécies e que são amplamente 

encontrados em óleos essenciais, também são conhecidos na literatura por seus potentes 

efeitos antitumorais, dentre eles, carvacrol, timoquinona, alasmontamina A, linalol e timol 
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(BASER, 2008; RAVIZZA et al., 2008; HIRASAWA et al., 2009; EFFENBERGER; 

BREYER; SCHOBERT, 2010; HUANG et al., 2010). 

Portanto, óleos essenciais obtidos de plantas são considerados fontes em potencial de 

substâncias biologicamente ativas contra o câncer. 

 

2.5 Toxicologia de produtos naturais 

 

As plantas consideradas medicinais beneficiaram, e continuam beneficiando a 

humanidade. Ainda hoje muitas são utilizadas para tratamento de enfermidades, mesmo 

havendo medicamentos sintéticos no mercado para o tratamento das mesmas doenças. No 

entanto, existem plantas que são consideradas venenos por conterem toxinas poderosas que 

podem levar à morte. Algumas plantas medicinais são, inclusive, incompatíveis com o uso de 

certos medicamentos (FERREIRA; PINTO, 2010; ZHANG et al., 2012). 

Se a população dos países mais pobres utiliza as plantas medicinais por tradição e 

ausência de alternativas econômicas viáveis, nos países mais desenvolvidos observa-se um 

maior uso de fitomedicamentos influenciado pelos modismos de consumo de produtos 

naturais. Este modismo favoreceu a difusão das promessas de cura através das plantas 

medicinais para males como a impotência, a ansiedade e a obesidade, algumas vezes em um 

único extrato. O conceito mais perigoso surgido por esta época foi o de que as plantas 

medicinais não representam quaisquer riscos para a saúde humana por serem naturais e terem 

sido testadas através de séculos de utilização pela população de todo o mundo (VEIGA-

JÚNIOR, 2008). 

O surgimento do conceito “natural” em muito contribuiu para o aumento do uso das 

plantas medicinais nas últimas décadas. Para muitas pessoas esse conceito significa a 

“ausência de produtos químicos”, que são aqueles que podem causar algum dano ou que, de 

alguma forma, representam perigo. Assim, produtos naturais passaram a ser sinônimos de 

saudáveis, seguros e benéficos. Entretanto, como já salientado, esse conceito é extremamente 

equivocado, já que muitas plantas contêm substâncias capazes de produzir potencial 

toxicidade em organismos vivos (MENGUE et al., 2001). 

Como exemplos de efeitos tóxicos de substâncias presentes em plantas podem ser 

citados os efeitos hepatotóxicos de apiol, safrol, lignanas e alcaloides pirrolizidínicos 

(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005), a ação tóxica renal que pode ser causada por 

espécies vegetais que contêm terpenos e saponinas, e alguns tipos de dermatites, causadas por 

espécies ricas em lactonas sesquiterpênicas e produtos naturais do tipo furanocumarinas 
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(CAPASSO et al., 2000). Outro exemplo é o confrei (Symphytum officinale L. - 

Boraginaceae), planta utilizada na medicina tradicional como cicatrizante devido à presença 

da alantoína, mas que também possui alcaloides pirrolizidínicos, os quais são 

comprovadamente hepatotóxicos e carcinogênicos (BUCKEL, 1998). 

Os óleos essenciais em especial, também não são isentos de propriedades tóxicas. 

Muitos deles, por exemplo, são agentes fotossensibilizantes como é o caso daqueles obtidos 

de frutos cítricos que possuem defuranocumarinas em sua composição. Os óleos de canela, 

funcho e alho que possuem alto teor de cinamaldeído podem ocasionar uma sensibilização, 

tipo reação alérgica, na primeira exposição à substância. Os óleos ricos em tujona (ex: sálvia), 

fenchona (ex: funcho), cânfora e pinocanfona (ex: manjericão) são neurotóxicos em altas 

doses, podendo provocar convulsões, distúrbios sensoriais e até psíquicos. O óleo volátil de 

noz-moscada também pode produzir excitação, alucinações visuais e distorções de cores, 

devido possivelmente à presença de miristicina e elemicina (ADORJAN; BUCHBAUER, 

2010). 

No que diz respeito ao tratamento do câncer, é consenso que o objetivo da 

quimioterapia antineoplásica é destruir as células neoplásicas, preservando as normais. 

Entretanto, devido a relativa semelhança entre células malignas e normais do organismo a 

maioria dos agentes quimioterápicos atua de forma inespecífica, lesando tanto células 

malignas quanto normais, particularmente as células de rápido crescimento, como as 

gastrintestinais, capilares e as do sistema imunológico. Isto explica a maior parte dos efeitos 

indesejáveis da quimioterapia: náuseas, perda de cabelo e maior susceptibilidade às infecções 

(OLIVEIRA et al., 2007; KARAPIDAKI et al., 2009). Assim sendo, o uso clínico desses 

fármacos exige que os benefícios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um 

índice terapêutico favorável (ALMEIDA et al., 2005). 

Diante disso, é evidente a importância da avaliação do balanço entre a atividade 

antitumoral versus toxicidade de um determinado produto para verificar sua aplicabilidade 

farmacológica.  

Um dos modelos experimentais utilizados para avaliação da toxicidade in vitro é o 

ensaio de citotoxicidade em eritrócitos. Esse teste é usado como método de triagem para 

toxicidade de novas drogas a fim de estimar o dano que elas podem produzir in vivo em 

eritrócitos do organismo (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et al., 2005). 

A membrana eritrocitária é uma estrutura delicada que pode ser significativamente 

alterada por interações com medicamentos (AKI; YAMAMOTO, 1991). Vários estudos 

indicam que certos compostos isolados de plantas, tais como polifenois, glicosídeos, 
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saponinas e triterpenoides podem causar alterações nas membranas das células vermelhas do 

sangue e, posteriormente, produzir hemólise (NG; LI; YEUNG, 1986; BADER et al., 1996; 

GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al., 1997).  

No Brasil os estudos de toxicidade pré-clínica para fitoterápicos são normatizados pela 

Resolução Específica Nº 90/04 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) que 

publicou o “Guia para realização de estudos de toxicidade pré-clínica de fitoterápicos" 

(BRASIL, 2004). Esta resolução foi elaborada em conformidade com as normas da OMS, e 

recomenda estudos de toxicidade aguda, de doses repetidas e quando houver indicação de uso 

contínuo ou prolongado do medicamento em humanos, estudos de genotoxicidade 

(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). 

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam a toxicidade após exposição a uma dose única 

ou dose fracionada administrada no período de 24 horas. São obrigatórios para todo tipo de 

material em teste, independente do tempo de uso proposto para a espécie humana, pois 

evidenciam o risco de intoxicações agudas, inadvertidas ou não, e a forma de preveni-las, 

permitindo dessa forma, conhecer o índice de letalidade, a forma de morte produzida pelo 

excesso do produto em teste, os órgãos alvo, as alterações comportamentais e os sinais que 

precedem a morte (LARINI, 1999). 

Grande parte dos trabalhos envolvendo estudos pré-clínicos in vivo de produtos 

naturais e sintéticos, baseados em regulamentações nacionais e internacionais, utilizam 

parâmetros bioquímicos, hematológicos e anatomopatológicos para avaliar possíveis sinais de 

toxicidade (OLIVEIRA et al., 2010). Nesses estudos farmacológicos/toxicológicos, após 

exposição às drogas, são analisados parâmetros que avaliam possíveis alterações na função 

hepática, como as transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST); função renal, como uréia e creatinina, bem como nos parâmetros 

hematológicos como o eritrograma, leucograma e plaquetograma. Ainda, exames 

anatomopatológicos (macro e microscópicos) são de extrema importância, pois analisam 

estrutura e função, em nível celular.  

 Em âmbito mundial, tem-se encontrado forte relação entre a exposição a agentes 

genotóxicos e o desenvolvimento de diversos efeitos nocivos à saúde. É crescente a 

preocupação com o efeito mutagênico e carcinogênico de agentes genotóxicos em populações 

expostas ocupacional ou acidentalmente, ou ainda por estilo de vida. Isso acontece pois a ação 

mutagênica por vezes se manifesta somente após anos, no aumento da incidência de cânceres 

ou malformações congênitas, caracterizando os chamados efeitos cumulativos, o que tem 

contribuído para que a exposição a agentes genotóxicos seja um dos principais problemas de 
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saúde pública. Há necessidade de testes rápidos e confiáveis que detectem os danos 

provocados por este tipo de exposição, como o teste do micronúcleo (FLORES; 

YAMAGUCHI, 2008). 

O teste do micronúcleo in vivo é o ensaio mais amplamente utilizado para a detecção 

de agentes clastogênicos (que quebram cromossomos) e aneugênicos (que induzem 

aneuploidia ou segregação cromossômica anormal), sendo internacionalmente aceito como 

parte da bateria de testes recomendada para a avaliação do potencial mutagênico e para o 

registro de novos produtos químicos que entram anualmente no mercado mundial (RIBEIRO; 

SALVADORI; MARQUES, 2003). 

O micronúcleo se constitui em uma pequena massa nuclear delimitada por membrana 

e separada do núcleo principal. Os micronúcleos são formados durante a telófase da mitose ou 

meiose, quando o envelope nuclear é reconstituído ao redor dos cromossomos das células 

filhas. São resultantes de cromossomos acêntricos ou de cromossomos inteiros que não foram 

incluídos no núcleo principal. Assim sendo, o micronúcleo representa perda de cromatina em 

consequência de dano cromossômico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitótico 

(RIBEIRO et al., 2003). 

Assim, quando um produto em teste aumenta a frequência de eritrócitos 

micronucleados, há a indicação de que ele interfere na divisão nuclear dos eritroblastos da 

medula, quebrando cromossomos ou interferindo no fuso, levando ao aparecimento de 

fragmentos de cromatina, ou cromossomos inteiros, que não se incorporaram ao núcleo das 

células-filhas, os micronúcleos (COSTA E SILVA; NEPOMUCENO, 2010). 

Os micronúcleos podem ser observados tanto em amostras de medula óssea, quanto 

em amostras de sangue periférico. Estudos demonstram que o sangue periférico pode ser 

utilizado de forma eficaz na detecção de agentes genotóxicos nas espécies nas quais é 

comprovado que o baço não remove eritrócitos contendo micronúcleos, como é o caso de 

camundongos (DERTINGER et al., 2006). As principais vantagens do teste do micronúcleo 

realizado com amostras de sangue periférico são: dispensa o árduo trabalho de coleta de 

medula óssea dos animais; utiliza uma pequena quantidade de amostra de sangue para 

realização do ensaio (HAMADA et al., 2001; DERTINGER et al., 2006), e ainda permite uma 

contagem das células micronucleadas mais satisfatória, devido à uniformidade das células do 

sangue periférico quando comparadas às da medula óssea (HOOFTMAN; RAAT, 1982; 

COSTA e SILVA; NEPOMUCENO, 2010). Vários estudos comprovam que o sangue 

periférico pode ser utilizado de forma eficaz na detecção de agentes genotóxicos (HAYASHI 

et al., 2000; HAMADA et al., 2001; SILVA, 2011). 
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2.6 Croton polyandrus: família, gênero e espécie 

 

Plantas têm sido tradicionalmente utilizadas por populações em todos os continentes 

no controle de diversas doenças e pragas, sendo reconhecidas mais de 13.000 espécies que são 

mundialmente consumidas como medicamentos fitoterápicos ou fonte de fármacos (SIMÕES 

et al., 2004).  

Dentre as famílias de plantas medicinais existentes destaca-se a família 

Euphorbiaceae, que é a sexta maior família de vegetais do mundo, representada por 300 

gêneros e nestes estão incluídos mais de 8.000 espécies distribuídas em regiões tropicais e 

temperadas de todo o mundo. Apesar de amplamente distribuída na região Amazônica, 

algumas espécies da família nunca foram estudadas do ponto de vista químico, farmacológico 

e/ou toxicológico (CRONQUIST, 1981; BERRY, 2006). Seus principais gêneros em número 

de espécies são: Euphorbia L. (1.500), Croton L. (1.300), Acalypha L. (400), Macaranga Du 

Petit Thouars (400), Antidesma Burman (150), Drypetes Vahl (150), Jatropha L. (150), 

Manihot Miller (150) e Tragia Plumier (150) (WEBSTER, 1994). No Brasil ocorrem 72 

gêneros e cerca de 1.100 espécies, de hábito e habitat diferentes, e difundidas em todos os 

tipos de vegetação (BARROSO et al., 1991). 

O gênero Croton L. pertence à subfamília Crotonoideae, sendo uma das mais 

numerosas Euphorbiaceae com quase 1.300 espécies espalhadas nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. Para o Brasil, é o maior gênero da família, com um total de cerca de 

350 espécies (BERRY, 2006). Esse gênero detém expressiva relevância alicerçada em seu 

conteúdo de óleos essenciais e diversas substâncias ativas como terpenoides, flavonoides e 

alcaloides (BRAGA, 1976).  

No Nordeste, espécies desse gênero são usadas na medicina popular para o tratamento 

de inflamações (C. sellowii), úlceras (C. cajucara), diarreia (C. triqueter), hipertensão (C. 

jacobinensis), diabetes (C. argyrophylloides), asma (C. rhamnifolius) e câncer (C. 

erythrochilus) (PIACENTE et al., 1998; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; 

RAMOS et al., 2009).   

Dentre as atividades farmacológicas experimentalmente comprovadas para o gênero 

Croton estão em destaque o seu potencial anti-inflamatório (ORTEGA et al., 1996), 

antifúngico (MAcBAE; HUDSON; TOWERS, 1988), moluscicida (ROUQUAYROL et al., 

1980), hipotensor (BHAKUNI et al., 1969), larvicida (KALYANASUNDARAM; DAS, 

1985), antiviral (MAcBAE; HUDSON; TOWERS, 1988), antiulcerogênico (HIRUMA-LIMA 

et al., 1999), analgésico (NARDI et al., 2006), antiestrogênico (COSTA et al., 1999), 
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inseticida (ATAL et al., 1978), antimicrobiano (KUMAR; BAGCHI; DAROKAR, 1997), 

antioxidante (NARDI et al., 2003), antidiabético (TORRICO et al., 2007), laxativo 

(FARNSWORTH et at., 1969), antimutagênico (ROSSI et al., 2003), vasorelaxante (MILLER 

et al., 2001) e ainda mostraram citotoxicidade frente A. salina (HORGEN, 2001) e indução de 

diferenciação celular (MATA-GREENWOOD et al., 2001). 

