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RESUMO 

 

MELLO, Graziela da Silva. Cultura de tecidos, avaliação do potencial genotóxico, 

antigenotóxico, antineoplásico e análise fitoquímica de Schwartzia brasiliensis Choisy 

(Marcgraviaceae) 2016. 127 f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia 

Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 
 

 

Schwartzia brasiliensis é uma espécie nativa, com distribuição neotropical, encontrada 

geralmente em ambientes de restinga. Alguns estudos indicam seu potencial medicinal para as 

atividades analgésica, anti-inflamatória, antibacteriana, tripanocida e protetora ao DNA. 

Atualmente, o câncer é reconhecido como a doença responsável pelo maior número de óbitos 

no mundo, sendo seu tratamento geralmente invasivo e nem sempre eficaz, o que estimula a 

busca de novos fármacos, inclusive de origem vegetal. Considerando a necessidade de 

exploração dos recursos vegetais de forma sustentável, as técnicas de cultura de tecidos 

vegetais podem ser utilizadas como alternativa para a produção contínua de substâncias de 

interesse medicinal. Dessa forma, o presente trabalho objetivou o estabelecimento de 

diferentes sistemas de cultivo in vitro de S. brasiliensis visando à produção de metabólitos de 

interesse medicinal, avaliação do potencial genotóxico, antigenotóxico, antineoplásico e a 

determinação do perfil fitoquímico de extratos e frações de materiais obtidos in vivo e in vitro. 

Foram realizados estudos sobre a produção de calos e suspensões celulares e a influência de 

diferentes fitorreguladores, luminosidade, tipos de explantes e elicitores sobre estes sistemas. 

Adicionalmente, foram avaliados o potencial genotóxico, antigenotóxico, antineoplásico e o 

perfil fitoquímico do material obtido in vivo e in vitro. A adição dos fitorreguladores KIN e 

PIC propiciou a produção de calos friáveis, na presença ou ausência de luz, a partir de 

explantes foliares e caulinares, enquanto o uso do fitorregulador BAP associado ao ANA 

influenciou a produção de calos compactos a partir de explantes foliares, sob luminosidade. O 

uso do elicitor metil jasmonato induziu o maior acúmulo de biomassa em calos de S. 

brasiliensis. Culturas de células em suspensão foram estabelecidas a partir de calos friáveis 

obtidos a partir de explantes caulinares, sem luminosidade. Os extratos metanólico e aquoso 

de folhas e caules, assim como o extrato metanólico de suspensões celulares obtidas in vitro 

foram capazes de reduzir a quebra do DNA causado pelo SnCl2, e não causaram dano ao 

DNA. A avaliação do potencial antineoplásico de extratos e frações em células da linhagem 

K562 revelou, através do método de viabilidade celular por MTT, que a fração acetato de etila 

é a mais citotóxica (IC50 = 32,94±6,49 μg/mL), após resultado foi comprovado através da 

microscopia óptica. Avaliou-se, por citometria de fluxo, o tipo de morte, a fragmentação do 

DNA e alteração no ciclo celular induzidos pelas frações obtidas a partir de extrato 

metanólico de folhas de S. brasiliensis cultivada in vivo. Todas as frações induziram a morte 

celular, principalmente por necrose. Somente a fração aquosa causou maior fragmentação do 

DNA, quando comparada ao controle negativo. Paralelamente, as frações acetato de etila e 

hexano induziram um aumento do número de células na fase S do ciclo celular.  As análises 

por CLAE-UV-DAD indicam que o potencial antigenotóxico e antineoplásico de S. 

brasiliensis cultivada in vivo e in vivo pode estar relacionado à presença de flavonoides. Estes 

resultados constituem os primeiros estudos realizados para a espécie. 

 

Palavras-chave: planta medicinal, cultura de tecidos vegetais, genotoxicidade, potencial                  

antitumoral, flavonoides 

 



 

 

ABSTRACT 

MELLO, Graziela da Silva. Tissue culture, evaluation of the genotoxic, antigenotoxic, 

antineoplastic potential and phytochemical analysis of Schwartzia brasiliensis Choisy 

(Marcgraviaceae). 2016. 127 f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia 

Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

 

 Schwartzia brasiliensis is a native species, with neotropical distribution, usually 

found in salt marsh environments. Some studies indicate its medicinal potential with 

analgesic, anti-inflammatory, antibacterial and trypanocidal activity and DNA protective. 

Currently, cancer is recognized as the disease responsible for more deaths worldwide, and it’s 

treatment usually invasive and not always effective, which stimulates the search for new 

drugs, including those from plant origin. Considering the need for exploitation of plant 

resources in a sustainable manner, plant tissue culture techniques can be used as an alternative 

to continous production of medicinal interest substances. Thus, this study aimed to establish 

different in vitro systems of S. brasiliensis, aiming at the production metabolites of medicinal 

interest, as well as evaluation of the genotoxic, antigenotoxic, antineoplastic potential and 

determining the phytochemical profile of extracts and fractions of materials obtained in vivo 

and in vitro. Studies have been conducted on the production of callus and cell suspensions 

evaluate and the influence of different growth regulators, luminosity, types of explants and 

elicitors on these systems. In addition, was evaluated the genotoxic, antigenotoxic, 

antineoplastic potential and the phytochemical profile of the material obtained in vivo and in 

vitro. The addition of the growth regulators KIN and PIC favored the production of friable 

callus in the presence or absence of light from leaf and stem explants, while the use of BAP 

associated with NAA influenced the production of compact callus from leaf explants, under 

light. The use of methyl jasmonate as elicitor induced higher accumulation of biomass in 

callus of S. brasiliensis. Cell suspension cultures were established from friable callus obtained 

from stem explants, in the absence of light. The assessment of the genotoxic and 

antigenotoxic potentials were conducted through plasmid DNA agarose gel electrophoresis 

and showed that aqueous and methanolic extracts of leaves and stems, besides the methanol 

extracts of cell suspensions obtained in vitro were able to reduce breakage caused by SnCl2, 

and did not cause DNA damage. The evaluation of antineoplasic potential of extracts and 

fractions in K562 cell line revealed through the cell viability test by MTT assay, the ethyl 

acetate fraction is more cytotoxic (IC50 = 32,94±6,49 µg mL), results demonstrated by optical 

microscopy. It was evaluated by flow cytometry technique, the type of death, DNA 

fragmentation and cell cycle induced by the fractions from methanolic extract of leaves of S. 

brasiliensis cultivated in vivo. All fractions induced cell death, mainly by necrosis.  Only the 

aqueous fraction caused further fragmentation of the DNA compared to the negative control. 

In parallel, ethyl acetate and hexane fractions induced an increase in the number of cells in the 

S phase of the cell cycle. Analyses by HPLC-UV-DAD indicate that antigenotoxic and 

antineoplastic potentials of S. brasiliensis grown in vivo and in vivo, could be due to 

flavonoids. These results are the first studies for the species.  

 

Keywords: medicinal plant, plant tissue culture, genotoxicity, anti-tumor potential, flavonoids 
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INTRODUÇÃO 

  

1.1 Família Marcgraviaceae Bercht. & J. Presl 

 

Composta por oito gêneros e 130 espécies, a família Marcgraviaceae é 

exclusivamente neotropical, sendo encontrada desde o sul do México até o norte da 

Bolívia e o sul do Brasil (GIRALDO-CAÑAS, 1999, PICCA & GIRALDO-CAÑAS, 

1999; DRESSLER, 2004; GIRALDO-CAÑAS, 2004). No Brasil, ocorrem seis gêneros 

e 35 espécies, com registros em todos os estados (SOUZA, 2012). 

O gênero Schwartzia Vell. está distribuído desde a Costa Rica e algumas ilhas 

do Caribe, até a Venezuela, Bolívia e Brasil, onde cresce em diferentes zonas de 

vegetação. Particularmente em nosso país, as espécies são geralmente encontradas em 

ambientes de restinga. 

Por muito tempo, as espécies de Schwartzia foram inseridas no gênero Norantea 

Aublet (TRIANA & PLANCHON, 1862; SZYSZYLOWICZ, 1893; MACBRIDE, 

1956; PUNT, 1971; KUMMROW, 1977; FERREIRA, 1982, 1995). Giraldo-Cañas 

(2004) descreveu pela primeira vez a mudança do gênero considerando algumas 

diferenças entre eles, com destaque para o tamanho do pedicelo que é longo em 

Schwartzia (1,4 a 9 cm de comprimento), enquanto é curto em Norantea (0,3-1,0 cm de 

comprimento). Além disso, em Schwartzia os nectários são sésseis e geralmente estão 

localizados na porção mediana a proximal do pedicelo, enquanto que em Norantea 

apresentam uma haste de 5-20 mm comprimento.  

O Brasil é o segundo país em diversidade nesse grupo de plantas, apresentando 

35 espécies (FERREIRA, 1995), depois da Colômbia, que apresenta 56-60 espécies 

(GIRALDO-CAÑAS, 2002). A espécie estudada no presente trabalho é a Schwartzia 

brasiliensis, conhecida popularmente como “agarrapé”, “rabo-de-arara”, “chinelo-de-

anjo” e “pente-de-macaco” (FERREIRA, 1995; ZAMITH & SCARANO, 2004). 

 

1.2 Schwartzia brasiliensis (Choisy) Bedell ex Giraldo-Cañas 

 

Schwartzia brasiliensis é uma espécie nativa, de distribuição neotropical, 

encontrada do nordeste ao sul do Brasil, geralmente em restingas, ambientes que vêm 

sofrendo com a ação antrópica, onde tem sido registrado alto índice de degradação 
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(BARROS, 2009). Porém, também é encontrada em matas litorâneas ou pluviais, bem 

como em regiões paludosas (FERREIRA, 1995).  

