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RESUMO 

 

O tratamento eficaz do câncer ainda desafia a medicina, uma vez que as estratégias 

até então empregadas não se mostram suficientemente seguras e capazes de eliminar 

de maneira específica as células tumorais. O câncer de próstata (CaP) é uma 

neoplasia maligna altamente incidente e o desfecho dos pacientes depende 

diretamente do tratamento adotado, sobretudo da eficácia dos quimioterápicos 

utilizados. Nesse contexto, a busca por produtos naturais ativos com ação 

antineoplásica tem se mostrado promissora. No presente estudo é relatado o efeito 

citotóxico de diferentes extratos vegetais (obtidos de espécies do cerrado brasileiro) e 

da substância 4-nerolidilcatecol (4-NC) frente a células tumorais prostáticas. Além 

disso, o 4-NC foi avaliado quanto à sua capacidade de suprimir diferentes mecanismos 

associados ao CaP. Foram cultivadas três linhagens celulares de próstata: RWPE-01 

(não tumorigênica), LNCaP (tumorigênica sensível a andrógeno) e PC3 (tumorigênica 

resistente à castração). Estas foram tratadas, individualmente, com extratos hexânicos, 

clorofórmicos e hidrometanólicos de 10 espécies vegetais e a citotoxicidade avaliada 

pelo método MTT. O extrato hexânico de Pothomorphe umbellata se mostrou promissor 

ao diminuir a viabilidade das linhagens tumorais. A substância obtida deste extrato 

hexânico de P. umbellata, o 4-NC, apresentou citotoxicidade seletiva contra linhagens 

de CaP, em especial sobre as linhagens PC3, induzindo também a apoptose, alterando 

o potencial de membrana mitocondrial e reduzindo a proliferação e invasão. 

Finalmente, a análise da expressão de 84 genes associados a diferentes vias 

oncogênicas demonstrou que o 4-NC é capaz de modular, além da apoptose e ciclo 

celular, o mecanismo de Transição epitélio-mesenquimal (EMT), angiogênese e hipóxia 

nas células PC3. Nossos achados elucidaram a atividade antitumoral do 4-NC frente a 

células de CaP, o qual se mostrou promissor sobretudo na supressão de mecanismos 

oncogênicos do modelo resistente à castração. Estudos adicionais são necessários 

para melhor descrever seu comportamento validando o 4-NC como uma nova 

alternativa para o tratamento do CaP avançado ou como protótipo para o 

desenvolvimento de novos fármacos antitumorais.  

 

Palavras-chave: Câncer de próstata resistente à castração, produtos naturais, 

Pothomorhe umbellata, 4-nerolidilcatecol e bioprospecção. 
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ABSTRACT 

 

Effective cancer treatment still challenges medicine, since the strategies employed so 

far are not sufficiently safe and capable of specifically eliminating tumor cells. Prostate 

cancer (PCa) is a highly incident malignant neoplasm and the outcome of patients 

depends directly on the treatment adopted, especially on the efficacy of the 

chemotherapeutic agents. In this context, the search for active natural products with 

antineoplastic action is promising. In the present study, is reported the cytotoxic effect of 

different plant extracts from Brazilian savanna and of the substance 4-nerolidylcatechol 

(4-NC) against prostate tumor cells. In addition, 4-NC was evaluated for its ability to 

suppress different mechanisms associated with CaP. Three prostate cell lines were 

cultured: RWPE-01 (non-tumorigenic), LNCaP (tumorigenic sensitive to androgen) and 

PC3 (tumorigenic resistant to castration). They were individually treated with  hexanic, 

chloroformic and hydromethanolic extracts from 10 plant species and the cytotoxicity 

evaluated by the MTT method. The hexanic extract of Pothomorphe umbellata was 

promising by decreasing the viability of the tumor cell lines.The substance obtained 

from this hexanic extract of P. umbellata, 4-NC, showed selective cytotoxicity against 

PCa lineages, especially on PC3, inducing apoptosis, altering mitochondrial membrane 

potential and reducing proliferation and invasion. Finally, analysis of the expression of 

84 genes associated with different oncogenic pathways demonstrated that 4-NC 

modulated apoptosis, cell cycle, epithelial-mesenchymal Transition (EMT), 

angiogenesis and hypoxia in PC3 cells. Our findings elucidated the antitumor activity of 

4-NC against PCa, which was promising especially in the suppression of oncogenic 

mechanisms of the castration-resistant model. Further studies are needed to better 

describe their behavior by validating 4-NC as a new alternative for the treatment of 

advanced CaP or as a prototype for the development of new antitumor drugs. 

 

Key words: Castration-resistant prostate cancer, natural products, Pothomorphe 

umbellata, 4-nerolidylcatechol and bioprospecting. 

 

 

 



 

1 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Carcinogênese e câncer de próstata: uma visão geral  

 

O câncer é uma doença crônica que agrupa um conjunto de mais de 100 

patologias caracterizadas por possuírem em comum alterações moleculares 

que culminam com a divisão celular descontrolada (KOTECHA; TAKAMI; 

ESPINOZA, 2016; STRMISKA et al., 2019). A malignidade resulta do acúmulo 

de mutações que elevam o potencial agressivo e a capacidade metastática das 

células  (STRMISKA et al., 2019). A metástase é a principal causa de 

morbimortalidade pela doença (SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013), uma vez 

que envolve o comprometimento de tecidos e órgãos adjacentes e/ou distantes 

do sítio tumoral primário (STEEG, 2016). Esta colonização extrínseca 

progressiva decorre do rompimento de barreiras impostas pelo organismo, 

como escape imunológico, degradação da matriz extracelular, infiltração e 

sobrevivência no sistema vascular e/ou linfático (MASSAGUÉ; OBENAUF, 

2016; ZEESHAN; MUTAHIR, 2017). A origem da cascata metastática inclui 

diferentes mecanismos como a transição celular epitélio-mesenquimal (EMT) e 

o acúmulo de células-tronco em um microambiente dinâmico e heterogêneo 

(LIU et al., 2017; SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013). 

Apesar dos notórios avanços dos métodos de detecção e tratamento de 

neoplasias, o câncer continua sendo um grande problema para a saúde pública 

(BASTOS et al., 2016). Seus índices epidemiológicos são alarmantes, incluindo 

alta incidência e mortalidade (KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016; 

MARROW; SECRETED; PROTECT, 2014; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).  

No ano de 2017, de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

cerca de 8,8 milhões de pessoas chegaram a óbito em nível mundial em 

decorrência do câncer, sendo a grande maioria em países em 

desenvolvimento.  São previstas 12 milhões de mortes até o ano de 2030 

(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019; WU, W. et al., 2019). O câncer de próstata 

(CaP) e o de pulmão para o sexo masculino e o câncer de mama e o do colo 
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do útero para o feminino são os mais incidentes, à exceção do câncer de pele 

não melanoma (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).  

O CaP é a segunda principal causa de morte decorrente de tumores nos 

Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). No Brasil, segundo o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA), são estimados 68.220 novos casos da 

doença para o biênio 2018-2019 (INCA - Insti ). 

Trata-se de um tumor indolente e assintomático em sua fase inicial. Os sinais, 

quando presentes, assemelham-se aos da hiperplasia prostática benigna 

(HPB) (DAMBER; AUS, 2008). Contudo, sua evolução pode ocorrer de maneira 

rápida e agressiva, obstruindo a vesícula e atingindo, primariamente, os ossos 

(STOCKARD et al., 2004).  

Tumores prostáticos são multifatoriais, heterogêneos e complexos 

molecular e clinicamente (MIMEAULT; BATRA, 2011). Entre os fatores de 

risco, destacam-se a idade avançada, a predisposição genética, a etnia, 

doenças sexualmente transmissíveis, atrofias inflamatórias, desregulação 

hormonal e a obesidade (DAMBER; AUS, 2008; HOANG et al., 2017; WANG et 

al., 2018; ZADRA; PHOTOPOULOS; LODA, 2013). Acomete, majoritariamente, 

homens com idade superior a 60 anos (REBBECK, 2018) e a maioria dos 

casos da doença é esporádica. Contudo, traços genéticos são relevantes para 

a promoção e progressão do tumor (NWOSU et al., 2001). A presença de pai 

ou irmão já diagnosticados com CaP aumenta em duas vezes a chance de 

desenvolvimento da doença (GRÖNBERG et al., 1997; NWOSU et al., 2001). 

Além disso, loci envolvidos na susceptibilidade ao CaP já foram descritos, 

quais sejam: o 1q24-25, referente ao gene Câncer de Próstata Hereditário 1 

(HPC1); o  1q42.2-43 do gene Predisposição para Câncer de Próstata (PCaP); 

o Xq27-28, onde se localiza o gene Câncer de Próstata Hereditário Ligado ao 

Cromossomo X (HPCX); o 1p 36 do gene Câncer de próstata e cérebro 

(CAPB); o 17p12 referente ao gene Câncer de Próstata Hereditário 2 (HPC2) e 

o 20q13 do gene  Câncer de Próstata Hereditário 20 (HPC20) (GRÖNBERG et 

al., 1997). Alterações nesses loci conduzem à tradução de proteínas que atuam 

em várias vias como angiogênese, apoptose, proliferação e diferenciação 

celular (EM; GOULART, 2014).   

A etnia também influencia o CaP, sendo este mais incidente em afro-

americanos. Variações genéticas e hormonais são associadas a esses índices 
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(RIVAS et al., 2016). Quanto às doenças sexualmente transmissíveis, assim 

como as prostatites, favorecem um ambiente inflamatório rico em citocinas, as 

quais corregulam a sinalização androgênica e, portanto, conduzem à evolução 

da doença (PERDANA et al., 2016). Já a obesidade também é considerada um 

fator de risco devido às alterações metabólicas associadas ao estresse 

oxidativo e aos níveis alarmantes de insulina circulante, que potencializam o 

crescimento celular (ZADRA; PHOTOPOULOS; LODA, 2013).   

O diagnóstico, em sua maioria, ocorre tardiamente, comprometendo a 

sobrevida dos pacientes (MIMEAULT; BATRA, 2011). Além disso, o 

desconhecimento acerca dos mecanismos moleculares associados à promoção 

do CaP limita o aprimoramento das técnicas rotineiramente utilizadas no 

rastreio da doença (BASTOS et al., 2016; LEE; CHO; KIM, 2011; STRMISKA et 

al., 2019). Portanto, a heterogeneidade do CaP, além de dificultar seu 

diagnóstico, favorece sua evolução e a consequente ineficácia das estratégias 

terapêuticas adotadas. Sua complexidade é traduzida nos diferentes subtipos 

moleculares os quais exigem estratégias terapêuticas específicas 

(KALYANASUNDARAM et al., 2013). Nesse contexto, torna-se necessário 

melhor caracterizar esses tumores, sobretudo os mais agressivos, além de 

desenvolver novos métodos e medicamentos na busca por uma maior 

sobrevida dos pacientes.  

 

1.2 O câncer de próstata resistente à castração (CRPC) e as limitações da 

quimioterapia convencional. 