Adicionalmente, diversas espécies de Croton e diferentes constituintes delas isolados 

apresentam atividade antitumoral in vitro e in vivo por diferentes mecanismos de ação. Dentre 

elas, podemos citar: C. argyratus, C. cascarilloides, C. hieronymi, C. insularis, C. lechleri, C. 

palanostigma, C. tiglium e C. zambesicus (MORAES et al., 1997). Através de levantamento 

etnofarmacológico foi evidenciado que algumas espécies são utilizadas na medicina popular 

para o tratamento do câncer como C. draco, C. tiglium, C. urucurana, C. oblongifolius, C. 

lechleri, C. erythrochilus e C. draconoides (PIACENTE et al., 1998).  

Os óleos essenciais de várias espécies de Croton têm sido caracterizados pela 

predominância de constituintes químicos da classe dos monoterpenos e sesquiterpenos como 

principais componentes (MECCIA et al., 2000). Fenilpropanoides, como anetol e derivados 

do eugenol, são mais comuns nos óleos de erva-doce, cravo e manjericão, porém também têm 

sido relatados como os principais componentes dos óleos essenciais de algumas espécies de 

Croton encontradas em diferentes partes do mundo, como por exemplo, C. zehntneri e 

C.nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et al., 2006); C. molambo e C. cuneatus na Venezuela 

(SUÁREZ et al., 2005); e C. pseudonivenus e C. suberosus no México (PEREZ-AMADOR; 

MONROY; BUSTAMANTE, 2003). 

Dentre as espécies deste gênero encontradas no Brasil, destaca-se a Croton polyandrus 

Spreng. que é conhecida no nordeste brasileiro como “croton de tabuleiro”, porém não 

apresenta uso popular. É comum em terrenos arenosos e em vegetação da costa desta região. 

Trata-se de uma espécie do semi-árido brasileiro, embora ocorra também no domínio da 

floresta atlântica ocorrendo nos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, 

Piauí, Rio Grande do Norte e Sergipe (SILVA et al., 2010). 

A espécie é pouco relatada na literatura tanto do ponto de vista fitoquímico como 

farmacológico. O estudo farmacoquímico das partes aéreas e das raízes de Croton polyandrus 

Spreng realizado por Fernandes (2012) levou a identificação de óxido de β-cariofileno, β-

sitosterol, feofitina A, carvacrol, 5-β-hidroxi-2-oxo-p-ment-6(1)-eno, 3-metoxi-4-hidroxi-

benzaldeído, 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano, sitosterol-3-O-β-D- glicopiranosídeo e sacarose.  

O óleo essencial obtido das folhas de Croton polyandrus foi estudado do ponto de 

vista químico e identificado através de técnicas específicas. Pela análise em CG-EM 
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(Cromatografia Gasosa em Espectrometria de Massa) e CG-FID (Cromatografia Gasosa com 

Detector de Ionização de Chama) do óleo essencial das folhas de C. polyandrus foi possível 

identificar 33 componentes, correspondendo a 86,1% do total do óleo em uma mistura de 

72,7% de monoterpenos e 24,2% de sesquiterpenos. Os constituintes majoritários foram o p-

cimeno (12,4%), acetato de bornila (11%), ascaridol (6,4%) e cânfora (6,4%) como mostrado 

na tabela 1 (FERNANDES et al., 2012).  

Além disso, estudo recente com o óleo essencial das folhas de Croton polyandrus foi 

realizado em seis cepas de bactérias (Staphylococcus aureus - ATCC 13150, Staphylococcus 

aureus - ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa - P03, Pseudomonas aeruginosa - ATCC 

25853, Escherichia coli - ATCC 25922 e Escherichia coli - 5) e seis cepas de fungos ( 

Candida albicans – ATCC 90028, Candida albicans – LM 109, Candida tropicalis - ATCC 

13803, Candida tropicalis – LMP 20, Candida krusei – LM 13 e Candida krusei – LM 08). O 

óleo essencial não apresentou atividade antibacteriana frente às linhagens de bactérias gram 

positivas e gram negativas testadas, mas demonstrou significante atividade antifúngica contra 

as cepas de Candida (FERNANDES et al., 2012).  

Foi realizado também o estudo da atividade antitumoral in vitro pelo método da 

sulforrodamina B, utilizando-se as linhagens tumorais: glioma (U251), melanoma (UACC-

62), mama (MCF-7), ovário (NCI-ADR/RES), rim (786-O), pulmão (NCI-H460), próstata 

(PC-3), ovário (OVCAR-3), cólon (HT-29) e leucemia (K562). Os resultados do óleo 

essencial expressos em inibição total do crescimento (TGI – total growth inibition), 

assinalados na tabela 2, mostram efeito citotóxico, para a maioria das linhagens celulares 

utilizadas, apenas na concentração mais elevada (250 µg/mL). Considerando-se os critérios 

descritos por Fouché et al. (2008), o óleo essencial de Croton polyandrus foi inativo para 

todas as linhagens tumorais (TGI > 50 μg/mL) (FERNANDES et al., 2012).  

Muitos dos compostos que se mostram promissores nos testes in vitro podem não 

apresentar boa atividade em animais, da mesma forma que o efeito inverso também pode 

ocorrer, ou seja, compostos inativos in vitro podem produzir importantes efeitos in vivo. 

A ação de um fármaco, quando administrado a humanos ou animais, pode ser dividida 

em três fases: fase farmacêutica, fase farmacocinética e fase farmacodinâmica. Nota-se que a 

fase farmacocinética pode ter profundo impacto sobre o efeito farmacológico, uma vez que os 

processos de absorção, distribuição, metabolismo e excreção determinam a concentração e o 

tempo despendido das moléculas do fármaco no seu local de ação (GOODMAN; GILMAN, 

2006). 
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Tabela 1 - Composição química do óleo essencial de Croton polyandrus (FERNANDES et al., 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tradicionalmente, a pesquisa de fármacos concentra seus esforços iniciais na fase 

farmacodinâmica. Triagens preliminares usam modelos in vitro, tais como enzimas, 

receptores ou tecidos, para obter a relação entre os novos compostos e sua potência agonista 

ou antagonista. A partir destes estudos, triagens secundárias e terciárias frequentemente são 

dirigidas à administração do composto a animais, por via oral ou parenteral, com observação 

do efeito farmacológico.  

SUBSTÂNCIAS (% relativa) 

n-Nonano 1,00 

α –Thujeno 0,50 

Tetrahidro-citroneleno 0,80 

α-Pineno 1,60 

Canfeno 0,70 

β-Pineno 0,50 

Mirceno 1,90 

Mesitileno 2,10 

n-Decano 2,40 

α-felandreno 1,7 

α-Terpineno 3,3 

p-Cimeno 12,4 

Limoneno 1,90 

1,8-Cineol 3,70 

γ-Terpineno 4,20 

n-Undecano 2,90 

Cânfora 6,40 

Isoborneol 1,50 

Borneol 0,60 

Terpinen-4-ol 2,30 

p-Cimen-8-ol 0,40 

α-Terpineol 1,90 

Ascaridol 6,4 

Acetato de bornila 11,0 

Acetato de mirtenil 0,8 

(E)-Cariofileno 2,4 

α-Humuleno 3,3 

(Z)-β-Farneseno 0,6 

β-Bisaboleno 0,9 

Espatulenol 0,8 

Óxido de cariofileno 2,6 

Epóxido de Humuleno II 1,5 

4(12),8(13)-dien-5-ol- 

cariofila 

1,1 

Total identificado 86,10 
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A falha na correlação entre os efeitos observados in vitro e in vivo, muitas vezes pode 

estar associada a características farmacocinéticas dos compostos, como baixa 

biodisponibilidade, duração de ação (muito curta ou muito longa), ou a necessidade de 

ativação metabólica (PEREIRA, 2007). 

Diante do exposto, podemos afirmar que o fraco efeito citotóxico do óleo essencial de 

Croton polyandrus (O.E.C.) frente as linhagens tumorais testadas em ensaio in vitro não 

indica que o mesmo venha a ser ineficaz quando avaliado em modelos in vivo. 

 
 

Tabela 2 - Valores de TGI (inibição total do crescimento) do óleo essencial de Croton polyandrus e da 

doxorrubicina (μg/mL) (FERNANDES et al., 2012). 

Linhagens celulares TGI (µg/mL) TGI (µg/mL) 

 O. E. C. Doxorrubicina 

CHO 72,5 1,58 

U251 65,0 0,97 

UACC-62 81,7 0,22 

MCF7 122,0 2,01 

NCI/ADR-RES 155,7 >250 

786-0 104,0 1,12 

NCI-H460 139,6 2,04 

PC-3 87,0 1,16 

OVCAR-3 82,1 6,12 

HT29 164,5 >250 

K-562 >250 >250 

HaCat >250 >250 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar a atividade antitumoral e toxicidade do óleo essencial das folhas de            

Croton polyandrus (O.E.C.) através de ensaios in vitro e in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a citotoxicidade do O.E.C. em eritrócitos de camundongos; 

 Avaliar a toxicidade pré-clínica aguda do O.E.C. em camundongos, com base na RE 

N° 90/04 da ANVISA; 

  Avaliar a possível atividade antitumoral in vitro e in vivo do O.E.C. frente células 

tumorais malignas de carcinoma de Ehrlich; 

 Avaliar o perfil das células tumorais retiradas da cavidade peritoneal dos animais 

inoculados com tumor de Ehrlich por meio de estudos de viabilidade; 

 Investigar o possível mecanismo de ação do O.E.C. por meio de estudos de apoptose e 

ciclo celular; 

 Avaliar o efeito imunomodulador do O.E.C., através da determinação dos índices de 

baço e timo; 

 Avaliar a toxicidade in vivo do O.E.C. através da avaliação de parâmetros 

bioquímicos, hematológicos, análise anatomopatológica de órgãos vitais, consumo de 

água e ração, e evolução ponderal; 

 Avaliar o efeito do O.E.C. na sobrevida dos animais inoculados com tumor de Ehrlich; 

 Avaliar a atividade genotóxica do O.E.C. através do Teste do Micronúcleo em            

sangue periférico. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local da pesquisa 

 

 As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratório de Ensaios 

Toxicológicos (LABETOX) e no Biotério Prof. Thomas George localizados no Centro de 

Biotecnologia (CBiotec), onde funciona o Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais 

e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB/CCS/UFPB). 

 

4.2 Material 

 

4.2.1 Óleo essencial de Croton polyandrus 

  

O óleo essencial de Croton polyandrus foi obtido por técnicas específicas e 

gentilmente fornecido pelos colaboradores da fitoquímica, os Professores Doutores Marcelo 

Sobral da Silva e Josean Fechine Tavares. 

 

4.2.2 Animais 

 

 Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), machos e fêmeas, 

pesando entre 28 e 32 g, com faixa etária aproximada de oito semanas, obtidos do biotério 

Prof. Thomas George (ANVISA/CBiotec/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de 

polietileno, mantidos sob condições controladas de temperatura (21 ± 1 ºC), com livre acesso 

à comida (pellets de ração da marca Purina
®

) e água potável disponível em garrafas graduadas 

de polietileno, colocadas nas grades metálicas das gaiolas em sua parte superior. Os animais 

foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas. Antes da realização de qualquer protocolo 

experimental, os animais foram colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 

minutos de antecedência à execução do experimento. 

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados 

pelo Comitê de Ética em Uso de Animais do CBiotec/UFPB (CEUA), sob a certidão Nº
 

0403/12. 
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4.2.3 Linhagem de células tumorais 

 

 Para os ensaios in vitro e in vivo foi usada a linhagem de carcinoma ascítico de 

Ehrlich, gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. João Ernesto de Carvalho 

(CPQBA/UNICAMP). As células são mantidas na cavidade peritoneal de camundongos 

Swiss (Mus musculus) no Biotério Prof. Thomas George, sendo realizado repique semanal. 

 

4.3 Métodos 

 

4.3.1 In vitro 

 

4.3.1.1 Citotoxicidade frente eritrócitos 

 

Os ensaios para avaliação da citotoxicidade em eritrócitos foram realizados segundo 

Kang et al. (2009), com algumas modificações. Os eritrócitos foram obtidos de sangue fresco 

de camundongos Swiss coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada (heparina sódica - 

Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulação. Para obter a suspensão de eritrócitos, 1 mL 

de sangue total foi solubilizado em 10 mL de solução tampão fosfato (PBS) e então 

centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e esse 

processo repetido mais duas vezes. Os eritrócitos foram finalmente ressuspenssos em PBS, 

obtendo-se então a suspensão de eritrócitos a 0,5% (v/v) que foi utilizada para o ensaio de 

hemólise. O.E.C. foi solubilizado em DMSO (5%) e preparado em PBS, no dobro das 

concentrações desejadas. A cada 100 μL dessas soluções foi adicionado 100 μL da suspensão 

de eritrócitos, em quadruplicata. Os controles positivo e negativo foram também utilizados, 

pela incubação de eritrócitos em uma solução de 0,1% de Triton X-100 (Sigma- Aldrich®) 

em PBS (2 mL) e DMSO (5%) em PBS (2 mL), respectivamente. A placa de 96 poços foi 

mantida sob agitação suave por 60 minutos. Após esse período, a placa foi centrifugada por 5 

minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente removido. Após remoção, foi 

adicionado a cada poço 200 μL de solução de Triton X-100 (0,1%) e a placa cuidadosamente 

agitada. A quantidade de hemólise causada pela solução do Triton X-100 (0,1%) foi 

determinada espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como prova inversa para 

determinação da CH50 do O.E.C. (concentração do que produz 50% de hemólise), utilizando a 

seguinte fórmula: 
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%Hemólise = ATx - Aóleo x 100 

              ATx 

 
 

Onde: 

ATx = Absorbância do poço contendo controle positivo com Triton-X 

Aóleo = Absorbância do poço contendo a concentração do O.E.C. 