A espécie é arbustiva ou pode formar arvoretas que variam de três a oito metros 

de altura (Figura 1). Seu florescimento ocorre durante o verão e suas flores são 

hermafroditas, protândricas e auto-incompatíveis, estando organizadas em atraentes 

inflorescências terminais, com fase masculina e feminina. Apresenta nectários que 

atraem diversas espécies de aves (Figura 2), onde tem sido registrada a presença de 

pássaros (ROCCA et al., 2006 e 2008). Seu fruto de formato globoso e deiscência basal 

(Figura 3) contém sementes de forma semilunar, nem sempre viáveis ou em alta 

produção (FERREIRA, 1995).  

A espécie desperta interesse no setor paisagístico, o que já concorreu para seu 

extrativismo não planejado; além disso, aspectos relacionados ao ambiente onde ela é 

encontrada, acarretaram a inserção de S. brasiliensis na lista de espécies ameaçadas de 

extinção no município do Rio de Janeiro (SECRETARIA MUNICIPAL DO MEIO 

AMBIENTE, 2000).  

Alguns estudos fitoquímicos realizados com a espécie revelaram a presença de 

triterpenos pentacíclicos que exibiram as atividades analgésica, anti-inflamatória, 

antitumoral e tripanocida (ROCHA, 2002). A atividade protetora do DNA também foi 

detectada a partir de extratos etanólicos do caule (AGRIPINO et al., 2004). Os testes 

realizados com Trypanossoma cruzi (ROCHA, 2002) indicaram 100% de inibição para 

o protozoário. Os potenciais antimalárico e antibacteriano também foram registrados 

pela primeira vez na espécie, a partir de extratos radiculares e foliares (MELLO, 2012; 

MELLO et al., 2014). Esses resultados estimulam estudos sobre outras atividades 

medicinais para as quais não existem relatos com a espécie em questão.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Habitus arbustivo de Schwartzia brasiliensis. Local: Sub-bairro Região da                 

Península - Barra da Tijuca - Rio de Janeiro. Barra: 1,0 cm. 
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Figura 2 - Detalhe da inflorescência de Schwartzia brasiliensis exibindo nectários 

(seta). Local: Sub-bairro Região da Península - Barra da Tijuca - Rio de 

Janeiro. Barra: 1,0 cm. 

 

 

Figura 3 - Detalhe do fruto de Schwartzia brasiliensis exibindo formato globoso. Local: 

Sub-bairro Região da Península - Barra da Tijuca - Rio de Janeiro. Barra: 1,0 

cm. 
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1.3 Metabólitos secundários ou especiais 

 

 Os vegetais produzem uma grande diversidade de substâncias orgânicas que, de 

maneira geral, não têm função direta em seu crescimento e desenvolvimento, como 

ocorre com os metabólitos primários. Entretanto, estas substâncias conferem aos 

vegetais funções ecológicas importantes como proteção contra herbívoros, atrativos para 

animais polinizadores e ainda atuam na competição planta-planta (mecanismos de 

alelopatias) e nas simbioses planta-microrganismo. Também exercem papel protetor 

contra estresses abióticos, como déficit hídrico e alta irradiação (RAMAKRISHNA & 

RAVISHANKAR, 2011; TAIZ & ZEIGER, 2013). Tais substâncias são conhecidas 

como metabólitos secundários ou especiais (GOTTLIEB & BORIN, 2012; TAIZ & 

ZEIGER, 2013).  

A produção dos metabólitos especiais é considerada restrita a estágios 

específicos do desenvolvimento ou a determinadas condições ecológicas e ambientais 

em que se encontra o vegetal. Os metabólitos especiais têm sua origem a partir do 

metabolismo da glicose, através de dois intermediários principais: o ácido chiquímico e 

o acetato, sendo que alguns metabólitos originam-se por meio da combinação dos dois. 

Divididos em três grandes grupos quimicamente distintos, a saber, terpenos, compostos 

nitrogenados e compostos fenólicos, os metabólitos especiais são ainda distribuídos em 

diversas classes químicas como, por exemplo, alcaloides, ligninas, cumarinas, 

flavonoides, taninos, triterpenos e outros (SANTOS, 2004; GOBBO-NETO & LOPES, 

2007). 

Os terpenos constituem a maior classe de metabólitos especiais e derivam-se da 

união de unidades pentacarbonadas (conhecidas como unidades C5) que apresentam um 

esqueleto ramificado de isopentano e são sintetizados a partir de duas rotas diferentes a 

partir de metabólitos primários. Muitos terpenos apresentam importantes funções de 

defesa nos vegetais, como as saponinas, que possuem a capacidade de formar 

complexos esteroides, interferindo na sua absorção pelo sistema digestório ou 

desorganizar membranas celulares após entrar na corrente sanguínea (TAIZ & ZEIGER, 

2013; SINGH & SHARMA, 2015). 

Os compostos nitrogenados compreendem substâncias que apresentam 

nitrogênio integrando o anel heterocíclico da sua estrutura. Nesse grupo, destacam-se os 

alcaloides, com mais de 15.000 metabólitos especiais, sendo encontrados em 
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aproximadamente 20% de espécies vasculares. Além disso, estas substâncias são 

importantes na área farmacológica, destacando-se as propriedades antineoplásica e 

antioxidante (COSTA-LOTUFO et al., 2010; BOUCLE et al., 2015; PAN et al., 2015; 

QUAZZAZ et al., 2016). 

Em relação aos compostos fenólicos, destacam-se os flavonoides, que são 

substâncias aromáticas que contêm 15 átomos de carbono no seu esqueleto básico, 

apresentando uma estrutura comum caracterizada por dois anéis aromáticos e um 

heterociclo oxigenado, formando assim um sistema C6-C3-C6. Nos vegetais, 

representam um grupo de substâncias onde sua presença está relacionada principalmente 

a funções de defesa contra patógenos, proteção contra a radiação UV e atração de 

polinizadores (FERREYRA et al., 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013). Segundo Pereira & 

Cardoso (2012), já foram identificados mais de 8.000 tipos de flavonoides, sendo 

muitos deles conhecidos na área farmacológica. Na literatura, são diversos os trabalhos 

que revelam os benefícios na saúde humana com suas propriedades medicinais já 

comprovadas, incluindo a área da oncologia (AGRAWAL et al., 2011; FORBES et al., 

2014; BOUCLE et al., 2015). 

 

1.4 O uso das plantas medicinais e toxicologia 

 

  O uso de produtos naturais é uma das práticas mais antigas realizadas pelo 

homem. Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e até mesmo bactérias são fontes 

importantes de substâncias biologicamente ativas e considera-se que a maioria dos 

fármacos usados é de origem natural ou foram desenvolvidos por síntese química a 

partir de produtos naturais (BARREIRO & BOLZANI, 2009).  

 Em relação às plantas com potencial medicinal, existem vastas fontes de 

informações, inclusive das culturas antigas, que indicam seu potencial. Por isso, estudos 

científicos vêm sendo desenvolvidos, com a finalidade de investigar a eficácia das 

plantas e substâncias por elas produzidas, que são amplamente utilizadas no preparo de 

fitoterápicos. 

 O termo fitoterápico, de acordo com a legislação sanitária brasileira, é utilizado 

para o medicamento obtido quando se emprega exclusivamente matérias-primas ativas 

vegetais. É caracterizado pelo conhecimento da eficácia e dos riscos de seu uso, assim 

como pela reprodutibilidade e constância de sua qualidade (BRASIL, 2004). 
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Em relação ao setor econômico, os fitoterápicos representam uma parcela 

significativa no mercado de medicamentos. Cerca de US$ 21,7 bilhões são 

movimentados mundialmente por ano, e apesar de no Brasil não existirem dados 

oficiais, acredita-se que o mercado gire em torno de US$ 160 milhões por ano, e que o 

ritmo de crescimento das vendas internamente é de mais de 15% anuais, contra apenas 

4% do que evoluem as vendas dos medicamentos sintéticos (CARVALHO et al., 2008). 

Em fevereiro de 2009, foi divulgada a Relação Nacional de Plantas Medicinais 

de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS), na qual estão presentes 71 

espécies vegetais usadas popularmente e com estudos científicos que confirmam sua 

indicação (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 

  O uso medicinal dessas plantas envolve várias etapas que vão desde o cultivo até 

a administração, e embora sejam popularmente consideradas terapêuticas, deve-se 

considerar que alguns de seus constituintes podem ser tóxicos ao organismo, causando 

efeitos adversos, tal como a alteração no DNA, expressa principalmente como mutações 

(MARQUES et al., 2003; SARASIN, 2003, VARANDA, 2006).  

Dados do Sistema Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas (SINITOX) 

registraram a ocorrência de 8.501 casos de intoxicação por plantas no Brasil no período 

de 2004 a 2008. Destas intoxicações, 12,4% estavam relacionadas a circunstâncias 

intencionais em que a vítima buscava propriedades farmacológicas da planta. No Rio de 

Janeiro foram observadas 415 intoxicações no mesmo período, sendo 12,8% 

relacionadas às mesmas circunstâncias intencionais (SINITOX, 2008). Por isso, para 

garantir a segurança e eficácia dos fitoterápicos são desenvolvidos estudos 

multidisciplinares nas áreas da botânica, química, biologia molecular, genética, 

farmacologia, toxicologia e outras.  

Diante disso, modelos experimentais, tanto in vitro quanto in vivo, são 

importantes para a obtenção de informações sobre a toxidade de uma droga em estudo. 

Entretanto, por motivos principalmente éticos e financeiros, a utilização de ensaios in 

vitro com células animais é mais recomendada para a realização inicial dos testes, com 

o intuito de pré-avaliar o potencial tóxico de determinada substância (VICENTE & DA 

COSTA, 2014). 

Dentre as vantagens oferecidas pelos testes utilizando a cultura de células pode-

se destacar o fornecimento de resultados rápidos, alta sensibilidade, controle químico e 

fisiológico, menor custo quanto comparado aos testes in vivo, além de representarem 
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uma alternativa para evitar o uso de animais em laboratório evitando questões éticas e 

morais desses ensaios (FRESHNEY, 1994; ROGERO et al., 2003). 

