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RESUMO  

 

Introdução: O câncer de mama é o mais incidente na população feminina mundial 

e a resistência aos quimioterápicos representa um desafio para o sucesso 

terapêutico. Nesse contexto, metabólitos secundários de espécies vegetais  se 

apresentam como fontes promissoras para o desenvolvimento de novos fármacos. 

Geissospermum vellosii (Apocynaceae), de nome popular Pau-Pereira (PP), é uma 

espécie rica em alcalóides indólicos com atividades antioxidante e antitumoral, mas 

sem estudos prévios em diferentes linhagens de câncer mamário humano. 

Objetivos: Este trabalho avaliou o efeito antitumoral in vitro do extrato etanólico da 

casca do caule do PP em linhagens de mama humano. Metodologia: Foram 

utilizadas as linhagens celulares de câncer de mama MCF-7 (Receptor hormonal 

positivo) e MDA-MB-231 (Receptor hormonal negativo,Triplo Negativo), e a linhagem 

mamária humana não tumoral MCF-10, como controle. A viabilidade celular, a 

concentração inibitória de 50% (IC₅ ₀ ) e o índice de seletividade (IS) foram 

determinados após 24, 48 e 72 horas de tratamento com o extrato do PP nas 

concentrações de 5 a 100 μg/mL, utilizando o ensaio colorimétrico de redução do 

MTT. Os aspectos morfológicos foram analisados por microscopia óptica. A 

capacidade proliferativa foi avaliada pelo ensaio de formação de colônias. A 

migração celular foi avaliada por meio do ensaio de ranhura. Por fim, o efeito pró-

apoptótico foi avaliado por citometria de fluxo e microscopia de fluorescência, sendo 

avaliado o ciclo celular marcado com iodeto de propídio, por citometria de fluxo. 

Resultados: O extrato reduziu a viabilidade celular de forma dependente do tempo 

e da concentração. A IC50 da MCF-7 e da MDA-MB-231 foi em 48h, respectivamente,  

19,75 µg/mL e 18,60 µg/mL. Entretanto a  MCF-10 apresentou a menor IC50 (2,74), 

sugerindo baixa seletividade para a linhagem controle. Na análise morfológica, o 

tratamento indicou alterações celulares sugestivas de apoptose após o tratamento. 

No ensaio de formação de colônias, o resultado exibiu efeito inibitório do extrato em 

todas as linhagens celulares. No ensaio de ranhura, foi observado a redução da 

migração celular após 48 horas, de forma concentração-dependente. O efeito 

inibitório foi mais evidente já em 24h na linhagem MDA-MB-231. A avaliação do 

efeito pró-apoptótico demonstrou que o extrato induz apoptose de maneira 

concentração-dependente, tendo como possível mecanismo o bloqueio do ciclo 

celular em G1 em todas as  linhagens. Conclusão: O extrato da casca da espécie 

G. vellosii apresentou potencial antitumoral baseados nos efeitos antiproliferativo, 

antimigratório e pró-apoptótico nas linhagens de mama, confirmando o potencial do 

extrato como fonte de drogas protéticas na quimioterapia.  

 

  . 

Palavras-chave: Metabólitos secundários; Apocynaceae; Câncer mamário; 

Potencial antineoplásico. 

 

 
  



 

 

ABSTRACT 
 
Introduction: Breast cancer is the most common cancer among women worldwide, 

and resistance to chemotherapeutic agents represents a major challenge to 

therapeutic success. In this context, secondary metabolites from plant species 

emerge as promising sources for the development of new drugs. Geissospermum 

vellosii (Apocynaceae), popularly known as Pau-Pereira (PP), is a species rich in 

indole alkaloids with antioxidant and antitumor activities, but with no previous studies 

in different human breast cancer cell lines. Objectives: This study evaluated the in 

vitro antitumor effect of the ethanolic extract from the stem bark of PP in human 

breast cancer cell lines. Methodology: The human breast cancer cell lines MCF-7 

(hormone receptor–positive) and MDA-MB-231 (hormone receptor–negative, triple-

negative), as well as the non-tumorigenic human mammary cell line MCF-10, were 

used as controls. Cell viability, half-maximal inhibitory concentration (IC₅ ₀ ), and 

selectivity index (SI) were determined after 24, 48, and 72 hours of treatment with PP 

extract at concentrations ranging from 5 to 100 μg/mL using the MTT colorimetric 

assay. Morphological aspects were analyzed by optical microscopy. Proliferative 

capacity was evaluated by the colony formation assay. Cell migration was assessed 

using the scratch assay. Finally, the pro-apoptotic effect was evaluated by flow 

cytometry and fluorescence microscopy, with cell cycle analysis using propidium 

iodide staining. Results: The extract reduced cell viability in a time- and 

concentration-dependent manner. The IC₅ ₀  values for MCF-7 and MDA-MB-231 at 

48 h were 19.75 μg/mL and 18.60 μg/mL, respectively. However, MCF-10 showed 

the lowest IC₅ ₀  (2.74 μg/mL), suggesting low selectivity toward the control cell line. 

Morphological analysis indicated cellular alterations suggestive of apoptosis after 

treatment. In the colony formation assay, the extract showed inhibitory effects in all 

cell lines. In the scratch assay, reduced cell migration was observed after 48 hours 

in a concentration-dependent manner, with a more pronounced effect at 24 h in the 

MDA-MB-231 cell line. The evaluation of the pro-apoptotic effect demonstrated that 

the extract induced apoptosis in a concentration-dependent manner, possibly 

through cell cycle arrest at G1 in all cell lines. Conclusion: The stem bark extract of 

G. vellosii showed antitumor potential based on its antiproliferative, antimigratory, 

and pro-apoptotic effects in breast cell lines, confirming its potential as a source of 

prototype drugs for chemotherapy. 

 

 

Keywords: Secondary metabolites; Apocynaceae; Breast cancer; Antineoplastic 

potential. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo, ocupando o 

segundo lugar entre as doenças que mais matam (American Cancer Society, 2024), 

sendo caracterizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como um problema 

de saúde pública em escala global. 

Desconsiderando o câncer de pele não melanoma, o Instituto Nacional de 

Câncer (INCA) estima que, ao longo do triênio (2023-2025), os tipos de câncer mais 

incidentes entre os brasileiros serão: de mama feminino (73.610 casos por ano), de 

próstata (71.730), de cólon e reto (45.630), de pulmão (32.560) e de estômago 

(21.480) (INCA, 2023). Dentre esses, o câncer de mama é o mais comum entre as 

mulheres, correspondendo a aproximadamente 30,1% e a principal causa de morte, 

constituindo um importante problema de saúde pública (INCA, 2023).  

O Câncer de mama é uma doença heterogênea, com vários subtipos 

moleculares classificados principalmente em Luminal A (positivo para receptores de 

estrogênio ER e/ou receptor de progesterona PR e negativo para receptor do fator 

de crescimento epidérmico humano tipo 2 HER2), Luminal B (positivo para 

receptores hormonais ER e/ou PR, porém pode ser HER2 positivo ou HER2 

negativo), HER2-positivo (positivo para receptor HER2) e triplo negativo (negativo 

para receptor de ER, PR e HER2), este último associado a pior prognóstico e à 

ausência de terapias-alvo específicas. Esses subtipos apresentam comportamentos 

biológicos distintos, influenciando diretamente o prognóstico e a resposta ao 

tratamento  (Perou et al., 2000).  

As estratégias terapêuticas utilizadas hoje no tratamento do câncer de mama 

incluem métodos locais e sistêmicos. Os tratamentos locais vão incluir 

procedimentos cirúrgicos, como mastectomias e radioterapia. A quimioterapia, 

imunoterapia e a terapia hormonal representam os principais tratamentos sistêmicos 

(Costa et al, 2020). Entretanto, a resistência aos quimioterápicos, principalmente em 

cânceres recorrentes, trazem um desafio para a terapêutica oncológica atual (Dakal 

et al., 2024; Saha et al., 2024).  

Assim, torna-se fundamental desenvolver terapias mais eficazes, tanto no 

câncer de mama triplo negativo (Xiong; Wu; Yu, 2024) quanto nos tumores hormônio-

dependentes (Huang et al., 2024), capazes de controlar o crescimento tumoral e 

reduzir sua capacidade de invasão e resistência terapêutica. 
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Nesse cenário, os produtos naturais vêm se destacando como uma fonte 

promissora no desenvolvimento de novos fármacos (Molinari, 2009; Costa-Lotufo et 

al., 2025; Conrado et al., 2024). Entre a rica diversidade da flora brasileira, destaca-

se a espécie G. vellosii (Apocynaceae), popularmente conhecida como Pau-Pereira 

(PP) (Almeida et al., 2009). Essa espécie tem sido amplamente estudada por 

apresentar grande quantidade de alcalóides indólicos e terpenóides, especialmente 

nos extratos da casca, já identificados como moléculas bioativas com potencial 

antineoplásico (Mbeunkui et al., 2011). 

Evidências pré-clínicas demonstram que o extrato do PP apresenta atividade 

antitumoral contra diferentes tipos de câncer, incluindo câncer de próstata LNCaP 

(Bemis et al., 2009) e câncer de pâncreas PANC-1, AsPC-1; HPAF-II,  BxPC-3 e 

MiaPaCa-2) (Yu et al., 2013; Dong et al., 2018). Esses estudos indicam que o extrato 

é capaz de inibir a proliferação celular, induzir apoptose e modular vias de 

sinalização associadas à progressão tumoral, sugerindo seu potencial como agente 

terapêutico ou adjuvante no tratamento de neoplasias, além de reforçar sua 

relevância para investigações em outros tipos de câncer.  

Apesar do estudo de Yeh et al. (2019), ter demonstrado a atividade 

antitumoral in vitro da flavopereirina isolada do PP nas linhagens de câncer de 

mama, destaca-se que no extrato bruto da casca são encontrados outros alcalóides 

indólicos com atividades farmacológicas relevantes, podendo sinergizar o efeito 

antitumoral  (Pereira et al., 2007; Lorenzi; Matos, 2008).   

Ao longo de quinze anos o nosso grupo de pesquisa tem estudado o potencial 

farmacológico do extrato da casca do PP. A presença dos alcalóides indólicos no 

extrato demonstrou atividade antiinflamatória e antinociceptiva que, associada ao 

efeito anticolinesterásico, teve seu estudo farmacológico direcionado à doença de 

Alzheimer (Lima et al. 2009). Por outro lado, estudos in silico que analisaram a 

estrutura química de outros alcalóides indólicos, como a vimblastina e vincristina, 

evidenciaram a importância dessas moléculas como fontes de quimioterápicos 

(Rosales et al., 2019; Omar et al., 2021; Abood et al., 2025).  

Considerando os dados já observados pelo nosso grupo e a literatura, o 

presente trabalho hipotetiza que o extrato da casca de G. vellosii, rico em alcalóides 

indólicos, tem efeito antitumoral em linhagens de células mamárias humanas, 

evidenciando seu potencial no estudo de novas drogas. Portanto, a estratégia 

definida foi avaliar o efeito do extrato nas principais características associadas à 
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tumorigênese, como ferramenta para triagem do potencial antitumoral em células de 

mama. Além disso, investigar um dos possíveis mecanismos associados a 

farmacodinâmica dos quimioterápicos na indução da morte celular, como via de ação 

do extrato.   

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Câncer de mama 

 

O nome "câncer" tem origem na palavra grega karkinos, posterior latinizada 

cancer/cancrum, que significa "caranguejo". Essa denominação faz alusão ao modo 

como a proliferação das células cancerosas se espalha pelo corpo, semelhante às 

patas do crustáceo que se estendem a partir do seu cefalotórax (Panegyres, 2024). 

O câncer é um grupo complexo de doenças com mais de 100 tipos diferentes, 

caracterizado pelo crescimento de células anormais e desordenadas (Who, 2021). 

Essas células adquirem a capacidade de evadir o sistema imunológico, invadir 

tecidos e se espalhar para outras partes do corpo devido a alterações genéticas e 

moleculares que conferem vantagens de sobrevivência e proliferação (Hanahan & 

Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011). 

No contexto dessa complexidade biológica, o câncer de mama se destaca por 

sua notável diversidade, englobando tumores biologicamente distintos que exibem 

diversas manifestações clínicas e morfológicas (Bray et al., 2018). 

O tipo histológico mais frequente origina-se nos ductos mamários, com o 

carcinoma ductal infiltrante respondendo por cerca de 80% dos casos (Kumar; 

Abbas; Aster, 2020). Outra forma histológica relevante é o carcinoma lobular, que 

tem origem nos lóbulos mamários (Li; Uribe; Daling, 2005).  

A doença pode manifestar-se como tumor in situ, quando está confinada ao 

tecido epitelial, ou como tumor invasivo, quando há ruptura da membrana basal 

(INCA, 2011). Mesmo dentro de um mesmo subtipo histológico, o comportamento 

biológico do tumor pode variar consideravelmente, dependendo de elementos como 

a expressão de receptores hormonais (ER/PR), marcador de proliferação (Ki-67) e 

perfil molecular (Lüönd et al., 2021). 
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2.1.1. Epidemiologia do câncer de mama  

 

O câncer constitui um dos mais significativos desafios globais de saúde 

pública, sendo uma das principais causas de mortalidade. Até 2050, estima-se que 

o número de casos de câncer atinja 35 milhões, apenas em decorrência do aumento 

previsto na população (Paho; Who, 2024; Bray et al., 2024). Especificamente no 

Brasil, o INCA estimou 704 mil novos casos de câncer para o triênio 2023-2025, dos 

quais 483 mil são câncer de pele não melanoma (Santos et al., 2023). 