 

4.3.1.2 Citotoxicidade frente células de Carcinoma ascítico de Ehrlich 

 

Células da linhagem carcinoma ascítico de Ehrlich foram utilizadas para o ensaio de 

avaliação da atividade antitumoral in vitro. As células foram coletadas da cavidade peritoneal 

do camundongo com 7 dias de inoculação, solubilizadas com 10 mL de solução tampão 

fosfato (PBS) e em seguida centrifugadas à 1.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

desprezado e as células foram ressuspensas em meio RPMI-1640 (Nutricell
®
) suplementado 

com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 100 UI/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma-Aldrich
®
) e 10% de soro fetal bovino (SBF) (Nutricell

®
). As células 

tumorais foram então semeadas (2 x 10
5
 células/poço) em placas de 96 poços (BD/Labware®) 

e incubadas com diferentes concentrações (10 -500 µg/mL) do O.E.C. por 24 h (37 ºC e 5 % 

CO2). O óleo essencial foi solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) (Mallinckrodt 

CHEMICALS
®
) e então em meio RPMI-1640 suplementado. A concentração final de DMSO 

nos meios em teste e no controle foi de 0,5%. O experimento foi realizado em quadruplicata e 

repetido duas vezes. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redução do MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazólio) (Sigma-Aldrich
®
). 

O MTT é um corante amarelo, que é reduzido por enzimas mitocondriais e 

citoplasmáticas a um composto azul denominado formazan, insolúvel em solução aquosa. A 

redução do sal tetrazólio MTT, principalmente pela enzima mitocondrial succinato 

desidrogenase (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963), é muito utilizada em ensaios de 

avaliação de sobrevivência e proliferação celular, uma vez que somente as células viáveis 

reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), o qual, uma vez solubilizado, pode ser 

quantificado espectrofotometricamente. Sendo assim, a quantidade de formazan produzido é 

proporcional ao número de células viáveis presentes (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 

1986).  
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O ensaio de redução do sal de tetrazólio foi realizado como descrito por Melo et al. 

(2003), com algumas modificações. Na placa de 96 poços com as células sob 24 h de 

tratamento, foram adicionados 10 μL de MTT (5 mg/mL) em cada poço. Após incubação por 

4 h (37 ºC e 5% CO2), o sobrenadante foi cuidadosamente removido e adicionou-se aos 96 

poços, 100 μL de etanol absoluto para solubilizar o formazan produzido. A placa foi então 

agitada por 15 minutos e a absorbância lida em 570 nm. O cálculo da concentração da droga 

que produz 50% de inibição no crescimento celular (CI50) foi realizado através da 

determinação da percentagem de células viáveis com base na seguinte fórmula: 

 

%Viabilidade celular = [(DOCélulas tratadas – DOBranco)]   x 100 

                                    [(DOControle negativo – DOBranco)] 

 

Onde:  

DOCélulas tratadas = Densidade óptica dos poços com o produto teste  

DOControle negativo = Densidade óptica dos poços do controle negativo  

DOBranco = Densidade óptica dos poços contendo apenas o meio de cultura 

 

 

4.3.2 In vivo 

 

4.3.2.1 Ensaio Toxicológico pré-clínico agudo 

 

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de acordo com o 

“Guia para a realização de estudos de toxicidade pré-clínica de fitoterápicos” (RE N. 90/04 – 

ANVISA), com algumas modificações (BRASIL, 2004).  

Camundongos Swiss, seis machos e seis fêmeas por grupo, incluindo o controle, foram 

submetidos a doses de 250, 375 e 500 mg/kg do O.E.C. intraperitoneal (i.p.), e ao grupo 

controle foi administrado apenas o veículo. O número de animais mortos foram contabilizados 

para estimativa da dose responsável pela morte de 50% dos animais experimentais (DL50). 

Com o objetivo de mapear possíveis alterações comportamentais, sugestivas de 

atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autônomo (SNA), 

após administração do O.E.C. por via intraperitoneal (i.p.), foi realizada observação cuidadosa 

para se detectar sinais tóxicos de caráter geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; após 4 

horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental elaborado pelo 
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Laboratório de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB e descrito por Almeida e 

colaboradores (1999). Desde a 24ª hora e até 14 dias após a administração da dose, foram 

observadas a variação do peso e o consumo de água e alimentos pelos animais experimentais. 

Ao fim do período de observação todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e 

autopsiados. Os órgãos, fígado, rins, coração, timo e baço foram removidos e pesados. O 

índice dos órgãos foi calculado seguindo a fórmula: Índice = peso do órgão (mg)/peso do 

animal (g).  

 

4.3.2.2 Avaliação da atividade antitumoral in vivo frente células tumorais de carcinoma 

de Ehrlich 

 

4.3.2.2.1 Volume, peso do tumor e viabilidade celular 

  

As células de carcinoma ascítico de Ehrlich foram implantadas por via intraperitoneal 

(2.10
6
 células/animal), na cavidade peritoneal de camundongos fêmeas (n=12). Vinte e quatro 

horas após a implantação, O.E.C. foi solubilizado em Tween 80 (Sigma-Aldrich®) (5%) e 

administrado (i.p.) durante nove dias, nas doses de 100 e 150 mg/kg. 5-Fluorouracil (5-FU) 

(Sigma-Aldrich®) (25 mg/kg) foi usado como controle positivo. Ao grupo controle negativo 

foi administrado uma solução de 5% de Tween 80. Foi utilizado ainda um quinto grupo 

(controle sadio), cujos animais (n = 6) permaneceram nas mesmas condições experimentais 

dos grupos tratados e controle, porém não foram transplantados com as células tumorais 

(Carcinoma de Ehrlich). 

No dia seguinte após a administração da última dose, seis animais de cada grupo 

foram anestesiados para coleta de sangue e análise dos parâmetros bioquímicos e 

hematológicos.  

Os animais foram então eutanasiados, o líquido ascítico foi coletado da cavidade 

peritoneal, e o volume do líquido foi medido e expresso em mL. Uma alíquota foi retirada 

para contagem das células viáveis e não-viáveis, através do ensaio de exclusão do azul de 

tripan. Este ensaio avalia a habilidade de células viáveis, com membrana plasmática intacta, 

excluírem o corante azul de tripan, permitindo assim, a quantificação do número de células 

viáveis (RENZI; VALTOLINA; FORSTER, 1993). 

O peso do tumor foi mensurado pela diferença dos pesos dos camundongos antes e 

depois da retirada do líquido ascítico e expresso em gramas (g).  Os órgãos (timo, baço, 
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fígado, coração e rins) foram extirpados, pesados, para cálculo do índice dos órgãos, e fixados 

em formaldeído (10%). 

Para a avaliação de possíveis efeitos tóxicos, foi realizada avaliação do consumo de 

água e ração e evolução ponderal durante o tratamento.  

Adicionalmente, seis animais de cada grupo foram mantidos vivos para o cálculo da 

sobrevida de animais experimentais (DOLAI et al., 2012).   

 

4.3.2.2.2 Análise e quantificação da apoptose 

  

 

A capacidade do O.E.C. produzir apoptose das células tumorais presentes no líquido 

ascítico foi avaliada utilizando-se o kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection (Sigma-

Aldrich®, EUA). As células coletadas da cavidade peritoneal de camundongos dos diferentes 

grupos, após tratamento de nove dias com O.E.C., foram lavadas e ressuspensas em solução 

de HBSS estéril de modo a se obter uma concentração final de 1 x 10
6 

células/mL. Numa 

alíquota contendo 1 x 10
6
 células/mL, foram adicionados 300 µL do tampão de ligação 

(HEPES/NaOH 100 mM, NaCl 1,4 M, CaCl2 25 mM), 2,5 µL de Anexina-V FITC e 5 µL de 

solução iodeto de propídeo - IP (100 µg/mL em 10 mM de K3PO4, contendo 150 mM de 

NaCl). A suspensão foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. 

Posteriormente, foi realizada a leitura no citômetro de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA), 

adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram tratados no programa WinMDI versão 

2.9. 

 

4.3.2.2.3 Análise do ciclo celular 

 

Um dos mecanismos de apoptose foi avaliado por determinação da porcentagem de 

células com conteúdo reduzido de DNA na fração sub-G1. Para isso, uma alíquota de células 

foi retirada do líquido ascítico dos animais dos diferentes grupos experimentais, após nove 

dias de tratamento com O.E.C., para análise do ciclo celular. As células foram ressuspensas 

em solução de NaCl 0,9% (p/v) e a concentração ajustada para 1 x 10
6
 células/mL. Em 

seguida, 1 x 10
6
 células/mL foram transferidas para um tubo de poliestireno e centrifugadas a 

3000 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e a suspensão foi homogeneizada. 

Foram adicionados 300 µL da solução fluorocrômica hipotônica (HFS) [citrato de sódio 0,1% 

(p/v) e Triton X-100 0,1% (p/v)] (Sigma-Aldrich® – T-8787, EUA), 50 μg/mL de PI e água 
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Milli-Q (volume final = 50 mL) e as células foram incubadas durante 4 horas, a 4
o
C, ao 

abrigo da luz. A leitura foi realizada em citômetro de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA), 

adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram tratados no programa WinMDI versão 

2.9. 

 

4.3.2.3 Avaliação da toxicidade 

 

4.3.2.3.1 Avaliação ponderal e do consumo de água e ração 

 

Para a avaliação de possíveis efeitos tóxicos produzidos pelo tratamento com O.E.C., 

os animais foram pesados no início e no final do tratamento e diariamente foram avaliados os 

consumos de água e ração. 

 

4.3.2.3.2 Avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

No dia seguinte após administração da última dose, após jejum de 6 horas, os animais 

foram anestesiados com tiopental sódico, 50 mg/kg (Thiopentax
®
, Cristália) e amostras de 

sangue foram coletadas pelo plexo orbital com o auxílio de uma agulha heparinizada. 

Para a análise dos parâmetros bioquímicos (ureia, creatinina, AST e ALT) o sangue foi 

submetido à centrifugação por 10 minutos a 3500 rpm para obtenção do plasma. Já para as 

análises hematológicas foi utilizado sangue total heparinizado e realizada avaliação das séries 

vermelha e branca (eritrograma e leucograma). 

Os parâmetros bioquímicos e hematológicos foram determinados utilizando-se kits 

específicos para o analisador bioquímico automático Cobas Mira Plus
®

 (Roche Diagnostic 

System) e para o analisador hematológico celular automático Animal Blood Counter Vet 

(Horiba ABX Diagnostics), respectivamente. As extensões sanguíneas foram coradas 

automaticamente no HEMATEL 200
®

 e analisadas em microscópio óptico TAIMIN
®
, para 

realização da contagem diferencial de leucócitos. 

 

4.3.2.3.3 Avaliação dos índices dos órgãos 

 

Após a coleta do sangue para análises bioquímicas e hematológicas, todos os animais 

foram eutanasiados por deslocamento cervical, e os órgãos (timo, baço, fígado, rins e coração) 

extirpados, pesados e examinados macroscopicamente para investigação de mudanças de 
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coloração, hemorragias ou outras alterações. Em seguida os órgãos (fígado e rins) foram 

fixados em formaldeído (10%). O índice dos órgãos foi calculado seguindo a fórmula: Índice 

= peso do órgão (mg)/peso do animal (g). 

 

4.3.2.3.4 Análises anatomopatológicas 

 

Após a pesagem, os órgãos (fígado e rins) foram seccionados, fixados em formalina 

(solução de formol a 10%) tamponada e após 24 horas foram resseccionados para 

processamento histopatológico: desidratação com séries crescentes de álcool (70 a 100%), 

diafanização em xilol, impregnação e inclusão em parafina, segundo os métodos habituais. 

Em micrótomo rotativo semi-automático (LEIKA
®
), os fragmentos tissulares emblocados em 

parafina, foram seccionados em espessura de 3,0 μm e subsequentemente submetidos à 

coloração hematoxilina-eosina e ao método de Gordon e Sweet para reticulina, este último 

destinado ao estudo do tecido hepático. Em seguida foram examinados ao microscópio óptico 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os procedimentos descritos foram realizados com a 

colaboração da Profa. Dra. Maria Salete Trigueiro de Araújo e o registro fotomicrográfico foi 

realizado no Laboratório Virchow
®
, sediado em João Pessoa/PB, em microscópio triocular 

Leica ATC 2000
®
, acoplado a um sistema de transmissão de vídeo-imagem com placa de 

captura Wonder.  

 

4.3.2.4 Avaliação da genotoxicidade 

 

Para o ensaio do micronúcleo, grupos de cinco camundongos Swiss (Mus musculus) 

fêmeas foram intraperitonealmente tratados com duas diferentes doses do O.E.C. (150 e 300 

mg/kg). Um grupo controle positivo (ciclofosfamida - 50 mg/kg – i.p.) e um grupo controle 

negativo (solução salina e tween 80 à 5%) foram incluídos. Após 48 horas os animais foram 

anestesiados com tiopental sódico, 50 mg/kg (Thiopentax
®
, Cristália) e amostras de sangue 

periférico foram coletadas pelo plexo orbital, para confecção das extensões sanguíneas. Após 

secagem, as lâminas foram coradas com coloração panótica (Newprov
®

) para posterior análise 

em microscópio óptico. Para cada animal, três extensões sanguíneas foram preparadas e um 

mínimo de 2000 eritrócitos contados para determinação da frequência de eritrócitos 

micronucleados (OECD, 1997). 
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4.3.3 Análise estatística 

  

Para os ensaios in vitro com eritrócitos, foram realizados três experimentos em 

triplicata. Os valores de CH50 foram calculados através da expressão dos resultados como uma 

porcentagem dos controles, e foram determinados graficamente a partir das curvas 

concentração-resposta por regressão não linear com intervalo de confiança de 95%.  

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo tiveram seus valores expressos em 

média ± erro padrão da média (e.p.m.) e analisados empregando-se o teste t não pareado, para 

análise de duas colunas e teste de análise de variância (ANOVA) one-way, para a comparação 

de mais de duas colunas, seguido do teste de Tukey (para variáveis paramétricas). Os 

resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Foi utilizado o programa 

Graphpad Prism versão 5.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 In vitro 

 

5.1.1 Citotoxicidade frente eritrócitos 

 

A citotoxicidade do O.E.C. foi avaliada frente eritrócitos de camundongos Swiss. A 

porcentagem de hemólise aumentou de maneira dependente de concentração após o 

tratamento com o óleo essencial. O valor de CH50 obtido foi de 141,0 (140,5 - 141,6) µg/mL 

(Gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Percentual de hemólise em eritrócitos de camundongos Swiss após tratamento com o O.E.C. 

(µg/mL). Cada ponto representa média ± erro padrão da média de três experimentos em triplicata, com intervalo 

de confiança de 95%. 