O cultivo de células animais iniciou-se a partir do século XX e foi desenvolvido 

inicialmente como um método para estudar o comportamento de células fora do 

organismo, em um ambiente controlado. Atualmente, com os avanços das pesquisas, 

muitos testes in vitro foram padronizados utilizando-se os mais diversos tipos de 

linhagens celulares (AMARAL & MACHADO-SANTELLI, 2011).  

A avaliação do potencial citotóxico de uma planta pode ser realizada através de 

diferentes testes que avaliam se o material com potencial medicinal também pode causar 

possíveis efeitos sobre a morfologia, viabilidade e proliferação celular.  

Diversas são as metodologias que podem ser utilizadas para os ensaios de 

citotoxidade, sendo os métodos colorimétricos os mais comuns. Entre esses, estão o 

ensaio de viabilidade celular por exclusão com azul de tripan, o ensaio de incorporação 

do corante vermelho neutro (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de fenazina) e a 

técnica de avaliação da atividade mitocondrial através da redução do MTT (3-(4,5-

Dimetilthiazol-2-il)-2,5- brometo de difeniltetrazólio) (WEYERMANN et al., 2005). 

Esta última metodologia tem como princípio a absorção do sal MTT pelas células, 

reduzido no interior da mitocôndria a um produto chamado formazan, sendo possível 

detectar células metabolicamente ativas, onde sua concentração também é determinada 

pela densidade óptica em espectrofotômetro. Dentre as vantagens dessa técnica, 

destacam-se a reprodutibilidade, a rapidez e a possibilidade de avaliar muitas 

concentrações da droga testada ao mesmo tempo, podendo direcionar as pesquisas 

posteriores (MOSMANN, 1983). Considerando esses aspectos, os testes de 

citotoxicidade têm sido aplicados norteando as pesquisas com substâncias que 

apresentam diversos potenciais medicinais. 

 

1.5 Genotoxicidade associada a neoplasias 

 

  O material genético dos seres vivos é definido por uma ordem específica de 

nucleotídeos na molécula de DNA, que são vulneráveis às agressões impostas por 

agentes naturais e artificiais, de diferentes origens, levando a lesões e alterações na sua 

estrutura ou composição química (DÜSMAN et al., 2012; SWIFT & GOLSTEYN, 

2014).  
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Diariamente, milhões de pessoas em todo o mundo estão expostas a agentes que 

induzem alterações cromossômicas e o surgimento de mutações. Medicamentos, 

plásticos, vidros, detergentes, cosméticos, agrotóxicos, além de poluições e radiação 

solar são exemplos desses agentes (GRISOLIA, 2005; COGGON et al., 2015); 

JEBELLI et al., 2015, MOAN et al., 2015). Porém, dentre os principais agentes 

relacionados à exposição humana, pode-se citar a dieta, não só pela própria composição 

dos alimentos, mas também pelo que é usado no seu tempero e preparo. Além disso, 

diversos hábitos como fumar e ingerir bebidas alcoólicas são fatores que ajudam ao 

surgimento de danos genéticos (ANZUINI et al., 2011; DÜSMAN et al., 2012, LU et 

al., 2013; MOAN et al., 2015). 

Como foi dito, a exposição a um determinado fator pode levar a um efeito 

nocivo ao organismo, como a indução de alterações cromossômicas, que por sua vez 

podem levar a outros efeitos, como a indução de neoplasias.  

Câncer ou neoplasia (neo = novo, plasia = formação) é o nome que se dá a 

um grupo de doenças que têm em comum a proliferação celular excessiva e 

descontrolada que persiste mesmo após estímulo inicial que a causou ter 

cessado. Ou seja, o câncer acontece quando uma célula normal perde o 

controle e passa a proliferar de forma desenfreada (MALZYNER & 

CAPONERO, 2013). 

As características morfológicas mais marcantes das células cancerosas são: i) 

anormalidades no núcleo: volumoso, múltiplos, nucléolos visíveis, hiperploidia; ii) 

anormalidades no tamanho das células: heterogêneas; iii) anormalidades 

citoplasmáticas: aumento da relação citoplasma-núcleo; iv) anormalidades da membrana 

citoplasmática: perda da inibição por contato, modificação da adesividade, modificação 

dos antígenos de superfície, entre outras (APTSIAURI et al., 2007). 

A descrição mais antiga do surgimento e tratamento do câncer data de 2.500 a.C. 

no Egito, sendo atribuída ao sacerdote egípcio Imhotep, que descreve “uma massa 

protuberante no seio” que foi cauterizada com o auxílio de uma broca de fogo. No 

século 19, com a melhoria das condições de higiene e assepsia e com o advento da 

anestesia, tornou-se possível a remoção cirúrgica dos tumores, que passou a ser 

recomendado como tratamento primário da doença (MALZYNER & CAPONERO, 

2013). Hoje, já foram descritos mais de 100 tipos de câncer malignos (INCA, 2013). 

Atualmente, o câncer é a doença que mais mata no mundo, e o número tende a 

aumentar acentuadamente, devido, em parte, ao envelhecimento da população mundial 

(VISVADER, 2011). Segundo dados da Agência Internacional para a Pesquisa em 

Câncer (IARC), da Organização Mundial da Saúde (OMS), a mortalidade por câncer 
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subiu de 7,6 milhões de pessoas em 2008, para 8,2 milhões em 2012, refletindo 

principalmente a expansão da doença nos países em desenvolvimento, e há a projeção 

de 27 milhões de novos casos para o ano de 2030 em todo o mundo, e 17 milhões de 

mortes pela doença (OMS, 2013). 

No Brasil, os tipos mais comuns de neoplasias malignas são os tumores de 

próstata em homens, e de mama em mulheres. O Instituto Nacional de Câncer (INCA), 

estimou para 2014, 576 mil novos casos da doença (Figura 4) (INCA, 2013). 

 

Figura 4 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil, 

estimados para 2014 por sexo, exceto pele não melanoma. Fonte: 

www.inca.com.br 

 

A identificação de um sinal ainda nas fases iniciais da formação e progressão de 

câncer pode reduzir a gravidade da doença, porém o diagnóstico precoce normalmente 

não ocorre, tornando a eficiência do tratamento baixa.  

Estudos mostram que a detecção precoce do câncer pode oferecer uma variedade 

de novas oportunidades eficientes e de baixo custo para o tratamento (DONG et al., 

2014). Atualmente, os tratamentos indicados são realizados por meio de cirurgia, 

transplante de medula óssea, radioterapia e quimioterapia, sendo, em muitos casos, 

necessário combinar mais de uma modalidade, variando apenas a ordem quanto à 

importância de cada uma e sua indicação (INCA, 2013). 

A mais indicada geralmente é a quimioterapia onde utilizam-se medicamentos, 

denominados genericamente de “quimioterápicos”, que são aplicados, em sua maioria, 

na corrente sanguínea, podendo também ser administrados por outras vias (INCA, 

2013). Porém, este tipo de tratamento geralmente ocasiona diversos efeitos colaterais e 

afeta células saudáveis. Dessa forma, como alternativa, tem sido buscado agentes 

antineoplásicos que sejam mais eficientes e  que possam reduzir esses efeitos. 

http://www.inca.com.br/
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1.6 Substâncias de origem vegetal com atividade antineoplásica 

 

A busca por agentes antineoplásicos a partir de fontes vegetais ficou fortemente 

registrada na década de 1950 com a descoberta dos alcaloides vimblastina e vincristina, 

isolados da espécie Catharanthus roseus (Apocynaceae), popularmente denominada 

vinca, com efeitos comprovados (SANTOS & ELISABETSKY, 1999). Atualmente, 

cerca de 60% do total dos produtos utilizados no combate à doença é derivada direta ou 

indiretamente de fontes naturais, incluindo plantas e microrganismos (BUTLER, 2008; 

CHANG et al., 2012) e muitos já são utilizados comercialmente (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Alguns fármacos de origem vegetal usados no tratamento do câncer. 

 
Legenda: 1: Velban®; 2: Oncovin®); 3: Eldisine®); 4: Navelbine®); 5: Taxol®), 6: Taxotere®); 7: 

podofilotoxina; 8: Etopophos®; 9: Vumon®; 10: camptotecina; 11: Hycamtin®, 12: Camptosar® 

 

Fonte: adaptado de COSTA-LOTUFO et al., 2010. 

 

A espécie Taxus brevifolia (Taxaceae) produz um alcaloide diterpênico, 

conhecido como taxol, o qual foi demostrado ter atuação contra o câncer de ovário 

(GUCHELAAR et al., 1994). Da casca de Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae), 

espécie nativa do Brasil, foram extraídos β-lapachona e lapachol, sendo o lapachol 

vendido no Brasil pelo Laboratório Farmacêutico de Pernambuco (LAFEPE), e 

utilizado para o tratamento de várias neoplasias (MELO et al., 2011).  
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Nesse contexto, diversos estudos vêm sendo realizados com extratos vegetais e 

têm revelado a existência de substâncias capazes de prevenir danos causados ao 

organismo que podem levar ao aparecimento do câncer. Por exemplo, modelos 

utilizando bactérias e células de mamíferos já foram testados quanto à genotoxicidade, 

utilizando extratos de plantas nativas do Brasil como Pyrostegia venusta 

(Bignoneaceae), Cecropia glaziovii (Cecropiaceae), Petiveria alliacea (Phytolaccaceae) 

e Schwartzia brasiliensis (Marcgraviaceae) (STANGE et al., 2008; MAGALHÃES, 

2010; SOARES et al., 2014; MELLO et al., 2015), os quais tiveram seu potencial 

antigenotóxico comprovado, assim como baixo efeito genotóxico.  