 Entre as mulheres, o câncer de mama é o mais frequente em quase todas as 

Unidades Federativas, exceto em algumas áreas onde o câncer de colo do útero 

também apresenta alta incidência (Figura 1) (Santos et al., 2023). Esses dados 

evidenciam variações importantes na distribuição geográfica e por sexo dos tipos de 

câncer mais frequentes, refletindo tanto fatores biológicos quanto determinantes 

socioeconômicos e ambientais (Santos et al., 2023; Wünsch-Filho et al., 2008; 

Ribeiro; Nardocci, 2013; Azevedo e Silva et al., 2011). 

 

Figura 1. Distribuição dos três tipos de câncer mais incidentes (taxa ajustada) por UF e sexo, 2023-

2025 Fonte: Dados extraídos da Estimativa 2023: Incidência de Câncer no Brasil do INCA4 . Nota: 

pulmão = traqueia, brônquio e pulmão (C33-C34); cólon e reto = cólon, junção retossigmoide, reto e 

ânus (C18-C21); cavidade oral = lábio, língua, cavidade oral e orofaringe e glândulas salivares 

maiores (C00-C10). 

No Brasil, para 2023-2025, são esperados 73 mil novos casos, sendo o tipo o 
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câncer de mama o mais incidente em mulheres, e representa 30,1% dos cânceres 

femininos, excluindo o de pele não melanoma. A prevalência começa a crescer a 

partir dos 25 anos, atingindo o pico entre os 45 e 50 anos (INCA, 2022).  

 Os fatores de risco incluem idade (INCA, 2022), predisposição genética 

(mutações BRCA1 e BRCA2 em 5-10% dos casos) (Cifuentes-C et al., 2019; Briceño-

Balcázar et al., 2017), exposição hormonal (menarca precoce, menopausa tardia, 

nuliparidade, primeira gravidez após 30 anos, uso de terapia de reposição hormonal 

ou contraceptivos orais) (Colleen; Davey, 2021), e fatores comportamentais como 

sobrepeso/obesidade pós-menopausa, consumo de álcool e contato à radiação 

(INCA, 2022). 

 

2.1.2. Classificação molecular do câncer de mama  

 

A origem do câncer é complexa e com diversos fatores envolvidos, tanto 

extrínsecos quanto intrínsecos, que podem atuar simultaneamente ou em sequência 

(Wu et al., 2018). O desenvolvimento tumoral ocorre por meio da aquisição 

progressiva de um conjunto de capacidades biológicas que conferem vantagens às 

células transformadas, conceitualmente chamadas “Características do Câncer” 

(Hanahan; Weinberg, 2011; Hanahan, 2022). 

Em 2000, Hanahan e Weinberg descreveram inicialmente seis características 

fundamentais do câncer, às quais foram posteriormente adicionadas a 

reprogramação do metabolismo celular e a evasão do sistema imunológico (Figura 2 

A) (Hanahan; Weinberg, 2000; 2011). Em 2022, a reprogramação epigenética e a 

inflamação tumoral passaram a ser reconhecidas como características habilitadoras 

da progressão do câncer (Figura 2 B) (Hanahan, 2022). 
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Figura 2. Evolução das características do câncer. (A) Características fundamentais propostas por 

Hanahan e Weinberg (2011) e (B) Características habilitadoras e promotoras acrescentadas por 

Hanahan (2022). Adaptado de Hanahan (2022). 

 

Nesse contexto, o câncer de mama exemplifica de maneira evidente a 

aplicação do conceito das Características do Câncer, uma vez que sua 

carcinogênese e progressão são marcadas por ampla heterogeneidade molecular 

(Xiong et al., 2024).  

O câncer de mama é uma doença classificada em diferentes subtipos 

moleculares, dependendo da expressão de receptores hormonais e da presença ou 

ausência da proteína receptora do fator de crescimento epidérmico humano 2 

(HER2) (Figura 3). Essa classificação é essencial para determinar o prognóstico e 

selecionar a terapia mais apropriada para cada paciente (Perou et al., 2000). 
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Figura 3. Principais características dos subtipos moleculares do câncer de mama. (Figura criada 

utilizando o Biorender.com). Adaptado de Ochoa e Hernández-Lemus (2023). 

 

O subtipo Luminal A é definido pela presença positiva dos receptores de 

estrogênio (ER) e/ou progesterona (PR), ausência de superexpressão de HER2 e 

baixo índice de proliferação celular (Cheang et al., 2009). O subtipo Luminal B 

também exibe ER e/ou PR positivos, no entanto, apresenta um índice de proliferação 

celular mais alto (Ki-67 ≥ 14%) e pode ser HER2 positivo ou negativo (Cheang et al., 

2009).  A superexpressão da proteína HER2, que promove o crescimento das células 

tumorais, caracteriza o subtipo HER2-positivo (Slamon et al., 1987; Perou et al., 

2000).  

O subtipo TNBC acontece quando as células tumorais não expressam RE, RP 

e HER2, correspondendo a cerca de 15% dos casos (Foulkes et al., 2010; Bianchini 

et al., 2016). Este subtipo é o mais agressivo e tem o pior prognóstico, sendo 

geneticamente diverso e exibindo instabilidade genômica (Lehmann et al., 2011; 

Cancer Genome Atlas Network, 2012).  

 

2.2. Modelo in vitro 

 

Na pesquisa científica, os modelos in vitro baseados em cultura de células 

http://biorender.com/
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tumorais são instrumentos essenciais, pois possibilitam a investigação de 

mecanismos celulares e moleculares, bem como o estudo de novas drogas (Mimura 

et al., 2020). Eles oferecem benefícios como maior reprodutibilidade, diminuição de 

custos e tempo de desenvolvimento em relação aos modelos in vivo, além de 

reduzirem questões éticas (Hodges et al., 2022; Huh et al., 2011). 

As linhagens celulares humanas constituem modelos experimentais 

amplamente empregados na pesquisa em câncer de mama. Nesse contexto, as 

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram escolhidas para este estudo por 

representarem os extremos dos subtipos moleculares do câncer de mama e por sua 

frequente utilização como modelos experimentais para investigar a biologia tumoral 

e a resposta a diferentes tratamentos, além de permitir a comparação de efeitos 

farmacológicos em contextos celulares distintos (Phannasil et al., 2023). Além disso, 

a linhagem não tumorigênica MCF-10 foi incluída como controle. 

A linhagem celular MCF-7 é originada de um adenocarcinoma mamário em 

uma paciente de 69 anos, coletada a partir de uma efusão pleural (Comşa et al., 

2015). É considerada um modelo  que  simula o câncer de mama do tipo luminal A 

(Mota et al. 2017). Esse subtipo de câncer de mama apresenta baixo grau histológico 

e bom prognóstico (Kim et al. 2012). Caracterizando-se pela expressão positiva de 

receptores de estrogênio (ER⁺ ) e progesterona (PR⁺ ), além de ausência de 

superexpressão de HER2. Essas células mantêm p53 funcional, níveis 

intermediários de Ki-67 e maior permanência na fase G1 do ciclo celular, refletindo o 

perfil menos agressivo dos tumores luminais (Osborne et al., 1987; Lacroix, Leclercq, 

2004; Holliday, Speirs, 2011). 

A linhagem celular MDA-MB-231 também é originada de um adenocarcinoma 

mamário, obtido a partir de uma efusão pleural de uma paciente de 51 anos (Cailleau 

et al., 1974). É classificada como câncer de mama triplo-negativo (TNBC), ou seja, 

não apresenta ER, PR e HER2  (Aysola et al., 2013). Essas células apresentam 

mutação em TP53, o que compromete mecanismos de controle do ciclo celular e 

resposta ao dano ao DNA. Além disso, exibem alta taxa proliferativa, com elevada 

expressão de Ki-67, maior proporção de células em fase S e resistência a 

checkpoints celulares (Cailleau et al., 1974; Neve et al., 2006; Holliday, Speirs, 2011). 

Esse subtipo de câncer de mama representa um modelo de câncer classificado como 

altamente agressivo, invasivo, pouco diferenciado e com pior prognóstico (Yin et al., 

2020).   
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A linhagem celular MCF-10 é um modelo frequentemente usado de células 

epiteliais mamárias humanas que se tornaram espontaneamente imortais (Soule et 

al., 1990). A linhagem é originada do tecido mamário de uma mulher caucasiana de 

36 anos, portadora de doença fibrocística da mama (Soule et al., 1990). Do ponto de 

vista molecular, as células da linhagem MCF-10 apresentam um perfil característico 

de epitélio mamário não tumoral (Puleo; Polyak, 2021). Essas células são negativas 

para receptores hormonais (ER⁻ /PR⁻ /HER2⁻ ) e apresentam p53 funcional. Além 

disso, exibem baixa taxa proliferativa, com baixa expressão de Ki-67, refletindo um 

perfil de crescimento controlado típico de células não transformadas. O ciclo celular 

nessas células apresenta checkpoints preservados, com maior proporção de células 

em G0/G1 e progressão restrita para as fases S e G2/M, o que reforça seu caráter 

não tumoral (Soule et al., 1990; Debnath et al., 2003; ATCC, 2023). 

 

2.3. Produtos Naturais como agentes terapêuticos para o câncer 

 

O interesse em plantas medicinais e produtos naturais como agentes 

terapêuticos data das civilizações antigas e ainda é um recurso fundamental para o 

tratamento de várias doenças em diversas comunidades e grupos étnicos (Newman; 

Cragg, 2020).  

 Pesquisas sobre a flora brasileira, tanto na perspectiva química quanto 

farmacológica, têm sido ampliadas desde meados do século passado (Simões et al., 

2017). Hoje em dia, uma parcela considerável dos medicamentos da indústria 

farmacêutica brasileira tem origem em conhecimentos fitoterápicos populares, o que 

demonstra a combinação entre saberes tradicionais e a ciência moderna (Maciel; 

Pinto; Veiga Júnior, 2002). 

Várias classes de compostos naturais encontrados em plantas têm mostrado 

atividades biológicas significativas para o avanço de terapias, inclusive no tratamento 

do câncer (Cragg; Newman, 2013).  

A Figura 4 ilustra alguns dos principais fármacos antineoplásicos de origem 

natural e suas respectivas fontes biológicas, evidenciando a relevância dos produtos 

naturais no desenvolvimento da quimioterapia. Destacam-se clássicos como o 

paclitaxel, derivado de Taxus brevifolia, e os alcalóides da vinca (vincristina e 

vimblastina), obtidos de Catharanthus roseus (Newman; Cragg, 2020). 
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Figura 4. Principais fármacos quimioterápicos de origem vegetal e suas respectivas espécies.  Fonte: 

Autor, 2025. 

 

2.3.1. Geissospermum vellosii 

 

A família Apocynaceae engloba numerosas espécies com rica composição 

fitoquímica, destacando-se pela presença de alcalóides e outras classes de 

metabólitos secundários, com diversas indicações medicinais registradas no Brasil 

(Santos et al., 2013). Espécies dessa família, como Catharanthus, Nerium, Plumeria 

e Tabernaemontana, foram descritas por suas características citotóxicas e 

anticancerígenas (Calderón-Montaño et al. 2013; Elgizawy et al. 2024; Manzoor et 

al., 2013;  Mohsina et al. 2022).  

No Brasil, uma espécie de grande relevância é o Geissospermum vellosii, 

árvore que pode atingir entre 8 e 20 metros de altura, conhecida popularmente como 

Pau-Pereira (PP) (Figura 5) (Lorenzi, 2000; Almeida, 2009) 
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Figura 5. Geissospermum vellosii, popularmente conhecido como Pau-pereira, em destaque no 
primeiro plano. Fonte: Almeida et al., 2006. 

 

A espécie pertence à família Apocynaceae (Koch et al., 2015). A classificação 

hierárquica completa do G. vellosii é apresentada na Tabela 1, seguindo a 

nomenclatura adotada pela Flora e Funga do Brasil (Barbosa; Simões, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1- Classificação taxonômica de Geissospermum vellosii 
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(Apocynaceae) 

 

Nível Taxonômico Classificação 

Reino Plantae 

Filo Tracheophyta  

Classe Magnoliopsida  

Ordem Gentianales 

Família Apocynaceae 

Subfamília Rauvolfioideae 

Gênero Geissospermum 

Espécie Geissospermum vellosii  

 

A espécie foi formalmente descrita por Francisco Freire Allemão em 1845, 

sendo a autoria taxonômica frequentemente citada como Allemão. A nomenclatura 

da espécie possui variações históricas, sendo o sinônimo Geissospermum laeve 

(Vell.) Miers amplamente utilizado em literatura mais antiga (Barbosa et al., 2019). 

O gênero Geissospermum é endêmico da América do Sul, com o G. vellosii 

sendo uma das espécies mais relevantes devido à sua importância histórica e 

medicinal. A relevância histórica da espécie é reforçada pelo fato de a pereirina, um 

alcalóide isolado de sua casca, ter sido o primeiro alcaloide isolado no Brasil, 

marcando um marco na química de produtos naturais do país (Almeida et al., 2009). 

A espécie G. vellosii é encontrada principalmente nas regiões Norte, Nordeste 

e Sudeste, com registros nos seguintes estados: Acre, Amazonas, Amapá, Pará, 

Rondônia e Roraima (Norte), Bahia e Maranhão (Nordeste), Distrito Federal (Centro-

Oeste) e Espírito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Sudeste). Em termos de 

domínios fitogeográficos, o G. vellosii está associado à Floresta Amazônica, ao 

Cerrado e à Mata Atlântica (Souza et al., 2021; Barbosa, Simões, 2020). 