 

A tumorigênese da próstata é altamente dependente de andrógenos, 

assim como as células normais da glândula (DAMBER; AUS, 2008). Esses 

hormônios encontram-se envolvidos com a maturação sexual, 

espermatogênese e desenvolvimento do órgão sexual masculino (EM; 

GOULART, 2014). Além disso, também coordenam a apoptose e a proliferação 

de células prostáticas (HOANG et al., 2017).  

O principal androgênio circulante é a testosterona, produzida 

majoritariamente pelas células de Leydig nos testículos, sob regulação do 

hormônio luteinizante (LH) (WANG et al., 2018). A testosterona circula no 

sangue associada a albumina e globulinas de ligação a hormônios sexuais 
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(EM; GOULART, 2014). Após difusão pela membrana plasmática, é convertida 

no citoplasma em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-  (WANG 

et al., 2018). A DHT apresenta uma afinidade cinco vezes maior ao receptor de 

androgênio (AR). Este é um receptor nuclear de hormônios esteroides 

altamente dependente de ligante e controla a expressão de vários genes 

(HEINLEIN; CHANG, 2004). 

O gene que codifica o AR está localizado no cromossomo Xq11-12, 

sendo formado por 8 exons. Estruturalmente é constituído por um arcabouço 

com três domínios funcionais: um N-terminal (NTD) de transativação, um de 

ligação ao DNA (DBD) e o de ligação ao ligante (LDB) (WADOSKY; 

KOOCHEKPOUR, 2017b). Quando livre da presença de hormônio, o AR se 

encontra no citoplasma associado a proteínas de choque térmico (HSP), 

responsáveis por protegê-lo da proteólise (EM; GOULART, 2014) (Figura 1). 

Após se ligar ao DHT, por meio do LDB, uma mudança conformacional conduz 

o deslocamento das HSPs (TAN et al., 2015). Há a dimerização do receptor e a 

ligação de correguladores, com a posterior translocação para o núcleo, onde o 

AR se liga a elementos de resposta androgênica (AREs). No núcleo, portanto, 

associado também a proteínas corregulatórias, o AR controla a expressão de 

genes alvo, como o antígeno prostático especifico (PSA) e a protease 

transmembrana, serina 2 (TMPRSS2) (SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013).  

O rastreamento do CaP é realizado, principalmente, pela dosagem séria 

do PSA (CHEN et al., 2017). Os níveis desse antígeno se alteram quando o 

epitélio do órgão se rompe, o que decorre de alterações benignas (HPB e 

inflamações) e malignas, como o câncer (WALLACE et al., 2014). Também é 

realizado o toque retal e ultrassonografia da glândula. A extensão do tumor 

direciona a decisão terapêutica (ZHOU, L. et al., 2017). Já o tratamento inclui 

múltiplas abordagens como cirurgia, radioterapia, terapia hormonal e 

quimioterapia (DAMBER; AUS, 2008; GAO et al., 2019).  
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Figura 1: Representação das principais vias de ativação do receptor de androgênio (AR) 

no câncer de próstata. Ao se ligar à di-hidrotestosterona (DHT) o AR transloca para o núcleo 

regulando a expressão de diferentes genes. Mecanismos adicionais são também responsáveis 

por manter a sinalização androgênica ativada como o receptor de interleucina-6 (IL-6), o 

receptor do fator de crescimento 1 semelhante à insulina (IGF-1R) e o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR). 

  
Fonte:(LONERGAN; TINDALL, 2011)  

 

Em 1972, Huggins e Hodges foram pioneiros em demonstrar a 

dependência do CaP à sinalização androgênica (CHANDRASEKAR et al., 

2015). A terapia de privação androgênica (ADT) tem sido o tratamento primário 

em casos de CaP metastático e tumor localmente avançado (SHAFI; YEN; 

WEIGEL, 2013). A ADT consiste na ablação hormonal por castração cirúrgica, 

com a orquiectomia bilateral, ou química (CHANDRASEKAR et al., 2015), com 

a utilização de medicamentos como agonistas do hormônio liberador de 

gonadotrofina (GnRH), os quais reduzem a produção hipofisária do hormônio 

luteinizante, impedindo a produção da testosterona testicular (GROSSMANN; 

CHEUNG; ZAJAC, 2013). Além destes, também são administrados inibidores 

competitivos pelo domínio de ligação ao AR (GELMANN, 2002). Contudo, 

muitos pacientes, em um prazo de cerca de dois anos, não mais respondem à 

ADT, o que caracteriza o quadro de CRPC, com a constante ativação do eixo 
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androgênico e a consequente progressão da doença (HEINLEIN; CHANG, 

2004). 

Portanto, com a resistência à castração, mesmo com o bloqueio 

hormonal, o receptor continua desempenhando suas funções (SHAFI; YEN; 

WEIGEL, 2013). Diferentes fatores contribuem para esse fenótipo como 

amplificação, mutações, splicing alternativo, mudanças estruturais, 

modificações em suas proteínas corregulatórias, alterações em vias adicionais 

que culminam na ativação do AR e desregulação metabólica com produção de 

testosterona pelo córtex adrenal (SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013). A 

compreensão das vias envolvidas na reativação do AR são de extrema 

importância para o delineamento de terapias futuras e para a compreensão dos 

mecanismos de ação de compostos capazes de conter a progressão do CRPC 

(GELMANN, 2002).  

A reativação do AR intratumoral no CRPC pode decorrer de amplificação 

do receptor (HEINLEIN; CHANG, 2004). A amplificação promove 

hipersensibilidade, a qual compensa os baixos níveis séricos de androgênio 

(NWOSU et al., 2001). Mutações em seus domínios, em especial no LDB, 

também conduzem à resistência, uma vez que moléculas não androgênicas, 

como progesterona, estradiol e alguns antagonistas de AR também ativam o 

receptor (HEEMERS; TINDALL, 2007). Embora estas sejam as mais 

frequentes, também são descritas mutações em NTD e DBD  (GROSSMANN; 

CHEUNG; ZAJAC, 2013).  

Nas últimas décadas, tem sido demonstrado que variantes de splicing do 

AR (ARV) também regulam a transdução do sinal androgênico (WADOSKY; 

KOOCHEKPOUR, 2017a). ARVs que não possuem o LDB continuam ativos, 

direcionando o maquinário transcricional mesmo na ausência de hormônios, 

sustentando o quadro de CRPC (LU, C.; LUO, 2013). Já foram descritos pelo 

menos 18 ARVs. O ARV7 tem se destacado, uma vez que consegue adentrar o 

núcleo celular, mesmo na ausência do androgênio, sinalizando para o 

crescimento e a proliferação de células CRPC (CHAN; LI; DEHM, 2012), além 

de manterem a expressão de PSA (LU, J.; DER STEEN; TINDALL, 2015; 

SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013).  

Os correguladores do AR são macromoléculas moduladoras que 

induzem ou reprimem o funcionamento gênico (HEEMERS; TINDALL, 2007). 
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Co-ativadores de AR remodelam a cromatina e modificam histonas, facilitando 

o acesso do maquinário transcricional ao DNA nucleossomal (HEEMERS; 

TINDALL, 2007). Uma das principais famílias de co-ativadores é a p160, 

composta por três proteínas: SRC-1, SRC-2 (TIF2) e SRC-3 (DAI; HEEMERS; 

SHARIFI, 2017). Estas se ligam ao AR pelo NTD e atuam com transativadores 

gênicos (EM; GOULART, 2014). A família p300 também se destaca, ao 

promover modificações epigenéticas que garantem o funcionamento gênico 

(EM; GOULART, 2014). Já foi demonstrado que em CRPC há elevados níveis 

de expressão do p300 (ZHONG et al., 2014) e, portanto, essas proteínas se 

mostram chave para o quadro de CaP avançado (DAI; HEEMERS; SHARIFI, 

2017; HEEMERS; TINDALL, 2007). 

Finalmente, fatores de crescimento e citocinas também são moduladores 

do AR (HUANG; FU, 2015). Existem outras vias que ativam essa sinalização 

reprimida pela ADT (HEINLEIN; CHANG, 2004), aumentando, inclusive, a 

transcrição do receptor (HUANG; FU, 2015) (Figura 1). O receptor do fator de 

crescimento 1 semelhante à insulina (IGF-1R) e o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR), quando estimulados, ativam proteína-quinase 

ativadas por mitógenos  (MAPK), proteína kinase B (AKT) e  transdutor de sinal 

e ativador da transcrição (STAT), conduzindo à evolução do tumor (HEEMERS; 

TINDALL, 2007; HUANG; FU, 2015). A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina que 

modula co-ativadores do AR e, portanto, se mostra importante no quadro de 

CRPC (HEEMERS; TINDALL, 2007).  

Em decorrência da reativação do AR, o CRPC apresenta um fenótipo 

distinto que garante um perfil migratório, invasivo e metastático. Nesse 

contexto, a transição epitélio-mesenquimal (EMT) tem se mostrado um 

mecanismo chave para esse grave quadro clínico (GHOLAMZADEH et al., 

2019; IMRAN et al., 2019; KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016; WU, C. Y.; 

CHEN, 2019). A EMT envolve a sinalização mediada pelo microambiente 

tumoral onde há a perda da polaridade apico-basal das células, com o ganho 

de uma estrutura desordenada e fibroblástica (FEITELSON et al., 2015). Essa 

transição é desencadeada por fatores de transcrição Snail com a consequente 

perda da expressão de E-caderinas (JEON; LEE, 2017; NOURI et al., 2014) e 

superexpressão de N-caderina, Vimentina e Fibronectina (FEITELSON et al., 

2015). O Snail também protege a células tumorais de sofrerem apoptose 
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(JEON; LEE, 2017) e promove a multiplicação de células-tronco tumorais 

(CSC) (ZEESHAN; MUTAHIR, 2017), as quais também estão envolvidas com a 

resistência a terapias convencionais (LEE; CHO; KIM, 2011). Além disso, 

estudos anteriores em linhagem LNCaP comprovaram que, na presença de 

ARV7, há o aumento da expressão de moduladores mesenquimais, como N-

caderina e a Vimentina (JEON; LEE, 2017; LU, J.; DER STEEN; TINDALL, 

2015). 

Interessantemente, o processo EMT promove a liberação do fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) e, portanto, sinaliza para a 

angiogênese, uma das marcas do câncer. A neovascularização é crucial tanto 

para o surgimento quanto para a progressão da doença (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011), sendo também estimulada pela hipóxia, um ambiente de 

baixa oxigenação (FANG; GILLIES; GATENBY, 2008) superado pelas células 

tumorais por meio do aumento de expressão de enzimas glicolíticas e 

transportadores de glicose, o que leva ao estímulo do metabolismo glicolítico 

(FANG; GILLIES; GATENBY, 2008). A resistência a hipóxia é adquirida a partir 

da transcrição de fatores induzidos por hipóxia (HIF) (ZIMNA; KURPISZ, 2015), 

o qual mantém a proliferação e angiogênese (MUZ et al., 2015).  