 

5.1.2 Citotoxicidade frente células de Carcinoma ascítico de Ehrlich 

 

Células da linhagem carcinoma ascítico de Ehrlich foram tratadas com concentrações 

crescentes do O.E.C. por 24 h, e a viabilidade celular foi analisada através do ensaio de 

redução do MTT.  
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Os resultados mostram que o O.E.C. reduziu a porcentagem de viabilidade celular de 

maneira concentração dependente, apresentando um valor de CI50 de 270,6 (245,5 - 298,2) 

µg/mL (Gráfico 2).  

 

 
Gráfico 2 - Viabilidade de células de carcinoma ascítico de Ehrlich após tratamento com o O.E.C. (µg/mL). 

Cada ponto representa média ± erro padrão da média de três experimentos com quatro replicatas, com intervalo 

de confiança de 95 %. 

 

5.2 In vivo 

 

5.2.1 Ensaio toxicológico pré-clínico agudo 

 

5.2.1.1 Avaliação comportamental e DL50 

 

Após o tratamento agudo (i.p.) com doses de até 500 mg/kg do O.E.C. em 

camundongos, foi evidenciada uma relação dose-dependente na morte dos animais 

experimentais, como mostrado na tabela 3. O valor de DL50 obtido foi em torno de 447,18 

mg/kg. Ainda, foram observados alguns efeitos característicos de alterações no Sistema 

Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Autônomo (SNA) (Tabela 3). Foram observados 

leves efeitos excitatórios sobre o SNC, de curta duração (hiperatividade), na menor dose (250 

mg/kg) e predomínio de efeitos depressores sobre o SNC (ptose, ataxia, e abdução das patas 

do trem posterior) a partir da dose de 375 mg/kg. Esses efeitos depressores se manifestaram 

especialmente como precursores nos eventos de óbito, mais especificamente a respiração 

forçada dos animais. 
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Tabela 3 - Efeitos da administração intraperitoneal de doses únicas do O.E.C. em camundongos. 

Dose (mg/kg) Sexo M/T Sintomas 

 

250 

M 

 

F 

0/6 

 

0/6 

Hiperatividade 

 

Nenhum 

   

 

 

375 

M 2/6 Hiperatividade, ptose, respiração forçada, resposta ao 

toque diminuído, perda do reflexo corneal, perda do 

reflexo auricular 

F 1/6 Hiperatividade, ptose, respiração forçada, resposta ao 

toque diminuído, perda do reflexo corneal, perda do 

reflexo auricular 

 

 

 

500 

M 

 

5/6 

 

Hiperatividade, ptose, ataxia, respiração forçada, 

resposta ao toque diminuído, perda do reflexo corneal, 

perda do reflexo auricular, abdução das patas do trem 

posterior, diarreia 

 F 3/6 Hiperatividade, ptose, ataxia, respiração forçada, 

resposta ao toque diminuído, perda do reflexo corneal, 

perda do reflexo auricular, abdução das patas do trem 

posterior, diarreia 

*M/T= número de camundongos mortos/número de camundongos tratados. 

 

 

5.2.1.2 Avaliação da evolução ponderal e do consumo de água e ração 

 

Na Tabela 4 estão expressos os valores referentes ao consumo de água e ração e 

evolução ponderal, avaliados durante os 14 dias de observação. 

            De acordo com os resultados obtidos observa-se que, após tratamento com dose única 

do O.E.C., houve diminuição significativa no consumo de água nas doses de 250 e 375 mg/kg 

para ambos os grupos (macho e fêmea), quando comparado ao grupo controle. Já no consumo 

de ração percebe-se diminuição significativa na dose de 250 mg/kg somente para os machos e 

em 375 mg/kg para ambos os grupos. Em relação ao peso corporal, houve diminuição 

significativa nos grupos tratados com o O.E.C. nas doses de 250 e 375 mg/kg para os machos, 

quando comparados ao grupo controle.  

Esses parâmetros não puderam ser avaliados na dose de 500 mg/kg devido a morte dos 

animais experimentais. 
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Tabela 4 - Efeitos do tratamento agudo com O.E.C. (250 e 375 mg/kg) na avaliação ponderal e consumo de água 

e ração dos camundongos. 

Grupos Sexo Dose 

(mg/kg) 

Consumo de 

água (mL) 

Consumo de 

ração (g) 
Peso inicial (g) Peso final (g) 

Controle 

M 

-- 

46,92 ± 1,45 40,72 ± 0,63 31,22 ± 0,57 37,68 ± 1,68 

F 39,38 ± 0,71 34,42 ± 0,97 30,45 ± 0,84 33,85 ± 0,70 

O.E.C. 

M 

250 

38,85 ± 1,01
a
 35,69 ± 1,21

 a
 28,45 ± 0,92 30,03 ± 1,05

 a
 

F 32,08 ± 0,89 
a
 34,16 ± 1,43

 
 27,52 ± 1,05 32,67 ± 0,88 

O.E.C. 

M 

375 

33,08 ± 2,16
 a
 

26,15 ± 1,28 
a
 

27,43 ± 0,93
 a
 

25,28 ± 1,99 
a
 

30,65 ± 0,96  

29,02 ± 0,92 

29,55 ± 2,56
 a
 

32,84 ± 0,63
 
 F 

 

Dados estão apresentados como média ± erro padrão da média 

 
a
p<0,05 comparado com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey. 

 

 

 

5.2.1.3 Avaliação dos índices dos órgãos 

 

  Após a eutanásia dos animais sobreviventes, os órgãos foram removidos e pesados. 

Nenhuma alteração significante no índice de coração, rins, baço e timo foi observada entre os 

grupos de animais controle e tratados com O.E.C. nas diferentes doses (250 e 375 mg/kg). Já 

o índice do fígado, para as fêmeas na dose de 375 mg/kg, diminuiu significativamente quando 

comparado ao grupo controle (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Efeitos do tratamento agudo do O.E.C. nos índices dos órgãos de camundongos. 

Grupos Sexo Dose 

(mg/kg) 

Índice de 

coração 

(mg/g) 

Índice de 

fígado (mg/g) 

Índice de 

rins      

(mg/g) 

Índice de 

timo     

(mg/g) 

Índice de 

baço    

(mg/g) 

Controle M ---- 4,41 ± 0,15 62,47 ± 3,76 13,21 ± 0,75 2,72 ± 0,19 4,41 ± 0,51 

F 3,56 ± 0,06 60,74 ± 1,28 11,17 ± 0,48 3,84 ± 0,16 6,28 ± 0,63 

O.E.C M  

250 

3,95 ± 0,21 57,41 ± 3,26 12,19 ± 0,79 2,93 ± 0,27 4,50 ± 0,13 

F 3,66 ± 0,07 61,38 ± 2,03 11,03 ± 0,28 3,31 ± 0,24 5,91 ± 0,41 

O.E.C. M  

375 

4,03 ± 0,14 51,63 ± 0,76 12,80 ± 0,47 2,70 ± 0,48 4,33 ± 0,28 

F 3,65 ± 0,12 53,37 ± 1,15
 a
 10,70 ± 0,26 3,71 ± 0,16 7,15 ± 0,51 

 

Dados estão apresentados como média ± erro padrão da média 

 
a
p<0,05 comparado com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey. 

 

 

5.2.2 Avaliação da atividade antitumoral in vivo frente células de carcinoma ascítico de 

Ehrlich 

 

5.2.2.1 Volume, peso do tumor e viabilidade celular 

 

Camundongos transplantados com células tumorais de carcinoma de Ehrlich foram 

tratados intraperitonealmente com o O.E.C. (100 e 150 mg/kg), por nove dias, para avaliação 

do seu efeito antitumoral in vivo.  

Uma significante redução do peso dos tumores, volume e viabilidade de células 

tumorais foi observada em ambos os grupos tratados com o óleo essencial e também com o 5-

FU (25 mg/kg), quando comparados ao controle transplantado.  

Não houve diferença significativa entre os grupos tratados com o O.E.C. e o 5-FU. Os 

dados da viabilidade celular, o volume tumoral (mL) e o peso tumoral (g) dos tumores dos 

animais tratados com o O.E.C. (100 e 150 mg/kg), 5-FU (25 mg/kg) e do controle 

transplantado estão apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6 - Efeitos do O.E.C. e 5-FU na viabilidade celular, volume tumoral e peso dos tumores de carcinoma 

ascítico de Ehrlich, em camundongos após nove dias de tratamento. 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Viabilidade celular 

(x 10
6 
cél./mL) 

Volume tumoral 

(mL) 

Peso tumoral 

(g) 

Controle ---- 219,8 ± 27,77 9,34 ± 1,40 11,70 ± 1,44 

5-FU 25 2,99 ± 0,96
 a
 0,09 ± 0,02

 a
 2,30 ± 0,09

 a
 

O.E.C. 100 4,85 ± 1,28
 a
 0,10 ± 0,02

 a
 2,28 ± 0,33

 a
 

O.E.C. 150 3,95 ± 0,49
 a
 0,04 ± 0,02

 a
 0,82 ± 0,13

 a
 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais 

 
a
p < 0.05 dados analisados em comparação com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey. 

 

 

 

5.2.2.2 Análise e quantificação da apoptose 

 

 No gráfico 3 é possível observar que os tratamentos com O.E.C. induziram um 

aumento significativo na porcentagem de células de carcinoma de Ehrlich marcadas com 

Anexina V-FITC e IP, em comparação com o controle. Após o tratamento com O.E.C. (100 e 

150 mg/kg) a porcentagem de células em apoptose tardia/necrose foi de 24,63% e 14,86%, 

respectivamente.  

 

 

Gráfico 3 - Porcentagem de células de carcinoma ascítico de Ehrlich em apoptose tardia/necrose após tratamento 

com solução 5% tween 80 (controle), O.E.C. (100 mg/Kg) e O.E.C. (150 mg/kg).  
a
p < 0,05 dados analisados em 

comparação com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey. ).  
b
p < 0,05 dados analisados em comparação 

com grupo tratado com 100 mg/kg  por ANOVA seguido de Tukey. 
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5.2.2.3 Análise do ciclo celular 

 

O tratamento de nove dias com 100 e 150 mg/kg do O.E.C. induziu alteração 

significativa na distribuição das células de carcinoma de Ehrlich nas diferentes fases do ciclo 

celular. 

Após o tratamento com O.E.C. (100 e 150 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) houve um 

aumento na porcentagem de células na fase G0/G1 (76,5%, 62,2% e 84,3%, respectivamente), 

e redução simultânea de células nas fases S (11,4%, 14,9% e 8,4%, respectivamente) e G2/M 

(2,8%, 13,8% e 4,8%, respectivamente). 

Além disso, aumento significativo no conteúdo de DNA sub-diplóide (DNA 

fragmentado) foi encontrado nas células dos animais tratados com O.E.C. A porcentagem de 

células na fase sub-G1 foi de 9,1% e 8,9% após tratamento com 100 e 150 mg/kg, 

respectivamente. 

Os perfis representativos das fases do ciclo celular obtidos após administração do 

O.E.C. (100 e 150 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) estão representados na Figura 1. 

 

 

 

 

 
Gráfico 4 - Porcentagem de células de carcinoma ascítico de Ehrlich nas fases do ciclo celular após tratamento 

com solução 5% tween 80 (controle), O.E.C. (100 mg/Kg), O.E.C. (150 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg).  
a
p < 0,05 

dados analisados em comparação com grupo controle,  
b
p < 0,05 dados analisados em comparação com o grupo 

tratado com o 5-FU por ANOVA seguido de Tukey. 
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Figura 1 - Análise da distribuição das fases do ciclo celular nas células de tumor de Ehrlich, após tratamento 

com solução 5% tween 80 (controle negativo) (A), O.E.C. (100 mg/Kg) (B), O.E.C. (150 mg/kg) (C) e 5-FU (25 

mg/kg) (D). Histogramas representativos de conteúdo de DNA (eixo x, fluorescência FL3/H) versus número de 

eventos. 

 

 

 

 

5.2.3 Avaliação da toxicidade 

 

5.2.3.1 Avaliação ponderal e consumo de água e ração 

 

Na Tabela 7 estão expressos os valores referentes ao consumo de água e ração e 

evolução ponderal, avaliados durante os nove dias de tratamento. 

De acordo com os resultados obtidos observa-se que, após tratamento de nove dias 

com as doses de 100 e 150 mg/kg do O.E.C., houve diminuição significativa no consumo de 

A B 

C 

D 
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ração em ambas as doses, tanto quando comparados ao grupo controle transplantado, quanto 

ao sadio. Em relação ao consumo de água, uma diminuição foi observada apenas na maior 

dose do tratamento. 

Em relação ao peso corporal, ao serem avaliados os animais após a retirada/ drenagem 

do volume de tumor ascítico residual, foi verificada uma diminuição significativa em todos os 

animais tratados, inclusive com o 5-FU. 

 

Tabela 7 - Efeitos do O.E.C. e 5-FU sobre o consumo de água, ração e ganho de peso dos animais tratados 

durante nove dias. 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Consumo de 

água (mL) 

Consumo de 

ração (g) 

Peso inicial 

(g) 
Peso final (g) 

Sadio -- 35,67 ± 1,12 30,85 ± 1,57 28,62 ± 0,37 32,27 ± 0,86 

Controle -- 34,69 ± 2,16 29,33 ± 1,45 27,74 ± 1,20 31,02 ± 1,10 

5-FU 25 33,44 ± 1,57 32,84 ± 1,21 27,56 ± 0,62 25,78 ± 0,35
 a,b

 

O.E.C. 100 32,19 ± 2,70 24,41 ± 0,88
 a,b

 27,90 ± 1,31 26,88 ± 0,94
 a,b

 

O.E.C. 150 24,38 ± 1,70
 a,b

 15,49 ± 1,17
a,b

 29,30 ± 0,86 24,34 ± 0,93
 a,b

 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais 

 
a
p < 0,05 dados analisados em comparação com grupo controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey 

  
b
p < 0,05 dados analisados em comparação com grupo controle sadio por ANOVA seguido de Tukey 

 

 

5.2.3.2 Avaliação dos parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

A investigação dos efeitos toxicológicos do O.E.C. prosseguiu-se também com a  

avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos. Nenhuma alteração significativa foi 

observada nos níveis de ureia e creatinina em ambos os grupos tratados com o O.E.C. e no 

grupo tratado com o 5-FU, quando comparados com o controle transplantado e tampouco com 

o sadio. Já em relação às enzimas hepáticas, pode-se observar um aumento significativo da 

atividade enzimática da AST e ALT no grupo tratado com a dose de 150 mg/kg do O.E.C., em 

relação ao grupo transplantado e ao sadio. O grupo tratado com 5-FU e o grupo tratado com a 
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dose de 100 mg/kg do O.E.C. não apresentaram alterações nas atividades de AST e ALT 

(Tabela 8). 