Assim, metodologias recentes, cada vez mais modernas de isolamento e 

identificação de substâncias naturais, têm propiciado o aumento no número de novas 

estruturas químicas bioativas para inúmeras indicações terapêuticas. Considerando que 

os vegetais e seus produtos ainda representam uma das principais fontes de substâncias 

com potencial anticâncer (SHAH et al., 2013), torna-se de grande relevância a busca por 

agentes naturais com ação antineoplásica. Contudo, a extinção de espécies vegetais tem 

assumido valores crescentes e se tornado um problema mundial (MEDEIROS, 2003). 

Além disso, o conteúdo de metabólitos pode variar conforme a localização geográfica 

da espécie, assim como condições sazonais e climáticas (RAMAKRISHNA & 

RAVISHANKAR, 2011). Dessa forma, torna-se importante a produção vegetal em 

larga escala, de forma controlada, visando à conservação da biodiversidade e a busca 

por substâncias de interesse medicinal (KARUPPUSAMY, 2009). 

 

1.7 Técnicas de cultura de tecidos vegetais aplicadas a plantas medicinais 

 

As técnicas de cultura de tecidos vegetais permitem a obtenção de plantas e 

substâncias in vitro, em meio nutritivo artificial sob condições assépticas e incluem 

diferentes metodologias. Dentre suas aplicações, pode-se citar a propagação in vitro ou 

micropropagação, que usa a cultura de tecidos organizados, como a cultura de órgãos, 

meristemas, ápices caulinares, segmentos nodais, embriões e raízes isoladas; e a cultura 

de tecidos desorganizados, como a calogênese e a cultura de células em suspensão, que 

constituem sistemas amplamente empregados para a síntese de metabólitos (GUERRA 

& NODARI, 2006, GEORGE, 2008).  
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Fatores como a composição dos meios de cultivo, quantidade de luz (intensidade 

e fotoperíodo), temperatura, tamanho do explante, condições fisiológicas e 

fitossanitárias da planta matriz e concentração dos fitorreguladores utilizados (BAQUE 

et al., 2010; JARDIM et al., 2010), contribuem para a morfogênese in vitro (GAO et al., 

2010) e devem ser estudados antes de iniciar os experimentos. 

Em relação ao uso de fitorreguladores, usualmente são adicionados ao meio de 

cultura a fim de induzir modificações frente às respostas de crescimento e 

desenvolvimento do explante. As classes mais usadas são citocininas e as auxinas, 

consideradas as mais importantes substâncias reguladoras do crescimento para a cultura 

de tecidos vegetais (GEORGE, 2008). As auxinas são comumente utilizadas para 

diferenciação celular, possuindo também aplicação na formação de raízes e calos. 

Paralelamente, as citocininas são responsáveis por induzir a divisão celular. Em 

combinação, na maior parte das vezes, promovem a formação e crescimento de calos, 

células em suspensão e órgãos (GEORGE, 2008). 

 

1.7.1. Calogênese, cultura de células em suspensão e elicitores 

 

Uma das técnicas mais empregadas nos trabalhos de cultura de tecidos vegetais é 

a calogênese, que consiste na obtenção de massas celulares desorganizadas 

denominadas calos. A técnica baseia-se no cultivo de segmentos vegetais que podem ser 

oriundos de diferentes órgãos, inoculados em um meio de cultura previamente definido, 

contendo fitorreguladores, que irão induzir a diferenciação celular. Essas células são 

estimuladas a entrar em um processo de divisão, originando o calo (GEORGE, 2008).  

Os calos são, geralmente, classificados como friáveis, quando são formados por 

células sobrepostas que se desagregam com facilidade; ou compactos, que apresentam 

consistência mais dura e resistente, e algumas vezes um aspecto aveludado (GEORGE, 

2008).  

Os calos friáveis são geralmente utilizados para dar início às culturas de células 

em suspensão (CCS), onde os inóculos são colocados em meio de cultura líquido e 

mantidos sob agitação por período de tempo desejado. As CCS são consideradas o 

principal sistema de produção de metabólitos secundários in vitro, que podem ser 

produzidos e excretados para o meio de cultura. Neste caso, facilita sua extração, 
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tornando-se uma metodologia vantajosa quando comparada a outras que visam à síntese 

de substâncias in vitro (IKEUCHI et al., 2013). 

Diversos estudos usando tanto a calogênese quanto a cultura de células em 

suspensão já alcançaram resultados positivos para a produção de metabólitos in vitro, 

como a produção de antocianinas com a espécie Cleome rosea (SIMÕES et al., 2009, 

SIMÕES-GURGEL et al., 2011), fenilpropanoides em Buddleja cordata (ESTRADA-

ZÚÑIGA et al., 2009), camptotecina em Camptotheca acuminata (LU et al., 2011), 

resveratrol em Vitis vinifera (JEANDET et al., 2014) e betalaínas em Pereskia aculeata 

(LAGE et al. 2015). 

 Visando aumentar a produção de metabólitos de interesse in vitro, é comum o 

uso de elicitores, substâncias que, quando introduzidas em pequenas concentrações na 

cultura, iniciam ou melhoram a biossíntese de metabólitos (NAMDEO, 2007). A 

influência dos estimuladores depende de diversos fatores, como concentração, estágio 

de crescimento em que se encontra a cultura, tempo de estimulação e a especificidade 

do elicitor (BOURGAUD et al., 2001; PATEL & KRISHNAMURTHY, 2013). 

Os elicitores são classificados de acordo com sua natureza e podem ser de 

origem biótica, como por exemplo, metil jasmonato (MJ), quitosana, extratos de 

proteínas, bactérias etc. ou abiótica, como temperatura, UV, luz, pH etc. 

 Em relação ao elicitores de origem biótica, o MJ foi descrito pela primeira vez 

em plantas como um composto de cheiro doce de jasmin, o que deu origem ao seu nome 

(CREELMAN & MULLET, 1995). É considerado um importante regulador do 

desenvolvimento dos vegetais, bem como dos mecanismos de resposta das plantas a 

estresses bióticos e abióticos (AVANCI et al., 2010; BALUSAMY et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2015). 

 Na cultura de tecidos vegetais, a adição de MJ vem sendo amplamente utilizada 

na elicitação de diferentes espécies. O aumento da quantidade de raízes adventícias de 

Eleutherococcus koreanum utilizando biorreatores (LEE et al., 2015), o acúmulo de 

antocianinas em cultura de raízes de Kalanchoe blossfeldiana (GÓRAJ-KONIARSKA 

et al., 2015) e a produção de taxol em cultura de células imobilizadas de Taxus globosa 

(OSUNA et al., 2015) são exemplos do uso e eficácia de MJ como elicitor. 

 Atualmente, algumas substâncias vêm sendo utilizadas como estimuladores da 

resposta in vitro, porém ainda não foram definidas como elicitores, tendo seu papel 

investigado. Dentre essas substâncias, pode-se citar o óxido nítrico. 

mailto:Justyna.Goraj@inhort.pl
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 O estudo da função do óxido nítrico (NO) no metabolismo vegetal iniciou-se no 

fim da década de 70 (KLEPPER, 1975; KEPPLER, 1979), quando foi comprovado que 

a sua produção em plantas de soja tratadas com herbicidas era diretamente proporcional 

à quantidade utilizada do agente químico. Contudo, a partir do final dos anos 90, houve 

um incremento nas pesquisas com plantas, indicando a ação da substância em diversos 

eventos da fisiologia vegetal (Quadro 1). 

 

Quadro 1 – Efeitos do óxido nítrico no crescimento e desenvolvimento das plantas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de PALAVAN-UNSAL & ARISAN (2009). 
  

A adição de NO na cultura de tecidos vegetais geralmente ocorre através da 

utilização de doadores de óxidos nitrogenados, que irão produzir óxidos nítricos, 

mimetizando uma resposta relacionada ao NO endógeno ou mesmo substituindo-o, 

quando ausente. Os mais comuns são o nitroprusiato de sódio (SNP) e o s-

nitrosoglutationa (SNAP) (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006). 

  Assim como os fitorreguladores, o uso dos doadores de NO é dependente da 

concentração, de modo que altas concentrações podem causar inibição de um 

determinado processo ou até levar à citotoxicidade celular (FLORYSZAK-

WIECZOREK et al., 2006). 

Pesquisas recentes têm indicado o aumento da competência de regeneração in 

vitro com o uso de NO e também seu papel na elicitação de substâncias do metabolismo 

vegetal. O aumento na resposta calogênica, rizogênica e na produção de brotos foi 

verificado em Linum usitatissimum (KALRA & BABBAR, 2010; LI et al., 2011), assim 

como a proteção contra estresses abióticos (KOPYRA & GWÓZDZ et al., 2004) e a 

maior da produção de metabólitos secundários (taninos, flavonoides, saponinas e 

compostos fenólicos) em culturas de células de Ginkgo biloba (EL-BELTAGI et al., 
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2015). Entretanto, ainda são escassos os estudos sobre produção vegetal envolvendo 

esta molécula e seus efeitos na resposta in vitro. 

Em relação aos estudos in vitro com S. brasiliensis, espécie estudada no presente 

trabalho, já foram estabelecidos protocolos para a produção de brotos e conservação in 

vitro, por meio de crescimento lento e criopreservação (SÁ  et al., 2007; SÁ, 2010), 

além do estabelecimento de culturas de raízes (MELLO, 2012). Porém, estudos 

envolvendo calogênese e suspensões celulares, bem como o uso de elicitores ainda não 

foram realizados para a espécie.  
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2 OBJETIVOS  

 

2. 1 Geral 

 

Definir um protocolo eficiente para o estabelecimento de culturas de calos e de 

células em suspensão de Schwartzia brasiliensis visando à avaliação do potencial 

genotóxico, antigenotóxico, antineoplásico e análise fitoquímica de materiais obtidos in 

vivo e in vitro. 