Importante salientar que a progressão ao CRPC metastático é refratária 

tanto à ablação androgênica, quanto a quimioterápicos convencionais de 

primeira linha, como o docetaxel (M CHANDRASEKAR et al., 2015; IMEAULT; 

BATRA, 2011). Este tem potencial anti-mitótico, estabilizando os microtúbulos e 

inviabilizando a divisão celular (CHANDRASEKAR et al., 2015). Além disso, 

este medicamento ativa caspases, induzindo a apoptose (CHANDRASEKAR et 

al., 2015). Por fim, o docetaxel também atua diminuindo a expressão de AR 

(JEON; LEE, 2017). Embora o docetaxel tenha contribuído substancialmente 

para o aumento da sobrevida dos pacientes, ainda se faz necessária a busca 

por novos agentes que possam melhorar a resposta terapêutica, seja 

isoladamente ou associados às drogas até então aprovadas.  Além disso, a 

toxicidade inerente à quimioterapia debilita os pacientes e, por vezes, 

compromete o ciclo de administração dos quimioterápicos.  

Portanto, é premente a descoberta e caracterização de novos agentes 

terapêuticos seletivos e mais eficazes (GHOLAMZADEH et al., 2019; WU, C. 

Y.; CHEN, 2019). A compreensão de seus mecanismos de ação também é 
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igualmente relevante, oferecendo subsídios para novos desenhos terapêuticos 

que possam, de fato, contribuir para a cura dos pacientes.  

 

1.3 Bioprospecção de produtos naturais no tratamento oncológico  
 

Os primeiros registros da utilização medicinal de espécies vegetais 

datam de 2600 antes de Cristo (aC). Documentos descrevem o uso histórico de 

aproximadamente 1000 preparações  diferentes derivadas de plantas na 

composição de chá, tinturas, emplastros e outras formulações (NEWMAN , D. 

J. AND CRAGG, 2012). Contudo, sua aplicabilidade na medicina não se 

restringe aos tempos antigos e diferentes espécies continuam sendo estudadas 

no cuidado de pacientes acometidos por diferentes enfermidades (CRAGG; 

PEZZUTO, 2016; CHEUKA et al., 2016).  

Os produtos naturais (PN) são vantajosos ao se mostrarem menos 

tóxicos, acarretando menos efeitos colaterais sem o comprometimento de sua 

eficácia (CRAGG; NEWMAN, 2013; DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; 

KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016). A ação terapêutica de plantas é 

mediada por seus metabólitos secundários . Estes 

desempenham um papel adaptativo relevante (ZAYNAB et al., 2018), sendo 

classificados por sua estrutura química e biosintetizados a partir de vias 

essenciais, como a do ácido chiquimico e mevalonato . 

Existem três grandes grupos de metabólitos secundários: alcaloides, terpenos 

e compostos fenólicos (CF). O primeiro alcaloide a ser isolado foi a morfina, por 

Serturner, em 1805 (KRISHNAMURTI; RAO, 2016). Desde então, metabólitos 

secundários vêm sendo explorados, principalmente alcaloides e terpenos, 

revolucionando o tratamento de diferentes doenças, incluindo o câncer 

(NEWMAN , D. J. AND CRAGG, 2012). 

Os CFs são caracterizados por possuírem pelo menos um anel 

aromático em sua estrutura molecular, em que pelo menos um hidrogênio é 

substituído por uma hidroxila (BAILÃO et al., 2015; PERES, L., 2012). Nas 

espécies vegetais atuam na fotoproteção (flavonoides), na defesa contra 

patógenos (taninos), na ação inseticida (isoflavonoides) e na pigmentação 

(antocioninas) (AGATI et al., 2013; ELLIS; FIELD, 2016; NIRMA et al., 2012). O 
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CF vanilina, extraído da Vanilla planifólia, já é amplamente explorado na 

indústria alimentícia como principal componente da essência de baunilha 

(YANG et al., 2017). Além disso, os CFs têm desempenhado papel importante 

na medicina, principalmente devido à sua ação antioxidante (ZHOU, Y. et al., 

2016). Diversos compostos fenólicos já tiveram seu potencial antitumorigênico 

comprovado a partir da ação em diversas vias envolvidas no desenvolvimento 

tumoral (CRAGG; PEZZUTO, 2016; KUMAR; RIMANDO; LEVENSON, 2017; 

WENG; YEN, 2012). De fato, embora as plantas possam conter centenas de 

metabólitos secundários, apenas os majoritários são extraídos em maior 

concentração (BALUNAS; KINGHORN, 2005; KALYANASUNDARAM et al., 

2013).  

O isolamento de compostos biologicamente ativos a partir de espécies 

vegetais envolve uma abordagem multidisciplinar, que combina química, 

botânica, bioquímica combinatória e análises moleculares, entre outras 

(BAILÃO et al., 2015). Considerando tumores, substâncias naturais são 

potencialmente promissoras. Cerca de 60% dos fármacos antitumorais atuais 

são derivadas de fontes naturais,  sendo estas referências no tratamentos 

contra diversos tipos de cânceres (BALUNAS; KINGHORN, 2005; CRAGG; 

NEWMAN, 2013; CRAGG; PEZZUTO, 2016). A Tabela 1 apresenta 

medicamentos bioprospectados de plantas medicinais (FEITELSON et al., 

2015). 
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  Tabela 1: Quimioterápicos bioprospectados de espécies vegetais com ação antitumoral. 
 

Princípio ativo Classe e espécie  Tipo Tipo de tumor 

Paclitaxel 

(Taxol®) 

Taxano/ Taxus brevifolia Produto natural Carcinoma de ovário, 

mama. Sarcoma de 

Kaposi 

Docetaxel Taxano/ Taxus brevifolia Derivado semisintético Câncer de mama, 

próstata (incluindo 

resistente a castração) 

e de cabeça e pescoço 

Cabazitaxel Taxano/ Taxus brevifolia Derivado semisintético Câncer de próstata 

resistente a castração 

Vincristina 

(Oncovin®) 

Alcalóide de vinca/ 

Catharanthus roseu 

 Produto natural 

 

Leucemia aguda, 

câncer de mama, 

neuroblastoma e tumor 

de Wilms 

Vimblastina 

(Velban®) 

Alcalóide de vinca/ 

Catharanthus roseu 

Produto natural Câncer de mama, rins 

e testículos 

 
Fonte: (FEITELSON et al., 2015). 

 

O Brasil é detentor da maior e mais rica biodiversidade do planeta com 

significativo potencial para pesquisas por novos medicamentos de fontes 

naturais (MELO et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2011). Contudo, a 

bioprospecção de sua potencialidade terapêutica é incipiente (DOS SANTOS et 

al., 2016), evidenciando a importância de novos estudos na área, sobretudo 

voltados para o tratamento oncológico.   

 

1.4 Espécies encontradas no cerrado como fontes de produtos naturais 

para o tratamento do câncer de próstata 

 

O cerrado é um dos diversos biomas existentes no território brasileiro, 

com vasta e pouco explorada biodiversidade (RIBEIRO, et al., 2014). Mesmo 

rico em espécies com potencial farmacológico e terapêutico, as pesquisas 

permanecem negligenciadas, além de estar em risco devido às queimadas 

para fins agroindustriais (RIBEIRO, et al., 2014). Entre as espécies medicinais 

com potencial para o tratamento de câncer, estão a Achyrocline satureioides, 
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Arrabidaea chica, Bidens pilosa, Equisentum ssp, Kalanchoe brasiliensis, 

Pothomorphe umbellata, Smilax ssp, Solanum lycocarpum e Vernonia 

polyanthes. 

 

1.4.1 Achyrocline satureioides  

Achyrocline satureioides (família Asteraceae), popularmente conhecida 

como Macela-do-campo, é nativa da América do Sul. Apresenta-se como um 

arbusto perene, com folhas finas e alongadas, chegando a um metro de 

altura(BASSANI et al., 2018). A A. satureioides é empregada no tratamento de 

doenças respiratórias, distúrbios inflamatórios, doenças do sistema nervoso, 

problemas hepáticos e do sistema gastro intestinal; além de também ser 

utilizada como calmante. Seus compostos fenólicos (CF), principalmente 

flavonoides, têm sido associados aos efeitos antitumorais e antivirais já 

descritos (CARINI; KLAMT; BASSANI, 2014; SOUZA et al., 2018). Estudos 

comprovaram que essa planta é rica em terpenos, chalconas e CFs, os quais 

se destacam por seus efeitos antioxidantes (BASSANI et al., 2018; SOUZA et 

al., 2018).  

 

1.4.2 Arrabidaea chica 

 

 Arrabidaea chica (família Bignoniaceae) é denominada popularmente por 

crajirú e é amplamente encontrada no cerrado e mata atlântica. pertencente à 

(BEHRENS; TELLIS; CHAGAS, 2012) e utilizada como diurética, 

antinflamatória, cicatrizante, bactericida, expectorante, e para o tratamento de 

distúrbios intestinais. Sua atividade antitumoral já foi relatada para o câncer 

uterino e de boca (RIBEIRO, A. F. C. et al., 2012; TAFFARELLO et al., 2013). A 

cajurina, metabólito principal da A. chica, tem uma pigmentação avermelhada, 

sendo muito utilizada por tribos indígenas como corante. Além disso, suas 

ações antioxidantes e antiinflamatória já foram relatadas (ARO et al., 2013; 

PAULA et al., 2013). 
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1.4.3 Bidens pilosa 

 

Bidens pilosa (família Asteraceae) é uma planta amplamente encontrada 

em países tropicais, , (CORTÉS-ROJAS et al., 2013), e conhecida 

popularmente como picão-preto. A B. pilosa é considerada uma erva daninha 

em alguns países. Contudo, também é utilizada na alimentação e como planta 

medicinal (LI, S. et al., 2018; WU, J. et al., 2013) para o tratamento de doenças 

hepáticas, cardiovasculares, inflamações, infecções, diabetes e alguns tipos de 

cânceres, como o linfoma (LI, S. et al., 2018; WU, J. et al., 2013). Investigações 

fitoterápicas dessa planta demonstraram a presença de flavonoides em suas 

folhas  (GONÇALEZ et al., 2008). 

 

1.4.4 Equisetum ssp. 

 

Equisetum ssp. (família Equisetaceae) é uma herbácea encontrada na 

América do Sul é popularmente conhecida como cavalinha e predominante em 

regiões ribeirinhas (USLU et al., 2013) utilizada em casos de problemas renais, 

vasculares, infecciosos, inflamatórios e câncer (MIMICA-DUKIC et al., 2008). A 

quercetina já foi descrita como seu composto majoritário, o qual já foi avaliado 

quanto aos seus efeitos antioxidantes, ao sequestrar radicais-livre, diminuindo 

assim a probabilidade de danos por estresse oxidativo (IMAI et al., 2009; LI, H. 

et al., 2012; MIMICA-DUKIC et al., 2008).  