 A espécie G. vellosii é rica em alcalóides indólicos e tem sido utilizado na 

medicina popular como antipirético, inclusive no tratamento da malária, bem como 

para problemas intestinais, tonturas e má digestão (Muñoz et al., 2000; Jácome, 

Souza, Oliveira, 2003; Werner et al., 2009). 

Entre suas atividades biológicas, destacam-se os seus significativos 
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mecanismos anti-inflamatórios e antinociceptivos (Lima et. al., 2016). 

Adicionalmente, estudos in vivo demonstraram atividade anticolinesterásica, com a 

inibição das enzimas butirilcolinesterase (BChE) e acetilcolinesterase (AChE), sendo 

a geissospermina o principal alcalóide responsável por essa ação (Lima et al., 2005). 

Essa atividade está intimamente ligada à via imunomoduladora "anti-inflamatório-

colinérgico", que impede a produção de citocinas pró-inflamatórias e auxilia na 

redução de processos inflamatórios (Lima, 2016; Lima et al., 2005). 

Paralelamente a essas propriedades, a atividade antitumoral do Pau-Pereira 

tem sido o foco de pesquisas, o que reforça seu potencial como agente terapêutico 

no combate ao câncer. Estudos recentes com o extrato da casca de G. vellosii 

mostraram um efeito supressor em células de câncer de próstata (Bemis et al., 2009), 

a inibição da progressão do câncer pancreático (Yu; Drisko; Chen, 2013) e a 

potencialização dos efeitos da gemcitabina, um quimioterápico de ampla aplicação 

(Dong; Chen; Chen, 2018).  

O extrato também foi descrito como um potencializador da eficácia da 

carboplatina no tratamento do câncer de ovário (Yu; Chen, 2014). Adicionalmente, 

estudos in vitro mostraram que extratos de G. vellosii diminuem a viabilidade celular 

e a capacidade migratória das células T24 do câncer de bexiga humano, o que 

reforça sua ação antitumoral (Sousa Neto, 2024). 

Dentre seus compostos bioativos, a flavopereirina, um alcalóide isolado da 

espécie, sobressai-se por sua potente ação anticancerígena. Foi demonstrado que 

a flavopereirina inibe o crescimento de células de câncer colorretal por meio da 

sinalização dependente de p53 (Li et al., 2019) e induz a interrupção do ciclo celular 

e a apoptose em células de câncer de mama humano, ativando as vias de sinalização 

AKT/p38 MAPK/ERK1/2 (Yeh et al., 2019). Esses achados, em conjunto, consolidam 

o extrato de G. vellosii e seus compostos isolados como uma promissora fonte de 

novas estratégias para a terapia oncológica. 

 

2.3.2. Caracterização química 

 

A pereirina foi isolada no século XIX, mas logo se percebeu que não era uma 

substância pura, e sim uma mistura complexa de alcalóides (Almeida, 2009). Estudos 

posteriores, particularmente durante o século XX, possibilitaram o isolamento e a 

identificação de vários alcalóides indólicos e β-carbolínicos encontrados na espécie 
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G. vellosii (Figura 6) (Almeida et al., 2009; Lima et al., 2020). 

Extratos da casca de G. vellosii e seus alcalóides isolados vêm sendo 

amplamente estudados, mostrando atividades farmacológicas significativas (Lima et 

al., 2009; Lima et al., 2016; Costa et al., 2020).  

A geissoschizolina (Figura 6 (1)) é caracterizado quimicamente por Mbeunkui 

et al. (2012), apresenta promissora atividade no sistema nervoso central. Seu 

principal potencial terapêutico é a neuroproteção contra o Alzheimer, atuando como 

um inibidor potente e seletivo da butirilcolinesterase (BChE), com baixa citotoxicidade 

(Lima et al., 2009). Adicionalmente, a literatura indica eficácia na modulação do 

humor e analgesia, influenciando vias serotoninérgicas e receptores de dor (Passos 

et al., 2009; Amador et al., 2001). 

A geissoschizona (Figura 6 (2)) as pesquisas com essa molécula apresentam 

atividade bioativa voltada para doenças parasitárias. Seu principal potencial 

terapêutico reside na atividade antiplasmodial, atuando na inibição do crescimento 

do Plasmodium falciparum, embora apresente citotoxicidade moderada em células 

de mamíferos (Mbeunkui et al., 2012). Adicionalmente, a literatura indica bioatividade 

em ensaios de toxicidade geral, influenciando a viabilidade de linhagens celulares 

como Vero (Células renais de macaco verde africano) e CHO (Chinese Hamster 

Ovary), o que sugere menor seletividade celular quando comparada a outros 

alcaloides da espécie (Liberto et al., 2016). 

A geissospermina (Figura 6 (3)) é um dos alcaloides mais estudados do 

gênero Geissospermum, destacando-se por sua atividade anticolinesterásica 

significativa, especialmente contra a acetilcolinesterase, além de efeitos 

neuroprotetores e anti-inflamatórios, o que direciona seu potencial terapêutico para 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer (Lima et al., 2009; 

Rosales et al., 2019). 

Por fim, a base anidrônica derivada da geissospermina (Figura 6 (4)), 

demonstrou atividade anticolinesterásica superior à molécula precursora, além de 

propriedades antioxidantes e potencial neuroprotetor, reforçando seu interesse como 

composto promissor para o desenvolvimento de novos fármacos voltados ao 

tratamento de distúrbios neurodegenerativos (Lima et al., 2009). 

Esses resultados confirmam o uso tradicional da planta na medicina popular 

e destacam a necessidade de pesquisas químicas e farmacológicas contínuas para 

entender suas propriedades bioativas. 
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Figura 6. Alcalóides do Geissospermum vellosii. Fonte: Lima et al, 2020. 

 

Diante da necessidade urgente de novas abordagens terapêuticas para o 

câncer de mama e do potencial já demonstrado do Pau-Pereira contra outros tipos 

de câncer, justifica-se a investigação de sua atividade citotóxica contra células 

tumorais mamárias. Esse estudo poderá contribuir para a ampliação do 

conhecimento sobre o potencial terapêutico dessa espécie vegetal, abrindo 

perspectivas para o desenvolvimento de novos tratamentos contra o câncer de 

mama. 

 

 

 

3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral  

 

Avaliar a capacidade antitumoral in vitro do extrato etanólico obtido da casca 

de G. vellosii (Pau-Pereira), em células de câncer de mama humano (MCF-7 e  MDA-



 

                                       32 

MB-231).  

 

3.2. Objetivos Específicos  

 

- Avaliar a citotoxicidade do extrato, determinando a IC₅ ₀  e o índice de 

seletividade (IS); 

- Analisar os efeitos morfológicos do extrato sobre as células tumorais; 

- Avaliar o efeito do extrato na proliferação, migração e morte celular; 

- Investigar o potencial pró-apoptótico do extrato em células tumorais; 

- Analisar os mecanismos envolvidos na parada do ciclo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. METODOLOGIAS  

 

4.1. Preparação do extrato da casca do Pau-pereira  

 

Foi utilizado o extrato etanólico da casca do caule do G. vellosii (PP) coletado 
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no Horto Jardim Botânico do Rio de Janeiro, gentilmente cedido pela Professora Dra. 

Josélia Alencar Lima e cujo método de preparo e caracterização química já foram 

descritos anteriormente (Lima et al., 2009). O armazenamento do resíduo seco foi 

realizado conforme as recomendações, mantido vedado e protegido da luz em 

freezer a –20 °C. 

Para a realização dos experimentos, o resíduo seco obtido do extrato foi 

pesado e diluído em Dimetilsulfóxido (DMSO PA) para o preparo da solução-estoque 

(100 mg/mL). A solução-estoque foi conservada em frasco vedado, protegida da luz 

e a temperatura de –20 °C.  

Todas as soluções de trabalho foram preparadas no dia do tratamento. Para 

os ensaios, a solução estoque do PP foi diluída em meio de cultura para obter as 

concentrações dos ensaios in vitro, que variaram entre  1, 5, 10, 20, 40, 60 e 100 

μg/mL. As Concentrações foram determinadas conforme estudos anteriores (Pinto, 

2023; Sousa Neto, 2024). 

 

4.2. Cultivo celular  

 

Foram utilizadas as linhagens celulares tumorais MCF-7 (adenocarcinoma 

mamário humano receptor de estrógeno positivo) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma 

mamário humano triplo negativo), obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro 

(BCRJ). Como controle de células não malignas, utilizou-se a linhagem MCF-10 

(epitélio de mama não tumorigênico), gentilmente cedida pela Pra. Dra. Heveline 

Silva, coordenadora do Laboratório de Síntese e Interações Bioinorgânicas - SIBLAB, 

da Universidade Federal do Mato Grosso. 

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em garrafas 

de cultura de 25 cm² e/ou 75 cm² com meio DMEM LG (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium Low Glucose, GIBCO - Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 

10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibiótico (Penicilina, Estreptomicina e 

Anfotericina B) (GIBCO - Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A linhagem MCF-10, foi 

cultivada nas mesmas condições, porém utilizando meio RPMI-1640 (Roswell Park 

Memorial Institute-1640, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), igualmente 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibiótico.  

As células foram mantidas em atmosfera de 5% de CO₂ , a 37 ºC (ATCC, 

2025). Assim que as células atingiram cerca de 70 a 80% de confluência nas garrafas 
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de cultura foi obtida uma suspensão celular, a qual foi utilizada na realização para 

manutenção e realização dos testes experimentais.  

Para a manutenção das células in vitro, o repique foi realizado lavando as 

células aderidas na garrafa de cultura com PBS 1X, seguido da adição de Tripsina-

EDTA 1X por 3 minutos a 37 ºC, para o destacamento das células e obtenção da 

suspensão celular. A suspensão foi transferida para um tubo cônico de 15mL 

contendo meio DMEM LG + 10% SFB para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 e 

de meio RPMI-1640 + 10% SFB para a linhagem MCF-10. Os tubos foram 

centrifugados a 300 × g durante 5 minutos e as células ressuspendidas em 2 mL de 

meio de cultura suplementado (ATCC, 2025). O número total e a viabilidade das 

células da suspensão foi obtido pela contagem em câmara de Neubauer com Azul 

de Tripan a 0,04% (1:1), e a concentração celular ajustada conforme o experimento 

a ser realizado. 

 

4.3. Desenho experimental 

 

 Após o preparo do extrato como descrito acima, as linhagens celulares foram 

cultivadas e, após o período de confluência, foram usadas nos ensaios experimentais 

para avaliação da atividade biológica do extrato PP. 

Inicialmente, foram investigados o efeito do tratamento com extrato nas 

principais características associadas ao tumor: viabilidade, migração e proliferação. 

Para o ensaio de citotoxicidade as células foram cultivadas em 24, 48 e 72h, nas 

diferentes concentrações do extrato e determinada a citotoxicidade pelo ensaio do 

MTT. A partir dos dados obtidos, foram calculadas a concentração inibitória 50% 

(IC50) e o índice de seletividade tendo como referência a linhagem mamária humana 

não tumoral (MCF-10).  

As alterações morfológicas também foram analisadas, por microscopia óptica, 

para determinar o efeito do tratamento sobre as células. O efeito antiproliferativo do 

extrato foi determinado pelo ensaio de colônia, sendo observado o número de 

aglomerados celulares e usando a coloração do cristal violeta para determinar a 

densidade celular por colorimetria, após o tratamento. A capacidade anti migratória 

do extrato foi verificada através do ensaio de ranhura e determinado o tempo de 

fechamento da área na placa de cultura.  

Para uma melhor investigação da capacidade do extrato em induzir 
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citotoxicidade, foram investigadas as vias de morte celular por necrose e apoptose, 

aplicando a técnica de microscopia de fluorescência e citometria de fluxo.  

Com base nos resultados obtidos, foi investigado o potencial do extrato em 

parar o ciclo celular, sendo este um dos principais mecanismos de ação observados 

nos quimioterápicos. Para este experimento foi aplicada a técnica de citometria para 

a identificação das fases do ciclo celular. A figura 7 resume as etapas de análise 

realizadas neste estudo. 

 

 

Figura 7. Ilustração representativa das etapas experimentais para avaliação do efeito 

antitumoral do extrato sobre linhagens mamárias humanas. (Figura criada utilizando o 

Biorender.com). Fonte: Autor, 2025. 

 

 

 

 

 

4.3.1 Ensaios de triagem para atividade antitumoral 

 

4.3.1.1 Ensaio de citotoxidade, determinação da Concentração Inibitória 50% 

(IC50) e Índice de seletividade 

 

O ensaio de redução do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio) 
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(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) foi realizado para determinar a 

citotoxicidade, conforme Mosmann (1983), com modificações. As células foram 

plaqueadas em placa de 96 poços, fundo chato, na densidade de 1x10⁴ células/poço, 

com volume final de 100 μL/poço de meio suplementado e incubadas por 24h à 5% 

de CO₂ , a 37 ºC.  

Após esse período, as células foram tratadas com diferentes concentrações 

de PP (5, 10, 20, 40, 60 e 100 μg/mL) e novamente incubadas por 24, 48 ou 72h. 

Como controle positivo foi utilizado Cisplatina (cis-diaminodicloroplatina(II) - CDDP) 

(Sigma-Aldrich, Merck, EUA) na concentração de 1,5 μg/mL. Foram testadas 

diferentes concentrações do veículo (DMSO a 0,1%, 0,5%, 0,7% e 1%) para 

assegurar que qualquer mudança percebida na viabilidade celular fosse unicamente 

atribuída ao extrato, e não ao DMSO usado no preparo da solução estoque. 

Ao final de cada tempo de tratamento, o meio de cultivo foi descartado, e 

adicionado 100 µL de solução de MTT (0,5 mg/mL) em meio DMEM LG sem 

suplementação, por poço. As placas foram novamente incubadas por 3h em 

atmosfera de 5% de CO₂ , a 37 ºC.  

