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RESUMO 

 
 Neste estudo, o potencial antileucêmico da grandisina, uma neolignana 
extraída de Piper solmsianum, foi investigado contra a linhagem leucêmica K-562, 
a qual apresenta fenótipo de resistência a fármacos. A citotoxicidade da 
grandisina (0,018 – 2,365 µMol) foi avaliada em K-562 e em linfócitos do sangue 
periférico normal utilizando os métodos de Azul de Tripano e MTT({brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio]}). Na investigação da atividade 
citotóxica da grandisina sobre células K-562 e linfócitos por 24 horas pelo método 
azul de tripano, a grandisina apresentou IC50 (concentração inibitória para 
cinqüenta porcento) de 1,075 µMol e 0,375 µMol para linfócitos e K-562, 
respectivamente. Após 48 horas a citotoxicidade para as células normais se 
manteve e observamos aumento para as células leucêmicas IC50 0,198 µMol  e 
0,200 µMol para K-562 e linfócitos, respectivamente. Para o teste de MTT os 
resultados foram semelhantes aos encontrados no ensaio anterior (IC50K-562 11,98 
µMol  IC50linfócitos 0,425 µMol para 24 horas e IC50K-562 0,685 µMol  IC50linfócitos 0,851 
µMol para 48 horas ).  A investigação dos mecanismos de morte celular 
demonstrou que o tratamento das células K-562 com 0,036  µMol de grandisina 
por 24 horas induz ao aumento da população de células em fase G1 do ciclo 
celular e uma diminuição da população de células em fase G2 e S, 
respectivamente, indicando que a grandisina induziu parada do ciclo celular em 
fase G1, o que condiz com a maioria dos antileucêmicos existentes. A 
investigação da morfologia destas células indicou morte celular com sinais de 
apoptose. Além disto, o tratamento das células leucêmicas com 0,072, 0,036, 0, 
018 µMol de grandisina por 24 horas promoveu a externalização da  anexina V, 
um indicador primário de apoptose. Nestas células, a investigação da atividade 
das caspases 6, 8 e 9 e  dos mediadores do processo de morte celular Bcl2 e Bax 
demonstrou que a morte celular ocorre via caspase-dependente e com indução de 
modulação entre Bcl2 e Bax. Coletivamente estes resultados introduzem um novo 
modelo capaz de induzir apoptose em uma linhagem celular leucêmica com 
importantes características de resistência ao processo de morte celular 
programada. 
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ABSTRACT 

 

In this study the antileukemic potential of grandisin, a neolignan extracted 
from Piper solmsianum, was investigated against K-562 lymphocytic genealogy, 
which demonstrates a phenotype of resistance to new drugs. The cytotoxicity of 
grandisin (0.018 to 2.365 µMol) was evaluated in K-562 and in normal peripheral 
blood lymphocytes by using Blue of Trypan and MTT({[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium] bromide}) methods. In the cytotoxic activity research 
about grandisin on K-562 cells and lymphocytes during 24 hours by the Blue of 
Trypan method, the grandisin got IC50 (inhibitory concentration to fifty percent) of 
1.075 and 0.375 µMol to lymphocytes and K-562, respectively. After 48 hours, the 
cytotoxicity in normal cells remained themselves and we noticed there was an 
increase in IC50 leukemic cells of 0.198 µMol and 0.200 µMol in K-562 and 
lymphocytes, respectively. For the MTT test, results were similar to those found 
during the previous experiment (IC50K-562 11,98 µMol  IC50lymphocytes 0,425 µMol for a 
period of 24 hours and IC50K-562 0,685  IC50lymphocytes 0,851 µMol for a period of 48 
hours). The research about cell death mechanisms showed the treatment in K-562 
cells joined to 0.036 µMol of grandisin during 24 hours, induces to an increase of 
cells population in G1 stage of cell cycle and it also induces to a decline of cells 
population in G2 stage and S, respectively. These factors also indicate that the 
grandisin was induced to a cell cycle standstill in G1 stage, which is proportionated 
to the most antileukemic agents existing.  Cell death with apoptosis signs was 
showed by the research about these cells morphology. Moreover, the treatment of 
leukemic cells with 0.072, 0.036, 0.018 µMol of grandisin during 24 hours has 
promoted exposure of annexin V, wich is a first indicator of apoptosis. In these 
cells, the activity research of 3, 6 and 9 caspases and cell death mediators Bcl2 
and Bax showed that cell death happens in dependent-caspase way and with 
balance induction between Bcl2 and Bax. Collectively, these results introduce a 
new model able to induce apoptosis in a leukemic cell genealogy with important 
features of resistance to the process of programmed cell death. 
 

 

 

 

Key-words: grandisin; cytotoxicity; apoptosis; K-562 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Apesar de décadas dedicadas à pesquisa do câncer e aos estudos de 

novos tratamentos para essa doença, as taxas de mortalidade continuam altas, 

fazendo com que as neoplasias representem atualmente uma das principais 

causas de morte no mundo. O pouco entendimento da epidemiologia molecular 

dos cânceres humanos e o diagnóstico tardio são apontados como potenciais 

razões para a alta mortalidade (LIM, 2005). 

Dentre os vários tipos de câncer as leucemias merecem especial atenção. 

Acometem adultos e crianças e apresenta dificuldades no tratamento. A 

quimioterapia aplicada ao tratamento das leucemias envolve a combinação de 

fármacos com o objetivo de reduzir a possibilidade de fracasso devido ao 

desenvolvimento de resistência a multiplos fármacos frequentemente observado 

nas leucemias, além da suscetibilidade individual do paciente. Usualmente, são 

empregados fármacos que interferem em diferentes estágios da mitose. O 

tratamento quimioterápico de sucesso ocorre quando se observa a inibição da 

divisão celular, onde as células tumorais remanecentes morrerão por 

envelhecimento, sem serem repostas (WOOD, et al., 1996). 

Recorrer às virtudes curativas de alguns vegetais é uma das mais antigas 

manifestações do homem em compreender e utilizar a natureza como recurso 

terapêutico. Sendo assim, desde os tempos mais remotos o homem vem 

coletando plantas nativas ou cultivando outras nas proximidades de sua casa para 

usar como alimento e medicamento (BRANDÃO, 2003). 

De acordo com dados da Organização Mundial de Saúde, 80% da 

população de países em desenvolvimento dependem dos recursos naturais como 

fonte de atenção primária a saúde. Estimativas mostram que o mercado de 

produtos farmacêuticos movimenta uma margem de US$ 320 bilhões/ano, dos 

quais US$ 22 bilhões são oriundos de fontes naturais (BRESOLIN e FILHO, 

2003). 

O processo de desenvolvimento de um novo medicamento associa-se a 

uma seqüência hierárquica de estudos que vão desde a identificação e validação 
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de alvos, seleção de substâncias bioativas, caracterização de moléculas líderes e 

derivados, esclarecimento do mecanismo de ação, perfil farmacocinético, até 

avaliação da eficácia e segurança (HEINRICH e BREMNER, 2006).   

A pesquisa visando novos agentes antitumorais é atualmente o foco das 

atividades de inúmeros grupos de pesquisa em todo o mundo. Muitas pesquisas 

são realizadas com o intuito de apontar novos tratamentos ou fármacos que 

possibilitem alternativas para a terapêutica dessa doença que depende de fatores 

prognósticos como a idade, classificação da doença, características citogenéticas, 

resposta a tratamentos anteriores, duração, dentre outras (PEREIRA, 2001). 

Neste cenário, a família das lignanas tem demonstrado ser um grupo 

promissor de novas moléculas candidatas a fármacos antitumorais. 

Recentemente Valadares et al (2009) demonstrou que a grandisina, uma 

neolignana possui importante atividade antitumoral e anti angiogênica in vivo 

utilizando o modelo experimental do tumor ascístico de Ehrlich. 

 Considerando a continuidade da pesquisa acerca do potencial antitumoral 

da grandisina, a mesma foi objeto de estudo deste trabalho, que avaliou a 

atividade citotóxica e indutora de apoptose em células eritroleucêmicas humanas 

da linhagem K-562, com fenótipo de resistência a fármacos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Heinrich+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Bremner+P%22%5BAuthor%5D
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Câncer 

 

O câncer hoje é claramente compreendido como uma doença genética das 

células somáticas. No câncer, os mecanismos que controlam as falhas para 

garantir que o número de células permaneça balanceado em relação ao 

organismo total estão subvertidos, e as células cancerosas multiplicam-se 

descontroladamente. Os cânceres são agregados de células, todas derivadas de 

uma célula fundadora aberrante que, embora rodeada de tecido normal, não está 

mais integrada a este ambiente. As células cancerosas em geral diferem de suas 

vizinhas normais por várias alterações fenotípicas específicas, tais como taxa de 

multiplicação rápida, invasão de novos territórios celulares, alta taxa metabólica e 

forma anormal (GRIFFTHS et al., 2001).  

O câncer é uma das principais causas de óbito em todo o mundo, sendo 

superado apenas pelas doenças cardiovasculares nos países desenvolvidos. 

Para as próximas décadas, já é esperado o dobro do número de pessoas 

diagnosticadas com câncer, aumentando a demanda por novos métodos 

diagnósticos e terapêuticos (DE MEJIA et al., 2003). 

Cancer é uma denominação atribuída a um conjunto de mais de cem 

doenças que têm em comum o crescimento desordenado (maligno) de células 

que invadem tecidos e órgãos, podendo espalhar-se (metástase) para outras 

regiões do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser 

incontroláveis e agressivas, determinando a formação de tumores (acúmulo de 

células cancerosas) ou neoplasias malignas (INSTITUTO NACIONAL DE 

CANCER, 2005a). 

Segundo Braz (2001) existe quatro formas de atuação dessas células 

cancerosas que as diferenciam das normais: 

 Clonalidade – o câncer origina-se de mudanças genéticas em uma 

única célula e se prolifera, formando clones malignos. 
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 Autonomia – seu crescimento não é regulado adequadamente pelas 

influências bioquímicas e físicas normais do ambiente. 

 Anaplasia – não ocorre diferenciação normal e coordenada das 

células. 

 Metástases – as células do câncer desenvolvem capacidade de 

crescimento descontínuo e disseminação para outras células. 

Os termos neoplasia, tumor e câncer, segundo Fernandes Júnior (2000), 

apresentam diferenças importantes. O termo neoplasia é utilizado mais 

corretamente para designar a proliferação tecidual sempre acompanhado das 

palavras benigna ou maligna, expressando, assim, o comportamento biológico 

das lesões.  O termo tumor é bastante vago, significando uma elevação do tecido 

e podendo ser encontrado em processos inflamatórios, infecciosos e outros, sem 

que haja a obrigatoriedade da proliferação celular.  Por sua vez, o termo câncer 

designa claramente as neoplasias malignas cujas principais categorias são os 

carcinomas, sarcomas, linfomas e leucemias (BRASIL, 1996).  

As causas de seu aparecimento são variadas e podem ser de ordem 

externa ou interna ao organismo e estarem ou não inter-relacionadas.  As causas 

externas estão relacionadas ao ambiente, aos costumes e hábitos de uma 

sociedade ou cultura. Já as internas, são na maioria das vezes, geneticamente 

pré-determinadas e está intimamente ligada a capacidade de defesa do 

organismo (BRAZ, 2001; SMELTZER, 2002).  

Em 2005, de um total de 58 milhões de mortes ocorridas no mundo, o 

câncer foi responsável por 7,6 milhões, o que representou 13% de todas as 

mortes.  Estima-se que em 2020, o número de casos novos anuais seja da ordem 

de 15 milhões, sendo que 60% desses novos casos ocorrerão nos países em 

desenvolvimento (INCA, 2008). Isto demosntra minimamente o crescimento 

expresivo da doença.  

No Brasil as estimativas para o ano de 2008, válidas também para 2009 

(Figura1), apontam para a ocorrência de 466.730 novos casos de câncer, sendo 

esperados 231.860 novos casos para o sexo masculino e 234.870 novos casos 

para o sexo feminino (INCA, 2008). 
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Figura 1 - Tipos de câncer mais incidentes, estimados para o ano de 2008 na população brasileira 

- INCA, 2008. 