 

1.4.5 Kalanchoe brasiliensis 

 

A Kalanchoe brasiliensis é uma Crassulaceae amplamente disseminada 

no cerrado, com folhas suculentas. É comumente utilizada como ornamento, 

contudo, também possui aplicabilidade medicinal com efeito anti-inflamatório  

(FONSECA et al., 2018). A K. brasiliensis é popularmente conhecida como 

saião ou flor-da-fortuna. Seu consumo também é indicado em casos de asma, 

cálculos renais, diabetes, doenças pulmonares, úlceras, tumores e feridas. 

Seus constituintes majoritários são flavonoides glicosilados derivados da 



 

14 

 

 

aglicona patuletina, que possuem atividade gastroprotetora  (DE ARAÚJO et 

al., 2018; DE SOUZA DOS SANTOS et al., 2011; FONSECA et al., 2018). 

  

1.4.6 Pothomorphe umbellata 

 

 A Pothomorphe umbellata, popular caapeba, é uma planta pertencente à 

família Piperaceae, típica do cerrado e da mata atlântica, com ciclo de vida 

longo, podendo chegar a 2,5 metros. Suas folhas são largas e em formato de 

coração, comumente encontrados em locais úmidos e sombreados 

(NEUWINGER, 1996). É indicada em casos de diabetes, febres, doenças 

hepáticas, doenças gastrointestinais, doenças respiratórias e em feridas, 

devido à sua ação anti-inflamatória (SPONCHIADO et al., 2014; VALADARES 

et al., 2007).   

A P. umbellata se destaca por seus metabólitos secundários, 

principalmente o 4-NC, o qual possui importantes atividades biológicas 

(CORTEZ et al., 2015; VALADARES et al., 2007). Alguns estudos mostraram 

que o 4-NC tem propriedades antioxidantes, citotóxica, antimaláricas, 

antitumorais e quimiopreventivas (CORTEZ et al., 2015; LOPES et al., 2013; 

PAULIQUEVIS et al., 2015; SACOMAN et al., 2008; SPONCHIADO et al., 

2014; VALADARES et al., 2007). 

 

1.4.7 Smilax ssp 

 

 A Smilax ssp. é uma espécie pertencente a família Smilaceae, típica da 

região mediterrânea, mas amplamente difundida no cerrado brasileiro. Suas 

folhas são comestíveis e recomendadas para o tratamento de sífilis, diabetes, 

problemas renais e reumatismo (IVANOVA et al., 2011). Também conhecida 

como Salsaparrilha, suas partes aéreas são ricas em saponinas esteroidais 

(SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004), as quais apresentam atividades 

antitumorais, depurativas e antidiabéticas (SPARG, 2004; IVANOVA et al., 

2011). Estudos com extratos de Smilax relataram a indução de morte de 

células tumorais por apoptose e autofagia, sugerindo seu papel enquanto 

agente antitumoral (SHE et al., 2017; TIAN et al., 2017). 
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1.4.8 Solanum lycocarpum 

 

 A Solanum lycocarpum é um arbusto nativo do cerrado, pertencente a 

família Solanaceae. Popular lobeira, seus frutos são utilizados em casos de 

diabetes, colesterol alto, espasmos, dores abdominais e renais (ANDRADE et 

al., 2016; MUNARI et al., 2012). Além de não serem mutagênicos, seus 

extratos protegem o material genético contra danos cromossômicos causados 

por quimioterápicos (TAVARES et al., 2011). Seus metabólitos majoritários são 

dois glicoalcaloides denominados, solamargina e solasonina, também 

citotóxicos a células tumorais (MUNARI et al., 2014).  

 

1.4.9 Vernonia polyanthes 

 

 A Vernonia polyanthes é um arbusto perene, nativo do cerrado 

pertencente à família Asteraceae. Suas folhas são muito utilizadas em casos 

de reumatismo, bronquite, malária e tosse constante (TOYANG; VERPOORTE, 

2013). Conhecida popularmente como assa-peixe, a V. polyanthes tem como 

metabólitos principais lactonas sesquiterpênicas com propriedades terapêuticas 

antiinflamatórias (BARBASTEFANO et al., 2007).  

 

 

Portanto, no presente trabalho investigou-se compostos biologicamente 

ativos para o tratamento do CaP. Em suma, demonstrou-se, por meio de 

ensaios funcionais, que o metabólito da P. umbellata, o 4-NC, age de forma 

efetiva e seletiva contra a linhagem CRPC (PC3). Ademais, foi investigado o 

mecanismo de ação do 4-NC sobre as células PC3 ao se quantificar a 

expressão diferencial de 84 genes associados a diferentes mecanismos 

oncogênicos. Finalmente, este estudo se destaca não somente por apresentar 

resultados promissores para o tratamento do CRPC, mas também por 

evidenciar a importância da biodiversidade brasileira quanto à sua potencial 

riqueza farmacológica. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar extratos vegetais de espécies vegetais encontradas no cerrado 

brasileiro e substância isolada de extrato promissor quanto à sua capacidade 

em interceptar mecanismos tumorigênicos do CaP.  

 2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Selecionar extratos de espécies vegetais encontradas no cerrado 

brasileiro com potencial antitumoral; 

 Investigar a citotoxicidade dos extratos selecionados sobre linhagens 

neoplásicas e não neoplásicas da próstata.  

 Definir os extratos promissores para o tratamento do CaP; 

 Validar o potencial antiproliferativo da substância pura 4-NC, obtida de 

P. umbellata, sobre as linhagens tumorais prostáticas, sobretudo sobre a 

PC3, modelo de CRPC; 

 Investigar, por meio de estudos funcionais, a capacidade do 4-NC em 

induzir a apoptose de células tumorais prostáticas; 

 Investigar o mecanismo de ação do 4-NC sobre vias oncogênicas; 

 Definir, a partir dos genes regulados, os mecanismos chave de ação do 

4-NC sobre células CRPC. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção, coleta e obtenção dos extratos das espécies vegetais.  

 

O presente estudo foi desenvolvido em parceria com a Universidade 

Federal de Juiz de Fora (UFJF) e encontra-se em consonância com a Lei 

Federal número 13.123/2015 de Acesso ao Patrimônio Genético, registrado 

sob o número A5BD484. As espécies vegetais foram definidas utilizando 

estratégias integradas e racionais de seleção, incluindo farmacognosia reversa 

e critérios taxonômicos e quimiotaxonômicos. As partes aéreas foram coletadas 

no Horto da Faculdade de Farmácia  UFJF e as exsicatas se encontram 

depositadas no Herbário Leopoldo Krieger - UFJF, juntamente com seu número 

de tombo A. satureioides (19717), B. pilosa (19613), Equisentum ssp (49200), 

K. brasiliensis (43980), P. umbellata (48624), Smilax ssp (65909), S. 

lycocarpum (65906) e V. polyanthes (49336). 

   As amostras foram processadas e os extratos cedidos pelo Laboratório 

de Núcleo de Identificação e Pesquisa de Princípios Ativos Naturais (NIPPAN). 

Em suma, após a coleta, as folhas foram secas a temperatura ambiente e, em 

seguida, pulverizadas em moinho de facas. Posteriormente, procedeu-se a 

maceração fracionada, em temperatura ambiente, utilizando como solventes o 

hexano, clorofórmio e a mistura de metanol:água(proporção 7:3 v/v), como 

solventes extratores. As soluções hexânicas, clorofórmicas e hidrometanólicas 

obtidas de cada amostra foram filtradas para um balão de fundo redondo e 

rotaevaporadas a 40oC para a obtenção dos extratos fracionados. A 

rotoevaporação foi repetida por 5 vezes a cada 3 dias. 

 

3.2 Isolamento do 4-NC  

 

O 4-NC foi gentilmente cedido pelo laboratório de Núcleo de 

Identificação e Pesquisa de Princípios Ativos Naturais (NIPPAN). 
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3.3 Linhagens celulares 

 

As linhagens celulares foram obtidas do banco de células American 

Type Culture Collection (ATCC). Foram cultivadas as linhagens RWPE-01 (não 

tumorigênica) e as linhagens tumorais LNCaP (hormônio dependente) e PC3 

(CRPC). As células RWPE-01 foram mantidas em meio de cultivo de 

queratinócitos enriquecido com 1ug/mL de extrato de pituária bovina, 5 ng/mL 

de Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) humano recombinante e 100 

mg/mL do antibiótico sulfato de gentamicina. As LNCaP e PC3 foram cultivadas 

em meio RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino a 10% e 100 mg/mL do 

antibiótico sulfato de gentamicina. Todas foram mantidas a 37C em incubadora 

úmida com ambiente controlado contendo 5% de CO2, até atingirem 80-90% de 

confluência. 

 

3.4 Ensaio de citotoxicidade 

 

Para se determinar a citotoxicidade das amostras, foi realizado o ensaio 

baseado na metabolização mitocondrial do Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-

2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT). As frações foram diluídas em uma solução 

estoque a 50 mg/mL em Dimetil-sulfóxido (DMSO) e os experimentos 

realizados em triplicata.  

Após a confluência, as células RWPE-01, LNCaP e PC3 foram coletadas 

e centrifugadas por 5 min a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as 

células foram solubilizadas em 1 mL de meio de cultura suplementado. Para o 

plaqueamento, foram utilizadas 2 x 104 células/poço, em placas de 96 poços, 

mantidas a 37°C e 5% CO2 por 24 h para aderência. Transcorrido esse 

período, foram adicionados os extratos nas seguintes concentrações, diluídos 

em meio de cultivo: 0,125 ; 0,25 ; 0,5   e . Após 24 

horas de tratamento foi adicionado 10 µl de MTT diluído em meio a 5mg/mL por 

4 h. Em seguida, foram acrescidos 50 µl de solução de dodecil sulfato de sódio 

(SDS) 20%/N-dimetil-formamida a 50% e a placa incubada por 16 horas. Por 

fim, foi realizada a leitura da absorbância (Abs) em espectrofotômetro 

(Multiskan GO) no comprimento de onda a 570 nm. Os valores da viabilidade 
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celular foram expressos em percentagem relativa à absorbância determinada 

de acordo com a Fórmula (F1).  

 

 

 

 

 

Abs tratamento = Absorbância da Amostra contendo diferentes 

tratamentos. 

Abs branco = Absorbância do controle negativo (apenas meio de cultura) 

Abs DMSO = Absorbância do controle de tratamento (diluente-DMSO) 

 

 

Para os ensaios de citotoxicidade do 4-NC, foram utilizadas as mesmas 

condições supracitadas. Contudo, o composto foi avaliado nas concentrações 

de 6,12µM,12,5 µM, 25 µM, 50 µM, 80 µM, 100µM, 125µM, 150 µM, 200 µM, 

250 µM, 300 µM e 350 µM por 24 e 48horas. O índice citotóxico para 50% 

(IC50) foi calculado por regressão não linear utilizando-se o software GraphPad 

Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A partir do ensaio de 

MTT foram definidas as concentrações do 4-NC para os experimentos 

posteriores, quais sejam: 6µM, 65µM, 80µM, 100µM e 125µM. 