Tabela 8 - Efeitos do O.E.C. e 5-FU nos parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos após 

nove dias de tratamento. 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
AST (U/L) ALT (U/L) 

Ureia 

(mg/dL) 

Creatinina 

(mg/dL) 

Sadio -- 283,2 ± 24,94 53,6 ± 6,55 39,0 ± 1,87 0,42 ± 0,08 

Controle -- 287,8 ± 20,19 71,8 ± 7,31 66,0 ± 11,64 0,46 ± 0,04 

5-FU 25 242,0 ± 12,17
 

67,8 ± 7,11
 

43,0 ± 7,14
 

0,32 ± 0,02 

O.E.C. 100 348,0 ± 32,35
 

54,0 ± 8,50 52,8 ± 16,86
 

0,63 ± 0,15
 

O.E.C. 150 405,2 ± 24,43
a,b 

240,8 ± 27,88
a,b 

30,6 ± 4,41
 

0,60 ± 0,02
 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais  

 
a
p < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey 

 
b
p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.  

 

 

 

Em relação à avaliação hematológica, houve uma diminuição significativa na 

contagem de hemácias do grupo tratado com o óleo essencial na dose de 150 mg/kg, quando 

comparado ao controle sadio e ao controle transplantado. Diminuição significativa também 

foi observada no parâmetro hemoglobina e hematócrito, nos valores do grupo tratado com 

O.E.C. (150 mg/kg), quando comparados ao controle sadio (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Efeitos do O.E.C. e 5-FU nos parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos após 

nove dias de tratamento. 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Hemácias 

(10
6
/mm

3
) 

Hemoglobina 

(g/dL) 
Hematócrito (%) 

Sadio -- 9,36 ± 0,14 14,84 ± 0,24 43,84 ± 0,55 

Controle -- 8,20 ± 0,50 12,50 ± 0,80 40,76 ± 2,38 

5-FU 25 8,48 ± 0,16
 

12,88 ± 0,08
 

37,32 ± 1,01
 

O.E.C. 100 
8,79 ± 0,23

 
14,14 ± 0,17

 
 40,40 ± 0,69

 

O.E.C. 150 6,21 ± 0,74
 a,b 

10,46 ± 0,18
b 

34,22 ± 4,07
 b 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais  
a
p < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey 

b
p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

Em relação ao Volume Corpuscular Médio (VCM) houve aumento significativo no 

grupo tratado com 150 mg/kg do O.E.C. em comparação tanto ao controle transplantado 

quanto ao sadio. Enquanto que, para o grupo tratado na dose de 100 mg/kg, houve uma 

diminuição significativa em comparação ao controle transplantado e estes dados para o 5-FU 

diminuíram significativamente tanto em comparação ao controle transplantado como para o 

sadio. Aumento significativo foi observado para os valores da Hemoglobina Corpuscular 

Média (HCM) no grupo tratado com 150 mg/kg do O.E.C. em comparação ao grupo controle 

transplantado. Em relação à Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), não 

houve alteração significativa em nenhum dos grupos tratados (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Efeitos do O.E.C. e 5-FU nos parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos após 

nove dias de tratamento (continuação). 

 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
VCM (fm

3
) HCM (pg) CHCM (g/dL) 

Sadio -- 46,80 ± 0,97 15,84 ± 0,47 33,74 ± 0,38 

Controle -- 49,60 ± 0,25
 
 15,26 ± 0,19 30,68 ± 0,28 

5-FU 25 
43,80 ± 0,58

 a,b 
15,22 ± 0,23

 
34,52 ± 0,83

 

O.E.C. 100 46,00 ± 0,84
 a 

16,14 ± 0,26 34,04 ± 0,52
  

O.E.C. 150 
54,80 ± 0,20

 a,b 
16,88 ± 0,24

a 
32,62 ± 1,79

 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais  
a
p < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey 

b
p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey.  

 

 

 

No que se refere à contagem total de leucócitos, foi observado uma diminuição 

significativa nesse parâmetro nos grupos tratado com 150 mg/kg do O.E.C. e 25 mg/kg do 5-

FU em comparação com o grupo transplantado (Tabela 9). 

Na contagem diferencial de leucócitos, houve uma diminuição de linfócitos e aumento 

de neutrófilos do grupo tratado com o O.E.C. (150 mg/kg) em comparação com o controle 

sadio. No tratamento após a dose de 100 mg/kg a única alteração observada foi um aumento 

de neutrófilos em comparação com o controle sadio. Já o grupo tratado com o 5-FU 

apresentou aumento significativo na percentagem de linfócitos e reduções significativas no 

número de leucócitos totais e porcentagem de neutrófilos, quando comparados ao grupo 

controle transplantado (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Efeitos do O.E.C. e 5-FU nos parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos após 

nove dias de tratamento (continuação). 

 

    

Contagem 

diferencial de 

leucócitos 

(%) 

  

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Leucócitos 

totais 

(10
3
/mm

3
) 

Linfócitos Neutrófilos Monócitos Eosinófilos 

Sadio -- 8,18 ± 0,43 60,60 ± 4,24 34,60 ± 4,21 4,40 ± 0,74 0,40 ± 0,24 

Controle -- 13,66 ± 1,0  36,20 ± 6,53 
b
 54,20 ± 9,22 4,20 ± 1,2 0,29 ± 0,20 

5-FU 25 4,12 ± 0,59 
a 

78,40 ± 2,21
 a 

17,40 ± 2,5
 a 

3,40 ± 0,75 0,40 ± 0,24 

O.E.C. 100 10,86 ± 2,87
 

41,40 ± 8,48 64,0 ± 6,63
 b 

4,0 ± 1,13
 

0,22 ± 0,11
 

O.E.C. 150 4,86 ± 1,0
 a 

24,23 ± 2,88 
b 

63,40 ± 5,5
 b 

5,60 ± 1,12
 

0,60 ± 0,40
 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais 

 
a
p < 0,05 comparado ao controle transplantado por ANOVA seguido de Tukey 

 
b
p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey. 

 

 

 

 

5.2.3.3 Avaliação dos índices dos órgãos 

 

Na Tabela 10 estão expressos os valores referentes aos índices dos órgãos dos animais 

avaliados após nove dias de tratamento. 

  Nenhuma alteração significante nos índices de coração, fígado, rins e baço foi 

observada entre os grupos de animais controle, sadio e tratados com o O.E.C. nas doses 

avaliadas (100 e 150 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg). 

  Houve apenas uma diminuição significativa no índice do timo do grupo tratado com 

O.E.C. (150 mg/kg) em relação ao grupo controle sadio. 
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Tabela 10 - Efeitos do O.E.C. e 5-FU nos órgãos de camundongos após nove dias de tratamento. 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Índice de 

coração 

(mg/g) 

Índice de 

fígado  

(mg/g) 

Índice de rins 

(mg/g) 

Índice de 

timo   

(mg/g) 

Índice de 

baço 

(mg/g) 

Sadio ---- 4,22 ± 0,25 50,83 ± 2,07 10,85 ± 0,47
 
 3,73 ± 0,54 5,54 ± 0,46 

Controle ---- 3,86 ± 0,12 69,42 ± 4,04
 
 13,17 ± 0,59

 
 2,61 ± 0,15 6,19 ± 0,28 

5-FU 25 4,84 ± 0,48 57,39 ± 1,92 12,29 ± 0,30 2,85 ± 0,08 6,32 ± 0,51 

O.E.C. 100 4,38 ± 0,15 64,35 ± 4,09 13,15 ± 0,64
 
 2,88 ± 0,60 7,12 ± 0,98 

O.E.C. 150 4,73 ± 0,31 62,35 ± 5,46 14,55 ± 0,32
 
 1,84 ± 0,13

 a
 5,49 ± 0,83 

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais 
a
p < 0,05 comparado ao controle sadio por ANOVA seguido de Tukey. 

 

 

5.2.3.4 Análises anatomopatológicas 

 

Para uma avaliação mais detalhada dos possíveis efeitos tóxicos do O.E.C. sobre os 

órgãos dos animais tratados, uma avaliação histopatológica dos mesmos foi realizada. 

Os rins removidos dos grupos controle transplantado e tratados com 5-FU e O.E.C., 

nas doses de 100 e 150 mg/kg, apresentaram-se histologicamente com lobos bem definidos 

(pirâmide medular e tecido cortical recobrindo a sua base e lados) e lóbulos preservados. 

Glomérulos (corpúsculo de Malpighi) preservados, inclusive numericamente, envolvidos por 

fina cápsula de Bowman e o tufo capilar sustentado por delicado mesângio (Figura 2A), 

fazendo relação com a arteríola renal e túbulos contorcidos proximais (Figura 2B). A região 

medular foi representada por túbulos contorcidos proximais e túbulos contorcidos distais em 

continuidade com as alças de Henle, sendo revestidos por epitélio cilíndrico simples, sem 

particularidades histológicas (Figura 2C). Partes delgadas e curvilíneas das alças de Henle 

estavam delineadas por células achatadas. Túbulos coletores direcionados para as papilas, 

delineados por células altas, com citoplasmas claros (anfofílicos), tendo tecido 

fibroconjuntivo interveniente delicado (Figura 2D). 
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Figura 2 - Histopatologia dos rins dos diferentes grupos experimentais: (A) Controle transplantado e (B) 5-FU 

(25 mg/kg) – Glomérulo preservado envolvido por cápsula de Bowman com tufo capilar sustentado por delicado 

mesângio e sua relação com arteríola renal e túbulos contorcidos proximais; (C) O.E.C. (100 mg/kg) – Alças de 

Henle sem particularidades histológicas; (D) O.E.C. (150 mg/kg) – Túbulos coletores revestidos por epitélio 

cilíndrico, cujas células mostram citoplasmas claros, configurando estrutura calicial, em relação com a pélvis 

renal; Hematoxilina-eosina: A – C (x 400); D (x 100). 

 

 

Ao exame microscópico, os fígados dos animais do grupo controle transplantado 

apresentaram arquitetura do tipo lobular, com veias hepáticas terminais de paredes finas, 

presença de inflamação sinusoidal leve e ausência de fibrose parenquimatosa (Figura 3A). No 

seio do lóbulo, identificou-se discreto infiltrado inflamatório linfoistiocítico coincidente com 

focos de necrose, em raros sítios (Figura 3B). De modo geral, os hepatócitos eram isomorfos e 

os referidos focos de necrose parenquimatosa foram vistos, nas zonas III (Figura 3C). Havia 

portite linfoistiocitária discreta, de natureza reacional, na ausência de atividade periportal e 

perisseptal. 

O quadro histológico observado em um animal tratado com as doses de 100 e 150 

mg/kg do O.E.C. superpôs-se aquele do grupo controle transplantado, exceto pela observação 

de hiperplasia de células de Kuppfer nos referidos animais (Figura 3D). 

A B 

C D 
C 

A B 

D 
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Entretanto, em dois animais dos mesmos grupos de tratamento, identificaram-se além 

das características descritas acima, um aumento moderado do número de linfócitos em alguns 

espaços portais e os focos de necrose parenquimatosa foram vistos, aleatoriamente, nas zonas 

I, II e III (Figura 3E). Nestes animais, delineou-se histologicamente, um quadro de hepatite 

em atividade discreta, de natureza tóxica. As mesmas características foram observadas para os 

animais tratados com o 5-FU. Neste grupo, em adição, observou-se uma atividade periportal e 

perisseptal caracterizando discreta necrose em “saca-bocado” - pequenas áreas de 

hepatocitólise e inflamação, em poucos espaços portais (Figura 3F), atividade parenquimatosa 

com necrose focal de hepatócitos circundados por agregados linfoistiocíticos, em numerosos 

sítios (Figura 3G) e fenômenos hepatocelulares de poliploidia (Figura 3H). Nesse grupo de 

tratamento (5-FU), as alterações histológicas foram consistentes com hepatite tóxica, com 

moderado grau de atividade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  
Figura 3 - Histopatologia dos fígados dos diferentes grupos experimentais: (A) Controle transplantado – Veia 

hepática terminal com parede fina e permeável aos sinusóides; (B) Controle transplantado – Espaço portal com 

tríade vasculobiliar; (C) Controle tranplantado – Infiltrado linfoistiocítico na zona III; (D) O.E.C. (100  mg/kg) - 

Hiperplasia reacional de células de Kuppfer; (E) O.E.C. (150 mg/kg) – Pequeno foco de necrose na zona II do 

ácino hepático; (F) 5-FU (25 mg/kg) -  Discreta necrose em “saca- bocado” (G) 5-FU (25 mg/kg) – Regeneração 

hepatocelular poliploide; (H) 5-FU (25 mg/kg) – Afluxo linfoistiocítico moderado comprometendo o espaço 

portal. Hematoxilina-eosina: A, C - G (x 400); B e H (x 100). 
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Figura 3 – Histopatologia dos fígados dos diferentes grupos experimentais: (A) Controle transplantado – Veia 

hepática terminal com parede fina e permeável aos sinusóides; (B) Controle transplantado – Espaço portal com 

tríade vasculobiliar; (C) Controle tranplantado – Infiltrado linfoistiocítico na zona III; (D) O.E.C. (100  mg/kg) - 

Hiperplasia reacional de células de Kuppfer; (E) O.E.C. (150 mg/kg) – Pequeno foco de necrose na zona II do 

ácino hepático; (F) 5-FU (25 mg/kg) -  Discreta necrose em “saca- bocado” (G) 5-FU (25 mg/kg) – Regeneração 

hepatocelular poliploide; (H) 5-FU (25 mg/kg) – Afluxo linfoistiocítico moderado comprometendo o espaço 

portal. Hematoxilina-eosina: A, C - G (x 400); B e H (x 100) (Continuação). 
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5.2.4 Avaliação da sobrevida 

 

Os grupos tratados com doses de 100 e 150 mg/kg do O.E.C. e também com o 5-FU  

apresentaram um aumento significante no tempo de sobrevida quando comparados ao controle 

transplantado. A média de vida dos grupos estudados foi: controle transplantado – 14 dias; 

tratado com O.E.C. (100 mg/kg) – 35 dias; tratado com O.E.C. (150 mg/kg) – 27 dias; 5-FU 

(25 mg/kg) – 40 dias.  