 

 

No caso do estado de Goiás em 2008 (Figuras 2 e 3), o INCA estimou a 

incidência de cancer de 14.460 novos casos em homens e 14.050 novos casos 

em mulheres. Especificamente relacionados à incidência de leucemia, estimou-se 

360 novos casos para o sexo masculino e 290 novos casos para pessoas do sexo 

feminino. Quando relacionados à capital do Estado, os dados quanto à incidência 

de leucemia apontam para uma ocorrência de 150 novos casos para homens e 

120 novos casos para mulheres (INCA, 2008).  
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Figura 2 - Estimativas para o ano de 2008 em Goiás e Goiânia, das taxas brutas de incidência por 

100 mil e de números de novos casos de câncer, em homens, segundo localização primária. 

Fonte: Instituto Nacional do Câncer – INCA, 2008. 

 

  

 

Figura 3 - Estimativas para o ano de 2008 em Goiás e Goiânia, das taxas brutas de incidência por 

100 mil e de números de novos casos de câncer, em mulheres, segundo localização primária.  

Fonte: Instituto Nacional do Câncer – INCA, 2008. 
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2.2 Leucemias 

 

Leucemias são desordens malignas que ocorrem no sistema 

hematopoiético, caracterizadas pela proliferação exagerada e irregular das células 

sanguíneas. Na leucemia ocorre proliferação anormal de células hematopoiéticas, 

nas quais os processos de diferenciação e apoptose estão desregulados 

(MCKENNA, 2000). Na maioria dos casos, as células leucêmicas extravasam 

para o sangue, onde podem ser vistas em grande número. Essas células também 

podem infiltrar o fígado, baço, linfonodos e outros tecidos (ROBBINS, et al.,1996). 

Dentre os sinais e sintomas, podemos citar: fraquezas, infecções persistentes e 

hemorragias (OLIVEIRA, 1990). 

A etiologia da maioria das leucemias é incerta. Suspeita-se que as causas 

estejam relacionadas com infecção viral, exposição à radiação ionizante e outros 

tipos de radiação eletromagnética e exposição química. Anormalidades 

citogenéticas têm sido demonstradas na maioria das leucemias. Alterações 

cromossômicas podem inativar o gene supressor de tumor ou ativar os 

oncogenes, permitindo a proliferação irregular de células hematopoiéticas 

(MCKENNA, 2000). 

Geralmente o diagnóstico das leucemias inicia-se a partir de uma suspeita 

clínica e se baseia na avaliação do sangue periférico e medula óssea.  Embora a 

morfologia continue sendo a base para o diagnóstico, técnicas adicionais, 

incluindo imunofenotipagem, avaliação citogenética e estudo de genética 

molecular, tornam-se essenciais e em alguns casos específicos são ferramentas 

complementares obrigatórias. Os procedimentos de diagnóstico permitem 

identificar o tipo celular envolvido na leucemogênese, o que é fundamental para 

orientar a terapêutica e determinar até certo ponto o prognóstico das leucemias 

(DA SILVA et al., 2006). 

A terapêutica antileucêmica depende de fatores prognósticos como a 

idade, classificação da doença, características citogenéticas, resposta a 

tratamentos anteriores, duração, dentre outras (PEREIRA, 2001). A quimioterapia 

aplicada ao tratamento das leucemias envolve a combinação de drogas para 

reduzir a possibilidade de fracasso devido à resistência de determinados cânceres 

e a suscetibilidade individual. Podem ser utilizadas drogas que interferem em 
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diferentes estágios da mitose. Uma vez bem sucedido o tratamento para inibir a 

divisão celular, o câncer não crescerá e suas células morrerão por 

envelhecimento, sem serem repostas. Para minimizar os efeitos do tratamento 

quimioterápico, pode ser administrada dose mais baixa (WOOD et al., 1996). No 

entanto, se faz necessário citar a baixa eficácia deste tratamento em melanoma 

B16 e eritroleucemia humana K-562 (VEROVSKIY et al., 1990; DEGTEREV et al., 

1991; ROSSA et al., 2003; DAGHASTANLI et al., 2004), fazendo-se necessário a 

busca de novas alternativas terapêuticas.  

 

 

2.3  Leucemia Mieloide Crônica 

 

A leucemia mielóide crônica (LMC) é uma desordem clonal de células 

tronco hematopoiéticas que resulta em incremento de células mielóides no 

sangue periférico e medula óssea. É uma doença mieloproliferativa, responsável 

por 15% a 20% das leucemias, com uma incidência de 1 a 2 casos em cada 

100.000 habitante (FARDEL et al., 1999). A LMC é caracterizada por uma 

expansão clonal de células-tronco hematopoiéticas, que possuem uma 

translocação entre os braços longos dos cromossomos 9 e 22 [t (9; 22) (q34: 

q11)], referido como cromossomo Filadélfia (Ph) (DEREMER, et al., 2008). 

A conseqüência molecular desta translocação é a geração de uma proteína 

híbrida BCR-ABL (“breakpoint cluster region-Abelson murine leukemia”) de 210 

kDa, com atividade tirosina-quinase aumentada, presente em todos os casos de 

LMC. A atividade da proteína BCR-ABL é necessária e suficiente para a atividade 

oncogênica da fase inicial da LMC (DALEY et al., 1990; PASTERNAK et al., 1998; 

FARDEL et al., 1999; GORDON et al., 1999; GOLDMAN, 2004).  

A idade média dos indivíduos afetados é de 53 anos, mas todos os grupos 

etários podem ser atingidos pela doença. A doença evolui em três fases. A fase 

crônica onde ocorre uma expansão clonal maciça de células mielóides, as quais 

mantêm a capacidade de diferenciação e que são bem controladas com terapias 

citorredutoras, como o bussulfano (BU) e a Hidroxiureia (Hi). A fase acelerada  é 

um estágio intermediário onde os pacientes apresentam sinais de progressão da 

doença sem mostrarem característica de leucemia aguda. Nesta fase ocorre um 
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agravamento de sinais como esplenomegalia progressiva, refratariedade ao 

tratamento com progressiva leucocitose e/ou trombose, observa-se um aumento 

da porcentagem de blastos promielócitos e basófilos na medula óssea e/ou 

sangue periférico (O’ DAWYER et al., 2002). Entretanto, com o passar do tempo, 

este clone perde essa capacidade, e a doença progride inexoravelmente para a 

fase aguda denominada de crise blástica, geralmente resistente a terapia 

quimioterápica (CORTES et al., 1996; FARDEL et al., 1999).  

Em 70% dos pacientes que são sintomáticos ao diagnóstico, as queixas 

mais freqüentes incluem cansaço, perda da sensação de bem estar, baixa 

tolerância a exercícios, anorexia, desconforto abdominal, saciedade precoce 

(devido ao aumento do tamanho do baço), perda de peso e sudorese excessiva. 

No exame físico palidez e esplenomegalia são sinais importantes. Sintomas mais 

incomuns incluem dermatose neutrofílica febril aguda, um infiltrado perivascular 

de neutrófilos na derme, bem como febre acompanhada de lesões maculonodular 

violáceas no tronco, braços, pernas e rosto. Em muitos pacientes a LMC é 

diagnosticada coincidentemente quando são realizados exames de rotina 

(LICHTMAN, 2006).  A maioria dos pacientes apresenta trombocitose, consistente 

com a presença de um defeito em uma célula tronco hematopoiética pluripotente. 

Aproximadamente 40% dos pacientes são assintomáticos e neles o diagnóstico é 

dado somente pela contagem anormal de células. A história natural da LMC inclui 

a progressão de uma fase crônica benigna até uma fase acelerada. Em contraste 

a maturação celular durante a fase crônica, na crise blástica as células falham na 

sua maturação e se assemelham aos mieloblastos ou linfoblastos encontrados em 

pacientes com leucemia aguda (SAWYERS,1999). 

A terapia com interferon alfa (INF-α) aumenta a sobrevida em até 2 anos, 

quando comparado à terapia com Hidroxiureia (Hi), e ainda pode reduzir o 

número de células que apresentam positividade para o cromossoma Filadélfia 

(Ph+), o que está claramente associado a uma maior sobrevida (SILVER et al., 

2003). Entretanto, mesmo quando associado à terapia com Citarabina (Ara-C), 

não foi observada remissão molecular, ou seja, a eliminação dos transcritos BCR-

ABL (KANTARJIAN et al., 2003). Por isso, o transplante de medula óssea 

alogênico (TMOalo) tem sido considerado o único tratamento curativo para LMC. 

Provavelmente, 65% dos pacientes transplantados com medula de doador 
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relacionado e completamente compatível vão ser curados. Apenas 45% dos 

pacientes com LMC têm menos do que 60 anos ao diagnóstico. Destes pacientes, 

apenas 30% tem doador aparentado HLA compatível (PEGGS et al., 2003).  

O grande avanço no tratamento da LMC foi a introdução do mesilato de 

imatinib (Glivec®, Basel, Suíça), um agente oral bem tolerado aprovado pelo  

Food and Drug Administration (FDA) em 2001. O imatinib ocupa o local de ligação 

do ATP (Adenosina Trifosfato) de várias moléculas de tirosina quinase e previne a 

fosforilação de substratos que são envolvidos na regulação do ciclo celular 

(DRUKER et al., 1996; DEININGER et al., 1997; GAMBACORTI-PASSERINI et 

al., 1997). Um maior conhecimento da atividade desses agentes contra a 

oncoproteína levou aos estudos de fase I e II os quais envolvem pacientes com 

LMC resistentes ao IFN-α ou em fases avançadas da doença. A resposta, tanto 

hematológica como citogenética foi maior do que outras modalidades terapêuticas 

até então disponíveis (DRUKER, et al., 2001). Porém freqüências de mutações 

BCR-ABL em pacientes imatinib resistentes variavam de 40% a 90%, 

dependendo da fase da LMC, o que levou ao desenvolvimento de uma segunda 

geração de inibidores da tirosina quinase para combater a resistência ao imatinib. 

Os estudos iniciais da segunda geração de inibidores da tirosina quinase 

(dasatinib e nilotinib) encontraram taxas de resposta promissoras em pacientes 

com recaída ou que apresentaram baixa tolerabilidade ao tratamento com 

imatinib. Em junho de 2006, o FDA aprovou o Dasatinib para o tratamento de 

adultos com LMC (fase crônica, acelerada e blástica) logo após a obtenção dos 

resultados dos estudos de Fase II. Em 29 de outubro de 2007, o nilotinib recebeu 

aprovação do FDA para o tratamento de doentes adultos com LMC (Ph+) (fase 

crônica e fase acelerada), resistentes ou intolerantes ao tratamento prévio, que 

incluía o imatinib. Em novembro de 2007, a aprovação para a mesma indicação 

foi dada pela Comissão Europeia (DEREMER, et. al., 2008). Estes dados em 

conjunto reforçam a necessidade da pesquisa por novos agentes antileucêmicos 

com diferentes mecanismos de ação para reduzir a resistencia a fármacos pelas 

células tumorais.  
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2.4 Linhagem K-562 

 

A linhagem K-562 foi estabelecida a partir do cultivo de células de um 

paciente com LMC onde cromossomo Filadélfia estava presente (LOZZIO e 

LOZZIO, 1975). Esta linhagem possui um considerável grau de plasticidade que 

permite sua diferenciação, quando submetida a diferentes agentes químicos, em 

células eritróides, com produção de hemoglobina fetal (HbF), ou em células 

megacariocíticas, com aumento de tamanho e ploidia além de marcadores de 

superfície específicos (revisado por TSIFTSOGLOU et al., 2003). Essa 

plasticidade faz da linhagem celular K-562 um ótimo modelo experimental para 

trabalhos envolvendo o que se denomina de “terapia da diferenciação do câncer”. 

 

2.5  Morte Celular por Apoptose Versus Necrose 

 

Wyllie e Kerr, 1972, postularam a idéia de que a morte celular por apoptose 

seguia um padrão específico que incluía encolhimento da célula, pequeno dano 

aparente às organelas, marginalização da cromatina, fragmentação celular e 

nuclear e estruturas celulares fragmentadas dentro de vesículas (corpos 

apoptóticos) (TAMIETTI, 2006). Estas características são acompanhadas por uma 

série de eventos bioquímicos os quais incluem a exposição de fosfatidilserina e 

outras alterações que promovem o reconhecimento por células fagocitárias 

(EARNSHAW, MARTINS, KAUFMANN, 1999). A exposição de fosfatidilserina do 

folheto interno da membrana citoplasmática para o folheto externo é um evento 

inicial do processo de apoptose e serve possivelmente como sinal para remoção 

dos corpos apoptóticos por células do sistema fogocitário (MARTIN et al., 1995) 

Depois da descrição feita por Wyllie e colaboradores em 1972, a 

compreensão sobre a morte celular por apoptose foi expandida 

exponencialmente. Ela é essencial para o desenvolvimento embrionário e 

desenvolvimento de tecidos normais além da remoção de células com 

características genéticas instáveis (REGULA, ENS, KIRSHENBAUM, 2003). 