 

 

2. 2 Específicos 

 

 Analisar o efeito de diferentes tipos e concentrações de fitorreguladores, tipos de 

explantes e luminosidade no estabelecimento de cultura de calos friáveis; 

 Avaliar a influência de elicitores no aumento de biomassa e na produção de 

metabólitos secundários de interesse em calos friáveis; 

 Estabelecer um protocolo para a cultura de células em suspensão avaliando-se o 

tamanho do inóculo e viabilidade celular; 

 Avaliar o potencial genotóxico e antigenotóxico do material obtido in vivo e in 

vitro; 

 Avaliar o potencial antineoplásico do material obtido in vivo e in vitro; 

 Analisar, por cromatografia líquida de alta eficiência, a produção de metabólitos 

secundários em materiais obtidos in vivo e in vitro. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3. 1 Material botânico 

 

3.1.1 Material vegetal mantido sob condições in vivo  

 

Como fonte de material biológico mantido sob condições in vivo para o preparo 

de extratos vegetais, foram utilizados folhas, caules e raízes de S. brasiliensis coletados 

de uma população na parte da manhã em uma restinga preservada, situada no Sub-bairro 

Península (22°59’29.7”S - 43°20’48.4”W), localizado na Barra da Tijuca, município do 

Rio de Janeiro, no período compreendido entre dezembro de 2011 e março de 2012. O 

material vegetal foi coletado com licença do SISBIO/IBAMA número 3299651. Um 

exemplar representativo de S. brasiliensis encontra-se depositado no Herbário da UERJ, 

sob o registro HRJ 11749. 

 

3.1.2 Material vegetal cultivado in vitro  

 

Sementes coletadas na restinga preservada situada do Condomínio Península, 

localizado na Barra da Tijuca, município do Rio de Janeiro, no período entre dezembro 

de 2011 e março de 2012, foram lavadas três vezes (5 min) com solução de detergente 

comercial (10%), sob agitação, seguida da desinfestação em solução de hipoclorito de 

sódio comercial a 2% acrescido de Tween 20 a 0,001% (60 min). Em câmara de fluxo 

laminar, as sementes foram submetidas a três lavagens com água estéril e, após a 

remoção do excesso de água com papel de filtro, inoculadas em meio de cultura B5 

(GAMBORG et al., 1968), contendo sacarose a 2%. O pH foi ajustado para 5,8 antes da 

autoclavagem (121°C por 15 min) e o meio foi gelificado com agar (Merck®) a 0,8%. 

Foi inoculada uma semente por tubo de ensaio (20 x 250 mm) contendo 10 mL de meio 

de cultura e vedado com tampa de alumínio. O material foi mantido em câmara de 

crescimento a 26 ± 2ºC, com intensidade luminosa de 45mol.m
-2

.s
-1 

fornecida por 

lâmpadas fluorescentes, sob fotoperíodo de 16 horas. Após 90 dias da semeadura, as 

plantas foram utilizadas para iniciar os experimentos in vitro. 
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3.2 Cultura de tecidos vegetais 

 

Os experimentos de cultura de tecidos vegetais foram realizados no Laboratório 

de Biotecnologia de Plantas (LABPLAN), do Núcleo de Biotecnologia Vegetal (NBV), 

do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 

 

3.2.1 Indução de calogênese 

 

 Para início das culturas foram utilizados segmentos caulinares com um nó (0,5 

cm), foliares (0,5 cm
2
) e radiculares (1 cm) de plantas obtidas por germinação in vitro, 

que foram inoculados em meio de cultura B5 acrescido de 20 g.L
-1 

de sacarose 

suplementado com diferentes auxinas ácido 1-naftaleno acético (ANA), ácido 4-amino-

3,5,6-tricloropicolínico (PIC); ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) e citocininas (6-

benzilaminopurina (BAP) e cinetina (6-furfurilaminopurina) (KIN)) nas concentrações 

de 0,5; 2,5; 5,0 e 7,5 mg.L
-1

, utilizadas isoladas ou em combinação (Tabela 2). O pH do 

meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121°C por 15 min) e 

gelificado com ágar (Merck®) 0,8%. Foram utilizados frascos de vidro (5 x 5,5 cm), 

contendo 30 mL de meio de cultura, vedados com tampas plásticas transparentes. Em 

cada frasco, explantes caulinares e radiculares foram inoculados em posição horizontal, 

enquanto explantes foliares foram inoculados com a parte abaxial em contato com o 

meio. Foram inoculados três explantes por frasco, totalizando cinco frascos por 

tratamento. As culturas foram mantidas em câmara de crescimento a 26±2ºC, na 

presença de luz (45 µmol m
-2

s
-1

), sob fotoperíodo de 16h, ou na ausência de 

luminosidade. Foram realizadas subculturas mensais para meios de igual composição 

por um período de três meses. Ao final desse período, os calos foram avaliados quanto à 

produção de biomassa, coloração e consistência. A biomassa calogênica foi obtida a 

partir de aferição dos pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS) dos calos, após secagem 

em estufa a 45°C, com tempo variando de acordo com a biomassa. 
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Tabela 2 - Composição dos meios de cultura utilizados para indução de calogênese de 

Schwartzia brasiliensis a partir de explantes caulinares, foliares e 

radiculares. 

Legenda: PIC= ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico; KIN= cinetina (6-furfurilaminopurina); BAP= 6-

benzilaminopurina; ANA= ácido 1-naftaleno acético; 2,4-D= ácido 2,4 diclorofenoxiacético. 

 

 Com base nos resultados alcançados no estabelecimento das culturas de calos, 

foi realizada a manutenção das culturas que apresentaram maior produção de biomassa, 

com formação de calos friáveis. O subcultivo foi realizado a cada 30 dias onde os calos 

eram transferidos para meio de igual composição, no qual as culturas foram ampliadas, 

e mantidas nas mesmas condições de crescimento. 

 

3.2.2 Elicitação 

 

3.2.2.1 Avaliação do efeito do óxido nítrico na morfogênese in vitro 

 

Para início da avaliação do efeito do NO sobre a resposta morfogênica, foram 

iniciadas culturas a partir de segmentos caulinares com um nó (0,5 cm), foliares (0,5 

cm
2
) e radiculares (1,0 cm) de plantas obtidas por germinação in vitro, que foram 

inoculados em meio de cultura B5 acrescido de 20 g.L
-1 

de sacarose e suplementado 

com o doador de NO, nitroprussiato de sódio (SNP), nas concentrações de 1, 3, 5 e 

10µM. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121°C por 

15 min) e gelificado com agar (Merck®) 0,8%. Foram utilizados frascos de vidro (5 x 

5,5 cm), contendo 30 mL de meio de cultura, vedados com tampas plásticas 

transparentes. Em cada frasco, explantes caulinares e radiculares foram inoculados em 

posição horizontal, enquanto explantes foliares foram inoculados com a parte abaxial 

em contato com o meio. Foram inoculados três explantes por frasco, totalizando cinco 
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frascos por tratamento. As culturas foram mantidas em câmara de crescimento a 26±2ºC 

sob fotoperíodo de 16 h, com luminosidade de 45 µmol m
-2

s
-1

 fornecida por lâmpadas 

fluorescentes. Foram realizadas subculturas mensais para meios de igual composição 

por um período de três meses. Ao final desse período foi avaliada a resposta 

morfogênica dos explantes. 

 

3.2.2.2 Avaliação do efeito do óxido nítrico e do metil jasmonato na calogênese 

 

Calos com 60 dias de cultivo, mantidos em estoque com acúmulo de massa 

calogênica, foram expostos a diferentes concentrações (1, 3 e 5µM) dos elicitores MJ e 

SNP. As culturas foram mantidas por 60 dias nas mesmas condições de crescimento. 

Ao final desse período, o acúmulo de biomassa foi obtido a partir de aferição dos 

pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS) dos calos, após secagem em estufa a 45°C. 

Foram inoculados dois calos por frasco contendo 30 mL de meio, totalizando 6 frascos 

para cada tratamento. 

 

3.2.3. Estabelecimento das culturas de células em suspensão 

 

Calos friáveis elicitados, com 60 dias de cultivo, desenvolvidos no meio de 

cultura que propiciou a maior produção de biomassa, foram selecionados para iniciar as 

culturas de células em suspensão (CCS). Com o objetivo de estabelecer a quantidade de 

massa calogênica mais adequada para o início das CCS, foram avaliados inóculos de 

1,5; 2,0 e 3,0 g. Em câmara de fluxo laminar, os calos foram amassados em placas de 

Petri com o auxílio de uma espátula. Pequenas porções de massa calogênica foram 

acondicionadas em frascos de vidro estéreis, os quais foram pesados em balança de 

precisão até se obter o inóculo desejado. Em seguida, os inóculos foram colocados em 

frascos erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio de cultura líquido B5 com a 

mesma suplementação hormonal do meio da elicitação. Os frascos erlenmeyer foram 

vedados com tampas duplas de papel alumínio. 

O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da esterilização em autoclave a 121ºC 

(1 atm), por 15 min. Em cada tratamento foram realizadas dez repetições, sendo cada 

erlenmeyer uma repetição. Cada experimento foi repetido duas vezes.  As culturas 

foram mantidas em câmara de crescimento a 26 ± 2ºC, sob intensidade luminosa de 45 
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μmol m
-2

s
-1

 e fotoperíodo de 16 h, sob agitação em mesa agitadora orbital (New 

Brunswick Scientific), com velocidade constante de 110 rpm.  Após três semanas, o 

crescimento das culturas foi avaliado pela aferição do PF e do PS. Para determinação do 

PF, em câmara de fluxo laminar, as CCS foram filtradas a vácuo, em filtrador 

Nalgene®, com filtro de nylon (45 µm). As células foram colocadas em frascos de vidro 

e pesadas em balança de precisão (AND mod. HR-200). Para a determinação do PS, as 

células foram colocadas em placas de Petri e secas em estufa a 45ºC, até peso constante.  