Ainda, foi possível observar que o grupo tratado com O.E.C. (100 mg/kg) foi mais 

eficaz que o tratado com O.E.C. (150 mg/kg), nesse parâmetro de avaliação de atividade. 

 

 

 

Gráfico 5 - Avaliação da sobrevida de camundongos fêmeas inoculados com células de carcinoma de Ehrlich e 

tratados com O.E.C. (100 e 150 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg). Os dados estão expressos como média ± erro padrão 

da média de seis animais analisado por ANOVA seguido por Tukey. 

 

 

5.2.5 Avaliação da genotoxicidade 

 

Para avaliar o possível efeito genotóxico in vivo do O.E.C. foi realizado o ensaio do 

micronúcleo, cujo resultado é apresentado na Tabela 11. O tratamento dos animais com 

diferentes doses do O.E.C. não induziu um aumento na frequência de eritrócitos 

micronuclados no sangue periférico quando comparados ao grupo controle (5% de Tween 80). 
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Tabela 11 - Frequência de eritrócitos micronucleados em sangue periférico de camundongos tratados com 

diferentes doses do O.E.C. e ciclofosfamida. 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) Nº de animais Total de células 
Células 

micronucleadas 

Controle  -- 6 2000
 

2,80 ± 0,37 

Ciclofosfamida 50 6 2000 14,50 ± 2,60 
a
 

O.E.C. 150 6
 

2000 2,20 ± 0,37
 
 

O.E.C. 300 6 2000 2,40 ± 0,25  

 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais  
a
p < 0,05 comparado ao controle (5 % Tween 80) por ANOVA seguido de Tukey. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Conhecido há muitos séculos, o câncer foi amplamente considerado como uma doença 

dos países desenvolvidos e com grandes recursos financeiros. Há aproximadamente quatro 

décadas, a situação vem mudando, e a maior parte do ônus global do câncer pode ser 

observada em países em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e médios 

recursos (BRASIL, 2011). 

Segundo recente relatório da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer 

(IARC)/OMS, o impacto global do câncer mais que dobrou em 30 anos. O contínuo 

crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetou de forma significativa o 

impacto do câncer no mundo (WHO, 2011). Assim, nas últimas décadas, o câncer ganhou 

uma dimensão maior, convertendo-se em um evidente problema de saúde pública mundial 

(BRASIL, 2011). 

Considerando a situação atual, novas alternativas para o tratamento do câncer são 

urgentes, visto que muitas células malignas não respondem à farmacoterapia disponível ou até 

mesmo desenvolvem resistência a estes agentes (DALLA VECHIA; GNOATTO; 

GOSMANN, 2009). Nesse sentido, a contribuição dos produtos naturais no desenvolvimento 

de novos produtos farmacêuticos para a terapia do câncer é inquestionável. Desde 1961, 

compostos derivados de plantas são usados como fármacos antitumorais (BARREIRO; 

BOLZANI, 2009). 

Dentro desse contexto, considerando uma gama de estudos evidenciando potentes 

atividades biológicas dos óleos essenciais e seus constituintes, tem-se um cenário propício 

para a obtenção de novos produtos naturais com atividade antitumoral (BAKKALI et al., 

2008; HUANG et al., 2010; BRITTO et al., 2012). 

Para investigar o potencial papel do óleo essencial de Croton polyandrus (O.E.C.) na 

terapia anticâncer o presente trabalho avaliou primeiramente sua atividade citotóxica frente a 

linhagem murina de carcinoma ascítico de Ehrlich. Os resultados mostraram que O.E.C. 

apresentou baixa atividade antitumoral in vitro (CI50 270,6 μg/mL). Esses dados corroboram 

com os resultados do O.E.C. expressos em TGI, assinalados na tabela 2, uma vez que, esse 

óleo essencial mostrou efeito citotóxico, para a maioria das linhagens celulares utilizadas, 

apenas na concentração mais elevada (250 µg/mL). Considerando-se os critérios descritos por 

Fouché et al. (2008), O.E.C. foi inativo para todas as linhagens tumorais (TGI > 50 μg/mL). 

A investigação da citotoxicidade em linhagens não tumorais é importante, tendo em 

vista que, se o tecido normal e o tumoral exibirem sensibilidade similar ao medicamento, não 
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haverá janela terapêutica e, na concentração em que o tumor responder, a célula normal 

responderá também e o tecido será danificado (HOFMANN, 2008). Efeitos citotóxicos de 

diferentes compostos podem estar relacionados com danos à membrana celular ou alterações 

em sua permeabilidade (HADNAGY; MARSETZ; IDEL, 2003).  

A partir desta constatação, é possível inferir que a estabilidade mecânica da membrana 

dos eritrócitos é um indicador para avaliação da citotoxicidade de uma droga em estudo frente 

células não tumorais do organismo, fornecendo por meio de seus resultados, indícios para 

uma possível toxicidade in vivo (AKI; YAMAMOTO, 1991; SILVA, 2007). Partindo dessas 

premissas, avaliou-se a citotoxicidade do O.E.C. em células não tumorais por meio do ensaio 

de citotoxicidade com eritrócitos de camundongos Swiss.  

O valor de CH50 obtido no ensaio de hemólise (141, 0 μg/mL) demonstra que O.E.C. 

foi ativo contra eritrócitos, uma vez que, segundo Santos Júnior e colaboradores (2010), um 

produto natural em estudo, para não apresentar atividade hemolítica, deve apresentar CH50 

maior que 1250 µg/mL. 

Tal atividade corrobora com achados na literatura, uma vez que estudos indicam que 

alguns compostos isolados de plantas, tais como terpenoides, assim como polifenois, 

epicatequinas e saponinas podem causar mudanças na membrana de células vermelhas 

sanguíneas e subsequentemente produzir hemólise (NG; LI; YEUNG, 1986; GRINBERG et 

al., 1997; ZHANG et al., 1997). Ainda, esses resultados demonstram que, apesar do O.E.C. 

não ter apresentado citotoxicidade em células não tumorais das linhagens CHO (ovário) e 

HaCaT (queratinócito humano), como demonstrado por Fernandes et al. (2012), ele apresenta 

efeito citotóxico em eritrócitos, células estas comumente afetadas pelo tratamento com 

antineoplásicos.    

Para que um agente terapêutico seja aceito e escolhido na prática clínica, é necessária a 

realização de numerosos estudos que precedem os estudos clínicos, são os chamados estudos 

pré-clínicos. Os estudos pré-clínicos são essenciais para dar embasamento à administração de 

novos medicamentos em seres humanos (PORTUGAL, 2012). 

A investigação dos efeitos in vivo do O.E.C. iniciou-se com o teste toxicológico pré-

clínico agudo, levando-se em consideração o que preconiza a legislação brasileira para 

fitoterápicos, a Resolução Específica (RE) n. 90, de 16 de março de 2004 (BRASIL, 2004). A 

pesquisa com um novo produto natural deve apresentar estudos toxicológicos pré-clínicos 

capazes de proporcionar aos pesquisadores clínicos alguma segurança sobre as doses 

potencialmente tóxicas em animais de laboratório. Estes indícios de toxicidade são fornecidos 

pela dose letal mediana (DL50), caracterizada como a dose única de uma substância capaz de 
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provocar a morte de 50% dos animais experimentais, justificando a escolha das doses 

utilizadas para os experimentos de atividade antitumoral in vivo subsequente (LITCHFIELD; 

WILCOXON, 1949; EATON; GILBERT, 2008). 

O ensaio toxicológico pré-clínico agudo foi realizado em camundongos submetidos às 

doses de 250, 375 e 500 mg/kg do O.E.C., pela via intraperitoneal. Almeida  et al. (1999) 

descreveram um protocolo com uma metodologia simples para triagem farmacológica de 

extratos, substâncias, dentre outros produtos de vegetais com possíveis atividades 

estimulantes e depressoras no Sistema Nervoso Central (SNC) e autônomo (SNA), avaliadas 

através de um elenco de comportamentos pré-estabelecidos. 

Na observação dos parâmetros descritos no protocolo foram evidenciadas que as 

alterações/efeitos foram tanto mais frequentes e intensos quanto maior a dose. Foi também 

possível observar que nos primeiros instantes após a administração do óleo (0; 15; 30 

minutos) os animais apresentaram intensos efeitos estimulantes do SNC como hiperatividade, 

e contraditoriamente nos momentos seguintes, até quatro horas após a  administração, foram 

observados efeitos depressores do SNC como resposta ao toque diminuído, perda do reflexo 

corneal e auricular, ambulação diminuída,  ptose e analgesia. 

A ocorrência de ptose palpebral é descrita em algumas classes de drogas depressoras 

como os neurolépticos e os analgésicos de ação central. Já a diminuição ou perda do reflexo à 

dor, medido através da pressão no terço inferior da cauda do animal utilizando-se uma pinça, 

sugere uma atividade antinociceptiva ou analgésica (ALMEIDA et al., 2006). 

Foram observados efeitos sobre o Sistema Nervoso Autônomo (SNA), que sugerem 

estimulação parassimpática, uma vez que foram registrados em destaque a respiração forçada 

e diarreia (ALMEIDA et al., 2006). 

De acordo com Mariz et al. (2006), alguns dos parâmetros que evidenciam toxicidade 

são: piloereção, prostração, contorção abdominal, paralisia do trem posterior, ptose palpebral, 

dispneia, aumento da evacuação e perda de peso. Deve-se destacar o fato de que todos os 

animais que morreram após administração aguda do O.E.C. tiveram ao longo do período de 

observação abdução das patas do trem posterior associado à respiração forçada como 

principais sinais que precederam o óbito. Esta informação pode ser importante em estudos 

posteriores de mecanismos de toxicidade.  

Praticamente todas as drogas antineoplásicas causam alterações gastrintestinais, dentre 

elas a anorexia. A anorexia está diretamente associada à desnutrição e à perda de peso. A 

incidência da primeira em pacientes com câncer varia de 40 a 80%, resultando em efeitos clínicos 

que se manifestam por dificuldade de cicatrização, aumento do risco de infecção, diminuição da 
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resposta ao tratamento, da qualidade de vida e sobrevida, dentre outros (OLIVEIRA, 2010). Já a 

perda de peso está tipicamente associada à toxicidade (TALMADGE et al., 2007).  

Neste contexto, parâmetros metabólicos, como o consumo de alimentos e avaliação 

ponderal, devem ser analisados nos estudos pré-clínicos para investigação da toxicidade da droga 

em estudo sobre o sistema gastrintestinal. 

Foi possível verificar uma redução no consumo de água para os machos e fêmeas nas 

doses de 250 e 375 mg/kg. Além disso, houve uma diminuição no consumo de ração, que foi 

significativa para ambos os sexos na dose de 375 mg/kg, enquanto para a dose de 250 mg/kg 

essa diminuição do consumo de ração só foi significativa para os machos. Aliados a esses 

resultados, foi possível observar uma diminuição significativa no peso final dos animais 

machos nas doses de 250 e 375 mg/kg, o que não foi observado em fêmeas, as quais 

apresentaram a recuperação do peso ao final do tratamento. Isso permite sugerir a existência 

de uma possível toxicidade sobre o sistema gastrintestinal desses animais. 

Em relação aos índices dos órgãos, apenas o fígado apresentou diminuição 

significativa quando comparado ao controle, na dose de 375 mg/kg do óleo em estudo. Tal 

fato permite inferir que doses agudas do O.E.C. podem ocasionar um possível efeito 

hepatotóxico nos animais tratados. Porém, a avaliação de outros parâmetros, tais como 

análises bioquímicas, da atividade das enzimas hepáticas (AST e ALT), e histopatológica, 

seriam necessárias para reafirmar tal inferência. 

Uma vez realizada a avaliação toxicológica inicial foi possível determinarmos as doses 

farmacológicas seguras para prosseguirmos com o estudo in vivo. Apesar dos dados de 

avaliação da atividade antitumoral in vitro do O.E.C. não serem promissores, resolvemos 

prosseguir com a investigação do seu possível efeito in vivo, considerando que, alguns 

fármacos antineoplásicos amplamente utilizados na prática clínica, como a ciclofosfamida, 

apresentam potentes efeitos in vivo, apesar de serem ineficazes in vitro. Isso ocorre porque 

essas substâncias são pró-fármacos que necessitam sofrer um processo de ativação metabólica 

para produzirem seus efeitos (GOODMAN; GILMAN, 2006). Para os ensaios in vivo, foi 

utilizada a linhagem de Carcinoma ascítico de Ehrlich, um tumor murino que tem se mostrado 

como excelente modelo de neoplasia experimental in vivo (SALGADO OLORIS; DAGLI; 

GUERRA, 2002; NASCIMENTO et al., 2006; VERÇOSA-JÚNIOR et al., 2006). 

Nos estudos de atividade antitumoral in vivo foi utilizado como controle positivo o 

antineoplásico 5-fluoruracil (5-FU). Desde 1957, esse medicamento tem um importante papel 

no tratamento do câncer e continua sendo utilizado principalmente no tratamento de cânceres 

de cólon, mama, cabeça e pescoço (PETERS; KÖHNE, 1999). O seu mecanismo de ação 
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inclui inibição da timidilato sintase (TS) pelo 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato 

(FdUMP), incorporação de 5-fluorouridina-5’-trifosfato (FUTP) ao RNA e incorporação do 5-

fluoro-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (FdUTP) ao DNA. A inibição da TS, uma enzima 

importante na síntese de pirimidina, resulta na depleção do trifosfato de deoxitimidina (dTTP) 

e um aumento no trifosfato de deoxiuridina (dUTP) seguida da diminuição na síntese e reparo 

de DNA, sendo considerado, portanto, como agente antimetabólito (NOORDHUIS et al., 

2004). 

Todos os parâmetros analisados (volume do tumor, peso do tumor e viabilidade das 

células tumorais retiradas da cavidade peritoneal dos camundongos tratados durante nove 

dias) reduziram significativamente em relação ao grupo controle, caracterizando uma 

atividade inibitória do crescimento tumoral em ambas as doses testadas do O.E.C. Isso 

evidencia, portanto, uma atividade antitumoral in vivo significante para o produto natural 

estudado. Não houve diferença significante entre o efeito produzido pelo 5-FU (25 mg/kg) e 

àquele produzido pelo O.E.C. em ambas as doses usadas.  