A apoptose é um processo de autodestruição celular que se diferencia da 

necrose por não ocorrência de extravasamento de material citoplasmático, por 
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diminuição no tamanho celular e fragmentação do DNA controlada e uniforme. É 

um processo que dura em média, 1h. (MCCARTHY, 2002)  

A morte celular programada pode ser desencadeada por uma variedade de 

sinais de morte. Estes consistem na interação de um ligante a um receptor de 

morte (via extrínseca), danos a mitocôndria (via intrínseca), perturbação no 

balanço entre a redução e a oxidação das células (redox), perturbação no 

metabolismo de energia, geração de ceramida, mobilização de Ca2+, ou a 

ativação das proteínas membros da família da Bcl-2 (CHEN, CROSBY, 

ALMASAN, 2003). 

A necrose é denominada morte acidental, um processo não fisiológico, 

onde se observam mudanças na morfologia e função mitocondrial e na habilidade 

da membrana plasmática de regular a pressão osmótica no interior da célula. 

Inicialmente ocorre aumento no volume citoplasmático em decorrência da entrada 

de líquido na célula, seguido pela ruptura da membrana e organelas 

intracelulares, ocasionando assim, extravasamento de lisossomos e material 

citoplasmático, culminado com fragmentação aleatória do núcleo. (AL-RUBEAI, 

1998). 

 

 

2.6 Apoptose e Proteínas Reguladoras 

 

2.6.1 Via Intrínseca 

 

Por mais de uma década ficou claro que a apoptose é freqüentemente 

controlada por um ou mais passos cruciais os quais envolvem diretamente a 

mitocôndria. Estudos recentes ajudaram a elucidar aspectos fundamentais deste 

envolvimento enquanto novas questões surgiam sobre as rotas mitocondriais de 

morte celular. A primeira alteração que ocorre na mitocôndria durante a apoptose 

é a perda do potencial de membrana mitocondrial e vazamento do citocromo C 

para o citossol. Quando presente no citoplasma, o citocromo C se liga a Apaf-1 

(fator ativador de proteases apoptóticas) e a pro-caspase-9 para formar um 

complexo protéico chamado de apoptossomo levando a autoclivagem e ativação 
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da caspase-9, que por sua vez, cliva e ativa as caspases-3 e 6 (NOWIS et al., 

2005).  

As caspases são uma família de cisteases, ricas em cisteínas, que clivam 

proteínas alvo em resíduos de ácido aspártico no lado carboxila da cadeia 

polipeptídica, e são divididas em duas classes de acordo com o comprimento de 

seus pró-domínios N -terminal: caspases iniciadoras tais como caspases-8 e 10, e 

caspases efetoras tais como -3,-6 e 7 (KAUFMANN e HENGARTNER, 2001; 

HUANG et al., 2005). 

A liberação de outras proteínas facilita a ativação das caspases através da 

inativação de inibidores destas. Sua ativação leva à apoptose como descrito 

anteriormente, mas a inibição delas após um estímulo apoptótico apenas protege 

as células transitoriamente. Uma vez que a mitocôndria é permeabilizada, a morte 

prosseguirá devido a mediadores tóxicos liberados da mitocôndria, ou eventual 

perda das funções essenciais da mesma (TAMIETTI, 2006). 

No que diz respeito ao citocromo C, ela é uma proteína solúvel localizado 

no lado externo da membrana interna da mitocôndria ligada ao fosfolipídeo 

aniônico cardiolipina. Sob condições fisiológicas normais, ela funciona como um 

carreador de elétrons entre os complexos III e IV da cadeia transportadora de 

elétrons, necessário para a produção de ATP na célula (CHEN, 2003). Além 

disso, o citocromo C tem uma função protetora da célula contra os radicais de 

oxigênio produzidos pela cadeia respiratória, convertendo o oxigênio singleto (O2
-) 

à oxigênio molecular (SKULACHEV, 1998). Evidências sugerem que a 

dissociação do citocromo C da cardiolipina é um passo crítico para a liberação 

deste para o citossol e a indução do processo apoptótico. Estudos sobre o 

envolvimento mitocondrial na  apoptose abrange uma enorme gama de tipos 

celulares que variam desde células em desenvolvimento de minhocas e ovos de 

sapo até células tumorais indiferenciadas e outros tipos celulares como 

hepatócitos, enterócitos e miócitos. Embora estas linhagens apresentem ambos 

os tipos de sinalização, na realidade estes caminhos coexistem. O que ocorre é 

que, simplesmente, a produção de sinais é mais rápida em um quando 

comparado com o outro (TAMIETTI, 2006). 
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2.6.2 Via Extrínseca 
 

A via extrínseca é ativada pela interação de receptores localizados na 

superfície celular, denominados receptores de morte, aos seus ligantes 

específicos. Esses receptores incluem o Fas (CD95), TNFR1, DR3, DR4, DR5 e 

DR6. Esta via inicia-se pela trimerização dos DR, que no caso da interação Fas- 

FasL, permite o recrutamento de duas proteínas sinalizadoras, FADD (Fas-

associated death domain) e pró-caspase-8, formando o complexo DISC (“Death-

inducing signaling complex”). A pró-caspase – 8 ativada pelo DISC é liberada para 

o citoplasma, no qual poderá agir na fase efetora do processo ao ativar 

diretamente a caspase-3, ou então promover o desencadeamento da via 

intrínseca por meio da clivagem da proteína Bid, a qual se dirige à mitocôndria, 

induzindo a liberação de citocromo C e Smac ( AMARANTE-MENDES E GREEN, 

1999; OPFERMAN e KORSMEYER, 2003). 

O recrutamento e ativação da pró-caspase-8 são reguladas pela proteína-

anti-apoptótica c-FLIP (“cellular FLICE innibitory protein”). Esta molécula pode se 

ligar ao complexo Fas-FADD, inibindo a clivagem e ativação da pró-caspase-8 em 

caspase – 8 ativa, inibindo o desencadeamento do processo apoptótico 

(GUSTAFSSON e GOTTLIEB, 2007). 

As vias intrínseca e extrínseca da apoptose estão exemplificadas na figura 

4 abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Esquema das vias de sinalização intrínseca e extrínseca da apoptose celular (adaptado 

de POPE, 2002) 
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2.6.3 Proteínas Reguladoras da Apopotose 

 

Os avanços nas investigações das alterações moleculares que ocorrem 

nas células submetidas à transformação maligna ajudam a desvendar os 

mecanismos da ocorrência e progressão dos tumores. Neste sentido, a 

identificação da expressão de moléculas específicas associadas ao processo 

carcinogênico tem conduzido ao conhecimento de um crescente número de 

marcadores moleculares que demonstram relação com as características das 

neoplasias malignas, complementando os parâmetros clínicos e histológicos 

tradicionalmente utilizados para identificar o grupo dos pacientes de alto risco, 

que possuem um curso clínico mais agressivo da doença (SCHLIEPHAKE, 2003). 

 

 

Ki-67 

 

O Ki-67 foi descrito em 1983 por GERDES et al. (1984). O Ki67 é anticorpo 

monoclonal que identifica o antígeno nuclear associado com o ciclo celular 

(BROWN et al., 1990). O antígeno Ki-67 é expresso em G1, S, G2 e na fase M do 

contínuo ciclo celular, porém ausente no G0. Assim o Ki-67 prevê e mensura o 

imunoestadiamento da fração proliferativa dos tumores (GERDES et al., 1984; 

BARNARD et al.,1987). 

YOUNG et al. (1987), concluíram que o crescimento e a progressão do 

câncer depende da alta taxa de progressão celular e baixa taxa de apoptose 

deste modo o Ki-67 é um marcador de proliferação celular. 

O Ki-67 é um marcador de proliferação celular, inicialmente descrito por 

Gerdes et al, (1983) cuja expressão ocorre no núcleo, estando ausente na fase 

G0, apresentando-se fracamente na fase G1 e mais intensamente nas demais 

fases do ciclo celular. Num trabalho realizado por Teresa et. al (2007), o Ki-67 

mostrou ser um bom marcador para carcinoma de células escamosas e 

leucoplasias, prestando-se inclusive para predição da progressão tumoral. Esse 

marcador foi capaz de demonstrar proliferações celulares diferentes para 

hiperplasia fibrosa inflamatória e leucoplasia, mas diferentemente dos resultados 
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encontrados por Liu, Klein-Szanto (2000), não foi possível discriminar 

leucoplasias displásicas de não displásicas. 

 

 

Família Bcl-2 

 

O bcl-2 pertence a uma família de genes aparentemente responsáveis pela 

manutenção do equilíbrio entre proliferação e morte celular programada 

(KORSMAYER, 1992), mecanismo pelo qual células com DNA danificado podem 

ser removidas sem prejuízo. Este gene codifica uma proteína mitocondrial com 

peso molecular de 24 kDa, localizada no envelope nuclear, retículo 

endoplasmático e membrana mitocondrial externa, de vários tecidos normais e 

neoplásicos, com exceção de tecido muscular e hepático (EGUCHI et al., 1992, 

LEBRUN et al., 1993). Todas as células hematopoiéticas e linfóides contêm a 

proteína Bcl-2, além de muitas células epiteliais e neurônios (CARSON et al., 

1993).  

A proteina Bcl-2 é uma proteína integral de membrana que atua como 

inibidora da apoptose, não tendo qualquer influência na proliferação celular 

(BROSSART et al., 1995). 

Recentemente foram descobertas várias outras proteínas caracterizadas 

como parte da família Bcl-2, com atuação direta na apoptose, seja inibindo-a ou 

promovendo-a. Dentre os membros antiapoptóticos dessa família, estão os 

seguintes: Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, A1, Nr13, ORF 16, KS e E1B-19K. Já os 

membros pró-apoptóticos são os seguintes: Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, 

Biml, Bad, Bid, EGL-1 e Bcl-xs (Coit ,1998). 

A maioria dos membros pró-apoptóticos e antiapoptóticos, na ausência de 

um sinal de morte, se localizam em compartimentos subcelulares separados. Os 

membros antiapoptóticos se encontram inseridos em membranas intracelulares, 

principalmente a mitocondrial, enquanto alguns membros pró - apoptóticos 

localizam-se no citoplasma ou no citoesqueleto em uma forma inativa. Após o 

estímulo apoptótico, estes são ativados e migram para seu local de ação para 

exercerem suas funções (GROSS et al.,1999). 
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2.7 A Família Piperaceae e o Gênero Piper 

 

 A família Piperaceae, junto com Aristolochiaceae, Hydnoraceae, 

Lactoridaceae e Sauraceae, estão inseridas na ordem Piperales. Apresenta 14 

gêneros e, aproximadamente, 1950 espécies amplamente distribuídas em ambos 

os hemisférios (MABBERLEY, 1997). 

 Os indivíduos são de porte predominantemente herbáceo, mas alguns 

exemplares são arbustivos ou arbóreos. Possuem células oleíferas etéreas, folhas 

simples e alternas e as flores são hipóginas, sem perianto, com brácteas 

peltadas, pequenas, reunidas em densas espigas carnosas (BREMER et al., 

1996). Devido ao grande número de espécies, os gêneros Peperomia e Piper 

destacam-se dentro da família Piperaceae (JOLY, 1975). Peperomia, apesar de 

seu amplo uso na medicina tradicional e ornamental, tem sido menos estudada 

sob o ponto de vista químico em relação ao gênero Piper.  

 Constituintes voláteis como safrol, apiol, 3-hidroxi-4,5-

metilenodioxialilbenzeno e farneseno foram isolados de Peperomia subespatulata, 

a qual cresce na Colômbia e é utilizada na medicina popular para problemas 

estomacais (de DIAZ et al., 1986).  