 

3.5 Ensaio clonogênico   

 

A capacidade proliferativa das células PC3 foi mensurada pelo ensaio 

clonogênico. A análise foi realizada em triplicata e após tratamento com 

concentração sub-citotóxica (6µM) e citotóxica (80µM) de 4-NC. Foram 

plaqueadas 1 x 102 células/poço em placas de 6 poços. As células foram 

mantidas por 15 dias, com troca do meio no sétimo dia após o plaqueamento. 

Após 15 dias, as células foram fixadas em metanol 100% gelado, por 5 minutos 

a temperatura ambiente. Posteriormente, o metanol foi removido e então 

adicionados 1 mL de cristal violeta 0,1% por 1 minuto. As colônias coradas 

 

Viabilidade (%)  x100       (F1) 
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foram lavadas por três vezes com água destilada e aquelas com mais de 50 

células foram contabilizadas para análise.  

 

3.6 Ensaio de migração celular  

 

Para a avaliação da migração celular foi realizado o ensaio de wound 

healing. Foram plaqueadas 8 x 104 células/poço em placas de 24 poços, em 

triplicata. Após confluência, os poços foram riscados, na posição vertical, com 

ponteiras de pipetas de 200µL, com posterior lavagem suave com tampão 

fosfato salino (PBS) 1x para retirada do excesso de células. Nesse momento 

imagens foram capturadas para o tempo zero. O meio contendo o 4-NC foi, 

então, adicionado nas concentrações 6µM, 65µM, 80µM, 100µM e 125µM, 

mantido por 24 e 48h e imagens capturadas após cada tempo de incubação em 

Microscópio Evos®. 

 

3.7 Análise de apoptose/necrose celular 

 

A apoptose celular foi avaliada por citometria de fluxo a partir da 

externalização da fosfatidilserina e a consequente marcação com Anexina V/7-

AAD ( ). As três linhagens foram plaqueadas em placas de 6 

poços, em triplicata, contendo 2 x 105 células/poço e tratadas com as 

concentrações de 6µM, 65µM, 80µM, 100µM e 125µM de 4-NC por 48 h. 

Após o tratamento, foram adicionados 5uL de Anexina V/7-AAD, com 

incubação à temperatura ambiente por 15 minutos. Foram incluídos os 

seguintes controles: (i) positivos com 3% de H2O2; (ii) negativo sem tratamento; 

(iii) linhagens não coradas; (iv) linhagens coradas apenas com Annexin V e (v) 

linhagens coradas apenas com 7-AAD. A quantificação da fluorescência foi 

realizada em Citômetro de fluxo (BD AccuriCytometers). Para a análise dos 

dados foi utilizado o programa FlowJo (Tree Star, Inc).  
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3.8 Análise do potencial de membrana mitocondrial (PMM) 

 

A alteração no PMM foi analisada citometricamente utilizando o reagente 

MitoStatus Tetramethylrhodamine ethyl Ester (TMRE) (BD Pharmigen), 

seguindo-se as recomendações do fabricante, com modificações. 

Sucintamente, as três linhagens foram plaqueadas, em triplicata, em placas de 

6 poços, contendo 2 x 105 células/poço. Estas foram tratadas com 6µM, 65µM, 

80µM, 100µM e 125µM de 4-NC por 48h e, para o ensaio, também foram 

incluídos o controle negativo sem tratamento e positivo de morte (3% de H2O2). 

Após 48h de tratamento as células foram coletadas, centrifugadas e lavadas 

com PBS1x, para então ser adicionado 1uL do regente TMRE. Após incubação 

por 30 minutos a 37ºC, protegida da luz, a solução celular/TMRE foi 

centrifugada por 5 min a 1.000 rpm e lavada duas vezes com PBS 1x para 

então ser realizada a leitura em citômetro de fluxo (BD-AccuriCytometers).  

 

3.11 Ensaio de proliferação celular 

 

Para a quantificação da proliferação celular foi utilizado 5µM do corante 

SE diluído em DMSO.  As linhagens foram coradas com CFSE 

a 37ºC por vinte minutos protegidas de luz, sob agitação lenta. Posteriormente, 

as células foram lavadas duas vezes com PBS1x e ressuspendidas em meio 

de cultura completo pré-aquecido, com incubação posterior de 5 minutos. Por 

fim as linhagens coradas foram plaqueadas, em triplicata, para a então adição 

dos tratamentos do 4-NC a 6µM, 65µM, 80µM, 100µM e 125µM. Foram 

incluídos o controle negativo com células não tratadas e outro com células não 

coradas, para a compensação no citômetro. As análises foram conduzidas 

após 48 h de tratamento em Citômetro de fluxo (BD AccuriCytometers). Para a 

análise dos dados foi utilizado o programa FlowJo (Tree Star, Inc).  

 

3.12 Padrão de expressão gênica após tratamento com 4-NC 

 

A linhagem CRPC, PC3, foi cultivada até confluência em duas garrafas 

T25, e, então, tratada com 80µM de 4-NC por 48 h. Após o tratamento, o RNA 
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total das células foi extraído utilizando-se o reagente TrizolReagent® 

(Invitrogen), de acordo com as recomendações do fabricante. A qualidade do 

material foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com 

GelRed 1X, assim como pela razão das leituras espectrofotométricas a 260 e 

280 nm conduzidas em Nanodrop 1000 (Unisciences). O RNA foi imediamente 

transcrito reversamente em cDNA, utilizando-se o kit GoScript (Promega) 

conforme recomendado pelo fabricante. 

Foi utilizado um arranjo personalizado de PCR em Tempo Real (qPCR) 

(  Quiagen) para a  

detecção da expressão diferencial de 84 genes, representantes de nove 

mecanismos celulares envolvidos na tumorigênese (apoptose, angiogênese, 

ciclo celular, senescência celular, dano e reparo do DNA, EMT, hipóxia, 

metabolismo e atividade telomerásica). O ensaio foi conduzido no aparelho 

7300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems) e as condições conforme 

estabelecidas pelo fabricante. Foram considerados os genes com níveis de 

expressão superiores a 2x quando comparados ao controle sem tratamento. 

 

3.13 Análises estatísticas 

 

Os dados foram avaliados utilizando o programa GraphPad Prism 7.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). As análises foram realizadas em 

triplicata e os resultados expressos em média ± desvio padrão. Após 

confirmação da normalidade dos dados, foi utilizado o teste ANOVA seguido 

pelo pós-teste de Tukey para as comparações múltiplas. Foram consideradas 

diferenças estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Citotoxicidade de extratos vegetais frente a células prostáticas 
 

No presente estudo foram utilizados diferentes extratos das seguintes 

espécies de plantas do cerrado brasileiro: A. chica, Equisetum ssp., K. 

brasiliensis, P. umbellata, Smilax ssp., S. lycocarpum, A. satureioides, B. pilosa 

e V. polyanthes.  Esses foram avaliados quanto ao seu efeito antitumoral frente 

a células de CaP e sua seletividade validada ao se verificar seu 

comportamento na linhagem não tumorigênica RWPE-01.  

Em um screening inicial, as células RWPE-01, LNCaP e PC3 foram 

cultivadas e tratadas com quatro diferentes concentrações dos extratos 

(0,125µ 0,25 ; 0,5  e 1 ) por 24 h. Nessa etapa, foram 

selecionadas as amostras vegetais citotóxicas às células neoplásicas, sem 

efeito significativo sobre as não tumorigênicas (Figura 2).  

 Os extratos clorofórmicos da família Asteraceae foram inicialmente 

testados e se mostraram citotóxicos à linhagem RWPE-01 em todas as 

concentrações e para todas as espécies avaliadas (A. satureoides  Figura 2A; 

B. pilosa  Figura 2B e V. polyanthes  Figura 2C). Além disso, para A. 

satureoides e B. pilosa não foi observado efeito citotóxico às linhagens 

tumorais. 

 As células também foram tratadas com o extrato hidrometanólico de A. 

chica, o qual não reduziu a viabilidade de nenhuma das linhagens cultivadas 

(Figura 2D). Nas concentrações de 0,5 µg  e 1,0  do extrato 

hidrometanólico de Equisetum ssp. houve uma redução seletiva de 25% e 47%, 

respectivamente, na viabilidade da linhagem L NCaP (Figura 2E) quando 

comparada à RWPE-01. Já o extrato clorofórmico de K. brasiliense não se 

mostrou seletivo, sendo citotóxico às células não tumorigênicas (Figura 2F). 

 Foram também avaliados os extratos clorofórmico (Figura 2G) e 

hexânico (Figura 2H) de S. lycocarpum. Contudo, além do discreto efeito 

antitumoral, os tratamentos reduziram significativamente a viabilidade da 

linhagem RWPE-01 e, portanto, considerados não seletivos à condição 

maligna. 
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Figura 2: Viabilidade relativa das células prostáticas RWPE-01, LNCaP e PC3 após tratamento com extratos fracionados de espécies vegetais do 
cerrado. Dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. As linhagens celulares foram tratadas com quatro concentrações diferentes 
dos extratos: 0,125 ; 0,25 ; 0,5   e Achyrocline satureioides; em  (B) extrato clorofórmico de 
Bidens pilosa, em (C) extrato clorofórmico de Vernonia polyanthes; em (D) extrato hidrometanólico de Arrabidaea chica; em (E) extrato hidrometanólico de 
Equisentum ssp.; em (F) extrato clorofórmico de Kalanchoe brasiliensis; em (G) extrato clorofórmico de Solanum lycocarpum e em (H) extrato hexânico de S. 
lycocarpum. Os resultados estão apresentados como Média ± Desvio Padrão de três experimentos independentes para cada tratamento. ***p<0,001; 
****p<0,0001. 
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O extrato clorofórmico da Smilax ssp. não reduziu em mais de 50% a 

viabilidade das células tumorais nas três primeiras concentrações (Figura 3A). 

Quando o tratamento foi realizado com o extrato a 1 , este se mostrou 

citotóxico para as células tumorais, mas também para o controle não 

neoplásico. Para o hidrometanólico, já na menor concentração, verificou-se 

uma diminuição em 23% da viabilidade da linhagem RWPE-01. Nas demais 

observou-se o efeito antitumoral, contudo não seletivo (Figura 3B). O extrato 

hexânico, por sua vez, apresentou o mesmo comportamento do clorofórmico, 

com discreta ação antineoplásica e, quando a 1 , igualmente citotóxico 

para as três linhagens (Figura 3C). 

Finalmente, os extratos clorofórmico, hidrometanólico e hexânico de P. 

umbellata foram testados e diminuíram expressivamente a viabilidade das 

linhagens LNCaP e PC3 em todas as concentrações avaliadas, comparando-se 

à não neoplásica, que se manteve viável (Figura 3D-E-F). Para o ensaio com o 

extrato clorofórmico, a partir da concentração de 0,25 , observou-se a 

inibição da linhagem modelo para CRPC (Figura 3D). O extrato hidrometanólico 

se mostrou seletivo e mais citotóxico à linhagem LNCaP. Além disso, também 

reduziu significativamente a viabilidade das células PC3 em todas as 

concentrações utilizadas (Figura 3E). As células tumorais, especialmente as 

PC3 foram mais sensíveis ao extrato hexânico. A partir do tratamento com 0,25 

 dessa fração, a redução da viabilidade das células neoplásicas foi 

expressiva, e a da RWPE-01 se manteve em torno de 60% (Figura 3F ). 