Avaliou-se, ainda, a viabilidade celular, a qual foi determinada utilizando-se o 

teste topográfico de tetrazólio, pelo qual células viáveis, em contato com solução de 

TTC (cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazólio), adquirem coloração vermelha observada a 

olho nu. Após filtração, cerca de 0,5 g de célula de cada cultura foi colocado em 

eppendorf de 2 mL e foi adicionado 1 mL de solução de TTC 1% (p/v). Após 5 h, a 

30ºC, sob ausência de luz, avaliou-se a coloração das células, a fim de distinguirem-se 

as culturas viáveis das não viáveis (LOYOLA-VARGAS & VÁZQUEZ-FLOTA, 

2006). 

Após a definição dos melhores parâmetros para o estabelecimento das CCS, 

objetivou-se definir a curva de crescimento, visando estabelecer o período adequado 

para o subcultivo das culturas.  O crescimento das CCS foi acompanhado durante 31 

dias, sendo que a cada três ou quatro dias, três erlenmeyers foram retirados 

aleatoriamente para avaliação do aumento do PF e do PS, após filtração a vácuo, em 

filtrador Nalgene®, com filtro de nylon (45 µm). Avaliou-se, ainda, a viabilidade 

celular, conforme descrito anteriormente. As culturas permaneceram nas condições 

ambientais indicadas acima. 

Com o objetivo de avaliar a capacidade de manutenção das CCS por sucessivas 

subculturas, acompanhou-se o acúmulo de biomassa por cinco subculturas. Realizou-se 

o subcultivo das CCS conforme definido pela curva de crescimento.  As culturas foram 

mantidas nas melhores condições de cultivo. A cada subcultura, as CCS foram filtradas 

a vácuo, sendo que a mesma quantidade de inóculo inicial foi transferida para meio 

fresco de igual composição. Ao final de cada subcultura, avaliou-se o aumento do PF 

das CCS. Foram realizadas 10 repetições por subcultura.  As culturas permaneceram nas 

mesmas condições de cultivo descritas anteriormente. 

 

 



41 

 

3.2.4 Análise estatística do material vegetal produzido in vitro  

 

 Os resultados obtidos nas etapas de calogênese, elicitação e culturas de células em 

suspensão foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias de peso 

fresco e peso seco foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando significativas 

as diferenças com p<0,05. As análises foram realizadas utilizando o programa 

estatístico GraphPad Prism 6.0. 

 

3.3 Preparo dos extratos vegetais 

 

Os experimentos de análises fitoquímicas foram realizados no Laboratório de 

Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN), do Núcleo de Biotecnologia Vegetal, do 

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro (UERJ). 

Folhas, caules e raízes frescos obtidos de plantas mantidas sob condições in vivo, 

assim como calos e suspensões celulares frescos produzidos in vitro, foram pesados e 

secos em estufa a 40ºC, até peso constante, sendo aferidas as massas de matéria fresca e 

seca.  

Após a secagem, o material foi triturado até a obtenção de pó, o qual foi 

submetido à extração com álcool metílico P.A. (Merck) durante 15 dias, no escuro, a 26 

± 2 ºC, sob agitação em mesa agitadora orbital (New Brunswick Scientific), com 

velocidade constante de 110 rpm. Os extratos obtidos foram filtrados em papel de filtro 

Whatman (nº 1) e o solvente evaporado em rotaevaporador, sob pressão reduzida a 

40ºC, sendo obtidos os extratos brutos metanólicos de caules, folhas e raízes. 

Posteriormente, três gramas de cada extrato metanólico do material mantido sob 

condições in vivo foram utilizados para obter frações através do processo de extração 

utilizando solventes de polaridades distintas: hexano P.A (Merck), diclorometano P.A. 

(Vetec), acetato de etila P.A. (Vetec), e água destilada. Após cada etapa, o solvente foi 

evaporado, conforme as condições descritas acima. Para a obtenção das frações aquosas, 

os extratos foram liofilizados. Os extratos brutos, bem como suas respectivas frações, 

foram armazenados a 4º C no escuro até a sua utilização.  
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3. 4 Avaliação do potencial genotóxico e antigenotóxico através do ensaio de   

eletroforese em gel de agarose com DNA plasmidial 

 

Os experimentos do potencial genotóxico e antigenotóxico foram realizados no 

Laboratório de Radio e Fotobiologia (LRF-6), e no Laboratório de Análises 

Moleculares de Plantas (LAMP), ambos do Instituto de Biologia Roberto Alcantara 

Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 

Os potenciais genotóxico e antigenotóxico dos extratos de S. brasilienses foram 

avaliados de acordo com o ensaio descrito por Caldeira-de-Araujo e colaboradores 

(1996), considerando a alteração do padrão de migração eletroforética de DNA 

plasmidial. O ensaio é baseado nas diferentes conformações espaciais que as moléculas 

de DNA plasmidial podem assumir. A forma superhelicoidizada (ou forma I) é mantida 

apenas se não houver quebras na molécula e migra com velocidade maior no gel de 

agarose. Quebras simples na hélice de DNA modificam a sua topologia (forma II ou de 

círculo aberto), fazendo com que a migração das moléculas no gel seja mais lenta. 

Finalmente, quebras duplas promovem a linearização do DNA (forma III ou linear) e 

acarretam um padrão de migração intermediário entre as formas I e II. Paralelamente, 

para avaliar o potencial antigenotóxico dos extratos, o ensaio também foi realizado com 

adição de cloreto estanoso (SnCl
2
), um agente sabidamente genotóxico, que promove 

quebras na molécula de DNA plasmidial, alterando sua conformação espacial e, 

consequentemente, sua velocidade de migração eletroforética em gel de agarose 

(CALDEIRA-DE-ARAUJO et al., 1996; DE MATTOS et al., 2000).  

O plasmídeo empregado nesta avaliação foi o pUC 9.1, que contem um gene que 

confere resistência ao antibiótico ampicilina e estava estocado na cepa de Escherichia 

coli DH5F´IQ. Essa bactéria, por sua vez, possui gene para resistência ao antibiótico 

canamicina. Para extração e purificação do DNA plasmidial, uma alíquota (100µL) do 

estoque em glicerol da cepa DH5αF'IQ, contendo o plasmídeo pUC 9.1, foi 

acrescentada ao meio nutritivo (10 mL de meio LB (LURIA & BERTANI, 1957) 

contendo os antibióticos canamicina - 40 µg/mL - e ampicilina – 50 µg/mL) e mantida 

sob agitação a 37
o
C, até  atingir a fase estacionária de crescimento. Ao final de 18 horas 

de crescimento da cultura bacteriana, as etapas de obtenção do DNA plasmidial foram 

feitas de acordo com o protocolo do kit de extração Invisorb® Spin Plasmid Mini Two, 

da Invitek. 
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Diferentes concentrações dos extratos brutos e suas frações (25, 125 e 250 

µg/mL) foram incubadas com 200 ng de DNA plasmidial na presença ou não de SnCl2 

(200 µg/mL), em temperatura ambiente, durante 40 minutos. Foram realizados dois 

controles sem a adição de extratos: um na presença e outro na ausência do SnCl2. Todas 

as diluições foram preparadas com água ultrapura (Milli-Q system).  

Em seguida, 10 µL de cada amostra foram misturados com 2 µL de tampão de 

carregamento (loading buffer - 0.25%; xilenoceanol; 0.25% azul de bromofenol; 30% 

glicerol em água), sendo em seguida aplicada a um gel (0,8% de agarose) em tampão 

TAE 1X  (Tris-Acetato-EDTA) e submetido a eletroforese a 70 volts, por cerca de 50 

minutos. 

Ao final da eletroforese, o gel foi corado com brometo de etídio (0,5 µg/mL), as 

bandas de DNA visualizadas por fluorescência em um sistema de transiluminação 

ultravioleta (UVP transilluminator) e as imagens digitalizadas por meio de um sistema 

Canon XYZ de captura de imagem representando apenas uma análise qualitativa. Para a 

análise quantitativa do DNA plasmidial foi utilizado o programa Image J. Os 

experimentos foram repetidos três vezes e as imagens apresentadas no item resultados 

são representativas dos melhores géis obtidos ao longo do desenvolvimento do trabalho. 

 

3. 5 Avaliação do potencial antineoplásico  

 

Os experimentos do potencial antineoplásico foram realizados no Laboratório de 

Oncologia Molecular (ONCOMOL), do Departamento de Biologia Celular e Molecular, 

do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Federal Fluminense (UFF). 

 

3.5.1 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio de redução do MTT  

 

Foram utilizadas linhagens de células K562 (leucemia mieloide crônica - ATCC: 

CCL-243) mantidas em meio RPMI 1640. O meio foi suplementados com 5% de soro 

fetal bovino (SFB) e antibióticos (penicilina e estreptomicina – 100U/mL), e as células 

mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2.  

Os extratos brutos metanólicos obtidos de S. brasiliensis cultivada in vivo (caule, 

folha e raiz) e in vitro (culturas de calos, calos elicitados e CCS), foram diluídos a 100 

mg/mL em DMSO (MERCK), com o auxílio de sonicador, por 30 minutos, sendo então 
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aliquotados e estocados a - 20°C até o momento de sua utilização, quando foram 

diluídos em meio RPMI sem soro. Os extratos brutos metanólicos foram testados em 

seis concentrações, variando de 600 µg/mL a 18,75 µg/mL (600, 300, 150, 75, 37,5 e 

18,75 g/mL). Para as frações obtidas foram testadas oito concentrações, entre 100 

µg/mL e 0,7812 µg/mL (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 e 0,7812 g/mL). 