 Dentro da família Piperaceae encontra-se o gênero Piper, representado por 

mais de 100 espécies que estão distribuídas pantropicalmente tendo sua maior 

diversidade atribuída ao continente americano, seguida da Ásia (JARAMILLO E 

MANOS, 2001). 

 As espécies do gênero Piper são costumeiramente mais conhecidas devido 

ao seu uso comercial e na medicina tradicional. As sementes de Piper nigrum 

constituem a conhecida pimenta-do-reino, muito utilizada como tempero na 

preparação de alimentos. Na Jamaica, Piper aduncum e Piper hispidum são 

considerados remédios para a dor de estômago. Piper amalago, com distribuição 

do México até o Brasil, é utilizado para aliviar dores no peito, e como agentes 

antinflamatório. Raízes e frutos de Piper chaba têm numerosas aplicações na 

medicina e são usados contra asma e bronquite (PARMAR et al., 1997). 

 Atualmente um maior interesse na identificação de novos compostos em 

espécies do gênero Piper se intensificou devido à detecção de diversas 

substâncias que apresentaram atividades antifúngicas, bactericida, antitumoral e 
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tripanomicida (TERREAUX et al., 1998; BALDOQUI et al., 1999; DANELUTTE et 

al., 2003; LAGO et al., 2004;). 

  

2.7.1 Piper solmsianum 

 

 Segundo a classificação botânica proposta por A. Cronquist, a espécie 

Piper solmsianum (Figura 5) pertence ao reino Plantae, divisão Magnoliophyta, 

classe Magnoliopsida, ordem Piperales, família Piperaceae, gênero Piper 

(AGAREZ, 1994). 

 Apresenta-se como planta arbustiva, medindo de 1 a 3 metros de altura. 

Floresce nos meses de outubro, novembro e dezembro, frutificando nos meses de 

abril, junho e dezembro. É encontrada com freqüência em matas, planícies 

alagadiças ou brejos, podendo ocorrer em capoeiras, encostas ou restingas. 

Possui as sinonímias Piper leucathum C.DC e Piper santosanum C.DC (JOLY, 

1985; DE CANDOLLE, 2000). 

A planta brasileira Piper solmsianum da Amazônia e da Mata Atlântica, 

provou ser uma rica fonte de neolignanas as quais fazem parte da composição da 

parede celular da planta. Estes compostos são predominantemente encontrados 

em arbustos e acumulam na madeira onde desempenham um papel importante 

agindo como antibióticos, antifúngicos e agentes inseticidas (CARVALHO et. al., 

2009). 
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Figura 5 - A planta Piper solmsianum nativa da amazônia (Foto Massuo Kato USP). 

 

   

2.8 Grandisina  

 

Desde os tempos antigos o homem tem explorado o reino vegetal em 

busca da cura de doenças (YEOMAN & YEOMAN, 1996). Tanto as civilizações 

antigas, como as atuais utilizam-se de extratos brutos de tecidos vegetais para 

fins terapêuticos (STAFFORD, 1991). Diversas são as definições para metabólitos 

secundários vegetais. A mais aceita define os metabólitos secundários como 

compostos que não desempenham um papel essencial para a vida dos indivíduos 

que os produzem, entretanto são importantes na interação da planta produtora 

com o meio ambiente (OKSMAN-CALDENTEY e INZÉ,2004). Os metabólitos 

secundários vegetais são utilizados em fragrâncias, temperos, corantes, 

perfumes, cosméticos e em bebidas (COLLIN, 2001).  

           Estima-se que 10% das espécies vegetais tiveram seus metabólitos 

secundários estudados e caracterizados (OKSMAN-CALDENTEY e INZÉ, 2004). 

Embora este número seja relativamente pequeno, diversos fármacos foram 
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isolados e identificados através de estudos fitoquímicos. Adicionalmente, 25% de 

todos os medicamentos prescritos nos países desenvolvidos possuem compostos 

diretamente, ou indiretamente (semisintéticos), extraídos de espécies vegetais. 

Vários destes metabólitos secundários vegetais são insubstituíveis na medicina, 

visto que seus análogos sintéticos não apresentam a mesma eficácia (OKSMAN-

CALDENTEY e INZÉ, 2004). Dentre os 252 medicamentos consideradas 

essenciais para a organização mundial da saúde, 11% são exclusivamente 

extraídas de plantas (RATES, 2001). 

As lignanas são compostos interessantes uma vez que possuem uma 

grande variedade de ações biológicas que ainda não foram totalmente elucidadas 

(SALEEM, et al, 2005). Este espectro de atividades tem sido continuamente 

expandido por meio de descobertas e modificações nas lignanas ou ainda, pela 

triagem de novas atividades biológicas de lignanas já conhecidas (SRIVASTAVA 

et al., 2005).  

As lignanas são originadas como metabólitos secundários em inúmeras 

espécies amplamente distribuídas pelo reino vegetal (ROW, 1978; AYRES e 

LOIKE, 1990; MOLINARI et al., 2002; CASTRO et al.,2004). Em geral, são 

formadas pela união de duas unidades de fenilpropano constituindo uma família 

complexa de esqueletos e funcionalizações. De acordo com a posição em que as 

duas unidades de fenilpropano estão ligadas, elas são classificadas em quatro 

grupos distintos: lignanas simples, ciclolignanas, neolignanas e lignoides 

misturados. Estes fitoconstituintes podem ser isolados de mais de 60 famílias de 

plantas, de diferentes partes da raiz, rizoma, madeira, tronco, folhas, frutos, 

sementes e em alguns casos do exudato e resinas (ROW, 1978; AYRES e 

LOIKE, 1990; GORDALIZA et al., 2000). Além disso, as lignanas foram 

detectadas na urina humana e de outros mamíferos indicando a sua presença na 

dieta com vegetais e de funcionalizações ocorridas por transformação metabólica 

interna de fitocompostos precursores presentes na dieta (GORDALIZA et al., 

2000). 

As lignanas são alvos de diferentes linhas de pesquisa, como a que estuda 

a inibição da transcriptase reversa e atividade anti-HIV (LEE et al., 1997; LIU et 

al., 1997; HARA et al., 1997; GORDALIZA et al., 2004), da atividade antifúngica 

(ZACCHHINO et al., 1997), da atividade anti-reumática (RANTAPPA-
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DAHLQUVIST et al., 1994; LERNDAL e SVENSSON, 2000), da atividade anti-

psoríase, anti-malárica (LEANDER e ROSEN, 1988), anti-leishmania (BARATA et 

al., 2000), mas o que mais desperta o interesse científico é o estudo da atividade 

anti-viral e da citotoxicidade dessas lignanas (BEDOWS e HATFIELD, 1982; 

AYRES e LOIKE, 1990).  

Dentre as lignanas com atividade antitumoral podemos relatar a ação do 

composto elenosídio, uma arilnaftaleno lignana, estruturalmente relacionada a 

prostalidinas, justicidinas e derivados da podofilotoxina, extraído de Justicia 

hyssopifolia L., que demonstrou citoxicidade contra leucemia, câncer pulmonar de 

células pequenas, melanoma, câncer de colon, de ovário e renal (NAVARRO et 

al., 2001). Entretanto, a lignana que mais se destaca quanto a sua atividade 

antitumoral é a podofilotoxina que, por apresentar níveis inaceitáveis de 

citotoxicidade, não é utilizada na terapia antineoplásica. Entretanto, extensivas 

modificações na sua estrutura foram feitas com o objetivo de encontrar agentes 

antitumorais mais potentes e menos tóxicos (DESBÈNE e RENAULT, 2002). 

Dentre seus derivados semi-sintéticos, o etoposídeo e o tenoposídeo, são 

utilizados no tratamento de tumores testiculares, câncer pulmonar de células 

pequenas e como um dos componentes do tratamento pluriterapêutico no 

combate a leucemia linfoblástica aguda da infância, linfoma e sarcoma de Kaposi 

(AYRES e LOKE, 1990; DESBÈNE e RENAULT, 2002; GORDALIZA et al., 2004).  

O mecanismo pelo qual a podofilotoxina bloqueia a divisão celular está 

relacionado com a sua capacidade de inibir a polimerização dos microtúbulos 

durante a mitose (YOU, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005). No entanto, esta 

propriedade não foi detectada nos seus derivados, o etoposideo e tenoposideo, 

sugerindo que outros mecanismos devem estar envolvidos na importante 

propriedade antitumoral demonstrada por estes compostos. Já outros derivados 

da podofilotoxina demonstraram reter a atividade citotóxica original além de serem 

inibidores da topoisomerase II in vitro sugerindo que alguns análogos possuem 

um mecanismo de ação diferente até mesmo desconhecido (GORDALIZA et al., 

2000; 2001; 2004; FARKYA et al., 2004). Um trabalho na literatura demonstrou 

que outro derivado da podofilotoxina o 4DPG (4-demethyl-picropodophyllotoxin 7'-

O-beta-D-glucopyranoside),  possui importante atividade citotóxica contra as 

células leucêmicas  K-562 por indução de apoptose e ativação da caspase 3. O 
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efeito anti-proliferativo demonstrado do 4DPG foi bem maior quando comparado 

ao etoposídeo (QI et al., 2005). 

O fator limitante destes compostos é a citotoxicidade para células normais 

e conseqüentes efeitos colaterais oriundos de falta de seletividade. Limitações 

como, mielosupressão e desenvolvimento de resistência à droga são 

determinantes para a descontinuidade da terapêutica. Diante disto, o isolamento e 

a identificação química de lignanas pode ser utilizada para o entendimento de 

suas propriedades biológicas, além de ser uma área promissora na pesquisa com 

produtos naturais. O uso extensivo na clínica faz do grupo das lignanas uma 

família importante para o estudo de moléculas de partida para o desenvolvimento 

de novos agentes baseados em modificações estruturais. Neste sentido, se faz 

necessário buscar e investigar novos compostos mais potentes e análogos com 

menor toxicidade e desta forma com melhores índices terapêuticos (HARTMANN 

e LIPP, 2006). 

A neolignana grandisina é encontrada predominantemente em arbustos e se 

acumulam em madeiras como resposta a ferimentos mecânicos ou ao ataque de 

microorganismos e exibe propriedades contra insetos, como o efeito antialimentar 

induzido pela piperona, isolada de Piper futokadsura Siebold (Piperaceae), 

(SIMÕES et al., 2004). 

 A grandisina foi identificada como componente majoritário no extrato bruto 

das raízes e das folhas de Piper solmsianum (MARTINS et al., 2000; MARTINS et 

al., 2003).  

As atividades biológicas investigadas sobre a grandisina até o presente 

momento indicam atividade tripanocida contra a forma trimastigota do 

Trypanossoma cruzi (MARTINS et al., 2003), atividade antimalárica (ZHANG et 

al., 2001) e afinidade por receptores opióides humanos (CARROLL et al., 2005). 

Essa lignana apresenta forte atividade contra o protozoário Trypanosoma cruzi, 

parasita causador da Doença de Chagas, na sua forma tripomastigota (LOPES et 

al.,1998), e que motivou a pesquisa de outras atividades biológicas, como na 

hematopoiese em ratos (FIGUEIREDO et al., 2005), e ação bactericida contra 

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e 

Streptococcus agalactiae, e antifúngica contra dermatófitos Epidermophyton 

floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton 
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mentagrophytes e Trichophyton rubrum (CAMPOS et al., 2007). Há ainda estudos 

preliminares de tratamento de infecções urinárias utilizando o extrato dessa 

espécie (BOHATCH et al., 2007).  

A atividade tripanocida de produtos da síntese de novos análogos da 

grandisina também tem sido testada por alguns grupos de pesquisa e os 

resultados demonstran que alguns destes produtos possuem melhor atividade 

quando comparada a grandisina. (BERNARDES et al., 2006). 

A grandisina também se mostrou eficaz no controle ao mosquito Aedes 

aegypti, o vetor transmissor da doença dengue (CABRAL et al., 2008).  

Grandisina é uma neolignana presente em várias espécies de plantas do 

Norte e Nordeste do Brasil usadas na medicina popular para o tratamento de uma 

variedade de transtornos, especialmente cólica, inflamações, artrite, distúrbios 

hepáticos e dispepsia. Estudos recentes demonstram que a grandisina, tem 

atividade antinociceptiva e antiinflamatória, onde a atividade antinociceptiva é 

resultado de um mecanismo antiinflamatorio, justificando o uso na medicina 

popular de plantas ricas em grandisina para o tratamento dos sintomas causados 

pelo processo inflamatório como dor e edema (CARVALHO et al., 2009). 