A progressão das células malignas e a velocidade de morte dessas células determinam 

o desenvolvimento do tumor. Vários estudos que utilizam modelos animais e cultura de 

células demonstram que a maioria dos cânceres apresenta alguma falha em programar a morte 

da célula neoplásica. Esse conhecimento é traduzido em abordagens terapêuticas importantes, 

uma vez que, inibir a proliferação e induzir a morte nestas células representam os mecanismos 

mais bem estabelecidos para inibição do crescimento do tumor (YANG et al., 2006). Por isso, 

uma vez evidenciada a atividade antitumoral in vivo significante para o O.E.C., partimos para 

a análise do processo de morte celular. 

O programa apoptótico apresenta características morfológicas distintas, que incluem 

perda da assimetria da membrana plasmática, condensação do citoplasma e do núcleo, e 

quebra internucleossômica do DNA (KOOPMAN et al., 1994).  

A perda da assimetria da membrana plasmática é uma das primeiras características que 

aparecem nesse processo. Em células apoptóticas, o fosfolipídeo de membrana fosfatidilserina 

(PS) é translocado do interior para o exterior da membrana, o que expõe a PS para o ambiente 

extracelular. A anexina V é uma proteína de ligação de fosfolipídeos, dependente de Ca
2+

, que 

possui alta afinidade pela PS, e, portanto, liga-se avidamente a células com PS exposta. Dessa 

forma, a conjugação da anexina V com fluorocromos, como o FITC (Isotiocianato de 

fluoresceína), permite a quantificação de células em apoptose por análise de citometria de 

fluxo (KOOPMAN et al., 1994). 
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A marcação com anexina V-FITC precede a perda da integridade da membrana que 

acompanha as últimas etapas de morte celular resultante de qualquer um dos processos, 

apoptose ou necrose. Assim, a coloração com anexina V-FITC é tipicamente usada em 

conjunto com um fluorocromo que se intercala entre pares de bases do DNA, o iodeto de 

propídio (IP). As células viáveis com as membranas intactas excluem o IP, em decorrência do 

seu elevado peso molecular, enquanto que, as membranas das células mortas e danificadas são 

permeáveis ao corante (KOOPMAN et al., 1994). 

Esse ensaio não permite a distinção entre as células que morrem por apoptose e 

àquelas que morrem por necrose, pois, em ambos os casos, as células mortas são marcadas 

tanto com anexina V-FITC como com o IP. Apenas quando a apoptose é analisada ao longo 

do tempo, é possível a distinção entre essas duas formas de morte celular utilizando esse 

méodo, uma vez que, a célula deve migrar na sequência: 1) Células viáveis (marcação 

negativa para anexina V-FITC e IP); 2) Células nos estágios inicias da apoptose, onde a 

integridade da membrana plasmática está preservada (marcação positiva para anexina V-FITC 

e negativa para IP); e 3) Células em apoptose tardia ou necrose (marcação positiva para 

anexina V-FITC e IP). O movimento das células através dessas três fases sugere apoptose. Em 

contraste, a observação em um único período de tempo onde as células estão duplamente 

marcadas, em si mesmo, revela menos informações sobre o processo pelo qual as células 

sofreram sua morte (KOOPMAN et al., 1994). 

No presente estudo, os dados demonstram que houve um aumento significativo na 

população de células de carcinoma de Ehrlich marcadas com anexina V-FITC e IP após 

tratamento com ambas as doses do O.E.C., o que indica que essas células estão em apoptose 

tardia ou necrose. Observa-se que a população de células duplamente marcadas foi 

significativamente maior após tratamento com 100 mg/Kg do O.E.C. quando comparado com 

150 mg/kg do óleo essencial. 

Uma das principais maneiras de se estudar mecanismo de ação de fármacos 

antineoplásicos é saber se o fármaco exerce seus efeitos parando ou retardando o ciclo celular 

e em qual fase isto acontece (ALMEIDA et al., 2005). Adicionalmente, a fim de avaliar se a 

morte celular que ocorre após tratamento de nove dias com o O.E.C. envolve o processo 

apoptótico ou necrótico, foi realizada análise da distribuição das células de carcinoma de 

Ehrlich nas diferentes fases do ciclo celular. Os resultados mostram que houve um aumento 

significativo na população sub-diplóide (pico sub-G1) após ambos os tratamentos com O.E.C. 

Da mesma forma que para o ensaio com anexina V-FITC e IP, observa-se que a população de 
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células em sub-G1 foi significativamente maior após tratamento com 100 mg/Kg do O.E.C. 

quando comparado com 150 mg/kg do óleo essencial. 

A observação de que células em apoptose apresentam uma redução na marcação do 

DNA após utilização de diferentes fluorocromos, como o iodeto de propídeo, tem sido usado 

para detecção desse processo de morte de celular. Dessa forma, o aparecimento de células 

com DNA com menor marcação do que àquele das células em G0/G1, o qual representa o 

pico Sub-G1, tem sido considerado como marcador da célula em morte por apoptose 

(DARZYNKIEWICZ et al., 1992). 

Os primeiros estudos não concluíram se a redução na marcação do DNA era resultado 

de ativação de endonucleases envolvidas especificamente com a apoptose, ou se, durante esse 

processo de morte, alterações particulares na conformação do DNA induziam uma diminuição 

na acessibilidade do corante (DARZYNKIEWICZ et al., 1992). 

Atualmente, várias observações indicam que a diminuição na marcação do DNA, 

observado em células em apoptose, é consequência da perda parcial de DNA dessas células, 

devido à ativação de endonucleases endógenas e liberação subsequente de fragmentos de 

DNA de baixo peso molecular a partir da célula, antes da análise por citometria de fluxo 

(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).  

Em resumo, as observações mais aceitas indicam que: i) nas células em apoptose 

ocorre ativação de endonucleases que promovem quebra internucleossomal do DNA; ii) 

Pequenos oligonucleossomos ou nucleossomos simples, livres, podem então difundir-se para 

fora do núcleo, porém, não conseguem sair da célula, uma vez que a integridade da membrana 

celular permanece preservada; iii) A fixação das células com etanol ou a permeabilização com 

detergente, permite que o DNA fragmentado de baixo peso molecular seja eliminado na 

lavagem subsequente, antes da análise por citometria de fluxo (DARZYNKIEWICZ et al., 

1992). 

A porção de DNA que permanece na célula após sua fixação ou permeabilização 

representa, provavelmente, fragmentos de alças de DNA ainda ligados à matriz nuclear ou 

longos trechos de nucleossomos que não podem ser extraídos sob essas condições. Ainda, 

células nos estágios finais da apoptose formam os chamados corpos apoptóticos (fragmentos 

de célula, incluindo DNA, envolvidos por membrana plasmática) que se destacam da célula. 

Sua liberação, obviamente, reduz o conteúdo de DNA celular (DARZYNKIEWICZ et al., 

1992). 

Em contraste com as células apoptóticas, células necróticas geralmente não mostram 

uma redução imediata da marcação do DNA. Assim, a discriminação entre células normais 
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viáveis e células necróticas é impossível baseado apenas nesse parâmetro 

(DARZYNKIEWICZ et al., 1992). 

A avaliação do perfil do ciclo celular de células tumorais de Ehrlich após 

administração de O.E.C. (100 e 150 mg/kg) durante nove dias, confirmou a potente atividade 

antitumoral deste derivado vegetal, como demonstrada nos parâmetros descritos 

anteriormente. A maioria das células apresentou parada na fase G0/G1, o que representa um 

bloqueio na progressão do ciclo celular. Como descrito na literatura, a parada em G0/G1 serve 

para dar às células um tempo para reparar danos importantes antes que a replicação do DNA 

ocorra, evitando assim a propagação de lesões genéticas para células descendentes ou 

ativando a via apoptótica (MUELLER et al., 2006). 

Os resultados da análise do ciclo celular, obtidos através de citometria de fluxo, 

corroboram com o estudo de mecanismo de ação de muitos compostos que param o ciclo 

celular na fase G0/G1 (GALBIATI et al., 2001; LINKE et al., 2013). Além disso, já é 

estabelecido que o 5-FU aumenta a população de células em G0/G1 e diminui a população de 

células na fase S, o que está de acordo com seu mecanismo de ação (interfere com a síntese, 

fase S, do DNA no ciclo celular) (YOSHIKAWA et al., 2001). O tratamento com O.E.C. 

também induziu diminuição da população celular na fase S. 

O conjunto de todos os dados apresentados das análises de ciclo celular e anexina V-

FITC e IP permite inferir que O.E.C., em ambas as doses estudadas, induz morte celular por 

apoptose em células de carcinoma de Ehrlich (modelo in vivo), sendo esse efeito mais 

pronunciado para a dose de 100 mg/kg. 

A maioria dos fármacos antineoplásicos derivados de produtos naturais são também 

denominados fármacos ciclo-celular específicos. Entre eles, podemos citar: i) alcaloides da 

vinca – que agem pela inibição do fuso mitótico, ligando-se às proteínas microtubulares e, 

consequentemente, interrompendo a divisão celular na metáfase; ii) taxol, éster alcaloide 

derivado do teixo europeu (Taxus baccata) e do teixo ocidental (Taxus brevifolia), (conhecido 

comercialmente como Paclitaxel®) – ação também pela inibição do fuso mitótico, 

dimerização da tubulina e estabilização dos túbulos, protegendo-os da despolimerização, o 

que os estabiliza e resulta no bloqueio da multiplicação celular iii) podofilotoxinas (ou 

epipodofilotoxinas), tendo-se como exemplos principais a etoposida (VP-16) e teniposida 

(VM-26), derivados semi-sintéticos da podofilotoxina, extraída da raiz do podofilo 

(Podophyllum peltatum) – ação pelo bloqueio das células nas fases S e G2 e inibição da 

enzima topoisomerase II, o que promove lesão no DNA (OLIVEIRA; ALVES, 2002; 

ALMEIDA et al., 2005).  
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Sabendo-se dos diversos efeitos colaterais que os fármacos antineoplásicos apresentam 

como resultado de sua toxicidade sobre outras células do organismo que não as células 

tumorais, foi realizada também a investigação de possíveis efeitos tóxicos do O.E.C. 

Foi observado que, após tratamento com as doses de 100 e 150 mg/kg do O.E.C., 

houve diminuição significativa no consumo de ração em ambas as doses, tanto quando 

comparados ao grupo controle transplantado, quanto ao controle sadio. Em relação ao 

consumo de água, uma diminuição foi observada apenas na maior dose do tratamento. Além 

disso, os animais tratados com O.E.C. (100 e 150 mg/kg) e com o 5-FU tiveram uma redução 

no peso corporal quando comparados ao grupo controle transplantado. Este quimioterápico 

possui muitas reações adversas tais como mielossupressão, diarreia, perda de peso e 

hemorragias nos pulmões, intestinos e anorexia (HEIDELBERGER et al., 1958; EL-

SAYYAD et al., 2009; GOODMAN; GILMAN, 2006). Os resultados demonstram que, 

O.E.C. também apresentou efeitos gastrintestinais indesejáveis, o que é comum para a maioria 

dos quimioterápicos utilizados na prática clínica (SOUZA et al., 2008).  

O fígado é o órgão de detoxificação dos mamíferos e os rins o órgão excretor mais 

importante, e ambos são susceptíveis a drogas quimioterápicas. Como exemplos, pode-se citar 

disfunções hepáticas induzidas por mitramicina e toxicidade renal causada por docetaxel 

(KATZUNG, 2003). 

Os hepatócitos (células metabolicamente complexas) contêm concentrações elevadas 

de inúmeras enzimas. A atividade de duas enzimas em especial é de extrema importância para 

avaliação da função hepática, a aspartato aminotransferase (AST) e a alanina 

aminotransferase (ALT).  Com a lesão hepática, estas enzimas podem extravasar para o 

plasma e podem ser úteis para o diagnóstico e monitoramento desse tipo de lesão. Apesar de 

poderem também estar aumentadas em outros órgãos, elas são os principais marcadores de 

lesão celular, especialmente hepatopatias (HENRY, 2008; BRANCO, 2009).  

AST é uma enzima encontrada no fígado, mas também no músculo esquelético e 

cardíaco, rins, pâncreas e eritrócitos. No fígado, é encontrada no citoplasma (40%) e nas 

mitocôndrias (60%) dos hepatócitos. Quando qualquer um desses tecidos é danificado, a AST 

é liberada no sangue. Como não há um método laboratorial para saber qual a origem da AST 

encontrada no sangue, o diagnóstico da causa do seu aumento deve levar em consideração a 

possibilidade de lesão em qualquer um dos órgãos onde é encontrada. Já a ALT é encontrada 

em altas concentrações apenas no citoplasma dos hepatócitos, o que a torna útil para o 

diagnóstico de agressão hepática, com relativa especificidade (JORGE, 2006; BRANCO, 

2009). 
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A administração do O.E.C. aos animais resultou em um aumento significativo da 

atividade das transaminases (AST e ALT) apenas na dose de 150 mg/kg, sugerindo a 

ocorrência de toxicidade hepática, induzida pelo óleo, evidenciada pelo aumento da AST, mas 

principalmente pelo aumento da ALT. É importante salientar que as alterações observadas não 

estão dentro dos limites aceitáveis de variação da atividade das enzimas (Valores de 

referência: AST - para camundongos machos e fêmeas, 70 - 400 UI/L; ALT - para machos, 25 

- 200 UI/L e para fêmeas, 25 – 100 UI/L (GAD, 2007). 

A avaliação da função renal pode ser realizada por meio da determinação das 

concentrações sanguíneas de ureia e creatinina. A ureia é um produto de degradação do 

metabolismo dos aminoácidos e constitui a forma como o organismo elimina o nitrogênio 

dessas moléculas, sendo sua eliminação principalmente através dos rins (PEREIRA, 1998). Já 

a creatinina, por sua vez, é um produto do catabolismo da creatina presente no tecido 

muscular. Essa substância só é excretada pela via renal, uma vez que ela não é reabsorvida, 

nem reaproveitada pelo organismo (GONZALÉZ; SCHEFFER, 2003). 