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram 

diluídos com adição de 100 μL de Álcool Etílico P.A. Após, os poços foram 

homogeneizados e a absorbância de cada tratamento foi analisada em 

espectrofotômetro de microplacas Epoch (BioTec Instruments, Vermont, EUA), no 

comprimento de onda de 570 nm (Liu et al., 2014). 

Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicatas para cada 

linhagem. Os dados foram plotados em tabelas no Excel e as análises estatísticas 

feitas no software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, 

California) para a determinação das médias de viabilidade dos tratamentos e da 

concentração inibitória média (IC50). 

Para obtenção da IC50, após a obtenção dos dados do ensaio de redução do 

MTT, os valores de viabilidade foram transformados em logaritmos (Log X). Os dados 

foram normalizados e utilizados para plotar as curvas concentração-resposta, 

ajustadas por meio de uma curva de regressão não linear  (Minho; Gaspar, 2016).  

Para verificar a presença de efeito seletivo no tratamento com o PP, foi 

empregado o cálculo do Índice de Seletividade (IS), por meio da seguinte fórmula: 
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Conforme proposto por Zingue e colaboradores (2016), um valor de IS maior 

que 1,0 (IS > 1,0) indica que a substância em estudo apresenta maior seletividade 

para as células tumorais em comparação com as células normais. O cálculo foi 

realizado comparando os valores de IC50 da linhagem celular não tumoral (MCF-10) 

com os das linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231). 

 

4.3.1.2 Análise de alterações morfológica por microscopía de luz invertida 

 

 A análise da morfologia celular foi realizada para avaliar a resposta das 

linhagens ao tratamento com PP. Para isso, as células foram cultivadas em placas 

de 96 poços, na concentração de 0,2×10⁴ células por poço.  

Após 24h de incubação, as culturas foram tratadas com PP na concentração 

que inibiu 50% (IC50) da viabilidade celular, além de uma concentração superior e 

outra inferior à IC50 e com CDDP (1,5 μg/mL) no volume de 200 μl por poço, por 48h. 

Após o tempo, foram captadas três imagens de cada grupo de tratamento, 

provenientes de dois experimentos independentes em triplicata, utilizando um 

microscópio de luz invertida equipado com uma câmera fotográfica com aumento de 

200X (Eclipse Ti, Nikon).  

As imagens foram adquiridas por meio do software OPTHD (Carl Zeiss Inc., 

Alemanha) e analisadas com o software ImageJ (Wayne Rasband, National Institute 

of Health, MA).  

As análises foram realizadas de forma quantitativa e qualitativa. Na análise 

quantitativa, foi avaliado a área e perímetro celular de 100 células por tratamento. Já 

na análise qualitativa, foram observados aspectos como integridade da membrana 

celular, presença de vacúolos, retração celular, alterações na adesão, presença de 

bleds na superfície celular e alterações nucleares (Freshney, 2016; Kroemer et al., 

2009). Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata. 

 

4.3.1.3 Ensaio clonogênico   

 

De acordo com o protocolo descrito por Rafehi (2011), com modificações, as 
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células em cultura foram tripsinizadas e contadas. Em seguida, foram adicionadas 

(60 células/poço) em placas de 96 poços no volume final de 100 μL de meio. 

 Após 24h de incubação, as culturas foram tratadas com PP na concentração 

inibitória de 50% da viabilidade celular, além de uma concentração superior e outra 

inferior e com CDDP (1,5 μg/mL) no volume de 200 μl por poço, por 48h. Após esse 

período, o meio de cultura foi substituído por meio fresco suplementado, sem 

tratamento. A reposição do meio foi realizada a cada 48h.  

As células permaneceram em cultivo por 7 dias. Ao término do experimento, 

as células foram lavadas 2 vezes com PBS e posteriormente fixadas com Álcool 

Etílico P.A. durante 15 minutos. Após a fixação, as colônias foram coradas com cristal 

violeta (0,5% em 25% de metanol) no volume de 100 μL por poço, durante 10 

minutos. O corante foi então removido e os poços foram lavados quatro vezes com 

água destilada. 

As placas foram fotografadas com uma câmera fotográfica traseira de um 

iPhone 11 (Apple Inc., EUA), equipada com lente grande-angular de 12 MP (abertura 

f/1,8). As imagens foram capturadas no modo padrão, com foco automático, sem 

zoom digital e com o flash desativado, para posterior contagem das colônias.  

Além disso, a densidade óptica do corante retido nas colônias foi avaliada por 

meio da adição de 100 μL de metanol por poço, durante 5 minutos.  Foi realizada a 

leitura da placa no espectrofotômetro (BioTek Epoch) com comprimento de onda de 

595 nm (Reigada; Miettinen; Savijoki; Fallarero, 2018). Realizou-se três 

experimentos independentes em triplicata. 

 

 

4.3.1.4 Ensaio de migração celular 

 

O ensaio de migração celular foi realizado segundo Liang e colaboradores 

(2007), com modificações. As linhagens foram semeadas (0,2×10⁵ células/poço - 

MCF-7 e 1×10⁵ células/poço - MDA-MB-231) em placas de 96 poços. Antes de 

plaquear as células, a placa foi marcada no seu verso com um risco horizontal, 

separando cada poço em duas partes. O objetivo dessa etapa foi estabelecer um 

padrão para a captura das imagens, garantindo que as fotos fossem tiradas no 

mesmo lugar, utilizando o encontro da ranhura vertical na monocamada (que 

posteriormente seria realizada) e o risco horizontal no verso como referência. Devido 
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ao fato de a linhagem MCF-10 não apresentar perfil migratório, optou-se por não 

incluí-la neste ensaio. 

Após 24h de cultivo, as células atingiram a formação de uma monocamada 

uniforme. Em seguida, foi realizada a ranhura utilizando uma ponteira de 10 µL. Com 

a ponteira posicionada a 90° em relação ao fundo do poço, traçou-se uma linha 

vertical ao longo da monocamada, iniciando na borda superior e deslizando até a 

borda inferior. Dessa forma, obteve-se uma ranhura central que divide o poço em 

duas regiões distintas (direita e esquerda). 

Após a realização de cada ranhura, a ponta da ponteira foi lavada brevemente 

em PBS. O meio dos poços foi removido e os poços foram lavados com PBS em 

temperatura ambiente para remover as células mortas e os detritos do sobrenadante. 

O meio novo foi adicionado a cada poço utilizando uma micropipeta. Em seguida, as 

placas foram levadas ao microscópio para a captura das imagens.  

As imagens foram obtidas em um microscópio invertido (Opticam O500i) 

equipado com uma câmera fotográfica (NA0.30 WD72) em um aumento de 100x. As 

fotos foram tiradas imediatamente após a realização da ranhura e consideradas 

como t=0 (tempo inicial do experimento). 

A placa foi incubada por 24h e repetido o procedimento para obtenção das 

imagens em um aumento de 100x até o completo fechamento da ranhura tendo 

como referência o tempo do poço sem tratamento (controle negativo). A área de 

fechamento da ranhura foi calculada com auxílio do software ImageJ em todos os 

tempos que foram realizadas as fotomicrografias. A fórmula usada para calcular a 

taxa de fechamento foi: 

[A (0) – A (t) / A (0)] × 100%, onde A(0) é a área no tempo zero e A(t) é a área 

após o tempo de incubação (t). Por fim, para analisar os dados obtidos no ensaio, 

utilizará o software Prism (Almeida et al., 2019). Realizou-se dois experimentos 

independentes em triplicata. 

 

4.3.2 Ensaios para avaliação de mecanismo de morte celular 

 

4.3.2.1 Investigação das vias de morte celular por apoptose e necrose 

 

Para a avaliação do tipo de morte celular, foram realizados experimentos 

utilizando microscopia de fluorescência e citometria de fluxo. Para a microscopia de 
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fluorescência, as linhagens foram cultivadas em placas de 96 poços, na 

concentração de 0,2 × 10⁵ células por poço.  

Após 24h de incubação, as culturas foram tratadas com PP na concentração 

que inibiu 50% da viabilidade celular, além de uma concentração superior e outra 

inferior e com CDDP (1,5 μg/mL) no volume final de 200 μl por poço, por 48 horas. 

Concluído o período de incubação, o sobrenadante das placas foi cuidadosamente 

removido após centrifugação por 5 minutos a 300 × g. Em seu lugar, foi adicionado 

meio DMEM LG ou RPMI suplementado com 10% de SFB, laranja de acridina (AO) 

(50 μg/ml) e iodeto de propídio (50 μg/ml).  

As placas foram submetidas à nova centrifugação e incubadas por 2 minutos 

ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram analisadas em um microscópio de 

fluorescência (Eclipse Ti, Nikon). As imagens foram capturadas em aumento de 

200x, utilizando os filtros de fluorescência EGF (emissão na faixa verde) e CY3 

(emissão na faixa vermelha). Em seguida, os canais de fluorescência foram 

combinados, e a análise celular foi realizada por meio do software ImageJ. 

As células foram divididas em três grupos: viáveis, apoptóticas e necróticas. 

As células viáveis foram identificadas pela fluorescência verde uniforme, resultante 

da entrada do AO em núcleos íntegros, enquanto as células em apoptose exibiram 

fluorescência verde ou vermelha, podendo apresentar condensação da cromatina  ou 

fragmentação nuclear (corpos apoptóticos). Já as células em necrose apresentaram 

fluorescência vermelha, devido à penetração do IP em membranas celulares 

comprometidas, com núcleo não condensado e sem alterações visíveis (Figura 8). 

Durante a análise, foram avaliados parâmetros morfológicos e de integridade, 

incluindo cor da fluorescência, condensação ou fragmentação nuclear, presença de 

vacúolos citoplasmáticos e retração celular, permitindo a classificação das células 

como viáveis, apoptóticas ou necróticas (Smith et al., 2012; Costigan; Hollville; 

Martin, 2023). Para a análise qualitativa, 100 células foram selecionadas 

aleatoriamente em cada imagem e classificadas conforme os critérios descritos. 

Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata. 
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Figura 8. Caracterização do estado celular por coloração com laranja de acridina e iodeto de etídio, 

proposto por Smith et al. (2012) com modificações. 

 

Para a análise de apoptose por citometria de fluxo, foi realizado o protocolo 

utilizando o kit Annexin V-FITC/PI (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante, com ajustes para o número de células por poço. As 

linhagens foram cultivadas em placas de 24 poços na concentração de 1x10⁵ 

cél/poço em 500 μl por poço.  

Após 24h de incubação, as culturas foram tratadas com PP na concentração 

inibitória de 50% da viabilidade celular, além de uma concentração superior e outra 

inferior e com CDDP (1,5 μg/mL) no volume final de 1000 μl por poço, por 48h. Após 

as 48h, as células foram coletadas e transferidas para microtubos estéreis. Em 

seguida, centrifugadas a 300 × g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 

cuidadosamente descartado, e as células  lavadas duas vezes com tampão de 

coloração celular, conforme as instruções do fabricante (Cell Staining Buffer, 

BioLegend, Cat. 420201). 

Após as lavagens, o pellet celular foi ressuspendido em 100 µL de tampão de 

ligação (Annexin V Binding Buffer). Para a etapa de marcação, preparou-se uma 

solução-mestra contendo: 12 µL de Annexin V-FITC (90 µg/mL), 48 µL de iodeto de 

propídio (PI 500 µg/mL) e 2,4 mL de tampão de ligação, totalizando um volume 

suficiente para 24 amostras.  

As células foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. Em seguida, 

adicionou-se 100 µL da mistura a cada tubo com as células ressuspendidas, 

seguindo-se incubação por 15 minutos à temperatura ambiente (25 °C), protegida da 

luz para evitar a degradação dos fluoróforos. Após a incubação, adicionou-se mais 

100 µL de tampão de ligação em cada tubo, resultando em um volume final de 200 

µL por amostra. 
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As amostras foram mantidas no gelo até o momento da aquisição dos dados 

no citômetro de fluxo. A detecção ocorreu nos canais correspondentes: FITC 

(fluorescência verde) para Anexina V e PE (fluorescência vermelha) para PI. Para 

garantir a interpretação adequada dos resultados, foram incluídos os seguintes 

controles experimentais: células não tratadas (controle negativo), células marcadas 

apenas com Anexina V, células marcadas apenas com PI e células induzidas à 

apoptose marcadas com Anexina V.  

As amostras foram adquiridas em um citômetro de fluxo Guava easyCyte™ 

HT System, com a aquisição de 10.000 eventos no canal vermelho. Os dados foram 

processados utilizando o software FlowJo™ (Versão 10, Becton, Dickinson and 

Company, 2019) (Jaishy B, et al. 2015).   

Realizou-se um experimento em quadruplicatas. Os 10.000 eventos por 

amostra foram obtidos dentro do gate de interesse, após a verificação da população 

celular com base nos parâmetros de tamanho (FSC) e complexibilidade (SSC) em 

escala linear. Após o isolamento dos gates, a morte celular foi analisada por meio 

do dotplot dividido em quadrantes com a combinação do canal vermelho (RED-B-

HLog) e canal verde (GRN-B-HLog) (Riccardi; Nicoletti, 2006) (Figura 9). Realizou-

se um experimento em triplicata. 

 

 

 

Figura 9. Esquema de análise de apoptose e necrose pelo ensaio de Anexina V/PI. À esquerda, 

método de identificação da população de interesse a partir dos parâmetros de tamanho (FSC) e 

complexibilidade (SSC) na escala linear e logarítmica. Ao centro, população de interesse. À direita, a 

análise foi realizada com base na distribuição das células em quatro quadrantes, de acordo com a 

marcação por Anexina V e iodeto de propídeo (PI). No quadrante Q4 (Anexina V⁻ /PI⁻ ), encontram-

se as células viáveis, que não apresentam sinais de apoptose ou perda de integridade de membrana. 