Valadares et al (2009) comprovou que a grandisina, uma neolignana 

apresenta importante atividade antitumoral e anti angiogênica in vivo utilizando o 

modelo experimental do tumor ascístico de Ehrlich. 

 Analisando a continuidade da pesquisa acerca do potencial antitumoral da 

grandisina, a mesma foi objeto de estudo deste trabalho. 
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3  OBJETIVOS 

 

 Esse trabalho teve por finalidade avaliar o potencial citotóxico e indutor de 

apoptose da grandisina em células da linhagem K-562, as quais apresentam 

fenótipo de resistência a fármacos. 

  

3.1 Objetivos Específicos 

 

- Avaliar o potencial citotóxico da grandisina em células K-562 e linfócitos 

normais empregando-se as técnicas de redução do tetrazolium e azul de tripano;  

- Avaliar as alterações morfológicas das células K-562 após o tratamento 

com a grandisina. 

- Averiguar os mecanismos de morte celular através de marcação usando 

anexina V e Iodeto de Propídeo.  

- Estudar efeito sobre o ciclo celular por marcação do conteúdo de DNA 

com iodeto de propídeo. 

- Investigar a atividade das caspases -6 -8 e -9 por ensaio colorimétrico;  

- Analisar o potencial indutor de apoptose por meio do estudo da expressão 

de proteínas Bcl-2 e Bax por método de imunocitoqímica;  

- Pesquisar a expressão do marcador de proliferação celular Ki-67 por 

método de imunocitoquímica; 
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4  METODOLOGIA 

 

4.1 Grandisina 

 

 A grandisina (Figura 6) isolada da Piper solmsianum foi fornecida pelo 

professor Dr. Massuo Jorge Kato do Laboratório de Química de Produtos 

Naturais, Departamento de Química Fundamental, Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, de acordo com Lopes et al., 1998. A grandisina foi 

preparada como uma dispersão micelar de óleo em água. As micelas foram 

preparadas como a seguir: primeiro 50µg de fosfatidilcolina (PC), 4:1 óleo de 

girassol (mol/mol PC) e grandisina (10mg/mL) foram dissolvidos em 1,0 mL de 

clorofórmio. A mistura foi secada embaixo de uma atmosfera de nitrogênio até 

que todo o clorofórmio fosse removido. A película lipídica seca, foi adicionado 1 

mL de água para promover a hidratação da mistura grandisina- lipídio.Depois de 

uma hora, a mistura foi sonicada por 10 minutos em sonicador para obter uma 

dispersão homogenia de pequenas micelas. 

         

 

 

  

 

 

 

 

                                        

4.2 Linhagem Celular 

 

 A linhagem K-562 (Figura 7 e 8), uma linhagem de células eritroleucêmicas 

humanas, foi obtida do banco de células Americam Type Culture Collection 

(ATCC, Rockville, MD, USA) e foram mantidas em cultura em meio RPMI-1640 

(SigmaTM, St. Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (CultilabTM) 

e 1% de glutamina, eritromicina e estreptomicina e mantidas em estufa (Figura 9) 

com 5% de CO2 a uma temperatura constante de 37°C.  

Figura 6 – Estrutura molecular da grandisina. 
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Figura 7 - Células K-562. Aumento 20x. B.S.Rodrigues, 20/09/2008. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Garrafa confluente de células K-562. B.S.Rodrigues, 20/09/2008. 
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Figura 9 - Estufa de Cultura Celular. E.G.P. Menezes, 20/09/2008. 

 

 

4.3 Cultura de Linfócitos 

 

O sangue periférico humano foi obtido por venipuntura de doadores adultos 

saudáveis, diluído em igual volume de meio RPMI 1640, colocado em camadas 

sobre Ficoll Hypaque solução de separação por gradiente de densidade (1.077g 

mL-1) e centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos  a temperatura ambiente. As 

células mononucleares foram removidas, lavadas duas vezes em meio RPMI 

1640 e ressuspensas em RPMI 1640 meio suplementado com 2mM de glutamina, 

antibióticos (100 IU de penicilina /mL, 100µg de estreptomicina/mL) e 10% de soro  

fetal bovino. Os leucócitos foram cultivados a uma densidade de 1x106 com 5μg 

mL-1 de fitohemaglutinina em microplacas de 96 poços, na presença e ausência 

de grandisina por 24 e 48horas em uma atmosfera a uma temperatura de 37° com 

5% de CO2. Os doadores consetiram em participar do estudo. 
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4.4 Teste de Citotoxicidade 

 

4.4.1 Método de Viabilidade por Azul de Tripano 

 

Neste método que avalia a integridade da membrana celular as células 

foram observadas por suas alterações morfológicas e contadas em câmara de 

Neubauer. As células viáveis, que excluíram o corante, possuíam aspecto 

translúcido e as células mortas apresentavam coloração azulada. As células 

foram incubadas com diferentes concentrações da grandisna (0,018 – 2,365 µMol) 

por um período de 24 e 48 horas, em estufa úmida com 5% de CO2 no ar. Após 

esse período, as células em suspensão foram diluídas (1:10) em solução de azul 

de tripano e depois desse período foi feita a leitura para determinar o número de 

células viáveis e inviáveis (RENZI et al., 1993). Cada concentração foi testada em 

três diferentes experimentos corridos em quatro replicatas. A proliferação e a 

viabilidade das células tratadas com a droga foram expressas como porcentagem 

da proliferação e viabilidade das células não tratadas do controle (100%). 

 

4.4.2 Método de Redução do Tetrazolium (MTT) 

 

O princípio deste método consiste na absorção do sal MTT {brometo de [3-

(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio]} pelas células sendo reduzido no 

interior da mitocôndria a um produto chamado Formazan. As células foram 

incubadas em diferentes concentrações da droga em estudo (0,018 – 2,365 µMol) 

em estufa úmida com 5% de CO2 no ar por 24 e 48 horas. Logo após, a solução 

de MTT (1mg/mL) foi adicionada e novamente as células foram incubadas durante 

4 h (37°C) que é o tempo necessário para a redução deste corante. Em seguida, 

foi adicionado o meio solubilizante do MTT e as mesmas foram incubadas por 

mais 24 horas em estufa úmida com 5% de CO2 no ar. Após esse período fez-se 

a leitura em ELISA a 570nm (MOSMANN, 1983, DENIZOT e LANG, 1986). Cada 

concentração foi testada em três diferentes experimentos corridos em quatro 

replicatas. A proliferação e a viabilidade das células tratadas com a droga foram 
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expressas como porcentagem da proliferação e viabilidade das células não 

tratadas do controle (100%). 

 

O potencial citotóxico da droga em estudo foi calculado da seguinte 

maneira: 

 

 

 

 

 

4.5 Métodos de Detecção de Morte Celular por Apoptose 

 

 

4.5.1 Índice Apoptótico 

 

Inicialmente as células K-562 foram incubadas em estufa úmida a 37°C, 

5% de CO2, com grandisina (0,036 µMol) por 24 e 48h. Após este período as 

células foram centrifugadas (citocentrífuga) para disperção em lâmina silanizada. 

Em seguida foram coradas com corante hematoxilina e analisadas em aumento 

de 40x. O número de células apoptóticas foi expresso como o percentual do total 

de células. Indice apoptótico foi determinado após contagem de 100 células. As 

células que apresentavam características morfológicas de apoptose tais como: 

marginalização ou condensação da cromatina, fragmentação celular ou nuclear, 

estruturas celulares fragmentadas dentro de vesículas (corpos apoptóticos), foram 

consideradas positivas. 

 

 

4.5.2 Marcação Anexina V- FITC/IP por Citometria de Fluxo 

 

A mudança na assimetria da membrana plasmática pode ser detectada por 

citometria de fluxo utilizando um marcador conjugado a anexina V, uma proteína 

Células viáveis = 

Absorbância por poço 

Média da absorbância do 
controle 

X 100 
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que possui alta afinidade pela fosfatidilserina. Isso é feito, conjugando-se anexina 

V com fluoresceína (FITC- isotiocianato de fluoresceína) (MARTIN et al., 1995).  

Porém, a anexina V também se liga aos resíduos de fosfatidilserina no 

folheto interno da membrana plasmática de células necróticas devido à perda da 

integridade da membrana plasmática, possibilitando a entrada da proteína 

conjugada na célula. No entanto utilizando iodeto de propídeo como contra 

marcador para diferenciar células necróticas, é possível utilizar anexina v para 

diferenciar células viáveis, apoptóticas e necróticas (PLASIER, 1999) 

 A avaliação foi realizada usando o kit de Detecção de Apoptose TACS TM 

Annexin V-FITC (R & D System) de acordo com as instruções do fabricante.  

1)  No dia anterior ao teste foram preparadas 4 garrafas com  células K-

562 a uma concentração de 1x106 células /mL. Primeira garrafa foi 

utilizada como controle (sem grandisina); as demais foram incubadas de 

modo a obter as seguintes concentrações de grandisina 

respectivamente: 0,018 µMol, 0,036 µMoL e 0,072 µMol, estas garrafas 

foram incubadas por 24 horas. 

2) Foi transferido de cada garrafa 3 mL da suspensão de células para 

cada tubo correspondente. Os tubos foram centrifugados por 10 

minutos a 1500 rpm.  

3) O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas com 500 µL 

de PBS gelado. E centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm. 

4) O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas com 100 µL 

do reagente de incubação e então incubadas por 15 minutos no escuro 

a temperatura ambiente. 

Reagente de incubação: 

Buffer 10x concentrado  10µL 

Iodeto de Propídeo 10µL 

Anexina V-FITC 1µL 

dH2O 79µL 

Volume total 100µL 

 

5) Foi adicionado 400 mL de solução Buffer (0,01M Hepes, ph 7,4, 0.14M 

Nacl e 2.5mM CaCl2 ) gelada em cada tubo. 
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Preparo da solução Buffer  

Buffer 10x concentrado 50µL 

dH2O 450µL 

Volume total 500µL 

 

6)  A leitura foi realizada no citômetro de fluxo BD FACSCanto II™ Flow 

Cytometer (Figura 10) considerando-se 10.000 eventos. 

 

 

Figura 10 - Citômetro de Fluxo BD FACSCanto II™. E.G.P. Menezes, 26/03/2009. 

 

4.5.3 Ciclo celular 

 

Para análise do ciclo celular as células (5x105) foram tratadas com e sem a 

grandisina (0,036 µMol)  por 24 horas em meio RPMI 1640 e 10% de soro fetal 

bovino, mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37°C. Após incubação as células 

foram lavadas duas vezes com 1mL de PBS gelado, centrifugadas a 1500 rpm por 

10 minutos. O botão celular foi ressuspendido por gotejamento com 1mL de 

solução fixadora (etanol a 70% gelado, anteriormente preparada), e incubadas a 

4°C “overnight”. As células foram lavadas em PBS gelado e ressuspendidas com 

1mL de solução contendo 200µg/mL de RNAse A e 50µg/mL de iodeto de 

propídio, incubadas a 4°C , protegidas de luz por 2 horas. As amostras foram 

analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto II, Becton Dickinson). Os 
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resultados foram apresentados em gráficos representando o número de células 

versus o conteúdo de DNA indicado pela intensidade de fluorescência. 

 

4.5.4 Atividade das Caspases -6 -8 e -9 

 

O ensaio é baseado na detecção espectrofotométrica do cromóforo p-

nitroanilide (pNA) após a quebra das substancias X-pNA, onde o X são 

seqüências de aminoácidos reconhecidos por caspases específicas  VEID-pNA,  

IETD-pNA,  e LEHD-pNA para caspase, -6 -8 e -9, respectivamente.  

Para avaliação da atividade das caspases foi realizada usando o kit 

colorimétrico de protease (R & D System) como descrito abaixo: 

1) O número de células para indução foi de 2x106 células/mL em cada 

garrafa de 25 mL. 

2)  As células foram incubadas com grandisina 0,036 µMol por 24 horas. 

3)  Após a incubação das células com a grandisina todo o conteúdo foi da 

garrafa foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm e as células foram 

contadas.  

4) Centrifugou-se novamente por 10 minutos a 2000rpm  e o botão de 

células foi ressuspendido com a solução de lise gelada. Para cada 1x106 

células adicionou-se 25µL de solução de lise.  