Para os ensaios de citotoxicidade, amostras de células K562 foram plaqueadas 

em placas de 96 poços (5x10
4
 células por poço) e incubadas por 24 horas na presença 

dos extratos escolhidos. Cada concentração foi testada em quadruplicata. Além disso, 

foi realizado o controle de células, o qual consistiu apenas de células com meio, o 

controle com DMSO, que foi o veículo de diluição dos extratos, de 0,6% a 0,1% e que 

corresponde a 100% de sobrevida celular, e o controle positivo com álcool perílico 

(POH) a 1500 µM. 

Após 20 horas de incubação, foram adicionados 10 µL da solução de MTT a 5 

mg/mL em cada poço da placa. O MTT foi previamente preparado em solução tampão 

fosfato salina (PBS pH - 7,2) e, em seguida, as placas foram incubadas no escuro a 

37°C, por um período de quatro horas.  

Ao término deste período, as placas foram centrifugadas por três minutos a 

354xg, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 µL de DMSO puro para 

a solubilização dos cristais de formazan. A placa ficou sob agitação por 20 minutos no 

escuro e a quantificação foi feita através da leitura da densidade óptica (DO) por 

espectrofotômetro (TP Reader NM - ThermoPlate) em comprimento de onda de 545nm.  

A média das leituras foi calculada para cada concentração testada, sendo 

utilizada a comparação com a média da DO obtida para o controle de células em 

presença do veículo DMSO, a fim de obter a porcentagem de células viáveis. 

 

 

O cálculo do IC50 foi realizado por regressão linear utilizando o programa Graph 

Pad Prism – versão 5.0.  
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3.5.2 Avaliação da morfologia celular por microscopia óptica 

 

Na avaliação da morfologia, células K562 que foram inoculadas em placas de 96 

poços na quantidade de 5x10
4
 células/poço, na presença dos extratos, foram observadas 

em Microscópio Bel Photonics - Inv100 e fotografadas com câmera Nikon DS-Fi1c no 

aumento de 400 x. 

 

3.5.3 Avaliação da morte celular por apoptose ou necrose 

 

  A mensuração da indução da morte celular por apoptose ou necrose foi realizada 

por meio da técnica de citometria de fluxo. A externalização da fosfatidilserina e a 

perda da integridade da membrana plasmática, sinais de apoptose e necrose, 

respectivamente, foram avaliadas com o kit (Annexin V Alexa Fluor® 488 conjugate, 

Life Technologies, Cat. nº A13201) de dupla marcação consistindo de anexina V e 

iodeto de propídeo (PI). 

 Foram preparadas amostras com 5x10
5
 células por poço em placas de 24 poços, 

contendo 1 mL de volume final. As amostras (em duplicatas) foram incubadas por 24 

horas com os extratos, nas concentrações correspondentes aos valores de IC50 e ½ IC50. 

Além disso, foi realizado o controle negativo de células, o qual consistiu em células 

com DMSO (0,1%), que foi o veículo de diluição dos extratos, e o controle positivo de 

células com POH utilizado a 1500 µM. 

Após o período de incubação, as células foram recolhidas em tubo eppendorf e 

centrifugadas a 400xg, durante 5 minutos. Em seguida, foi descartado o sobrenadante, e 

as células foram lavadas com 500 µL de solução tampão fosfato gelado (PBS; 0,13 M 

NaCl, 2,68 mM KCl, 10,56 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4; pH 7,2) e centrifugadas 

nas mesmas condições anteriores. Ao término, foram ressuspensas em 50µL de tampão 

de ligação de anexina (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM e CaCl2 2,5 mM – pH 7,4) e 

incubadas com 2,5 µL de Anexina-V e 1,0 µL de PI a 50 µg/mL por 15 minutos, em 

temperatura ambiente e protegidas da luz. 

Decorrido o tempo, adicionou-se 200 µL de tampão de ligação de anexina, as 

amostras foram mantidas no gelo durante a análise por citometria de fluxo. Foram 

adquiridos 20.000 eventos e as fluorescências analisadas nos canais FL1-A e FL3-A em 
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escalas logarítmicas. A análise dos dados foi realizada usando a porcentagem de células 

presente em cada quadrante, utilizando-se o programa Graph Pad Prism – versão 5.0. 

 

3.5.4 Avaliação da fragmentação do DNA e ciclo celular 

 

 A avaliação do conteúdo e fragmentação do DNA foi realizada por meio da 

técnica de citometria de fluxo segundo metodologia proposta por Telford e 

colaboradores (1992). As placas de 24 poços foram preparadas utilizando-se 5x10
5
 

células por poço, em volume final de 1 mL. As amostras foram preparadas em 

duplicatas e incubadas por 24 horas com os extratos, nas concentrações correspondentes 

aos valores de IC50 e ½ IC50 De modo igual ao descrito no item anterior, também foi 

realizado o controle negativo, células com DMSO (0,1%), e o controle positivo, com 

1500 µM de POH.  

 Após o período de incubação, as células foram recolhidas em tubo eppendorf e 

centrifugadas a 400 xg, durante 5 minutos. Em seguida, foi descartado o sobrenadante, e 

as células foram lavadas com 1 mL de tampão fosfafo (PBS pH - 7,2) gelado e 

centrifugadas nas mesmas condições anteriores. Ao término, o sobrenadante foi 

descartado, as células ressuspensas em etanol 70% gelado e incubadas a 4°C por 30 

minutos.  Após esse período foram centrifugadas conforme as condições citadas 

anteriormente, o etanol foi descartado, as células lavadas com 1 mL de PBS gelado e 

centrifugadas novamente. Logo após, o sobrenadante foi descartado, adicionou-se 500 

µL de reagente de Telford (0,1 % Triton X-100 - SIGMA T8532; 2,5 µg/mL de PI - 

SIGMA P4170 e 0,05 mg/mL de RNAse A DNAse-free - Sigma R4875 ≥50U/mL em 

PBS 1X) e 2,5 µL de RNAse. As células foram incubadas a 4°C durante 30 minutos. 

Na análise dos dados foram adquiridos 20.000 eventos e a fluorescência 

analisada nos canais FL2-A x Número de eventos em escalas lineares ou logarítmica.  

 

3.6 Análise do perfil fitoquímico por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

acoplada ao Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-UV-DAD)  

 

As análises cromatográficas foram realizadas no Laboratório de Cromatografia 

(CROMATOLAB), do Núcleo de Biotecnologia Vegetal, do Instituto de Biologia 
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Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(UERJ). 

 Os extratos e frações foram submetidos a uma análise em cromatografia líquida 

de alta eficiência, com detector de arranjo de diodo (Ultimate 3000 Dionex), em coluna 

thermo-scientific RP18 (250 mm x 4,6mm com partícula de 5 Å). 

Para a separação das amostras foi utilizada uma coluna Thermo-Scientific RP18 

(250 mm x 4,6 mm com partícula de 5 Å), o fluxo da fase móvel foi de 0,5 mL/min sem 

programação de temperatura. A fase móvel foi um gradiente do tipo rampa que iniciou 

com 100% de água ultrapura (MilliQ®) acidificada com ácido acético glacial (Sigma-

Aldrich) a pH 3,0 e 0% de acetonitrila (Tedia®) por 120 minutos, em seguida,  inverteu-

se para água ultra pura acidificada 0% e acetonitrila 100%. Ao fim de 126 minutos, foi 

restabelecida a condição inicial. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Cultura de tecidos vegetais 

 

3.1.1 Calogênese 

 

Nos experimentos visando à produção de calos avaliou-se a resposta de 

explantes frente à presença ou ausência de luminosidade, assim como a diferentes tipos 

e concentrações de fitorreguladores. 

 A variação na concentração da auxina PIC em associação com KIN influenciou 

positivamente a calogênese em explantes foliares mantidos em meio B5, observando-se 

o intumescimento dos explantes ao longo dos primeiros 30 dias, em todos os meios e 

condições de cultura. Após o primeiro subcultivo, verificou-se o início da calogênese, 

onde os calos produzidos eram de consistência friável e coloração amarelada. Ao final 

de 90 dias em cultura, foram observadas algumas áreas de oxidação em todos os 

explantes, principalmente nas menores concentrações (2,5 e 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 

mg.L
-1

 de KIN), tanto na presença quanto ausência de luminosidade (Figura 5). O maior 

valor de biomassa (270,0±20,0 mg) foi obtido nas culturas mantidas na presença de luz 

em meio B5 suplementado com 7,5 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1

 de KIN (Tabela 3).  

               Em relação aos explantes caulinares, houve resposta calogênica em todos os 

meios contendo os fitorreguladores PIC e KIN, independentemente da luminosidade. A 

partir do primeiro mês em cultivo, foi evidenciada a formação de calos que 

apresentavam consistência friável e coloração bege. Porém, após 90 dias em cultura, os 

calos apresentavam áreas de oxidação, principalmente nas culturas mantidas em meio 

com 2,5 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1

 de KIN sob luminosidade (Figura 6). O maior valor 

de produção de biomassa (180,0±60,0 mg) foi alcançado nas culturas mantidas na luz 

em meio contendo 2,5 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1

 de KIN, porém  não houve diferença 

estatística (p>0,05) para o tratamento com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1

 de KIN 

(Tabela 3). 

              Culturas de explantes radiculares inoculados em meios B5 suplementados com 

PIC e KIN, tanto na ausência quanto na presença de luz, não apresentaram resposta 

calogênica mostrando-se oxidados ao final da cultura (dados não mostrados). 
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Tabela 3 - Produção de biomassa calogênica em Schwartzia brasiliensis obtida a partir 

de explantes foliares e caulinares inoculados em meio B5 suplementado 

com diferentes concentrações de KIN + PIC após 90 dias em cultura. 
 