O quadrante Q1 (Anexina V⁺ /PI⁻ ) corresponde às células em apoptose inicial, caracterizadas pela 

externalização de fosfatidilserina sem comprometimento da membrana plasmática. O quadrante Q2 
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(Anexina V⁺ /PI⁺ ) representa as células em apoptose tardia, já com permeabilidade de membrana 

aumentada. Por fim, o quadrante Q3 (Anexina V⁻ /PI⁺ ) reúne as células necróticas, que apresentam 

perda total de integridade de membrana, permitindo a entrada do PI. 

 

4.3.2.2 Análise do Ciclo celular 

 

Para a avaliação dos efeitos do extrato de PP no ciclo celular, as células foram 

semeadas na densidade de 1x10⁵ células em placas de 24 poços por 24h. Em 

seguida, as culturas foram tratadas com PP em três concentrações: a concentração 

que inibiu 50% da viabilidade celular (IC50), uma concentração superior e outra 

inferior ao IC50. Além disso, utilizará o tratamento com CDDP (1,5 μg/mL), em um 

volume de 1000 μl por poço, durante 48h. 

Após o período de tratamento, os poços foram lavados duas vezes com PBS. 

Em seguida, realizou-se a desagregação celular enzimática pela adição de 100 μl de 

tripsina, seguida de incubação de 3 a 4 minutos a 37 ºC em estufa. 

 A suspensão celular obtida foi centrifugada a 300 × g por um minuto, o pellet 

celular desfeito e as células lavadas uma vez com PBS, sendo novamente 

centrifugadas nas mesmas condições. Posteriormente, as células foram incubadas 

em Álcool 70% sob refrigeração (-20 °C) até o momento da marcação.  

Para a marcação, as células foram centrifugadas a 300 × g por 5 minutos, o 

sobrenadante foi descartado e em seguida, as células  ressuspendidas em uma 

solução contendo 0,1% de Triton, RNase A (20 mg/mL, Thermo Fisher Scientific) e 

iodeto de propídio (IP) a 50 μg/mL. As células permaneceram incubadas overnight 

sob refrigeração e protegidas da luz. As amostras foram analisadas em um citômetro 

de fluxo Guava easyCyte™ HT System, com a aquisição de 10.000 eventos no canal 

vermelho (RED-B). 

Os dados foram processados utilizando o software FlowJo™ (Versão 10, 

Becton, Dickinson and Company, 2019). Os 10.000 eventos por amostra foram 

obtidos dentro do gate de interesse, após a verificação da população celular com 

base nos parâmetros de tamanho (FSC) e complexibilidade (SSC) em escala linear. 

Após o isolamento dos gates, o ciclo celular foi analisado por meio do histograma do 

canal vermelho  (RED-B-HLin) em escala linear onde foram criados gates lineares 

que servem como referência para separar regiões do ciclo celular (Riccardi; Nicoletti, 

2006) (Figura 10). Realizou-se dois experimentos independentes em quadruplicatas. 
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Figura 10. Esquema de análise do ciclo celular. À esquerda, método de identificação da população 

de interesse a partir dos parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) na escala linear. Ao 

centro, população de interesse. À direita, método de análise do ciclo celular com a identificação das 

fases G1, S e G2 referente à marcação com iodeto de propídeo (IP), na escala linear.  

 

4.4 Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ou média ± desvio padrão. A 

distribuição foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a análise 

estatística, foram aplicados os testes one-way ANOVA para dados com distribuição 

normal, seguido do pós-teste de Dunnett para comparações múltiplas, ou o teste de 

Kruskal-Wallis para dados não gaussianos. Todas as análises foram realizadas no 

software GraphPad Prism (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA). O 

valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1. PP reduz a viabilidade das linhagens tumorais 

A viabilidade celular foi avaliada após o tratamento das linhagens, MCF-10, 

MCF-7 e MDA-MB-231 com diferentes concentrações do extrato de PP (1, 5, 10, 

20, 40, 60 e 100 μg/mL) nos períodos de 24, 48 e 72h (Figura 11). 

A linhagem MCF-10 (Figura 11 A),  em 24h, não mostrou alteração 

significativa da viabilidade celular na  concentração de 5 μg/mL, com redução  

significativa a partir da concentração de 10 μg/mL. Em 48h, a citotoxicidade foi maior 

nas concentrações a partir de 10 μg/mL, apresentando uma redução da viabilidade 

maior que  50%. Após 72h, a toxicidade foi maior em todas as concentrações 

testadas.  Mesmo  na concentração mais baixa (1 μg/mL) a viabilidade foi inferior a 

50%, em comparação com o CN. 

Na linhagem MCF-7 (Figura 11 B), verificou-se que, nas primeiras 24h, não 

houve alteração significativa da viabilidade celular na  concentração de 5 μg/mL. A 

partir de 10 μg/mL, observou-se redução da viabilidade celular, que se tornou 
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progressivamente maior nas concentrações de 40 e 100 μg/mL. Em 48h, a redução 

da viabilidade tornou-se mais evidente, inclusive nas concentrações  de 10 e 20 

μg/mL. Após 72h, a diminuição foi ainda mais acentuada, com viabilidade celular 

inferior a 50% nas concentrações de 20, 40, 60 e 100 μg/mL, padrão semelhante ao 

observado no controle positivo (CDDP). 

 Já na linhagem MDA-MB-231 (Figura 11 C), o extrato também promoveu uma 

diminuição significativa da viabilidade celular, observada a partir das 24h de 

tratamento, desde a concentração de 10 μg/mL. Em 48h, as concentrações de 40 a 

100 μg/mL reduziram a viabilidade para menos de 30%. Já em 72h, as concentrações 

de 5 e 10 μg/mL mantiveram a viabilidade acima de 50%, embora a concentração de 

10 μg/mL apresentasse redução  significativa da viabilidade em relação ao controle. 

As concentrações de 20 a 100 μg/mL reduziram a viabilidade celular para menos de 

20%. 
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C 
MDA-MB-231 

 

 

Figura 11. Ensaio de MTT analisando a viabilidade das células MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10 após 

o tratamento com o extrato da casca do Pau-pereira.  Os dados representam a média em porcentagem 

de viabilidade (%) ± o desvio padrão (SD). Para a análise da diferença foi utilizado o one-way ANOVA 

seguida por Dunnett’s pos-hoc test, sendo considerado um valor significativo de * p≤0,05. ** p≤0,01 e 

*** p≤0,0001 em relação ao CN. A linha tracejada representa 50% da viabilidade celular. Os dados 

são provenientes de 3 experimentos independentes, com 3 repetições experimentais. Houve diferença 

estatística entre os grupos CN e CDDP, no entanto, essa diferença não foi representada de forma 

gráfica. CN: Controle negativo (células com meio), VEIC: Veículo (DMSO 0,1%), CDDP: Cisplatina 

(1,5 μg/mL), PP: Tratamento do extrato do Pau-pereira. 

 

Em todas as linhagens, o controle CN (controle negativo) e VEIC (veículo) 

mantiveram a viabilidade próxima de 100% em todos os tempos avaliados, indicando 

ausência de efeito citotóxico do solvente. 

De forma geral, os resultados demonstram que o extrato de PP em todas as 

linhagens promoveu redução significativa da viabilidade celular de forma dependente 

da concentração e do tempo de tratamento. 

Após a análise do ensaio de viabilidade, foi calculado o IC₅ ₀  (concentração 

inibitória média) para cada linhagem (Tabela 2).  

A linhagem MCF-10 apresentou os menores valores de IC₅ ₀ , com destaque 

para 48h, em que o valor foi de 2,74 μg/mL. Na linhagem MCF‑ 7, os valores de 

IC₅ ₀  diminuíram ao longo do tempo, 25,00 μg/mL após 24 h, 19,75 μg/mL após 48h 

e 15,78 μg/mL após 72h. A PP apresentou valores de IC50 de 20,32 μg/mL,  18,60 

μg/mL e 12,42 μg/mL, em 24, 48 e 72h, respectivamente, na linhagem celular MDA-
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MB-231. Os dados mostraram uma maior citotoxicidade para a linhagem MCF-10, 

em 48h, comparada às linhagens tumorais.  

As curvas dose-resposta evidenciam uma redução progressiva da viabilidade 

celular em função do aumento da concentração do extrato PP e do tempo de 

exposição (24, 48 e 72 h) (Figura 12). Os valores do coeficiente de determinação (R²) 

obtidos a partir do ajuste das curvas dose–resposta indicam a qualidade do modelo 

matemático utilizado para descrever a relação entre a concentração do extrato PP e 

a viabilidade celular nas diferentes linhagens e tempos de exposição. 

 

Tabela 2- Concentração inibitória média (IC₅ ₀ ) do extrato do PP nas linhagens 

MCF-10, MCF-10 e MDA-MB-231, nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas. 

 

 IC₅ ₀  (μg/mL)  

  24h 48h 72h  

MCF-10 11,05 2,74 5,20  

MCF-7 25,00 19,75 15,78  

MDA-MB-231 20,32 18,60 12,42  

 
Nota: Os dados são provenientes de 3 experimentos independentes, com 3 repetições experimentais. 
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Figura 12. Curvas dose-resposta das linhagens celulares tratadas com PP. Os dados 

representam a média em porcentagem de viabilidade (%) ± o desvio padrão (SD). Para a confecção 

das curvas foi utilizada a regressão não linear do log (inibidor) vs a resposta transformada. A linha 

tracejada representa a média referente a 50% da viabilidade celular. Os dados são provenientes de 3 

experimentos independentes, com 3 repetições experimentais. Abaixo de cada gráfico encontram-se 

os valores de R2 de cada linhagem referentes aos tempos de tratamento. 

 

Tabela 3- Índice de seletividade das linhagens tumorais tratadas com PP. 

 Índice de Seletividade (IS)  

  24h 48h 72h  

MCF-7 0,44 0,14 0,33  

MDA-MB-231 0,54 0,15 0,42  

 

Nota: Os dados foram obtidos através da razão entre a IC50 da linhagem normal sobre a IC50 das 

linhagens tumorais. As linhagens são consideradas seletivas caso o valor de SI seja maior ou igual a 

1. 

A partir dos resultados de IC₅ ₀ , foi avaliado o IS do extrato do PP em 
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comparação com a linhagem MCF-10 (Tabela 3). A análise dos dados nos diferentes 

tempos de exposição revelou que o extrato testado não apresentou seletividade 

significativa para nenhuma das linhagens tumorais, uma vez que todos os valores de 

IS permaneceram inferiores a 1. 

 Os índices de seletividade do PP para a linhagem MCF-7, foram de 0,44 (24 

h), 0,14 (48h) e 0,33 (72h). De forma semelhante, para a linhagem MDA-MB-231, os 

valores de IS do PP foram 0,54 (24h), 0,15 (48h) e 0,42 (72h). 

 

5.2.  PP altera a morfologia das células tumorais 

 

Ao analisar de forma qualitativa a morfologia da linhagem MCF-10, foi 

possível constatar alterações celulares em resposta ao tratamento com o PP (Figura 

13). No grupo CN, as células apresentaram morfologia característica da linhagem, 

com formato levemente arredondado, contorno regular, citoplasma íntegro, aderidas 

e com alta confluência. No tratamento com CDDP (1,5 μg/mL), foi possível observar 

citotoxicidade, evidenciada pela perda acentuada da confluência e da adesão 

celular. As células remanescentes exibiram formato retraído e arredondado.  

O tratamento com extrato de PP, na concentração de 1 μg/mL, foi observada 

a manutenção das características morfológicas  das células, semelhantes ao grupo 

CN. Na concentração de 5 μg/mL, foram observadas alterações iniciais, com uma 

retração celular e redução da confluência. Embora a maioria das células 

permanecesse aderida, foi notável a perda parcial da organização celular típica.  

Com 10 μg/mL, as alterações mostraram perda da adesão celular, retração 

generalizada e perda acentuada da confluência. Por fim, na maior concentração 

testada (20 μg/mL), o efeito citotóxico foi observado com ausência de células.  
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Figura 13. Alterações morfológicas induzidas extrato do PP em células MCF-10, após o tratamento 

com o extrato da casca do Pau-pereira. As células foram observadas por microscopia de contraste 
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de fase, sob aumento de 200x, após 48h de tratamento.  CN – controle negativo (meio de cultura); 

CDDP – controle positivo (cisplatina a 1,5 μg/mL); PP 5 – tratamento com 5 μg/mL; PP 10 – tratamento 

com 10 μg/mL; PP 20 – tratamento com 20 μg/mL; PP 40 – tratamento com 40 μg/mL. 

 

Na análise quantitativa foi observado que na linhagem MCF-10, sofreu 

alterações significativas nos parâmetros de área e perímetro celulares (Tabela 4).  

O grupo CN apresentou os maiores valores de área (46,59 ± 19,6 mm²)  e 

perímetro (485,6 ± 28,46 mm). O tratamento com CDDP (1,5 μg/mL) promoveu a 

redução mais expressiva nos parâmetros morfológicos, com  redução  da área para 

0,68 ± 0,26 mm² e o perímetro para 92,55 ± 18,22 mm.  