5) As células foram encubadas por 10 minutos em banho de gelo. Após a 

incubação, foi centrifugada por 1 minuto a 10000 rpm. O sobrenadante foi 

transferido para outro tubo e mantido gelado. 

6) Para desenvolver a reação foi utilizado microplaca de 96 poços 

devidamente identificada. 

7) Para cada reação foi requerido 50µL da solução de células lisadas. Cada 

poço representou uma reação. 

8) Para cada poço foi acrescentado 5µL do substrato da caspase a ser 

pesquisada sendo VEID-pNA,  IETD-pNA,  e LEHD-pNA para caspase, -6 

-8 e -9, respectivamente. 

9)  A placa foi incubada a 37°C por 2 horas 

10)  Após este período foi realizado a leitura na leitora de placa (ELISA) no 

comprimento de onda de 405nm. 
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11)  O nível de atividade enzimática é diretamente proporcional a cor da 

reação. 

 

4.5.5 Expressão de Proteínas Apoptóticas e Relacionadas 

 

Este ensaio tem como fundamento a utilização de anticorpos específicos 

contra a proteína que se pretende identificar e localizar numa dada célula. A 

proteína em questão funciona como antígeno (SIMERLY, 2003). 

Para realização desse ensaio foi utilizado o kit NovoLink Polymer Detection 

Systems. NovoLink é a terceira geração dos sistemas de detecção à base de 

polímeros, para uso na técnica de imunocitoquímica. O kit NovoLink utiliza um 

polímero compacto, associado a um inibidor de ligações inespecíficas. Este 

ensaio permite a identificação qualitativa de antígenos, por microscopia óptica. 

A atividade endógena da peroxidase é neutralizada através da aplicação de 

Novocastra TM Peroxidase Block. Segue-se a isto a aplicação do Novocastra TM 

Protein Block, para reduzir a ligação não específica dos anticorpos primários e do 

polímero. Subseqüentemente a secção é incubada com um anticorpo primário a 

uma diluição óptima. Novocastra TM Post Primary Block é empregado para ativar 

a penetração do reagente polímero subseqüente. O NovoLink TM Polymer 

detecta quaisquer anticorpos primários ligados aos tecidos. As secções são 

incubadas com o substrato/cromógeno 3,3’ – diaminobenzidina (DAB), um 

produto da combinação de Novocastra TM DAB Chromogen com NovoLink TM 

DAB Substrate Buffer (Polymer). A reação com a peroxidase produz um 

precipitado vizível de cor castanha, no local do antígeno. Os resultados são 

interpretados por meio de microscópio óptico.   

 

Primeira Etapa - Incubar as células K-562 com grandisina: 

1) O número de células para indução de apoptose foi de 1x104 

células/mL em cada garrafa de 25 mL. 

2) As células foram incubadas em estufa úmida a 37°C, 5% de CO2, 
com grandisina 0,036 µMol por 24h. 
 

Segunda Etapa – Preparo das Lâminas Cito Spin: 
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1) As células K-562 foram contadas na câmara de Neubauer a fim de 

obter a concentração de 1 x 104 células/mL; 

2) Foram utilizadas lâminas silanizadas e filtros de papel os quais 

foram montados no suporte; 

3) Foram adicionados 250µL da suspensão de células para cada 

lâmina  e centrifugada a 800 rpm por 5 minutos; 

4) As lâminas foram retiradas do suporte, secas e os filtros 

desprezados; 

5) As lâminas foram conservadas envolvidas em papel alumínio no 

freezer a -20°C até a data de seu uso; 

 

Terceira Etapa – Procedimento: 

1) As lâminas foram descongeladas e deixadas até atingir a temperetura 

ambiente; 

2) A área onde as células estavam foi delimitada com caneta de silicone 

(hidrofóbica); 

3) A câmara úmida foi preparada e as lâminas dispostas sobre ela 

devidamente identificadas; 

4) Acetona gelada foi gotejada sobre a área delimitada por 5 minutos; 

5) As lâminas foram lavadas com tampão TBS; 

6) Foi adicionado Peroxidase Block, do kit NovoLink, e deixado agir por 5 

minutos; 

7) As lâminas foram lavadas com tampão TBS; 

8) Foi adicionado Protein Block, do kit NovoLink e deixado agir por 5 

minutos; 

9) As lâminas foram então lavadas com tampão TBS e cuidadosamente 

secas; 

10)  Foi adicionado 100µL do anticorpo específico previamente diluído e 

incubado por 2 horas; 

11) As lâminas foram lavadas com tampão TBS; 

12)  Foi adicionado Post Primary Block, do Kit NovoLink, e deixado agir por 

30 minutos para os anticorpos Ki67,  Bax e Bcl2. 

13) As lâminas foram lavadas com tampão TBS; 
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14)  Foi adicionado Polymer, do Kit NovoLink e deixado agir por 45 minutos 

para os anticorpos Ki67,  Bax e Bcl2. 

15)  As lâminas foram lavadas com tampão TBS; 

16)  Foi adicionado 100µL da solução DAB  e deixado agir por 5 minutos; 

17)  As lâminas foram lavadas com água destilada; 

18)  Foi adicionado Hematoxycin, do Kit NovoLink e deixado agir por 15 

minutos e depois enxaguado em água corrente; 

 

Quarta Etapa – Desidratação das lâminas: 

1) As lâminas foram mergulhadas nas cubas na seguinte ordem: álcool 

70%, álcool 95%, álcool absoluto 1 e álcool absoluto 2; 

2) As lâminas foram montadas utilizando-se resina e lamínula.  

3) A leitura foi realizada em microscopia óptica e a percentagem de 

expressão das proteínas foi determinada pela contagem de no mínimo 

300 células. 

4.6  Análise Estatística 

 

A avaliação da citotoxicidade foi realizada por três experimentos 

independentes. Os resultados foram transformados em porcentagem do controle 

e IC50 (concentração que produz um efeito inibitório de 50% sobre o parâmetro 

avaliado) foram obtidas graficamente a partir da curva concentração-resposta. Os 

resultados são expressos como média ± S.D. de quatro repetições. Para os 

paramentros índice apoptótico, caspases, Bcl-2 e Bax a análise estatística foi 

realizada utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney comparando os 

grupos tratados com os controles e Kruskal-Wallis entre os grupos tratados. A 

significância estatística foi considerada quando P <0,05. O softwore utilizado foi o 

Modfit. 

 

 

 

 

 



51 

 

5  RESULTADOS 

 

5.1 Testes de Citotoxicidade 

 

5.1.1 Método de Viabilidade por Azul de Tripano 

 

O efeito da grandisina no crescimento e viabilidade das células K-562 e 

linfócitos foi examinado após 24 horas de exposição em cultura. Os resultados 

estão apresentados na figura 11. A inibição de 50% (IC50) foi obtida com a 

concentração de 1,075 µMol para as células K-562 e 0,375 µMol para os 

linfócitos. À proliferação das células K-562 e dos linfócitos foi inibida de maneira 

concentração - dependente em resposta ao aumento das concentrações (0,018 – 

2,365 µMol). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Já a exposição por 48h (figura 12) das células K-562 a concentrações 

crescentes da grandisina, usando o método de exclusão de azul de tripano, 

apresentou IC50 de 0,198 µMol para K-562 e  IC50 0,200 µMol para linfócitos.  

Figura 11 - Citotoxicidade em células K-562 e Linfócitos (1x10
6
células/mL) tratadas com diferentes 

concentrações de grandisina (0,018 – 2,365 µMol) por 24 horas. A viabilidade foi determinada pelo 

método de exclusão do Azul de Tripano. Na ausência da grandisina a viabilidade foi considerada 

como 100%. Os resultados representam a média de +/- do desvio padrão de três experimentos 

corridos em quatro replicatas. 

Grandisina (µMol) 

V
ia

b
il
id

a
d

e
 (

 %
 d

o
 C

o
n

tr
o

le
 )

 



52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.2 Teste de Viabilidade por Redução do Tetrazolium  

 

A citotoxicidade da grandisina em células eritroleucêmicas K-562 foi 

investigada após incubar pelos períodos de 24 e 48 horas (figura 13 e 14), usando 

o método colorimétrico MTT. Da mesma forma que no teste de citotoxicidade 

anterior, com o MTT, observamos uma inibição da proliferação celular 

concentração tempo – dependente após o tratamento com a grandisina. A inibição 

de 50% (IC50) no período de 24 horas foi obtida com a concentração 11,98 µMol 

para K-562 e 0,425 µMol para linfócito. No período de 48 horas de exposição foi 

de 0,685 µMol para K-562 e 0,851 µMol para linfócitos. 

 

  

 

 

Figura 12 - Citotoxicidade em células K-562 e Linfócitos (1x10
6
células/mL) tratadas com diferentes 

concentrações de grandisina (0,018 – 2,365 µMol) por 48  horas. A viabilidade foi determinada pelo 

método de exclusão do Azul de Tripano. Na ausência da grandisina a viabilidade foi considerada 

como 100%. Os resultados representam a média de +/- do desvio padrão de três experimentos 

corridos em quatro replicatas. 
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Figura 13 - Citotoxicidade em células K-562 e Linfócitos (1x10
6 

células/mL) tratadas com diferentes 

concentrações de grandisina (0,018 – 2,365 µMol) por 24 horas. A viabilidade foi determinada pelo 

teste de redução do MTT. Na ausência da grandisina a redução do sal foi considerada como 100%. Os 

resultados representam a média de +/- do desvio padrão de três experimentos corridos em quatro 

replicatas. 

 

Figura 14 - Citotoxicidade em células K-562 e Linfócitos (1x10
6 

células/mL) tratadas com diferentes 

concentrações de grandisina (0,018 – 2,365 µMol) por 48 horas. A viabilidade foi determinada pelo teste 

de redução do MTT. Na ausência da grandisina a redução do sal foi considerada como 100%. Os 

resultados representam a média de +/- do desvio padrão de três experimentos corridos em quatro 

replicatas. 
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5.2 Métodos de Detecção de Morte Celular por Apoptose 

 

5.2.1 Índice Apoptótico 

 

Uma vez detectada a capacidade citotóxica da grandisina sobre as células 

K-562, estudamos na sequencia alguns mecanismos envolvidos na morte celular, 

em especial os mecanismos apoptóticos. Para entender o mecanismo pelo qual a 

grandisina promove a perda de viabilidade em células K-562, iniciamos nossos 

estudos com a análise morfológica das células com intuito de caracterizar 

apoptose. Os efeitos da grandisina sobre a morfologia das células K-562 foram 

examinados 24 horas após o tratamento com 0,036µMol de grandisina. Os 

resultados estão apresentados na figura 15. Os quais mostraram um aumento do 

número de células em apoptose de quatro vezes, em relação ao controle. Como 

indicado nas fotomicrografias abaixo as principais características estudadas 

foram: cromatina condensada, vacúolos, fragmentação de DNA e membrana.  
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Figura 15 - (A) Índice de apoptose das células K-562 expostas a grandisina a 0,036 µMol por 24 horas, 

determinada por coloração de hematoxilina. (B) (1) Características morfológicas de células viáveis do 

controle. (B) (2 a 4)  Características morfológicas apoptóticas das células K-562 tratadas com grandisina a 

0,036 µMol por 24 horas. Mostrando formação de vacúolos, fragmentação de membrana e cromatina 

condensada, respectivamente.  