Portanto, os extratos obtidos da espécie P. umbellata, sobretudo o 

hexânico, demonstraram especificidade às linhagens tumorais, diminuindo 

significativamente sua viabilidade, quando comparada às células RWPE-01. Os 

extratos das demais espécies, apesar de citotóxicos às linhagens LNCaP e 

PC3, também diminuíram de maneira significativa a viabilidade da linhagem 

controle, o que evidenciou sua inespecificidade à condição tumoral.  

Diante de resultados promissores para a espécie P. umbellata, 

sobretudo sua atividade no controle de células CRPC, o composto foi isolado 

de sua fração hexânica e, posteriormente, avaliado quanto à sua capacidade 

de interceptar diferentes mecanismos associados à progressão e agressividade 

tumorais. Nosso estudo é pioneiro ao descrever o efeito dessa espécie vegetal 

e de seu produto purificado no tratamento do CaP. 
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Figura 3: Viabilidade relativa das células prostáticas RWPE-01, LNCaP e PC3 após tratamento com extratos fracionados das espécies Smilax ssp. 
e Pothomorphe umbellata. Dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. As linhagens celulares foram tratadas com quatro 
concentrações diferentes dos extratos: 0,125 ; 0,25 ; 0,5   e , por 24 h. Em (A) extrato clorofórmico de Smilax ssp.; em  (B) extrato 
hidrometanólico de Smilax ssp., em (C) extrato hexânico de Smilax ssp. (D) extrato clorofórmico de P. umbellata; em (E) extrato hidrometanólico de P. 
umbellata e em (F) extrato hexânico de P. umbellata. Os resultados estão apresentados como Média ± Desvio Padrão de três experimentos independentes 
para cada tratamento. *p<0,05; **p<0.001; ***p<0,001; ****p<0,0001. 
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4.2. Efeito do  4-NC sobre a viabilidade de células prostáticas 
 

O composto isolado do extrato hexânico de P. umbellata foi o 4-NC, um 

CF (Figura 4A) cuja atividade no CaP ainda não foi descrita.   Primeiramente foi 

avaliada sua citotoxicidade sobre as linhagens RWPE-01, LNCaP e PC3. 

Concentrações crescentes do composto foram utilizadas no tratamento das 

células por 24 (Figura 4B) e 48h (Figura 4C). Observou-se uma inibição dose 

dependente da viabilidade dos modelos celulares tumorais após o tratamento, 

enquanto a não tumorigênica permaneceu viável (cerca de 100%) até 150µM 

de 4-NC em ambos os tempos. 

O 4-NC foi altamente citotóxico para a PC3, após 48 horas de 

tratamento. De 80 µM a 150 µM, a viabilidade das células CRPC diminuiu 

significativamente (~49%) em comparação com as células não-tumorigênicas 

RWPE-01 e às hormônio-responsivas LNCaP. Já que, após 24 horas, a 

citotoxicidade para a linhagem PC3 foi discreta, a resposta das células CRPC 

ao 4-NC também se mostrou dependente do tempo, sugerindo a sua 

capacidade em inibir a proliferação e o importante papel do metabolismo na 

resposta ao tratamento. De fato, metabólitos podem alterar o efeito biológico a 

compostos terapêuticos (EDWARDSON et al., 2015) e análises 

metabolômicas/metabonômicas adicionais são necessárias para melhor 

caracterizá-los. 

Após 48 horas, o valor de IC50 para LNCaP foi de 278.8 µM, superior, 

inclusive, ao da RWPE-01. Para a PC3 o IC50 foi 95,33 µM e IS> 2,0 (Figura 

4D). Sugere-se, portanto, uma maior eficácia do 4-NC no controle de células 

CRPC. A citotoxicidade à PC3 foi posteriormente validada em ensaio 

clonogênico (Figura 4E). A formação de colônias diminuiu após 15 dias de 

tratamento, mesmo na menor concentração (6 µM), quando comparada ao 

controle com diluente (DMSO). Quando utilizada a concentração de 80 µM a 

inibição foi ainda mais expressiva. Para os ensaios posteriores foram definidas 

cinco concentrações diferentes (6µM, 65µM, 80µM, 100µM e 125µM), incluindo 

sub-tóxica (6µM), para examinar, in vitro, mecanismos oncogênicos adicionais, 

incluindo proliferação, apoptose e migração. 
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Figura 4: Citotoxicidade do 4-nerolidilcatecol (4-NC). A estrutura molecular do 4-NC 
encontra-se demonstrada em (A). O efeito do 4-NC sobre a viabilidade celular das linhagens 
tumorais de próstata LNCaP e PC3, e da linhagem não tumorigênica RWPE-01 foi avaliado por 
24 h (B) e 48 h (C). O IC50 e o índice de seletividade (IS) também foram calculados (D). O 
ensaio clonogênico (E) foi conduzido na linhagem PC3 com o 4-NC nas concentrações de 6 µM 
e 80 µM por 48 horas. Foi considerado o número de células por área de cultivo (F).  Os 
resultados são apresentados como média ± DP de três experimentos em triplicata (n=3). 
Células tratadas com o diluente DMSO foram utilizadas como controle.  * p <0,05; ** p <0,01; 
*** p <0,001. 
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4.3 4-NC suprime a proliferação e migração de células PC3 
 

Primeiro, analisamos o efeito do 4-NC na proliferação celular através da 

marcação com CFSE por citometria de fluxo (Figura 5A). Os resultados 

demonstraram que o tratamento com 4-NC, comparado com o controle, não 

afetou as células RWPE-01 (Figura 5B). Além disso, o composto inibiu a 

proliferação das células LNCaP em todas as concentrações (Figura 5B). Já o 

efeito antiproliferativo sobre as células PC3 foi identificado quando estas foram 

tratadas com o 4-NC a 80 µM, 100 µM e 125 µM (p <0,01) (Figura 5B). 

Verificou-se, ainda, se o 4-NC inibe a migração celular por meio do 

ensaio de wound healing. Como mostrado na Figura 6A e 6B, o tratamento por 

24h e 48h com 4-NC reduziu a capacidade de migração das linhagens PC3 e 

LNCaP. Já a 6 µM, o composto inibiu em mais de 60% a migração da linhagem 

PC3, o que se mostrou significativamente diferente da RWPE-01, cuja 

capacidade migratória foi mantida. Nas concentrações maiores, o perfil se 

manteve e, apesar de também inibir a migração das células não tumorigênicas, 

o efeito do 4-NC se mostrou mais expressivo nas linhagens tumorais.   

Como as células CRPC são propensas a metastatizar, nossos 

resultados demonstram que, além de se mostrar mais citotóxico à PC3, o 4-NC 

é capaz de inibir a proliferação e migração dessas células, em uma evidência 

adicional da possível utilização desse composto no tratamento de CaP 

avançado. Por fim, ensaios funcionais acerca da indução de morte celular 

programada também foram conduzidos e se apresentaram igualmente 

promissores.  
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Figura 5:  Análise da proliferação das células prostática RWPE-01, LNCaP e PC3 após tratamento com 4-nerolidilcatecol durante 48 h. (A) O ensaio 
foi conduzido em citômetro de fluxo com o 4-NC a 6 µM, 65 µM, 80 µM, 100 µM e 125 µM. O tratamento (pico vermelho) foi comparado ao controle com 
DMSO (pico preto) usando marcação com CFSE. (B) O gráfico mostra a média de fluorescência e a análise estatística de três experimentos independentes 
em triplicata (n=3). Os dados são expressos como média ± DP * p <0,05; *** p <0,001.  
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Figura 6: Inibição da migração das linhagens celulares prostáticas RWPE-01, LNCaP e 
PC3. (A) Imagens representativas das células tratadas com 4-NC (6 µM, 65 µM, 80 µM, 100 µM 
e 125 µM) a 0 h e após 24 h e 48h. As células foram plaqueadas, riscadas com ponteiras de 
pipeta e fotografadas por microscopia de contraste de fase com aumento de 10x. (B) As 
comparações acerca da migração celular foram realizadas entre as linhagens celulares e estão 
apresentadas como médias ± DP para três experimentos independentes em triplicata (n=3). * p 
<0,05; *** p <0,001. 

. 
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4.4 4-NC induz apoptose e altera PMM de células CRPC 
 

Como o 4-NC induz a morte de células de melanoma  (BROHEM, C.A. et 

al., 2009; BROHEM, CARLA A. et al., 2012), também foi explorado esse efeito 

sobre as células de CaP. Os padrões de Anexina V/7AAD foram analisados por 

citometria de fluxo (Figura 7) e os resultados registrados após 48 horas de 

tratamento. Como esperado, a resposta foi dose-dependente e o perfil 

apoptótico divergiu entre as linhagens prostáticas (Figura 7A). Em mais um 

ensaio funcional, o efeito do 4-NC foi mais seletivo às células tumorais.   

Em relação à apoptose tardia, o 4-NC não induziu à morte de nenhuma 

das linhagens em concentração sub-tóxica (6µM). Contudo, a 65µM, o 

composto reduziu significativamente a viabilidade da linhagem celular PC3 

(Figura 7B), não afetando as demais. A 80µM, as células RWPE-01 

apresentaram uma porcentagem de viabilidade de 73,8% (Anexina V/7-AAD), 

não diferindo do controle com diluente (DMSO). Considerando as células 

malignas, e comparando-se com o controle, a viabilidade das células PC3 foi 

de 37,8% (p <0,001) e das LNCaP 68,2% (p <0,001) após tratamento com 4-

NC a 80µM. A partir de 100µM, a porcentagem de células RWPE-01 

apoptóticas aumentou e diferiu do controle. 
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Figura 7: Indução de apoptose mediada pelo 4-nerolidilcatecol (4-NC) sobre as células prostáticas RWPE-01, LNCaP e PC3.  (A) A análise de 
citometria de fluxo foi realizada após 48 horas de tratamento com 4-NC a 6 µM, 65 µM, 80 µM, 100 µM e 125 µM. Figuras representativas mostram a 
marcação com Anexina V e 7-AAD. (B) 4-NC seletivamente induziu a morte da linhagem celular PC3 a 65 uM. Os dados são expressos como a média ± 
desvio padrão de três experimentos independentes em triplicata (n=3). * p <0,05; *** p <0,001. 
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A apoptose também é induzida pela via mitocondrial (FU et al., 2018). 

Este mecanismo intrínseco foi mensurado, no presente estudo, pela alteração 

no PMM. A perda de PMM foi avaliada pela diminuição da fluorescência 

detectada por citometria de fluxo após 48 horas de tratamento (Figura 8).  