Quando ocorre falha renal, produtos de degradação do metabolismo que seriam 

eliminados pelos rins, particularmente substâncias nitrogenadas como a ureia e a creatinina, se 

acumulam levando a um aumento dos seus níveis sanguíneos (HENRY, 2008). Como os 

resultados obtidos não mostraram nenhuma alteração significativa nos níveis de ureia e 

creatinina entre os grupos experimentais, podemos sugerir que O.E.C. não produz toxicidade 

renal. 

A mielossupressão e a supressão da resposta imune são também reações adversas 

comuns à grande maioria dos antineoplásicos, levando aos casos de anemia, trombocitopenia 

e maior susceptibilidade às infecções. É a consequência mais comum da quimioterapia 

antineoplásica, uma vez que, na maioria dos casos, ela afeta as células normais de rápida 

divisão celular, como é o caso da medula óssea, sendo considerado entre os mais 

incapacitantes efeitos colaterais no tratamento do câncer (SOUZA et al, 2008). 

Em conformidade com a maioria dos agentes antineoplásicos, O.E.C. provocou 

alterações nos parâmetros hematológicos dos animais tratados. Observou-se uma diminuição 

significativa na contagem de hemácias dos animais tratados com o O.E.C. (150 mg/kg) em 

relação tanto ao controle transplantado quanto ao controle sadio e uma diminuição 

significativa na hemoglobina e hematócrito, na dose de 150 mg/kg do O.E.C., ambos em 

relação ao controle sadio. Esses dados sugerem o quadro clínico de anemia nos animais 

tratados com a maior dose do óleo (150 mg/kg) (MENEZES;  LEAL; OSÓRIO, 2010). 
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A anemia é uma complicação comum em muitos pacientes que fazem uso da 

quimioterapia, devido à relativa semelhança entre as células cancerosas e as células de 

crescimento rápido da medula óssea. É definida como condição patológica decorrente da 

diminuição do número de glóbulos vermelhos ou da concentração da hemoglobina 

ocasionando diminuição da oxigenação tecidual (CANÇADO, 2007). 

Quando o parâmetro avaliado foi a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) das 

hemácias, foi observado um aumento significativo nos animais tratados com O.E.C. (150 

mg/kg), em comparação ao controle transplantado. Além disso, para o Volume Corpuscular 

Médio (VCM) também observou-se um aumento significativo tanto em comparação ao 

controle transplantado, quanto em comparação ao sadio. Em relação à Concentração de 

Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), não houve alteração significativa em nenhum dos 

grupos tratados.  

Baseados nos índices hematimétricos, as anemias podem ser classificadas 

morfologicamente como normocítica (VCM normal), macrocítica (VCM aumentado), 

microcítica (VCM diminuído), normocrômica (CHCM normal) e hipocrômica (CHCM 

diminuído). Dessa forma, podemos sugerir que a anemia ocasionada pelo tratamento com o 

óleo essencial na maior dose (150 mg/kg) pode-se tratar do tipo macrocítica e normocrômica.  

No que se refere à contagem total de leucócitos, foi observado uma diminuição 

significativa no grupo tratado com o O.E.C. (150 mg/kg) em comparação com o grupo 

transplantado. Já na contagem diferencial de leucócitos, houve uma diminuição da 

porcentagem de linfócitos do grupo tratado com o O.E.C. (150 mg/kg), em comparação com o 

sadio, e aumento da porcentagem de neutrófilos, após tratamento com ambas as doses do óleo, 

em comparação com o controle sadio. Por fim, foi possível evidenciar uma leucopenia 

acentuada (diminuição do número de leucócitos) com porcentagem de linfócitos aumentada e 

redução da porcentagem de neutrófilos no tratamento com 5-FU, efeitos colaterais já 

conhecidos deste antineoplásico (LINS et al., 2009).  

A leucopenia nos animais tratados com a maior dose do O.E.C. (150mg/kg) representa 

um dos principais efeitos indesejáveis do tratamento do câncer, ocasionado pela agressão as 

células do sistema imunológico (BRANDÃO et al., 2010). Já o aumento da porcentagem de 

neutrófilos pode ser explicado como uma alteração característica de casos de necrose tecidual 

e presença de tumores (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).    

O sistema imune é composto por órgãos, células especializadas e moléculas solúveis 

que têm a finalidade de reconhecer os elementos estranhos ao organismo e elaborar uma 

reação, ou resposta imune específica, dirigida a esses antígenos, com a finalidade de eliminá-
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los do organismo e preservar a saúde (LIMA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). A degeneração 

ou atrofia de órgãos imune podem influenciar a função normal do sistema imune. Nesse 

contexto, o baço e o timo são órgãos com funções importantes no sistema imunológico que 

geralmente são susceptíveis a várias drogas, principalmente aos agentes antineoplásicos.   

Os dados dos índices desses órgãos mostram que o O.E.C. não apresenta atividade 

imunoestimulante proporcionando, todavia, na dose de 150 mg/kg, uma aparente 

imunossupressão, em terapêutica continuada/doses repetidas (150 mg/kg; administração por 9 

dias consecutivos). Esse resultado corrobora com os dados hematológicos que mostraram a 

diminuição dos linfócitos observada após tratamento com a maior dose do óleo essencial (150 

mg/kg). Isso porque, o timo é considerado o órgão linfoide responsável pela produção e 

maturação dos linfócitos (FAUSTO et al., 2004). Tal fato representa um dos principais efeitos 

indesejáveis da maioria dos quimioterápicos utilizados atualmente na prática clínica (ALVES; 

NEPOMUCENO, 2012). 

A análise histopatológica não evidenciou alterações significativas nos rins dos animais 

tratados com O.E.C. demonstrando uma baixa toxicidade do composto sobre esse órgão, o 

que corrobora com os resultados dos parâmetros bioquímicos de avaliação da função renal, 

nos quais não foram observadas alterações nos níveis de ureia e creatinina dos animais 

tratados com o O.E.C., quando comparados ao grupo controle transplantado.  

Os efeitos tóxicos de substâncias podem atingir todos os sistemas e órgãos, porém é o 

fígado que apresenta maior susceptibilidade, provavelmente devido a dois fatores importantes: 

a) a sua posição anatômica, que o torna mais vulnerável e, b) o seu próprio determinismo 

funcional, que condiciona maior concentração celular, não apenas dos compostos a serem 

transformados, como também dos metabólitos resultantes (VASCONCELOS et al., 2007). 

Várias afecções hepáticas distintas podem ser desencadeadas pelo uso de drogas e 

xenobióticos, incluindo hepatite aguda e crônica, hepatite fulminante, cirrose hepática, 

doenças hepáticas colestáticas, doença hepática gordurosa não alcoólica, distúrbios vasculares 

do fígado e tumores hepáticos (BITTENCOURT, 2011). 

O fígado contém dois tipos principais de células epiteliais diferenciadas: os 

hepatócitos, que estão localizados no parênquima hepático e representam cerca de 60% das 

células desse órgão, e as células epiteliais biliares, localizadas nos ductos biliares (NAVES; 

MORENO, 2000). 

A unidade estrutural e funcional do parênquima hepático é o ácino, organizado em 

formato de roda, sendo o aro delimitado por um conjunto de seis tríades ou espaços portais 

(vênula portal, arteríola hepática e ducto biliar) e o eixo central representado pela veia central 
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ou vênula hepática terminal. Os raios da roda são formados por placas de hepatócitos, 

dispostas em cordões delimitados por sinusoides fenestrados. Ele compreende massa de 

parênquima dependente do suprimento sanguíneo a partir do trato portal. Circundando o 

espaço porta, os hepatócitos estão dispostos em traves, constituindo zonas concêntricas, que 

cercam os vasos aferentes terminais. A zona I ou periportal - mais próxima ao espaço porta, é 

a primeira a receber sangue com alto conteúdo de oxigênio, insulina, glucagon e outros 

nutrientes. Esta zona tem alta taxa metabólica e é a última a sofrer necrose e a primeira a 

mostrar sinais de regeneração. A Zona III (centrilobular) – mais próxima às veias hepáticas 

terminais, recebe sangue por último. Aqui estão muitas das enzimas que participam do 

processo de biotransformação, como o NADPH citocromo P450- redutase. Já a Zona II 

(mediolobular) – recebe sangue com conteúdo intermediário de oxigênio (NAVES; 

MORENO, 2000; JORGE, 2011). 

A análise histopatológica dos fígados dos animais do grupo controle transplantado 

mostrou a presença de fígado reacional que pode ser consequência local de um efeito 

sistêmico (tumor). Os animais tratados com o 5-FU sofreram um dano hepático maior que os 

tratados com ambas as doses do óleo em estudo. Em relação ao tratamento com O.E.C., esses 

dados corroboram com os resultados obtidos nas análises bioquímicas de determinação de 

AST e ALT para a maior dose (150 mg/kg). No entanto, todas as alterações comuns a ambos 

os grupos tratados são relatadas na literatura como evidência de fraca hepatotoxicidade em 

que a retirada da droga ou ajuste de dose geralmente conduz a uma rápida melhora e reversão 

dos danos (MONTENEGRO et al., 2008; TORTI, et al., 2001; VASCONCELOS et al. 2007). 

Adicionalmente pode-se dizer que o fígado é um órgão com alta capacidade regenerativa e 

adaptativa e até mesmo quando áreas de necrose por coagulação do parênquima, como as 

observadas no fígado dos animais tratados com O.E.C., estão presentes, mas se o tecido 

conjuntivo está preservado, a regeneração é completa (KUMMAR; ABBAS; FAUSTO, 

2004). 

O tratamento do câncer tem como principal objetivo a erradicação da doença. 

Entretanto, nas situações onde a cura é impossível, o foco passa a ser a melhoria dos sintomas 

e a preservação da qualidade de vida associada a um aumento de sobrevida dos pacientes 

(BRASIL, 2011). Em nosso estudo, houve um aumento da sobrevida dos animais tratados 

com O.E.C. em ambas as doses testadas. Da mesma forma que observado nos resultados de 

investigação do mecanismo de morte, o efeito benéfico na sobrevida foi mais pronunciado 

para os animais tratados com 100 mg/kg do O.E.C. 
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Os dados em conjunto mostram que a dose de 100 mg/kg do O.E.C. apresentou 

eficácia farmacológica semelhante àquela produzida para a dose de 150 mg/kg, segundo os 

parâmetros volume, peso e viabilidade do tumor, porém demonstrou maior capacidade em 

induzir apoptose e aumentar a sobrevida dos animais. Aliado a isso está a observação de que 

os efeitos toxicológicos produzidos pela dose de 100 mg/kg foram significantemente menores 

do que os produzidos pela dose de 150 mg/kg. Esses resultados mostram as vantagens do uso 

da dose de 100 mg/kg do O.E.C, considerando o balanço entre atividade biológica versus 

toxicidade como um parâmetro fundamental para sua aplicabilidade como droga 

farmacológica.  

As plantas produzem uma grande diversidade de substâncias que podem ter 

importância terapêutica, no entanto, muitas delas podem apresentar efeitos mutagênicos. 

Vários estudos demonstram a correlação entre compostos mutagênicos e efeitos 

carcinogênicos (VIEIRA; SANTOS; CHEN-CHEN, 2010). Adicionalmente, muitas drogas 

antineoplásicas podem causar efeitos colaterais que incluem indução de genotoxicidade em 

células não tumorais (VIEIRA; PAULA; CHEN-CHEN, 2010). Tendo em vista esse fato, no 

presente trabalho foi investigado o potencial mutagênico in vivo do O.E.C. por meio do ensaio 

do micronúcleo em sangue periférico. Este ensaio é útil para a investigação de compostos com 

atividade clastogênica (indução de quebra cromossômica) ou aneugênica (segregação 

cromossômica anormal). 

O tratamento com O.E.C. não ocasionou aumento significativo no número de 

eritrócitos micronucleados no sangue periférico dos animais tratados, levando ao 

entendimento da ausência de capacidade genotóxica deste produto natural nas doses testadas. 

Trata-se, portanto, de um dado relevante na análise das propriedades deste produto natural, 

servindo de estímulo para a realização de testes mais detalhados que avaliam outras 

propriedades genotóxicas e também preconizados pelas agências regulatórias nacionais e 

internacionais, a exemplo do teste de Ames e da citotoxicidade em linfócitos (RIBEIRO et al., 

2003). 

Considerando todos os dados apresentados, podemos inferir que o óleo essencial das 

folhas de Croton polyandrus apresenta potente atividade antitumoral in vivo, apesar de não 

apresentar efeitos in vitro, e moderada toxicidade.  

Esse trabalho apresenta dados importantes, tanto do ponto de vista farmacológico 

como toxicológico, que subsidiam a realização de testes pré-clínicos adicionais, 

especialmente de mecanismo de ação, e posteriormente testes clínicos com o referido óleo 
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essencial. Portanto, os dados mostram que o reino vegetal continua sendo uma importante 

fonte de produtos farmacologicamente ativos, especialmente contra o câncer.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 Com base nos estudos realizados com o óleo essencial das folhas de Croton 

polyandrus (O.E.C.) é possível concluir que: 

 

 O.E.C. apresentou moderada toxicidade frente eritrócitos de camundongos Swiss; 

 

 O.E.C. apresentou moderada toxicidade aguda quando administrado a camundongos 

Swiss; 

 

 O.E.C. apresentou fraca atividade antitumoral in vitro frente células da linhagem de 

carcinoma ascítico de Ehrlich; 

 

 O.E.C. apresentou significante atividade antitumoral in vivo frente células da linhagem 

de carcinoma ascítico de Ehrlich; 

 

 O.E.C. induz parada do ciclo celular na fase G0/G1 e aumento da fração Sub-G1, o 

que sugere indução de morte celular por apoptose; 

 

 O.E.C. não apresentou atividade imunoestimulante como parte de seu mecanismo de 

ação; 

 

 O.E.C. apresentou moderada toxicidade in vivo, nas doses utilizadas, toxicidade esta 

menor do que a comumente observada para antineoplásicos atualmente em uso na 

clínica médica; 

 

 O.E.C. induziu aumento na média de sobrevida dos animais transplantados com tumor 

ascítico de Ehrlich; 

 

 O.E.C. não apresentou genotoxicidade in vivo; 
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 Portanto é possível inferir que O.E.C. possui significante atividade antitumoral in vivo 

e moderada toxicidade nos modelos experimentais avaliados, o que não representa um 

fator limitante para a continuação de seus estudos pré-clínicos. 
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