* 
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5.2.2 Marcação Anexina V- FITC/IP por Citometria de Fluxo 

 

A morte celular foi analizada também por citometria de fluxo após a 

marcação das células com anexina V e iodeto de propídeo. O tratamento com a 

grandisina foi realizada em três concentrações (0,018 µMol, 0,036 µMol, 0,072 

µMol), no período de 24 horas. As células tratadas com grandisina na 

concentração de 0,018 µMol apresentou apoptose recente sete vezes superior e 

apoptose tardia duas vezes superior em relação ao controle (figura 16). Na 

concentração intermediária de 0,036 µMol, as células K-562 apresentaram 

apoptose recente vinte e sete vezes superior e apoptose tardia dezesseis vezes 

superior em relação ao controle (figura 17). Por fim, quando as células foram 

tratadas com grandisina na concentração de 0,072 µMol apresentou apoptose 

recente quinze vezes superior e apoptose tardia dezoito vezes superior em 

relação ao controle (figura 18). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Análise de células K-562 (1x10
6
células/mL) tratadas com grandisina  usando anexina V e 

iodeto de propídeo. (A) Células K-562 não tratadas, a figura mostra células viáveis, apoptose recente  

e apoptose tardia ou necrótica. (B) Células K-562 tratadas com grandisina 0,018 µMol por 24 horas, a 

figura mostra células viáveis, apoptose recente (11,42%) (anexina V- FITC positivo), apoptose tardia 

(8,22%) e necrótica.  
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Figura 18 - Análise de células K-562 (1x10
6
células/mL) tratadas com grandisina  usando anexina V e 

iodeto de propídeo. (A) Células K-562 não tratadas, a figura mostra células viáveis, apoptose recente e 

apoptose tardia. (B) Células K-562 tratadas com grandisina 0,072 µMol por 24 horas, a figura mostra 

células viáveis, apoptose recente (anexina V- FITC positivo), apoptose tardia e necrótica.  

Figura 17 - Análise de células K-562 (1x10
6
células/mL) tratadas com grandisina  usando anexina V e 

iodeto de propídeo. (A) Células K-562 não tratadas, a figura mostra células viáveis, apoptose recente 

e apoptose tardia ou necrótica. (B) Células K-562 tratadas com grandisina 0,036 µMol por 24 horas, a 

figura mostra células viáveis, apoptose recente (anexina V- FITC positivo), apoptose tardia e 

necrótica.  
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5.2.3 Ciclo Celular 

  

 Análise do ciclo celular das células K-562 (controle) apresentou 26,10%, 

60,80% e 13,10% das células em fase G1, S e G2, respectivamente (figura 19). 

Por outro lado, quando as células foram tratadas com grandisina (0,036 µMol) o 

perfil de distribuição das células foi de 38,41%, 48,74% e 12,85% nas fases G1, S 

e G2, respectivamente (figura 20). Em relação às análises do ciclo celular das 

células K-562, o tratamento das células com grandisina (0,036 µMol) aumentou 

em aproximadamente 47% da população de células em fase G1, diminuiu 21% e 

2%, da população de células em fase G2 e S, respectivamente, quando 

comparadas com a população de células do controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figura 19 - Análise do ciclo celular das células K-562 (controle) por Citometria de Fluxo. Os dados 

foram avaliados usando o softwore Modfit. 
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5.2.4 Teste de Atividade das Caspases -6 -8 e -9 

 

Uma vez que as proteases, em especial as caspases participan ativamente 

dos processos de morte celular, foram examinados os efeitos da grandisina na 

ativação das caspases após 24 horas de tratamento. Para elucidar se as 

caspases são ativadas por processos apoptóticos grandisina-induzida sua 

atividade proteolítica foi mensurada utilizando ensaio colorimétrico.  

A partir da detecção espectrofotométrica do cromóforo p-nitroanilide (pNA) 

foi possível detectar atividade das caspases 6 (VEID-pNA) ,8(IETD-pNA) e 9 

(LEHD-pNA), na concentração 0,036 µMol. As caspases e suas respectivas 

porcentagens de ativação encontram-se na figura (21). Verificamos que a 

grandisina aumentou 21,4%, 29% e 37% da atividade das caspases, 6, 8 e 9, 

respectivamente. 

Figura 20 - Análise do ciclo celular das células K-562 após tratamento com Grandisina a 0,036 

µMol por 24 horas. Os dados foram avaliados usando o softwore Modfit. 
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5.2.5 Expressão de Proteínas Apoptóticas e Relacionadas 

 

a) Bcl-2 

Na figura 22 A é possível observar a expressão da proteína Bcl-2 no 

sistema controle (K-562), ou seja, células sem tratamento. A figura 22 B 

representa as células K-562 tratadas com a grandisina na concentração de 0,036 

µMol por 24 horas. Ao comparar as lâminas A e B observam-se a redução de 

expressão da proteína Bcl-2. A quantificação das células que apresentaram a 
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Figura 21 - Atividade relativa das caspases  em células K-562 (2 x10
6 

células/mL) tratadas com 

Grandisina (0,036 µMol) por 24 horas. No ensaio colorimétrico por detecção espectrofotométrica 

do cromóforo p-nitroanilide (pNA) foi determinado a atividade das caspases 6, 8 e 9 como descrito 

em “Materiais e Métodos”. Na  ausência da grandisina a atividade foi considerada 100%. A barra 

de erros representa o desvio padrão. A significância estatística foi considerada quando P <0,05. 

Análise estatística foi realizada utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney comparando os 

grupos tratados com os controles e Kruskal-Wallis entre os grupos tratados 
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expressão de Bcl-2 é mensurada na figura 22 C. Observamos uma redução de 

40,86% da expressão de Bcl-2 nas células tratadas, em relação ao grupo 

controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

b) Bax 
 

A figura 23 A, B e C representa a expressão dessa proteína em células K-

562. A figura 23 A apresenta células K-562 não tratadas (controle). Na figura 23 B 

é possível observar as células K-562 quando tratadas com grandisina na 

concentração 0,036 µMol por 24 horas e na figura 23 C verifica-se o índice de 

expressão do controle e tratado, havendo redução da expressão de Bax após o 

tratamento com grandisina. Observamos uma redução de 81,24% da expressão 

de Bax nas células tratadas, em relação ao grupo controle. 
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Figura 22 - A e B - Indução de apoptose em células K-562 (1x10 
4
células) controle e tratadas com 

grandisina 0,036 µMol por 24h. C - Expressão de Bcl-2 em células K-562 não tratadas e tratadas 

com grandisina 0,036 µMol por 24h. A significância estatística foi considerada quando P <0,05. 

Análise estatística foi realizada utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney comparando os 

grupos tratados com os controles e Kruskal-Wallis entre os grupos tratados 
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c) Ki67 
 

Na figura 24 A (controle) e B (tratado), é possível observar a expressão do 

antígeno Ki67. Neste estudo não foi possível detectar diferenças entre o 

tratamento com grandisina e as células não tratadas.  
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Figura 23 - A e B - Indução de apoptose em células K-562 (1x10 
4
células) controle e tratadas com 

grandisina 0,036 µMol por 24h. C - Expressão de Bax em células K-562 não tratadas e tratadas 

com grandisina 0,036 µMol por 24horas. A significância estatística foi considerada quando P 

<0,05. Análise estatística foi realizada utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney 

comparando os grupos tratados com os controles e Kruskal-Wallis entre os grupos tratados 

Figura 24 - A e B- Indução de apoptose em células K-562 (1x10 
4
células) controle e tratadas com 

grandisina 0,036 µMol por 24h.  
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6  DISCUSSÃO 

 

Nos últimos anos testemunhamos grandes avaços científicos em todas as 

áreas do conhecimento impulsionados pelo desenvolvimento de um vasto leque 

de metodologias, em particular, aplicadas na biologia celular. O conjunto de 

conhecimento gerado permitiu, dentre outras conquistas, a elucidação cada vez 

mais detalhada dos caminhos de transdução de sinal de controle da morte celular 

e os mecanismos moleculares núcleares responsáveis pela morte celular, 

arquiteturas celular e tecidual responsáveis pelas funções biológicas, gerando 

novas possibilidades de modulação farmacológica e, consequentemente, o 

desenho de novos candidatos a fármacos. Conforme meciondo anteriormente, 

está bem estabelecido na literatura que a célula tumoral apresenta um 

funcionamento anormal responsável pelo descontrole celular e progressão da 

doença. Potenciais fármacos antineoplasicos deveriam subverter o crescimento 

desregulado das células tumorais induzindo ao processo de morte.  Cabe aqui 

enfatizar que historicamente os produtos naturais têm demonstrado ser 

importantes fontes de novas moléculas de partida para a pesquisa, 

desenvolvimento e inovação em fármacos e medicamentos quimioterápicos 

(QUEIROZ et. al., 2009). Ao título de ilustração destacamos a vincristina, 

vimblastina, taxol, etoposideo e teniposídeo, todos de origem de plantas, 

atualmente utilizadas na clinica médica para o tratamento de uma gama de 

cânceres.  

 Aliado ao grande ao grande número de potenciais moléculas de origem 

natural encontradas na diversidade brasileira, a utilização de modelos 

experimentais baseados em cultura de células tumorais possibilita reproduzir 

condições semelhantes às ocorridas no organismo permitindo analisar e 

quantificar alterações sofridas pelas células frente à exposição de determinada 

molécula (HELLMANN-BLUMBERG et al., 2000; PHILIP, 2005). 

 De um modo geral a maioria dos agentes quimioterápicos para o 

tratamento do câncer, induzem alterações que culminam em citotoxicidade. 

Segundo Nardone (1977), citotoxicidade pode ser definida como um conjunto de 

alterações da homeostase celular, levando em conta uma série de modificações, 

que interagem na capacidade adaptativa das células, bem como na sua 
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reprodução e sobrevivência.  Estes testes in vitro são importantes para verificar a 

toxicidade seletiva de novos compostos nos estágios iniciais de desenvolvimento 

de fármacos (PUTNAM; BOMBICK; DOOLITTLE, 2002), uma vez que o equilíbrio 

entre os efeitos farmacológicos e toxicológicos de uma substância é requisito 

importante, para verificar sua aplicabilidade como agente terapêutico (MELO et 

al., 2000). 

 Os ensaios de citotoxicidade frequentemente utilizados baseiam-se na 

alteração de membrana e permeabilidade celular, nas funções mitocondriais e nas 

alterações da morfologia e da proliferação celular. (VLIETINCK; DE BRUYNE; 

VANDEN BERGHE, 1997; EISENBRAND et al., 2002).  

 Uma técnica amplamente empregada para avaliar a viabilidade celular é o 

método de exclusão do corante azul de tripano, o qual permite determinar a 

integridade das membranas (WILSON, 2000). Esse corante penetra em células 

mortas cujas membranas rompidas permitem a entrada. Nas céulas viáveis o 

corante não é excluído.  A contagem das células viáveis é comparada com 

percentual do controle e fornece um índice de citotoxicidade da molécula teste 

(BARILE,1994). Neste contexto, utilizamos este método como ponto de partida 

para investigar a atividade citotóxica da grandisina, após 24 horas de tratamento, 

sobre células k-562, em comparação com linfócitos de sangue periférico. Os 

dados obtidos demonstram que a grandisina apresentou citotoxidade sobre 

células leucêmicas com IC50 K562 = 1,075 µMol. A comparação com os linfócitos, 

IC50 linfócito = 0,375 µMol, demosntrou que estas células foram mais sensíveis a 

ação da grandisina nas primeiras 24 horas. Já a avaliação após 48 horas de 

tratamento, observamos maior citotoxicidade para as células K-562, quando 

comparado aos (IC50 k562= 0,198 µMol  e IC50 linfócitos= 0,200 µMol). Estes achados 

podem estar relacionados às caracteristicas de resistência a fármacos 

apresentadas por esta linhagem.  

Com o intuito de confirmar os dados acima, o potencial citotóxico da 

grandisina foi avaliado empregando o método MTT(TRUTER; SANTOS; ELS, 

2001). Este protocolo inidica a atividade metabólica celular. A redução do sal de 

MTT a cristais de formazan pela enzima succinato-desidrogenase resulta em 

cristais azuis insolúveis e a intensidade da coloração é utilizada para medir a 

atividade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular (SCUDIERO, 
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SHOEMAKER and PAULL, 1988). Neste teste a redução do MTT, semelhante aos 

resultados encontrados no ensaio anterior, no intervalo de 24 horas, obtivemos 

IC50 linfócitos= 0,425 µMol e IC50 k562= 11,980 µMol. Quando as mesmas linhagens 

foram tratadas por 48 horas os valores foram os seguintes, IC50 linfócitos= 0,851 

µMol e IC50 k562= 0,685 µMol. Foi possível confirmar que nas primeiras horas a 

grandisina apresenta atividade mais acentuda sobre linfócitos, e com o decorrer 

do tempo, o candidato a fármaco torna-se mais citotóxico às células k-562. Tais 

resultados demonstraram efeito citotóxico concentração-dependente e tempo-

dependente, nos intervalos investigados. Embora a grandisina tenha se mostrado 

citotóxica as células K562, ela causou efeito aos linfócitos normais de sangue 

periférico humano no mesmo intervalo de concentrações testadas. Estes 

resultados são importantes, pois demonstram que a grandisina embora exerça 

atividade antileucêmica, também atua de forma semelhante a muitos agentes 

quimioterápicos, exibindo toxicidade sobre células normais, podendo causar 

efeitos colaterais indesejáveis e dessa forma limitar sua aplicação no campo 

clínico (CRAGG et al., 2006). Entretanto outros testes são necessários para 

avaliar o efeito antiproliferativo da grandisina e melhor caracterizar o seu potencial 

de aplicação na terapêutica do cancer. 