Os resultados sugeriram que as células de CaP (LNCaP e PC3) tratadas 

com 4-NC tiveram seu PMM comprometido (comparado ao controle), exceto 

em concentrações sub-tóxicas (6µM) de 4-NC (Figura 8A). O efeito foi mais 

proeminente foi verificado para as células PC3, a partir de 65µM de 4-NC 

(Figura 8B). A redução da fluorescência foi detectada nas células RWPE-01 

apenas quando tratadas com 100 M e 125µM do composto. Nós confirmamos, 

por dois ensaios independentes, que o 4-NC alterou os mecanismos celulares 

envolvidos diretamente com a tumorigênese, especialmente com a apoptose, 

promovendo a morte de células CRPC. 
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Figura 8: Potencial de membrana mitocondrial (PMM) das células RWPE-01, LNCaP e PC3 tratadas com 4-nerolidilcatecol (4-NC).  (A) O PMM interna 
-NC (6 µM, 65 µM, 80 µM, 100 µM e 125 µM) por 48h. O tratamento (pico vermelho) foi 

comparado ao controle (pico preto). (B) O gráfico mostra a análise de três experimentos independentes em triplicata (n=3) expressos como média ± DP. O 4-
NC reduziu significativamente o PMM das células PC3. * p <0,05; *** p <0,001. 
 

 



 

 

4.5 Modulação da expressão gênica mediada por 4-NC em células PC3 
  

Considerando nossa hipótese de que o 4-NC pode alterar o perfil transcricional 

das células CRPC (PC3), investigamos quais genes foram modulados após o 

tratamento usando o Cancer Pathway Finder Array (Qiagen). Diferentes biomarcadores 

foram avaliadas após o tratamento de células PC3 com 80µM de 4-NC por 48 horas. 

Células não tratadas foram usadas como controle. Consideramos os genes que foram 

regulados 2,0 vezes positivamente ou negativamente nas células tratadas em 

comparação com o controle (Figura 9). 

Dentre os 84 genes, relacionados a diferentes vias, 55 (65%) apresentaram um 

perfil de expressão alterado, destacando a complexidade da resposta celular ao 

tratamento. Os padrões de transcrição indicaram o potencial do 4-NC em modular 

várias capacidades tumorais relacionadas à progressão tumoral e angiogênese, além 

de apoptose, ciclo celular e metabolismo (BROHEM, C.A. et al., 2009; BROHEM, 

CARLA A. et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2018). De fato, 80% dos genes relacionados à 

angiogênese foram up ou down regulados. Já para o mecanismo de transição epitélio-

mesenquimal 90% dos alvos quantificados mudaram seu perfil de expressão após o 

tratamento. Nossos resultados abrem novos caminhos para melhor compreender os 

efeitos do 4-NC em células CRPC.  

 

Figura 9: Genes diferencialmente expressos em resposta ao 4-nerolidilcatecol (4-NC) em células 
PC3 de câncer da próstata resistentes a castração (CRPC) em comparação com células não 
tratadas. A porcentagem de genes diferencialmente expressos em cada biomarcador foram aqueles 
regulados pelo menos 2,0 vezes positivamente ou negativamente após o tratamento com 80µM de 4-NC. 
EMT: Transição Epitélio-mesenquimal. 
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5 DISCUSSÃO  

 

Os PNs têm sido uma das grandes fontes de novos compostos biologicamente 

ativos (BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018). Estima-se que cerca de metade dos 

agentes farmacológicos modernos são de origem natural (CHEUKA et al., 2016). De 

fato, a diversidade estrutural de seus princípios ativos ampliam a aplicação clínica 

desses fitoquímicos, transpondo a heterogeneidade de doenças complexas como o 

câncer (BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018), além de mitigar os efeitos adversos do 

tratamento convencional ou mesmo oferecer benefícios à saúde e maior eficácia e 

seletividade; superando drogas rotineiramente utilizadas  (MITRA; DASH, 2018). 

Contudo, ainda permanece crítica a validação de espécies potencialmente 

promissoras (MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007). Nesse cenário, 

avanços biotecnológicos têm permitido a evolução dos bioensaios, ampliando a 

capacidade em se caracterizar estruturas puras e obter seus compostos majoritários 

(BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018; DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015). Muitos 

PNs já transpuseram a pesquisa básica e foram ou ainda são utilizados como 

quimioterápicos (CRAGG; NEWMAN, 2013; CRAGG; PEZZUTO, 2016). A versatilidade 

de suas estruturas moleculares tem se apresentado como base para a síntese de 

diferentes medicamentos (FEITELSON et al., 2015; HASANPOURGHADI; 

PANDURANGAN; MUSTAFA, 2018), otimizando suas características farmacocinéticas 

e farmacodinâmicas (BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018; BALUNAS; KINGHORN, 

2005). Os metabólitos pioneiros vincristina e vimblastina são alcaloides extraídos da 

espécie Catharanthus roseus, a partir dos quais foram desenvolvidos análogos semi-

sintéticos para sua maior eficácia e estabilidade contra linfoma e câncer de ovário. O 

taxol, obtido da espécie Taxus brevifolia, é um dos mais recentemente utilizados no 

tratamento oncológico. Seus derivados incluem o paclitaxel para o tratamento de 

câncer de pulmão, mama e ovário e o docetaxel, um análogo semi-sintético, 

amplamente prescrito em casos de CaP, câncer de mama sarcoma e Kaposi 

(NEWMAN , D. J. AND CRAGG, 2012). PNs, portanto, são a fonte primária e 

clinicamente efetiva para a busca de novas drogas e estruturas com mecanismos 

únicos de ação para o tratamento de neoplasias (NEWMAN , D. J. AND CRAGG, 

2012), superando, sobretudo, o quadro de resistência aos quimioterápicos 

(FEITELSON et al., 2015). 
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O cerrado brasileiro merece especial atenção na bioprospecção de PNs, devido 

à sua biodiversidade e consequente rica composição fitoquímica (CARDOZO et al., 

2018; RIBEIRO, D. A. et al., 2014). O estresse hídrico e os ataques de inimigos 

naturais culminam com a produção de moléculas bioativas para a manutenção da 

homeostase da planta (BAILÃO et al., 2015). Estas incluem CFs, os quais apresentam 

atividade antioxidante, antinflamatória e antitumoral já descritas (BAILÃO et al., 2015; 

CARDOZO et al., 2018DE QUEIROZ et al., 2015; MIMICA-DUKIC et al., 2008; 

SIQUEIRA et al., 2012). No presente estudo, dez espécies encontradas no cerrado 

brasileiro foram coletadas e suas amostras fracionadas com diferentes solventes 

orgânicos. As plantas avaliadas foram de diversas famílias evidenciando múltiplas 

potencialidades na seleção dessas moléculas bioativas. Além disso, diferentes 

solventes extratores, com polaridades distintas, foram utilizados na busca por uma 

maior variedade de metabólitos secundários. De fato, a atividade antitumoral de 

metabólitos secundários naturais já foi descrita para o CaP (BALUNAS; KINGHORN, 

2005; BROHEM, CARLA A. et al., 2012; CHOI; LIM; HONG, 2010; CRAGG; NEWMAN, 

2013; CRAGG; PEZZUTO, 2016; IMRAN et al., 2019).  

Portanto, em nosso screening inicial, foi possível mensurar a citotoxicidade de 

diferentes compostos, permitindo, ao final, a seleção de uma espécie particularmente 

promissora e que apresentou um composto capaz de suprimir mecanismos 

oncogênicos. Nosso estudo realizou a investigação inédita da citotoxicidade de extratos 

de P. umbellata em três linhagens de células prostáticas e análises mecanísticas 

mediadas por seu composto, o 4-NC, no CaP.  

Extratos de P. umbellata foram avaliados previamente e sua citotoxicidade 

descrita para linhagens de câncer de mama, ovário, melanoma, leucemia, pulmão, 

útero e rins, (DA SILVA et al., 2009; SACOMAN et al., 2008). No presente trabalho, das 

três frações testadas (clorofórmica, hidrometanólica e hexânica), a hexânica se 

mostrou mais efetiva, agindo seletivamente sobre as linhagens tumorais CRPC. O 4-

NC, um CF purificado desta extrato, foi primeiramente isolado por Kijjoa e 

colaboradores em 1980 (KIJJOA, A. et al., 1980). Os CFs abrangem um vasto espectro 

de metabólitos majoritários e muitos estão associados ao bloqueio da proliferação de 

células tumorais (FEITELSON et al., 2015). Estudos já comprovaram o potencial 

quimiopreventivo e quimioterápico dessas moléculas, sobretudo, contra o CaP 

(FEITELSON et al., 2015; ATANASOV et al., 2015). O potencial citotóxico, 

antiproliferativo e apoptótico da curcumina contra linhagens LNCaP, PC3 e DU-145, 
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com ação mais efetiva contra as PC3 já foi descrito. A curcumina atuou na supressão 

de oncogenes, de genes anti-apoptóticos e na cascata envolvendo a EMT (CHOI; LIM; 

HONG, 2010; JORDAN et al., 2016). Chendil e colaboradores também demonstraram 

que a curcumina radiosensibiliza células PC3 (CHENDIL et al., 2004).  Em CRPC, 

Imran e colaboradores comprovaram que a luteolina e a quercetina  modulam a EMT e 

angiogênese (IMRAN et al., 2019). No CaP o resveratrol atua como potente inibidor do 

ciclo celular e indutor da apoptose (FEITELSON et al., 2015). A quercetina é outro 

exemplo bem sucedido de CF, com potencial antiangiogênico, antiproliferativo, 

antioxidante e antiinflamatorio (YANG et al., 2016).  

Quanto ao 4-NC, sua ação antioxidante já foi demonstrada, apresentando 

atividades antimalárica, inseticida e inibitória de miotoxinas (NÚÑEZ et al., 2005; 

PAULIQUEVIS et al., 2015; SACOMAN et al., 2008; SPONCHIADO et al., 2014). Em 

melanoma, uma neoplasia agressiva e pouco responsiva às terapias convencionais, 

esse composto induziu a apoptose, a parada do ciclo celular em G1 e inibiu a invasão 

das células transformadas (BROHEM, C.A. et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2018). 

Congruentemente, em nosso estudo, o 4-NC mediou um efeito citotóxico, 

antiproliferativo e pró-apoptótico em células CRPC (PC3); ainda não descritos na 

literatura. O CaP é uma doença heterogênea em termos de grau, ploidia, padrões 

moleculares, expressão de oncogenes/supressores tumorais e características 

hormonais (HOANG et al., 2017; NWOSU et al., 2001; WANG et al., 2018). Tumores 

CRPC evidenciam os desafios inerentes ao tratamento do CaP, ao refratarem à terapia 

de privação hormonal, mantendo a sinalização androgênica constantemente ativada 

(RYCAJ et al., 2016). Para esses pacientes as alternativas de contenção da progressão 

tumoral são incipientes, o que justifica sua sobrevida média de 14 a 16 meses 

(NAKAZAWA; PALLER; KYPRIANOU, 2017). Novos compostos derivados de PNs têm 

demonstrado notável eficácia contra tumores não responsivos à terapia convencional, 

evidenciando a potencialidade desses agentes no desenho de protocolos terapêuticos 

personalizados (TRENDOWSKI, 2015). De fato, CFs como quercetina, curcumina e 

luteolina, têm se apresentado capazes de conter a promoção e progressão do CaP 

(FEITELSON et al., 2015; IMRAN et al., 2019; YANG et al., 2016). Em nosso estudo 

também sugerimos o 4-NC como promissor.  