Na concentração de 1 μg/mL, observou-se uma redução superior a 50% na 

área (46,59 vs. 18,41 mm²) e no perímetro (485,6 vs. 233,39 mm) em comparação 

ao CN. Com 5 μg/mL, a redução tornou-se mais evidente, com área e perímetro 

reduzindo para 3,45 ± 1,31 mm² e 204,47 ± 9,38 mm, respectivamente. Já na 

concentração de 10 μg/mL, os valores foram de área  2,58 ± 1,10 mm² e do perímetro 

179,86 ± 13,53 mm. 

 

Tabela 4- Análise quantitativa da área e perímetro de células MCF-10 após 

tratamento com o extrato do PP. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a análise da diferença foi utilizado o one-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey- Kramer 

sendo considerado um valor significativo de  ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 em 

relação ao CN. Os dados são expressos como Média ± Desvio Padrão (DP) provenientes de 2 

experimentos independentes, com 3 repetições experimentais em 48h. 

 

Tratamento 
MCF-10 

Área (mm²) Perímetro (mm) 

CN 46,59 ± 19,6 485,6 ± 28,46 

CDDP 1,5 μg/mL 0,68 ± 0,26 **** 92,55 ± 18,22 **** 

PP 1 μg/mL 18,41 ± 31,59 *** 233,39 ± 26,65 *** 

PP 5 μg/mL 3,45 ± 1,31**** 204,47 ± 9,38 *** 

PP10 μg/mL 2,58 ± 1,10**** 179,86 ± 13,53 **** 
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A  morfologia das células MCF-7 (Figura 14) em cultura sem tratamento foi de 

aspecto  fusiforme, com citoplasma alongado, liso e aderidas, morfologia 

característica da linhagem. O tratamento com CDDP induziu nas células retração 

acentuada, perda da morfologia fusiforme e redução expressiva na adesão e 

confluência. Também foram observadas formações de grânulos na membrana 

plasmática.  

Na menor concentração de PP testada (5 μg/mL), foram observadas poucas 

alterações em relação ao grupo CN. A Partir da concentração de 10 μg/mL, embora 

a maioria das células ainda permanecessem aderidas, houve redução na confluência 

e sinais de retração celular. Nas concentrações mais elevadas, 20 e 40 μg/mL, foi 

observado perda de adesão das células e debris, evidenciando perda total da  

integridade celular, mostrando que o tratamento foi citotóxico. 
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Figura 14. Alterações morfológicas induzidas extrato do PP em células MCF-7 após o tratamento 

com o extrato da casca do Pau-pereira. As células foram observadas por microscopia de contraste 

de fase, sob aumento de 200x, após 48h de tratamento.  CN – controle negativo (meio de cultura); 
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CDDP – controle positivo (cisplatina a 1,5 μg/mL); PP 5 – tratamento com 5 μg/mL; PP 10 – tratamento 

com 10 μg/mL; PP 20 – tratamento com 20 μg/mL; PP 40 – tratamento com 40 μg/mL. 

 

A linhagem MCF-7 sofreu alterações morfológicas nos parâmetros de área e 

perímetro celulares (Tabela 5) após o tratamento com extrato.  

 O grupo CN apresentou um valor médio de  área  igual a 5,88 ± 6,41 mm² e 

de perímetro de 540,76 ± 18,9 mm. O tratamento com CDDP (1,5 μg/mL) reduziu 

significativamente os parâmetros de área e perímetro em 0,68 ± 0,26 mm² e  0,79 ± 

0,28 mm, respectivamente. O tratamento na concentração de 5 μg/mL causou a 

redução da área (3,82 ± 1,07 mm²) e do perímetro (348,45 ± 50,05 mm), em 

comparação ao grupo CN.  

A concentração para 10 μg/mL também apresentou efeito citotóxico com 

diminuição da  área (1,99 ± 0,60 mm²) e do perímetro (163,64 ± 23,60 mm). 

Da mesma forma, o efeito citotóxico na morfologia foi observado na   

concentração de 20 μg/mL com área  igual a 0,43 ± 0,17 mm² e perímetro de 72,78 

± 16,89 mm.  

 

Tabela 5- Análise quantitativa da área e perímetro de células MCF-7 após 

tratamento com o extrato do PP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a análise da diferença foi utilizado o one-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey- Kramer 

sendo considerado um valor significativo de  ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 em 

relação ao CN. Os dados são expressos como Média ± Desvio Padrão (DP) provenientes de 3 

experimentos independentes, com 3 repetições experimentais em 48h. 

Tratamento 
MCF-7 

Área (mm²) Perímetro (mm) 

CN 5,88 ± 6,41 540,76 ± 18,9 

CDDP 1,5 μg/mL 0,68 ± 0,26 **** 0,79 ± 0,28 **** 

PP 5 μg/mL 3,82 ± 1,07* 348,45 ± 50,05* 

PP 10 μg/mL 1,99 ± 0,6 ** 163,64 ± 23,6 ** 

PP 20 μg/mL 0,43 ± 0,17 **** 72,78 ± 16,89 **** 

PP 40 μg/mL 0,69 ± 0,62 **** 92,13 ± 29,77 **** 
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No grupo CN da linhagem MDA-MB-231 (Figura 15), as células apresentaram 

morfologia característica com formato fusiforme ou poligonal, alta confluência e 

adesão. Já no CP, tratado com CDDP (1,5 μg/mL), observou-se redução na 

densidade celular, presença de células arredondadas e desprendidas, confirmando 

o efeito citotóxico esperado para esse fármaco.  

Na menor concentração do PP (5 μg/mL), a morfologia celular manteve-se 

semelhante ao CN. A partir da concentração de 10 μg/mL, foram observadas 

alterações mais evidentes, caracterizadas por redução da confluência e aumento do 

número de células arredondadas e parcialmente aderidas, além de apresentar 

condensamento nuclear. 

 Em 20 μg/mL, o efeito citotóxico foi acentuado, com diminuição expressiva 

da densidade celular, predominando células arredondadas, fragmentadas e com 

presença de debris celulares. Na maior concentração testada (40 μg/mL), observou-

se desorganização da membrana celular e presença predominante de fragmentos 

celulares. 
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Figura 15. Alterações morfológicas induzidas extrato do PP em células MDA-MB-231 após o 

tratamento com o extrato da casca do Pau-pereira. As células foram observadas por microscopia de 
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contraste de fase, sob aumento de 200x, após 48h de tratamento.  CN – controle negativo (meio de 

cultura); CDDP – controle positivo (cisplatina a 1,5 μg/mL); PP 5 – tratamento com 5 μg/mL; PP 10 

– tratamento com 10 μg/mL; PP 20 – tratamento com 20 μg/mL; PP 40 – tratamento com 40 μg/mL. 

 

A análise quantitativa da morfologia celular da linhagem MDA‑ MB‑ 231 

mostrou alterações nos parâmetros de área e perímetro celulares (Tabela 6). No 

grupo CN, a área média foi de 24,88 ± 20,2 mm² e o perímetro médio de 1925,77 ± 

1429,4 mm. No grupo tratado com CDDP, observou-se redução na área (3,31 ± 4,8 

mm²) e no perímetro (244,77 ± 5,7 mm).  

Nas células tratadas com o composto PP, a 5 μg/mL, a área média foi de 

29,05 ± 25,20 mm² e o perímetro de 511,50 ± 15,14 mm. A partir de 10 μg/mL, houve 

redução progressiva tanto na área quanto no perímetro: área de 1,68 ± 0,53 mm² 

(10 μg/mL) e 0,98 ± 0,36 mm² (40 μg/mL); perímetro de 145,68 ± 16,40 mm (10 

μg/mL) e 113,40 ± 18,12 mm (40 μg/mL). 

 

Tabela 6- Análise quantitativa da área e perímetro de células MDA-MB-231 

após tratamento com o extrato do PP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a análise da diferença foi utilizado o one-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey- Kramer 

sendo considerado um valor significativo de  ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05  em 

relação ao CN . Os dados são expressos como Média ± Desvio Padrão (DP) provenientes de 3 

experimentos independentes, com 3 repetições experimentais em 48h. 

 

5.3.  PP reduz a capacidade proliferativa das células tumorais 

 

Tratamento 
MDA-MB-231 

Área (mm²) Perímetro (mm) 

CN 24,88 ± 20,2 1925,77 ± 1429,4 

CDDP 1,5 μg/mL 3,31 ± 4,8 **** 244,77 ± 5,7 **** 

PP 5 μg/mL 29,05 ± 25,20 511,50 ± 15,14 *** 

PP 10 μg/mL 1,68 ± 0,53 **** 145,68 ± 16,40 **** 

PP 20 μg/mL 1,10 ± 0,50 **** 119,42 ± 22,69 **** 

PP 40 μg/mL 0,98 ± 0,36 **** 113,40 ± 18,12 **** 
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As linhagens foram submetidas ao ensaio de formação de colônias com o 

objetivo de avaliar a capacidade proliferativa das células viáveis após o tratamento 

com PP em 48h (Figura 16). 

 Na linhagem MCF-10 foi observado que, das células mantidas  com meio  

(CN), a formação de colônias celulares foi observada. Entretanto, após o tratamento 

com o  extrato do PP não foi observada formação de colônias. O mesmo efeito foi 

observado para as células MCF-7.  

Assim, o tratamento com o extrato do PP resultou na inibição completa na 

formação de colônias em todas  as concentrações testadas. Na linhagem MDA-MB-

231, o tratamento com extrato do  PP na concentração de 10 μg/mL  reduziu a 

formação de colônia, com inibição  total da  proliferação na  concentração 20 μg/mL.  

 

 

Figura 16. Ensaio de Formação de Colônias. Efeito do extrato do Pau-Pereira (PP) na 

formação de colônias das linhagens celulares MCF-10 (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C), utilizando 

tratamento por 48h e cultivo por 7 dias. As colônias foram coradas com cristal violeta, fotografadas e 

a densidade óptica foi lida em espectrofotômetro a 595 nm. 

 

Na linhagem MCF-10, observou-se que, mesmo em 1 μg/mL, a fração 

sobrevivente de células caiu para zero, e o mesmo observado em 5 μg/mL e 10 
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μg/mL. Na linhagem MCF-7, a fração sobrevivente foi reduzida para zero em 10, 20 

e 40 μg/mL, demonstrando efeito antiproliferativo nas concentrações testadas.  

Para a linhagem MDA-MB-231, a fração sobrevivente de células foi reduzida 

para aproximadamente 10% nas células tratadas na concentração de  10 μg/mL do 

extrato, chegando ao percentual de zero em 20 μg/mL e 40 μg/mL (Figura 17).  

 

 

Figura 17. O extrato do PP inibe a formação de colônias e a fração sobrevivente das linhagens 

celulares  MCF-10 (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C) de forma concentração/dependente. Os 

gráficos de barras representam a média ± desvio padrão da fração sobrevivente de, no mínimo, três 

experimentos independentes tratados por 48h de tratamento. A significância estatística foi 

determinada por ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc. As indicações de significância é: ****p 

< 0,0001  em comparação com o CN. 

 

5.5. PP impede a migração de células tumorais 

 

Após o tratamento com o extrato do PP observou-se diferenças no 

comportamento migratório das células MCF-7 (Figura 18 A). Inicialmente após 24h, 

não foram observadas diferenças significativas entre os grupos tratados e o CN, 

apresentando percentuais de fechamento da ranhura próximos a 48-50%, indicando 

que, nesse período inicial, o PP não exerceu efeito relevante sobre a migração 

celular.  

Entretanto, após 48h, verificou-se uma inibição progressiva e concentração-

dependente da migração celular. 

No grupo CN, observou-se o fechamento completo da ranhura em 48h. Nos 

grupos tratados, a presença de uma faixa sem células (ranhura visível) foi notada, 

indicando redução na migração de células. Na concentração de 10 μg/mL, a ranhura 

foi completamente fechada, porém, a partir de 20 μg/mL, o fechamento não ocorreu, 

indicando uma migração celular mais lenta em comparação ao grupo CN. 
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Na concentração de 40 μg/mL, a ranhura permaneceu mais ampla, 

confirmando o efeito mais acentuado do PP na inibição do fechamento (Figura 18 B) 

.  
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           B 

 

Figura 18. Ensaio de ranhura em linhagem MCF-7. A. Os resultados são expressos como a 

porcentagem média de crescimento do controle ± DP de dois experimentos independentes em 

triplicata. Valor significativo de. *** p≤0,001 e **** p≤0,0001 em relação ao controle (CN). B. 

Fotomicrografias do ensaio de ranhuras na linhagem celular MCF-7 tratada com concentrações PP 
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por 48h. Registros feitos com o aumento de 100x. 

 

Para a linhagem celular MDA-MB-231, após 24h, as concentrações de PP 

avaliadas (10 e 20 μg/mL) não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos tratados e o CN, entretanto, a concentração de 40 μg/mL apresentou redução 

significativamente maior do fechamento. 

Em 48h, o extrato demonstrou efeito inibitório significativo nas concentrações 

de 20 μg/mL e 40 μg/mL reduziram o fechamento da ranhura para aproximadamente 

40−45%  e 10%, simultaneamente (Figura 19 A).  

Após 72h, o CN apresentou a ranhura significativamente fechada, embora 

ainda perceptível. No grupo tratado com 10 μg/mL de PP, a ranhura permaneceu 

similar a do CN. No grupo tratado com 40 μg/mL, a ranhura manteve-se praticamente 

no tamanho inicial (24h) (Figura 19 B). 
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Figura 19. Ensaio de ranhura em linhagem MDA-MB-231. A. Os resultados são expressos 

como a porcentagem média de crescimento do controle ± DP de dois experimentos independentes 

em triplicata. Valor significativo de *** p≤0,001 e **** p≤0,0001 em relação ao controle (CN). B. 