As células em proliferação passam por quatro estágios designados 

G0/G1,S, G2 e M, onde o DNA é replicado e dividido. Células com conteúdo 

diplóide de DNA são consideradas na fase G0/G1. Na fase G0 estão em repouso, 

mas após um estímulo a célula entra em um período proliferativo (G1). Durante a 

fase S ou de síntese, as células aumentam o seu conteúdo de DNA 

progressivamente até atingir um estado tetraplóide com o dobro do conteúdo 

(G2). Na fase M, a célula se divide gerando duas células diplóides, voltando após 

à fase G0, onde subseqüente síntese de DNA não ocorre até que haja um novo 

estímulo  para divisão celular e a célula retorne à fase G1, onde a síntese ativa de 

DNA recomeça (BOTH et. al., 2000). Em nosso trabalho verificamos que após o 

tratamento das células leucêmicas com a grandisina houve um aumento de 47% 

da população de células em fase G1. Por outro lado, verificamos uma diminuição 

de 20% e 2%,da população de células em fase G2 e S, respectivamente, 

indicando que a grandisina induziu a parada do ciclo celular em fase G1 o que 

condiz com grande parte dos quimioterápicos existentes. 
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Uma vez detectada a capacidade da grandisina de induzir citotoxicidade e 

aumento de G1, analisamos as mudanças morfológicas das células K-562 após o 

tratamento com a grandisina. Foi detectado que um maior número de células com 

características como: marginalização ou condensação da cromatina, 

fragmentação celular ou nuclear, estruturas celulares fragmentadas dentro de 

vesículas (corpos apoptóticos), as quais são indicativas de morte por processo 

apoptótico. Assim, o próximo passo foi verificar alguns são os mecanismos 

envolvidos neste processo. A ocorrência da morte celular recente pode ser 

detectada pela capacidade da molécula teste em modular a anexina V, a qual tem 

elevada afinidade pela fosfatidilserina presente na porção interna da membrana 

citoplasmática de células íntegras.  A externalização da fosfatidilserina ocorre nos 

estágios precoces de apotose, permitindo identificar o fenômeno da apoptose de 

forma precoce se comparado aos ensaios  baseados em alterações nucleares, 

como a fragmentação do DNA (KOOPMAN et al., 1994; VERMES et al., 1995). 

Assim, a investigação da capacidade de modulação da anexina V precede a 

perda da integridade da membrana que acompanha os estágios mais precoces de 

morte celular, resultando em apoptose e/ou necrose.  

A exposição das células K-562 a grandisina confirmou que esta molécula 

induz morte celular, de forma concentração–dependente. Na maior concentração 

estudada o índice de apoptose tardia foi maior, nas demais concentrações a 

apoptose incial prevaleceu. Logo se conclui que o mecanismo efetor da morte 

celular em células k562 após tratamento com grandisina envolve mecanismos 

apoptóticos.  

Conforme descrito anteriormente, a apoptose é um processo muito bem 

controlado e programado que pode ser induzido em condições fisiológicas ou 

patofisiológicas, e é caracterizado por fenômenos específicos como, condensação 

da cromatina, fragmentação do DNA e morte celular (SQUIER; SEHNERT; 

COHEN, 1995; HAIDARA et al., 2002). Cabe aqui destacar que o conjunto de 

dados obtidos neste estudo relativos às alterações nas células tratadas com 

grandisina indicou apopose e o íncide de apoptose foi maior nas células tratadas, 

em comparação as células não-tratadas. Em contrapartida a necrose trata-se de 

um evento acidental, com resultados de lesões, incluindo anóxia, hipóxia, 
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isquemia, exposição a metabólitos tóxicos, trauma direto na célula e ou 

desintegração da membrana (KROEMER et al., 1997).  

Um indutor de apoptose celular, geralemente, envolve a participação de 

enzimas metabólicas do DNA, entretanto este fenômeno não está claramente 

estabelecido.  Independentemente disto, a abordagem molecular pode ser 

utilizada como ferramenta na inibição do crescimento tumoral, seja como agente 

antitumoral ou como adjuvante da terapia antitumoral (VECHIA; GNOATTO; 

GOSMANN, 2009).  Dados na literatura sugerem que a apoptose é regida por 

uma família de cisteína proteases chamadas caspases. Uma vez ativadas, as 

caspases clivam (e assim ativam) outras procaspases, resultando na amplificação 

da cascata proteolítica. Esse mecanismo além de destrutivo e autopropagado é 

também irreversível (ALBERTS et al,. 2002) 

No intuito de elucidar a via pela qual a grandisina promove a apoptose, foi 

realizado o teste que permite detectar a ativação das caspases -6, -8 e -9, 

determinação do Bcl-2 e Bax. Quando examinados esses efeitos sobre as células 

K-562 após 24 horas de tratamento foi possível detectar a modulação da atividade 

das caspases 6, 8 e 9 pela grandisina. Ocorreu um aumento da ativação de 

21,4%, 29,6% e 37,5% para as caspases -6 -8 e -9, respectivamente, após o 

tratamento com a grandisina.  Estas caspases ativadas são as principais enzimas 

envolvidas na ativação da via intrínseca. Como já comentado a caspase 8  é 

capaz de ativar proteínas pró-apoptóticas que promovem a formação de poros na 

membrana  externa mitocondrial, esse fenômeno é denominado de 

permeabilização da membrana extrena mitocondrial (Mitochondrial-outer-

membrane permeabilization). Esse processo ativa a liberação do citocromo c no 

citoplasma, o qual associado ao fator 1 de ativação de protease apoptotica 

(apoptotic protease-activating factor 1, APAF1) e à procaspase-9, forma o 

chamado apoptossomo. Na presença de ATP, a procaspase-9 é ativada, levando 

a liberação em cadeia de caspases executoras tais como -3,-6 e 7 (AMARANTE-

MENDES e GREEN, 1999).  

Dentre as proteínas intracelulares que regulam diretamente o processo de 

ativação das caspases, a família Bcl-2 é um dos mais importantes grupos 

(DESAGHER e MARTINOU, 2000). Os membros dessa família podem ser 

divididos em moléculas pró-apoptóticas (BAX, BAK, BCL-xs, BAD, BID, BIK, HRK, 
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BIM e BOK) e antiapoptóticas (BCL-2, BCL-xL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1, MCL-1, 

A1, E1B19K, LMW5-HL e EBV BHRF1). O equilibro relativo entre as diferentes 

proteínas, refletindo a formação de homodímeros e heterodímeros 

(neutralização), define a via de atuação sobre o mecanismo de morte celular 

programada (ZÖRNIG, 2001). Ainda verificando o mecanismo de apoptose da 

grandisina, os resultados evidenciam redução da expressão de Bcl-2 e, de forma 

surpreendente, Bax, quando comparados ao controle. Quando os níveis de Bcl-2 

estão reduzidos, pode-se inferir que o mecanismo pelo qual a células leucêmicas 

têm para continuarem vivas está sendo revertido, ou seja, estão em processo de 

apoptose. A inibição da apoptose pode ocorrer em qualquer fase do ciclo celular, 

mas o mecanismo pelo qual o Bcl-2 inibe a apoptose ainda não está bem 

esclarecido. Sabe-se que na superexpressão de Bcl-2, a habilidade de remover 

danos celulares por apoptose é limitada. Dessa forma os tumores conseguem 

progredir para fenótipos altamente malignos ou também resistentes a agentes 

quimioterápicos indutores de apoptose (STADELMANN, 1998). Roy et al (2000) 

demonstraram que a Bcl-2 retarda a indução de apoptose pelo lauril galato nas 

células Wehi e Calcabrini et al (2006) encontraram efeito semelhante em células 

de linhagem de câncer de mama humana MCF-7. O que se observa é quando 

tratadas com grandisina as células K562 reduziu a elevada expressão de Bcl-2, 

sugerindo que as células K-562 não apresentaram resistência a este candidato 

fármaco. Assim, estes resultados sugerem que a apoptose, promovida pela 

grandisina, passa pela modulação  de membros da família de Bcl-2.  

Já a avaliação da expressão da proteína Bax, os resultados mostram uma 

redução em sua expressão. O Bax é bastante expresso em vários tecidos, 

incluindo alguns cujas células podem morrer durante o processo de maturação do 

órgão (KRAJEWSKI et al., 1996). Alguns estudos mostram que quando Bcl-2 está 

superexpresso há dimerização com Bax e a morte celular é suprimida. Entretanto, 

a superexpressão de Bax acelera o processo de apoptose, pois quando expresso 

facilita a liberação do citocromo c com ativação das caspases efetoras da 

apoptose (PASTORINO et al., 1998), caso não observado no nosso trabalho.  

Uma vez que observamos redução da expressão de ambas às proteínas, Bax e 

Bcl-2, após o tratamento com a grandisina é possível que esta molécula interfira 

no equilíbrio entre inibição de morte e promoção de morte, em favor do aumento 
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de morte das células K562. Logo o mecanismo apoptótico exercido frente às 

céulas K-562 após tratamento com a grandisina não envolve o aumento da 

expressão de Bax, mas favorece o equilíbrio entre Bcl-2 e Bax (KRAJEWSKA et 

al., 1996).  

 Outro marcador utilizado para verificar a apoptose empregado no presente 

trabalho foi o Ki67, uma proteína não-histona que não é expressa em células na 

fase G0, mas que pode ser detectada nas fases ativas do ciclo celular (G1, S G2 e 

mitose). Inúmeros estudos tentam mostrar a relação entre o número de células 

Ki67 positivo e bom ou mau prognóstico em relação ao câncer (FITZGIBBONS et 

al., 2000). Zucarri (2001) aponta o Ki67 como um excelente marcador de 

proliferação celular no diagnóstico e prognóstico de carcinomas mamários e para 

detectar sua malignidade. Verificou-se que o ki67 está associado com a 

proliferação celular, estando à fração de células tumorais positivas ao Ki67 

correlacionadas com a evolução clínica da doença. Nos ensaios realizados não 

detectamos a modulação do Ki67 pela grandisina. 

 Finalmente, este estudo introduz um novo agente capaz de induzir 

apoptose em uma linhagem celular leucêmica com importantes características de 

resistência ao processo de morte celular programada. Entretanto, é importante 

que novos estudos sejam conduzidos, para assegurar a eficácia e segurança 

desta nova substancia, bem como elucidar de forma mais clara o mecanismo pelo 

qual se dá a apoptose das células K562 quanto tratadas com esse agente.  Além 

disso, outros testes com células normais devem ser realizados com o objetivo de 

averiguar se a grandisina apresenta seletividade para células transformadas, 

característica esta extremamente desejada nos tratamentos anticancerígenos.  
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7 CONCLUSÃO 

 

A grandisina apresentou citotoxicidade para células leucêmicas e normais, 

concentração-dependente e tempo-dependente, nos intervalos investigados. Após 

48 horas, a citotoxicidade para as células normais se manteve e observamos 

aumento para as células leucêmicas 

A investigação da morfologia destas células indicou morte celular com 

sinais de apoptose. 

O tratamento das células leucêmicas com grandisina por 24 horas 

promoveu a externalização da anexina V, um indicador primário de apoptose. 

A verificação dos mecanismos de morte celular demonstrou que o 

tratamento das células k-562 com grandisina por 24 horas induz ao aumento da 

população de células em fase G1 do ciclo celular e uma diminuição da população 

de células em fase G2 e S, respectivamente, indicando que a grandisina induziu 

parada do ciclo celular em fase G1. 

Nestas células, a investigação da atividade das caspases 6, 8 e 9 e  dos 

mediadores do processo de morte celular Bcl2 e Bax demonstrou que a morte 

celular ocorre via caspase-dependente e com modulação positiva de Bcl2 e Bax. 
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