Os resultados aqui apresentados demonstraram a capacidade do 4-NC em 

reduzir a viabilidade das células neoplásicas (PC3 e LNCaP) de forma significativa, 

especialmente após 48h de tratamento. Nesse contexto, nossos dados evidenciam que 



 

40 

 

 

o 4-NC é igualmente efetivo no CaP. Seu efeito foi mais expressivo sobre a linhagem 

mais agressiva (PC3) com um IC50 -

01. Ademais, o composto também apresentou ação antiproliferativa reduzindo a 

formação de colônias das células CRPC. A proliferação do CaP é inicialmente 

dependente de andrógenos, sendo contida com o bloqueio hormonal. Em pacientes 

refratários, há uma reprogramação molecular, com a amplificação de receptores, 

presença de mutações, ocorrência de splicing alternativos e a superexpressão de 

oncogenes que sinalizam para a proliferação contínua (ASANGANI et al., 2014). A 

inibição da proliferação também foi avaliada por análise citométrica com a marcação 

por CFSE. Além disso, o ensaio de wound healling mensurou a capacidade migratória 

das células. Em ambos experimentos, o 4-NC se mostrou efetivo sobre a linhagem 

CRPC. 

Em termos simples, a progressão do câncer resulta do desbalanço entre a 

proliferação e morte celulares (KYPRIANOU, 2012). Células tumorais dependentes de 

andrógeno são sensíveis aos mecanismos apoptóticos. As CRPC evadem à essa 

sinalização, em decorrência de um funcionamento molecular alterado, bloqueando a 

expressão de genes envolvidos na prevenção da morte celular em condições de 

privação androgênica e superexpressando marcadores anti-apoptóticos (DENMEADE; 

LIN; ISAACS, 1996; NAKAZAWA; PALLER; KYPRIANOU, 2017). Além disso, a eficácia 

de um composto antineoplásico depende de sua capacidade em intervir em diferentes 

marcas malignas, inibindo a proliferação e induzindo a apoptose.  

No presente estudo, a morte celular foi mensurada pela externalização do 

receptor fosfatidilserina, o qual sinalizada para os eventos apoptóticos iniciais 

(ELMORE, 2007). Já a integridade da membrana foi avaliada pela marcação com 

7AAD, o qual intercala ao DNA de células lisadas. Os dados apresentados evidenciam 

a indução de apoptose tardia após tratamento das células CRPC com 4-NC a partir de 

65uM. O 4-NC também apresentou esse efeito em células leucêmicas e de melanoma 

(BROHEM, C.A. et al., 2009; BROHEM, CARLA A. et al., 2012) (BENFICA et al., 

2017a). Além de demonstrar ação quimioprotetora à genotoxidade induzida pelo 

quimioterápico ciclofosfamida (VALADARES et al., 2007). 

O ensaio de funcionalidade mitocondrial reforçou o papel do 4-NC sobre a 

viabilidade de células PC3. A mitocôndria exerce um papel chave na sobrevivência e 

morte celulares. A perda da integridade de sua membrana e a consequente liberação 

do citocromo c para o citoplasma são eventos associados ao mecanismo intrínseco da 
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apoptose (BROHEM, CARLA A. et al., 2012; MAJNO; JORIS, 1995) e este foi ativado 

em células CRPC após tratamento com o 4-NC. A partir de 65µM observou-se uma 

intensa despolarização da membrana mitocondrial corroborando o papel desse CF no 

controle do CaP avançado. 

De fato, o estudo mecanístico, sobretudo em modelos celulares de CRPC é 

necessário devido ao quadro de quimiorresistência apresentado pelos pacientes. A 

atividade inibitória do 4-NC frente ao CRPC é, portanto, inédita e nosso estudo 

representa um passo crucial na validação de novas estratégias para seu tratamento, 

seja isoladamente ou associada a outros medicamentos. Sugerimos, portanto, a 

avaliação do sinergismo do 4-NC com outros medicamentos, uma vez que diferentes 

compostos podem atuar em mecanismos oncogênicos distintos, combatendo, assim, 

múltiplas marcas tumorais; superando a resistência terapêutica (BALUNAS; 

KINGHORN, 2005; CRAGG; NEWMAN, 2013; FEITELSON et al., 2015). 

Interessante salientar que o efeito citotóxico após tratamento com 4-NC foi 

inferior ao observado para o extrato hexânico. Lopes e colaboradores (2013) também 

relataram esse comportamento, ao comparar o extrato etanólico de P. umbellata com o 

4-NC (LOPES et al., 2013). Amostras vegetais são heterogêneas e o sinergismo de 

seus constituintes pode exacerbar suas atividades. Além disso, os produtos purificados 

carecem de modificações que aumentam sua estabilidade. O 4-NC é uma molécula 

fotossensível e passível de rápida oxidação (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; 

KHAN, 2018; LOPES et al., 2013; SOUZA et al., 2018). Contudo, é evidente a ação do 

4-NC em células CRPC, tornando necessário avaliar seu sinergismo com outros 

compostos e promover modificações químicas ou nanoformulações que contribuam 

para sua atividade antitumoral. Conhecer seus mecanismos também se mostra 

relevante, para assim definir as melhores estratégias de tratamento.  

Estudos têm evidenciado que a atividade antitumoral de PNs encontra-se 

associada à capacidade dessas moléculas em modular diferentes vias oncogênicas 

(MITRA; DASH, 2018; ZHENG et al., 2016; ZHOU, Y. et al., 2016). Portanto, após 

comprovação por meio das análises funcionais da capacidade do 4-NC em reduzir a 

agressividade das linhagens neoplásicas prostáticas, investigamos seu mecanismo de 

ação em células PC3. A análise de um array com 84 alvos permitiu a visualização de 

genes diferencialmente expressos em células CRPC tratadas com o 4-NC. Os 

resultados obtidos comprovaram e respaldaram os ensaios funcionais com a alteração 

de 70% dos genes relacionados com a cascata apoptótica. Nossos dados confirmaram 
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os já previamente apresentados, em que o 4-NC demonstrou ação pró-apoptótica em 

linhagens quimioresistentes de melanoma, regulando positivamente o gene BCL2L11, 

o qual codifica uma proteína denominada BIM, descrita como importante mediadora da 

indução de morte celular (HUANG; FU, 2015; SOH et al., 2017). Além disso, estudos 

prévios também descreveram a capacidade do 4-NC de induzir p53, promover o 

estresse do retículo endoplasmático (RE), ativando, assim, a via intrínseca de morte 

celular (OLIVEIRA et al., 2018). Genes relacionados ao ciclo celular também se 

mostraram diferencialmente expressos. A divisão celular é um evento amplamente 

regulado por quinases e ciclinas (LAPENNA; GIORDANO, 2009). Estudos prévios 

realizados em linhagens leucêmicas tratadas com o 4-NC forneceram indícios de que a 

sua interferência no ciclo celular envolve a inibição da ciclina D1, resultando na parada 

do ciclo celular e indução apoptótica (BENFICA et al., 2017b; CORTEZ et al., 2015).  

Interessantemente, o 4-NC alterou, de forma intrigante, a expressão de genes 

relacionados à EMT e angiogênese. EMT é um processo fenotípico crítico que confere 

capacidade migratória e invasiva às células tumorais. No CaP, esse fenômeno é 

mediado por andrógeno, cujo eixo de regulação encontra-se continuamente ativo em 

CRPC (NAKAZAWA; PALLER; KYPRIANOU, 2017). Neste há um preocupante quadro 

de comprometimento ósseo e resistência à apoptose (HUANG; FU, 2015; WANG et al., 

2018), além da redução da expressão de E-caderina e superexpressão de N-caderina, 

Vimentina, Metaloproteinases da matriz (MMP) e Fibronectina (JEON; LEE, 2017). 

Estudos prévios comprovaram a redução da expressão de MMP após tratamento de 

células de melanoma com o 4-NC (BROHEM, C.A. et al., 2009; BROHEM, CARLA A. et 

al., 2012). Nossos dados evidenciam a importância de se investigar a ação desse 

composto sobre a EMT no CaP, sobretudo em CRPC, uma vez que a dinâmica do 

microambiente desses tumores encontra-se alterada afetando células imunes e 

endoteliais (NOURI et al., 2014). 

Em nosso array o 4-NC também modulou genes associados à angiogênese,  a 

qual encontra-se intimamente associada à cascata metastática (NISHIDA et al., 2006). 

A angiogênese é responsável pela neovascularização, sob estímulo do Fator de 

Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) secretado pelas células tumorais (NISHIDA et 

al., 2006; RANKIN; NAM; GIACCIA, 2016; VIALLARD; LARRIVÉE, 2017). Nesse 

contexto, o 4-NC poderia ser associado ao docetaxel, pois sua ação antiangiogênica 

conduziria a uma maior absorção do quimioterápico, em um efeito sinérgico que 

necessita ser avaliado. 
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Por fim, a hipóxia é também uma característica importante para a promoção da 

metástase, ao regular a EMT e a angiogênese, reprogramando o metabolismo celular 

(RANKIN; NAM; GIACCIA, 2016). O desequilíbrio na distribuição do oxigênio se dá pela 

vascularização anormal (KARSY et al., 2016; RANKIN; NAM; GIACCIA, 2016), em um 

microambiente que conduz à letalidade da doença. A capacidade do 4-NC em interferir 

nessas três vias convergentes suportam sua importância para o tratamento do CRPC. 

Assim, o presente trabalho apresenta, de forma inédita, o 4-NC como uma possível 

estratégia terapêutica a ser explorada no CaP, tendo em vista sua seletividade e 

especificidade sobre as linhagens tumorais, em especial sobre a mais agressiva, PC3, 

sendo capaz de modular vias de sinalização chave em CRPC.  
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5 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo se baseou na premissa de que PNs são essenciais para a 

bioprospecção de compostos biologicamente ativos. Nossos resultados apresentaram 

extratos de uma espécie encontrada no cerrado brasileiro, P. umbellata, seletivamente 

citotóxico à linhagem CRPC (PC3). De sua fração hexânica foi purificado o 4-NC, um 

CF que demonstrou atividades citotóxica, anti-proliferativa e pró-apoptótica sobre as 

células PC3. Quanto as vias moduladas nesta linhagem, após tratamento, houve 

redução na expressão de genes associados à EMT, angiogênese e hipóxia. Nossos 

resultados sugerem o 4-NC como potencial agente antitumoral para CRPC. Estudos 

adicionais para a investigação da ação molecular desse composto são necessários, 

além de ensaios pré-clínicos em modelos animais para sua validação farmacológica.  
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