Fotomicrografias do ensaio de ranhuras na linhagem celular MCF-7 tratada com concentrações PP 

por 48h. Registros feitos com aumento de 100x. 
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5.4. PP induz as células tumorais à apoptose 

 

Na linhagem celular MCF-10, os resultados da microscopia de fluorescência 

(Figura 20 A) demonstraram que as células do CN  apresentaram viabilidade, com 

predominância de núcleos celulares marcados na cor verde e apresentando 

cromatina bem distribuída. O tratamento com CDDP,  induziu a morte celular, visível 

pela predominância de células vermelhas com cromatina nuclear condensada, onde 

a maioria das células se apresentavam em apoptose. 

O tratamento com o extrato do PP revelou um efeito citotóxico dependente da 

concentração. Na concentração mais baixa (1 μg/mL), a viabilidade celular foi 

semelhante à do CN, indicando baixa toxicidade.  

O aumento da concentração para 5 μg/mL demonstrou uma indução de morte 

celular por apoptose, marcada por células vermelhas com núcleo condensado e 

células verdes com núcleo condensado ou fragmentado. Nas concentrações mais 

elevadas, 10 μg/mL e 20 μg/mL, o efeito citotóxico foi acentuado. Na maior 

concentração avaliada, 20 μg/mL, a indução de morte celular foi bem observada, 

resultando em uma predominância de células vermelhas no campo, de forma 

comparável a CDDP, acompanhada de uma redução na densidade celular. 

Esta observação visual foi quantificada e confirmada no gráfico de barras. Os 

resultados demonstram uma diminuição gradual e significativa na porcentagem de 

células viáveis (barras verdes) e um aumento correlato nas células apoptóticas 

(barras rosa) à medida que a concentração de PP foi elevada de 1 para 20 μg/mL 

(Figura 20 B). 
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Figura 20. A.  Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescência da linhagem celular 

MCF-7 tratada com diferentes concentrações de PP por 48h, coradas com Laranja de Acridina e 

Iodeto de Propídio (AO/PI). Registros feitos com aumento de 200x. As setas brancas (⇨) indicam 

células com condensação nuclear (apoptose). As pontas de seta brancas ( ) indicam células 

viáveis. A seta preta (➞) indica célula necrótica. B. Os resultados são expressos como a 

porcentagem média de células viáveis, apoptóticas e necróticas em relação ao controle ± DP de dois 

experimentos independentes em triplicata. Valor significativo de **** p≤0,0001 em relação ao controle 

(CN).  

 

Na linhagem celular MCF-7 (Figura 21 A), as células do CN apresentaram alta 

viabilidade. Em contraste, o tratamento com CDDP resultou na presença de algumas 

células verdes com núcleo condensado, característico de apoptose, bem como de 

células que apresentavam o núcleo mais expandido.  

O tratamento com o PP demonstrou um efeito citotóxico dependente da 

concentração. Na concentração de 5 µg/mL, a viabilidade celular foi semelhante à 

do CN, indicando baixa toxicidade. Ao elevar a concentração para 10 µg/mL, 

observou-se início da indução de morte celular, com a presença de núcleos 

condensados, mas majoritariamente  as células se apresentaram viáveis. Não foram 

observadas células viáveis, pois a marcação não permitiu evidenciá-las. 

Essa observação qualitativa das imagens foi confirmada pelo gráfico de 

barras (Figura 21 B).
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Figura 21. A.  Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescência da linhagem celular 

MCF-7 tratada com diferentes concentrações de PP por 48h, coradas com Laranja de Acridina e 

Iodeto de Propídio (AO/PI). Registros feitos com aumento de 200x. As setas brancas (⇨) indicam 

células com condensação nuclear (apoptose). As pontas de seta brancas ( ) indicam células 

viáveis. A seta preta (➞) indica célula necrótica. B. Os resultados são expressos como a 

porcentagem média de células viáveis, apoptóticas e necróticas em relação ao controle ± DP de dois 

experimentos independentes em triplicata.  Valor significativo de **** p≤0,0001 em relação ao controle 

(CN).  

 

Na linhagem MDA-MB-231 os dados mostraram que no CN, a maioria das 

células apresentava morfologia normal, boa confluência e fluorescência verde 

uniforme, indicando viabilidade. O tratamento com CDDP 1,5 μg/mL reduziu a 

viabilidade e aumentou a proporção de células vermelhas e núcleos condensados, 

indicando morte celular. Para PP em baixa concentração (5 μg/mL), as células 

permaneceram majoritariamente verdes, com alguns focos de células com núcleo 

condensado, indicando início da citotoxicidade e morte celular.  

 Para o PP em baixa concentração (10 μg/mL), as células permaneceram 

majoritariamente verdes com núcleo condensado, com alguns focos de células 

vermelhas dispersas, sugerindo aumento da apoptose e morte celular. Nas 

concentrações mais elevadas testadas, 20 e 40 μg/mL, toda a população celular foi 

eliminada, não sendo observadas células para marcação com os corantes (Figura 
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22  A). Esta observação visual foi quantificada e confirmada no gráfico de barras. Os 

resultados demonstram uma diminuição gradual e significativa na porcentagem de 

células viáveis (barras verdes) e um aumento correlato nas células 

mortas/apoptóticas (barras rosa) à medida que a concentração de PP foi elevada de 

5 para 40 μg/mL (Figura 22 B).
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Figura 22. A.  Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescência da linhagem celular 

MDA-MB-231 tratada com diferentes concentrações de PP por 48 h, coradas com Laranja de Acridina 

e Iodeto de Propídio (AO/PI). Registros feitos com aumento de 200x. As setas brancas (⇨) indicam 

células com condensação nuclear (apoptose). As pontas de seta brancas ( ) indicam células 

viáveis. A seta preta (➞) indica célula necrótica. B. Os resultados são expressos como a 

porcentagem média de células viáveis, apoptóticas e necróticas em relação ao controle ± DP de dois 

experimentos independentes em triplicata.  Valor significativo de **** p≤0,0001 em relação ao controle 

(CN).  

 

Na análise por citometria, a figura 23 A mostra que no grupo CN, a maior parte 

das células permaneceu viável, com 55,4%, apresentando proporções baixas de 

apoptose inicial (2,57%), apoptose tardia (35,7%) e necrose (6,29%). O tratamento 

com CDDP 1,5 μg/mL promoveu  redução da viabilidade celular para 3,94%, com a 

morte celular total atingindo 96,11%, sendo a apoptose a via predominante de morte 

(26,1% em apoptose inicial e 69,2% em apoptose tardia), enquanto a necrose 

permaneceu baixa (0,81%). 

 O tratamento com PP 1 μg/mL reduziu a viabilidade celular para 45,0%, além 

de necrose em 19,4% da população. Já o tratamento com PP 5 μg/mL reduziu a 

viabilidade celular para 11,7%, acompanhada de um aumento da apoptose total 

(83,4%), distribuída em 47,1% de apoptose inicial e 36,3% de apoptose tardia, além 

de necrose em 4,89% da população. 
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 O tratamento com PP 10 μg/mL levou a uma queda ainda mais acentuada da 

viabilidade para 10,4%, simultaneamente um aumento da apoptose total para 84,5% 

(49,2% em apoptose inicial e 35,3% em apoptose tardia), com necrose 

representando 5,11%. Esses resultados foram quantificados e confirmados no 

gráfico de barras (Figura 23 B). 
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Figura 23. A. Dot plot das células MCF-10 tratadas com PP, ao final do tratamento (48h), 

foram coradas com Anexina V. B. O gráfico representa a frequência das células em apoptose inicial, 

apoptose tardia e necrose após o tratamento com o extrato PP.  Os níveis de significância estatística 

são indicados por * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. O efeito do tratamento foi 
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comparado, respectivamente, ao efeito no controle negativo. O grupo tratado com CDDP foi utilizado 

apenas como controle positivo, não sendo considerado nas comparações estatísticas. 

 

Na figura 24 A resultado da análise na linhagem MCF-7, observou-se que no 

grupo CN, a maioria das células permaneceu viável (83,0%), com baixas proporções 

de apoptose inicial (1,61%), apoptose tardia (1,03%) e necrose (15,3%). O 

tratamento com CDDP 1,5 μg/mL induziu uma redução significativa na viabilidade 

celular (29,3%), com apoptose sendo a via dominante (62,88%), enquanto a necrose 

primária permaneceu em níveis residuais (7,73%). 

 De forma semelhante, o tratamento com PP 20 μg/mL reduziu a viabilidade 

celular para 18,4%, com um aumento da apoptose (74,7% do total, sendo 64,4% em 

apoptose inicial e 10,3% em apoptose tardia), além de necrose em apenas 5,89% 

da população.  

Na concentração mais elevada, PP 40 μg/mL, a viabilidade foi reduzida para 

4,1%, enquanto a apoptose atingiu 91,8%, distribuída em 74,8% de apoptose inicial 

e 17% de apoptose tardia, com necrose em torno de 4,08%. Esses resultados foram 

quantificados e confirmados no gráfico de barras (Figura 24 B). 
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Figura 24. A. Dot plot das células MCF-7 tratadas com PP, ao final do tratamento (48h), foram 

coradas com Anexina V. B. O gráfico representa a frequência das células em apoptose inicial, 

apoptose tardia e necrose após o tratamento com o extrato PP.  Os níveis de significância estatística 

são indicados por * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. O efeito do tratamento foi 

comparado, respectivamente, ao efeito no controle negativo. O grupo tratado com CDDP foi utilizado 
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apenas como controle positivo, não sendo considerado nas comparações estatísticas. 

 

 

A figura 25 A mostra que no grupo CN, a maior parte das células permaneceu 

viável 68,5%, com proporções baixas de apoptose inicial 12,3%, apoptose tardia 

17,2% e necrose 2,05%. O tratamento com CDDP 1,5 μg/mL reduziu a viabilidade 

celular para 57,1%, com apoptose representando a via predominante de morte 

(19,9% em apoptose inicial e 21,2% em apoptose tardia), enquanto a necrose se 

manteve em níveis baixos (1,75%).  

Já o tratamento com PP 20 μg/mL reduziu a viabilidade celular para 28,7%, 

simultaneamente um aumento expressivo da apoptose (68,3% do total, sendo 54,4% 

em apoptose inicial e 13,9% em apoptose tardia), além de necrose em 3,07% da 

população. Na concentração mais elevada, PP 40 μg/mL, a viabilidade celular foi 

praticamente eliminada (2,54%), com apoptose atingindo valores máximos (93,74%), 

distribuída em 92,8% de apoptose inicial e 0,94% de apoptose tardia, enquanto a 

necrose permaneceu em 3,67%.  

Na MDA-MB-231, o tratamento com PP também apresentou efeito 

concentração-dependente, com indução significativa de apoptose, especialmente na 

forma inicial, e em concentrações elevadas supera a eficácia da cisplatina em 

promover morte celular programada. Esses resultados foram quantificados e 

confirmados no gráfico de barras (Figura 25 B). 
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Figura 25. A. Dot plot das células MDA-MB-231 tratadas com PP, ao final do tratamento 

(48h), foram coradas com Anexina V. B. O gráfico representa a frequência das células em apoptose 

inicial, apoptose tardia e necrose após o tratamento com o extrato PP.  Os níveis de significância 

estatística são indicados por * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. O efeito do 

tratamento foi comparado, respectivamente, ao efeito no controle negativo. O grupo tratado com 

CDDP foi utilizado apenas como controle positivo, não sendo considerado nas comparações 
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estatísticas. 

 

 

5.6. PP induz a parada do ciclo celular 

 

O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo, considerando as fases G1, 

S e G2, nas linhagens celulares MCF-10, MCF-7 e MDA-MB-231.  

Na linhagem não tumoral MCF-10 (Figura 26 A), observou-se que o 

tratamento com PP promoveu um aumento gradual e concentração-dependente da 

população de células na fase G1. Esse efeito foi especialmente evidente nas 

concentrações de 5, 10 e 20 µg/mL, que apresentaram valores superiores ao CN e 

ao CP. A elevação da fração celular em G1 foi acompanhada por uma leve redução 

da população na fase S.  

Na linhagem MCF-7 (Figura 26 B), observou-se que o tratamento com PP 

promoveu um acúmulo de células na fase G1, de forma concentração-dependente.  

Nas concentrações mais elevadas (20 µg/mL e 40 µg/mL), a população celular 

em G1 atingiu valores próximos de 100%, com praticamente redução completa das 

fases S e G2, evidenciando forte efeito citostático 

O tratamento com CDDP 1,5 μg/mL induziu acúmulo em G1, embora em 

menor intensidade quando comparado às concentrações mais altas de PP. 

Já na linhagem MDA-MB-231 (Figura 26 C), o tratamento com PP não 

promoveu alterações na distribuição das fases do ciclo celular. Houve apenas um 

discreto aumento na população em G1, enquanto as fases S e G2 permaneceram 

semelhantes ao grupo CN e ao CP na concentração de 40 µg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                       79 

 

 

MCF-10 

A 

 

MCF-7 

B    

 

MDA-MB-231 

C 

 

Figura 26. Distribuição percentual da população celular das linhagens MCF-10 e MCF-7, 

MDA-MB-231 nas fases do ciclo celular (G1, S e G2) após tratamento com diferentes concentrações 

do composto PP (1, 5, 10, 20 e 40 µg/mL) por 48h. Os dados representam a média ± Desvio Padrão 

(DP) de 2 experimentos independentes em quadruplicatas. A significância estatística foi determinada 

por Análise de Variância de Uma Via (One-way ANOVA), seguida pelo Teste post-hoc de Tukey. O 
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nível de significância é representado por: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 em 

relação ao Controle Negativo (CN). 

6. DISCUSSÃO 

 

O câncer de mama é a neoplasia mais comum e a principal causa de morte 

por câncer entre mulheres no Brasil e no mundo (American Cancer Society, 2024), 

demandando pesquisas para buscas de  novas terapias. Neste contexto, o extrato 

alcoólico da casca de G. vellosii, rico em alcalóides indólicos, já demonstrou 

atividade antineoplásica em diferentes tipos de câncer (Bemis et al., 2009; Dong; 

Chen; Chen, 2018; Yu; Drisko; Chen, 2013; Sousa Neto, 2023) indicando potencial 

para o câncer de mama.  

 Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o extrato de G. vellosii 

apresenta atividade citotóxica significativa in vitro nas linhagens celulares de câncer 

de mama MCF-10, MCF-7 e MDA-MB-231, de maneira concentração e tempo-

dependente, sugerindo que o dano celular não é apenas agudo, mas se acumula ao 

longo do tempo, compatível com mecanismos como estresse oxidativo, 

comprometimento mitocondrial e ativação de morte celular (Yen et al., 2015; 

Marques et al., 2023; Trachta; Dickinson; Forman, 2012; Green; Reed, 1998; 

Mosmann, 1983). Diante disso, a determinação da concentração inibitória média 

(IC₅ ₀ ) mostrou-se necessária para quantificar a citotoxicidade do extrato e permitir 

a comparação da sensibilidade entre as diferentes linhagens celulares e 

delineamento dos ensaios seguintes. 

 Na linhagem não tumoral MCF-10, o extrato exibiu os menores valores de 

IC50 (2,74 µM em 48h) em nossa pesquisa, indicando que tem baixa seletividade 

para MCF-7 e MDA-MB-231. Apesar de serem consideradas não tumorais, a MCF-

10 é uma linhagem imortalizada, o que lhe confere propriedades proliferativas. Essa 

particularidade faz com que, em certos contextos, sua taxa de crescimento e 

plasticidade biológica se aproximem ou até superem as registradas em algumas 

células cancerígenas (Neve, et al., 2006), essa condição pode justificar o menor IC50 

encontrado. Além disso, considera-se  que células tumorais possuem melhores 

mecanismos de sobrevivência e resistência, como reprogramação metabólica, 

ativação de vias de sinalização pró-sobrevivência (PI3K/Akt/mTOR, NF-κB, 

MAPK/ERK, JAK/STAT e Nrf2), resistência ao estresse citotóxico e manutenção da 

atividade mitocondrial residual, que poderiam reduzir a citotoxicidade determinada 
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pelo ensaio de MTT (Berridge; Tan, 1993; Gottesman et al., 2002; Hanahan; 

Weinberg, 2011; van Meerloo et al., 2011; Riss et al., 2016). 

O fato dos valores de IC50 terem se mostrado semelhantes entre a linhagem 

MCF-7, que é sensível a hormônios, e a MDA-MB-231, um subtipo triplo-negativo 

altamente agressivo e desprovido de receptores hormonais, sugere que o PP atua 

por mecanismos que não dependem exclusivamente da via hormonal para exercer 

seu efeito citotóxico. Essa observação corrobora estudos anteriores que 

demonstraram que alcaloides isolados do PP, como a flavopereirina, exercem efeitos 

antiproliferativos e indutores de apoptose em ambas as linhagens de forma 

comparável (Yeh, 2019). O mecanismo comum identificado reside na capacidade do 

extrato de modular vias de sinalização de sobrevivência e proliferação conservadas, 

como a cascata AKT/p38 MAPK/ERK1/2, independentemente do status de 

receptores hormonais  (Yeh, 2019). 

 Apesar desses achados isso não exclui completamente uma possível 

interação com vias hormonais na MCF-7, mas indica que o PP de certa forma é 

capaz de modular processos celulares essenciais mesmo em linhagens que não 

respondem a hormônios, reforçando seu potencial terapêutico em contextos onde as 

opções atuais são mais limitadas.  

O maior efeito citotóxico do extrato em células não tumorais, embora limite 

sua seletividade, é semelhante ao perfil de muitos quimioterápicos, que também 

afetam células saudáveis por atuarem em processos celulares fundamentais (Devita, 

Lawrence e Rosenberg, 2019). O nosso extrato é um candidato para investigações 

adicionais, principalmente pensando na identificação de compostos bioativos mais 

seletivos, otimização de doses e desenvolvimento de estratégias que minimizem 

efeitos adversos. 

A redução da viabilidade celular foi acompanhada por alterações morfológicas 

em todas as linhagens celulares. Entre as alterações morfológicas observadas 

destacaram-se a retração da membrana plasmática, a formação de vacúolos 

citoplasmáticos e a condensação nuclear, características classicamente associadas 

à apoptose (Wyllie, Kerr e Currie, 1980; Elmore, 2007). Observou-se também 

redução significativa da área e do perímetro celulares, sugerindo perda de 

integridade estrutural, reforçando a ação citotóxica do extrato sobre as células 

tratadas, indicando que as células não apenas sofrem dano, mas ativam vias 

reguladas de morte  (Wyllie, Kerr e Currie, 1980; Elmore, 2007). 
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Diante desses achados iniciais, foram conduzidos ensaios subsequentes para 

investigar os efeitos do extrato sobre a capacidade migratória e proliferativa, bem 

como para confirmar e caracterizar os mecanismos de morte celular e alterações no 

ciclo celular.  

No que diz respeito ao ensaio clonogênico o mesmo mostrou que, nas 

concentrações testadas a partir de 1 µg/mL para MCF-10,10 µg/mL para MCF-7 e 

20 µg/mL para MDA-MB-231, o extrato teve efeito antiproliferativo. O ensaio 

clonogênico é capaz de avaliar se as células mantêm sua capacidade de se 

reproduzir indefinidamente, indicando crescimento ou remissão do tumor (Rafehi, 

2011; Matsui, 2019). Alcalóide indólicos de diferentes espécies foram associados a 

atividade anticlonogenica (VIWATPINYO, JIMÉNEZ-GONZÁLEZ, 2023; ALGHAMDI, 

2024), sugerindo que os compostos do extrato atuam nas vias associadas a 

proliferação celular.  Esse efeito é especialmente significativo no contexto 

terapêutico, uma vez que a recidiva no câncer de mama está intimamente associada 

a mecanismos de resistência que asseguram a sobrevivência celular após o 

tratamento inicial. Ao comprometer a sobrevivência e a capacidade clonogênica das 

linhagens testadas, o PP atua sobre a população de células que, em um cenário 

terapêutico, seriam responsáveis pela manutenção da doença e posterior 

progressão clínica (Clemons; Cole; Pritchard, 2001). 

Outro resultado importante do nosso estudo diz respeito à inibição da 

migração celular. Os resultados obtidos demonstraram que, na linhagem MDA-MB-

231, foi possível observar redução na migração  após 24h de ensaio, quando 

comparado ao controle. Por outro lado,na linhagem MCF-7 esse mesmo efeito foi 

evidente apenas após 48h, indicando diferenças no comportamento migratório e na 

resposta ao tratamento entre as linhagens avaliadas. A habilidade de migrar é um 

indicador da agressividade tumoral, especialmente em células triplo-negativas como 

a MDA-MB-231, que exibem um fenótipo altamente invasivo (Xiong; Wu; Yu, 2024). 

Os dados sugerem  um importante efeito, pois mecanismos de migração celular 

estão associados a características de metástase (Friedl; Wolf, 2003; Hanahan; 

Weinberg, 2011).   

Com relação aos mecanismos de morte celular, os ensaios de apoptose e 

necrose, realizados por meio de microscopia de fluorescência e citometria de fluxo 

(Annexina V/PI), confirmaram a suspeita levantada a partir da análise morfológica, 

mostrando que o PP induz a morte celular principalmente por apoptose.  
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Observou-se um predomínio significativo de eventos apoptóticos dependente 

da concentração. Na linhagem celular MCF-10 a maior concentração resultou em 

84,5% de apoptose. Na MCF-7, o tratamento com 40 µg/mL aumentou a taxa de 

apoptose para 91,8%. Enquanto na linhagem MDA-MB-231, o mesmo tratamento 

levou a uma taxa de apoptose de 93,74%. Esses achados corroboram o papel do PP 

como um possível agente que ativa mecanismos apoptóticos, contudo, estudos 

adicionais são necessários para confirmar essa hipótese e elucidar de forma mais 

precisa as vias moleculares envolvidas. 

Ao comparar as técnicas de avaliação de apoptose por microscopia e por 

citometria de fluxo, foram observadas diferenças nos resultados obtidos. Essas 

diferenças estão relacionadas, principalmente, às características e limitações 

próprias de cada técnica. Na análise por microscopia, nas maiores concentrações do 

tratamento, observou-se a ausência de células marcadas, inclusive na concentração 

correspondente ao IC₅ ₀ . 

Esse achado pode ser explicado pelo uso de uma menor densidade celular 

inicial, adotada com o objetivo de facilitar a visualização da morfologia e da 

disposição das células no poço. Em contrapartida, a citometria de fluxo utiliza um 

número significativamente maior de células, permitindo a detecção e quantificação 

de populações celulares remanescentes, o que contribui para diferenças na 

sensibilidade e no perfil dos resultados entre as duas abordagens. 

A análise do ciclo celular mostrou que o PP interfere na progressão do ciclo 

celular, causando o acúmulo de células na fase G1 na linhagem MCF-7, bem como 

uma aumento significativo dessa população à medida que se aumenta as 

concentrações de tratamento nas linhagens MCF-10 e MDA-MB-231. Esse resultado 

principalmente na linhagem MCF-7 indica que o PP conseguiu induzir um bloqueio 

na fase inicial do ciclo celular, o que diminui a entrada na síntese de DNA (fase S) e 

afeta a replicação celular. 

As concentrações mais elevadas do PP causam danos celulares graves que 

as células não conseguem reparar, levando-as à morte. Isso obriga a célula a deixar 

de proliferar e morrer (Yeh et al., 2019; Li et al., 2019).  

Os resultados do ensaio de MTT nos levaram a hipótese de comprometimento 

da função mitocondrial pelo extrato, uma vez que esse método avalia a viabilidade 

celular com base na atividade de desidrogenases mitocondriais, refletindo 

diretamente o metabolismo energético celular (Mosmann, 1983). A redução da 
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viabilidade observada sugere diminuição da atividade mitocondrial, o que está de 

acordo com evidências de que compostos que afetam a mitocôndria levam à queda 

na produção de ATP, desequilíbrio redox e ativação de checkpoints do ciclo celular  

(Wallace, 2012), culminando no bloqueio em G1 e induzindo a apoptose (Weinberg, 

2014), o que se observou nesta pesquisa. 

Os efeitos observados neste estudo podem estar relacionados à presença de 

alcalóides indólicos já descritos em G. vellosii, como geissospermina, vellosimina e 

flavopereirina, compostos reconhecidos por sua atividade biológica, incluindo 

propriedades citotóxicas, antiproliferativas e moduladoras de vias celulares 

relacionadas à sobrevivência tumoral (Marques, Zanchi, Evaristo, 2023).  

Além disso, estudos relatam que alcaloides do gênero Geissospermum são 

capazes de interferir na função mitocondrial, promover alterações no ciclo celular e 

induzir apoptose, mecanismos compatíveis com a redução da viabilidade celular 

observada nos ensaios de MTT e com o bloqueio em G1 identificado neste estudo 

(Mors et al., 2000; Rodrigues et al., 2016). Esses dados sugerem que os compostos 

bioativos presentes no extrato bruto possam atuar de forma sinérgica, 

potencializando seus efeitos citotóxicos e antiproliferativos. 

Portanto, os resultados obtidos são coerentes com o perfil farmacológico 

previamente descrito para os metabólitos secundários de G. vellosii, reforçando o 

potencial dessa espécie como fonte promissora de compostos bioativos com 

aplicação antitumoral. 

Destaca-se o caráter inovador do presente estudo, uma vez que não foram 

encontrados, na literatura científica, trabalhos que investiguem os efeitos do extrato 

bruto da casca do G. vellosii em linhagens celulares de câncer de mama humana 

aqui estudadas.  

Apesar dos resultados promissores observados, faz-se necessária a 

realização de estudos adicionais, especialmente voltados à identificação dos 

compostos bioativos responsáveis pelos efeitos observados e à elucidação dos 

mecanismos moleculares envolvidos. Nesse sentido, pretende-se dar continuidade 

a esta linha de pesquisa no âmbito do doutorado, aprofundando a caracterização 

fitoquímica, a avaliação dos alvos moleculares e o potencial terapêutico dos 

compostos isolados do extrato. 

 A ampliação desses estudos poderá contribuir para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas alternativas ou complementares no tratamento do câncer de 
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mama, considerando a busca por agentes com maior eficácia e menor toxicidade em 

relação às terapias convencionais atualmente disponíveis. 

7. CONCLUSÃO  

 

O presente estudo apresenta dados relevantes do potencial antitumoral do 

extrato da casca de G. vellosii em linhagens celulares de mama humano. Nos 

ensaios de triagem o tratamento com extrato apresentou citotoxicidade, alterações 

morfológicas sugestivas de morte celular, associadas ao efeito antiproliferativo e 

antimigratório. Esses achados indicam o potencial do tratamento com extrato nas 

principais características associadas à carcinogênese.   

Considerando que esses efeitos estão associados a vias biológicas de 

sobrevivência celular, foi investigado se o extrato teria efeito na indução de morte. 

Os dados mostraram que o extrato apresentou efeito pró-apoptótico mediado pelo 

mecanismo de parada do ciclo celular. 

Assim, este estudo contribui significativamente para o conhecimento científico 

sobre as propriedades antineoplásicas de G. vellosii e abre novas perspectivas para 

sua exploração no combate ao câncer de mama. 
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