Legenda: PF = peso fresco; PS = peso seco. Os dados representam média ± desvio padrão.  Em cada 

coluna, a mesma letra indica não haver diferença estatística pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Calogênese obtida a partir de explantes foliares de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de PIC 

e KIN, após 90 dias de cultivo.  
Legenda: a) Áreas de oxidação na região do explante (seta) em 2,5 mg.L

-1 
 de PIC+ 0,5 mg.L

-1 
 de KIN 

sob luminosidade; b) 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN sob luminosidade; c) 7,5 mg.L
-1

 

de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN sob luminosidade; d) Áreas de oxidação na região do explante 

(seta) em 2,5 mg.L
-1 

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN na ausência de luminosidade; e) 5,0 mg.L
-1

 

de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN na ausência de luminosidade;  f) 7,5 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 

de KIN  na ausência de luminosidade. Barra = 1 cm. 

 

 

Fitorreguladores/  

Condição física 

Produção de biomassa (mg) 

PIC KIN Folha Caule 

Claro  PF PS PF PS 

2,5 0,5 2160,0±770,0a 100,0±70,0b 2120,0±340,0a 180,0±60,0a 

5,0 0,5 2840,0±490,0a 150,0±70,0b 2080,0±250,0a 170,0±10,0a 

7,5 0,5 2160,0±670,0a 270,0±20,0a 1830,0±140,0a 90,0±20,0bc 

Escuro      

2,5 0,5 880,0±100,0c 90,0±10,0b 1000,0±80,0b 80,0±10,0bc 

5,0 0,5 930,0±60,0c 100,0±30,0b 1010,0±180,0b 100,0±10,0b 

7,5 0,5 1210,0±100,0b 150,0±40,0b 760,0±140,0c 60,0±10,0bc 

Luz 

 

 

 

 

 

 

 

 

Escuro 

d                                              e                                           f 

a                                               b                                          c 
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Figura 6 - Calogênese obtida a partir de explantes caulinares de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de PIC 

e KIN, após 90 dias de cultivo.  
Legenda: a) Áreas de oxidação na região do explante (seta) em 2,5 mg.L

-1 
 de PIC+ 0,5 mg.L

-1 
 de KIN 

sob luminosidade; b) 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN sob luminosidade; c) 7,5 mg.L
-1

 

de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN sob luminosidade;  d) Áreas de oxidação na região do explante 

(seta) em 2,5 mg.L
-1 

 de PIC+ 0,5 mg.L
-1 

 de KIN na ausência de luminosidade; e) 5,0 mg.L
-1

 

de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN na ausência de luminosidade;  f) 7,5 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 

de KIN  na ausência de luminosidade. Barra = 1 cm.  
 

 

Nas culturas a partir de explantes foliares mantidos em meio suplementado com 

os fitorreguladores BAP e ANA, em diferentes concentrações, o início da resposta 

morfogênica foi caracterizado pelo intumescimento dos explantes em todas as 

concentrações, tanto na presença quanto na ausência de luminosidade. 

Nas culturas mantidas sob luminosidade foi observada, no primeiro mês de 

cultivo, a formação de calos na área de excisão do explante, na região abaxial. A 

calogênese manteve-se durante toda a cultura, e após 90 dias, os calos formados 

apresentavam coloração verde e consistência compacta (Figura 7). O maior valor de 

biomassa (300,0±30,0 mg) foi obtido na concentração de 7,5 mg.L
-1 

de BAP + 0,5 

mg.L
-1

 de ANA (Tabela 4), porém não houve diferença estatística para os demais 

tratamentos (p<0,05). 

Nas culturas mantidas na ausência de luminosidade, os explantes apresentaram 

baixa resposta calogênica, sendo observada a formação de pequenos calos somente na 

Luz 

 

 

 

 

 

 

 

 

Escuro 

a 

d 

b 

e 

c 

f 
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região de excisão (Figura 7) e alguns explantes não responsivos, por isso não foi 

avaliada a produção de biomassa. 

Em relação aos explantes caulinares mantidos em meio B5 suplementado com 

BAP e ANA sob luminosidade, foi observada a produção de brotos, assim como calos 

nos primeiros 30 dias em cultura. Após 90 dias, os calos formados apresentavam 

coloração verde e consistência compacta. Os brotos eram oriundos da região da gema do 

explante, enquanto o calo ocupava toda a área do explante (Figura 8). Os maiores 

valores de biomassa (210,0±30,0 mg) foram obtidos em meio suplementado com 5,0 

mg.L
-1 

de BAP + 0,5 mg.L
-1 

de ANA, porém não houve diferença estatística para os 

demais tratamentos (p<0,05) (Tabela 4). 

Nas culturas mantidas na ausência de luminosidade, foi observado o 

intumescimento dos explantes nos primeiros 30 dias. Após esse período, iniciou-se a 

calogênese que se manteve após os subcultivos, sendo verificada, ao final de 90 dias, a 

formação de calos de consistência friável com coloração bege, e algumas áreas 

oxidadas. Na maior concentração (7,5 mg.L
-1

+ 0,5 mg.L
-1

 de ANA) observou-se a 

menor produção de biomassa (100,0±20,0 mg). Nas culturas onde foi inoculado o 

explante radicular em meio B5 suplementado com BAP e ANA, sob luminosidade, não 

foi obtida resposta calogênica. Entretanto, quando inoculados em meio na ausência de 

luminosidade, as menores concentrações (2,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA e 

5,0 mg.L
-1 

+ 0,5 mg.L
-1

 de ANA) favoreceram a produção de pequenos calos, com 

consistência friável e coloração bege (Figura 9). Em relação à produção de biomassa, 

não houve diferença significativa entre as concentrações (p<0,05) (Tabela 4).  
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Figura 7 - Calogênese obtida a partir de explantes foliares de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 

BAP e ANA, após 90 dias de cultivo.  
Legenda: a) 2,5 mg.L

-1
 de BAP + 0,5 mg.L

-1
 de ANA sob luminosidade; b) 5,0 mg.L

-1
 de BAP

 
+ 0,5 

mg.L
-1

 de ANA sob luminosidade; c) 7,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA sob 

luminosidade; d) Formação de pequenos calos na região de excisão em 2,5 mg.L
-1

 de BAP + 

0,5 mg.L
-1

 de ANA na ausência de luminosidade; e) 5,0 mg.L
-1 

de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA 

na ausência de luminosidade; f) 7,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA na ausência de 

luminosidade. Barra = 1 cm. 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Produção de calos (setas brancas) e brotos (setas pretas) obtidos a partir de     

explantes caulinares de Schwartzia brasiliensis inoculados em meio B5 

suplementado com diferentes concentrações de BAP e ANA, após 90 dias de 

cultivo.  
Legenda: a) 2,5 mg.L

-1
 de BAP + 0,5 mg.L

-1
 de ANA sob luminosidade; b) 5,0 mg.L

-1 
de BAP + 0,5 

mg.L
-1

 de ANA sob luminosidade; c) 7,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA sob 

luminosidade; d) 2,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA na ausência de luminosidade; e) 

Calos oxidados (seta)  inoculados em 5,0 mg.L
-1

 de BAP
 
+ 0,5 mg.L

-1
 de ANA na ausência de 

luminosidade; f) 7,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA na ausência de luminosidade. Barra 

= 1 cm. 

a                                         b                                       c 

d                                        e                                        f  

Luz 

 

 

 

 

 

 

 

Escuro 

a                                       b                                      c 

d                                       e                                       f 

Luz 

 

 

 

 

 

 

Escuro 
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Figura 9 – Produção de calos a partir de explantes radiculares de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 

BAP e ANA, após 90 dias de cultivo, mantidos na ausência de 

luminosidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: a) 2,5 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA; b) 5,0 mg.L
-1 

de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA; c) 7,5 

mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de ANA. Barra = 1 cm. 

c b a 
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Tabela 4 - Produção de biomassa calogênica em S. brasiliensis obtida a partir de explantes foliares, caulinares e radiculares inoculados em meio 

B5 suplementado com diferentes concentrações de BAP + ANA após 90 dias em cultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: - = ausência de calogênese; PF = peso fresco; PS = peso seco. Os dados representam média ± desvio padrão. Em cada coluna, a mesma letra indica não haver 

diferença estatística pelo teste de Tukey a 5%. 

Fitorreguladores/  

Condição física 

Produção de biomassa (mg) 

BAP ANA Folha Caule                         Raiz 

Claro  PF PS PF PS PF PS 

2,5 0,5 3100,0±480,0a 280,0±50,0a 1030,0±100,0a 200,0±30,0a -  

5,0 0,5 3280,0±310,0a 270,0±50,0a 1010,0±270,0a 210,0±30,0a - - 

7,5 0,5 3300,0±280,0a 300,0±30,0a 960,0±160,0a 200,0±60,0a - - 

Escuro        

2,5 0,5 - - 520,0±60,0b 230,0±10,0a 260,0±50,0a 40,0±20,0a 

5,0 0,5 - - 520,0±30,0b 230,0±30,0a 270,0±60,0a 30,0±0,0a 

7,5 0,5 - - 220,0±40,0c 100,0±20,0b - - 
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Nas culturas mantidas em meios de composição salínica B5 suplementados 

apenas com a auxina PIC, o início da resposta morfogênica iniciou-se a partir de 30 dias 

de cultivo, caracterizado apenas pelo intumescimento dos explantes foliares e caulinares 

em todas as concentrações, tanto na presença quanto ausência de luminosidade. 

 Em relação às culturas mantidas na presença de luz, os explantes foliares 

apresentaram início de calogênese no primeiro mês de cultura, porém ao final de 90 

dias, foi evidenciada alta taxa de oxidação e poucos explantes responsivos. 

Paralelamente, nos experimentos mantidos na ausência de luminosidade, ocorreu apenas 

o intumescimento dos explantes (Figura 10) não havendo resposta calogênica.  

As culturas oriundas de explantes caulinares de S. brasiliensis tiveram como 

resposta morfogênica apenas o intumescimento dos explantes, sendo evidenciados, ao 

final de 90 dias, poucos explantes com início de calogênese, enquanto outros se 

apresentavam oxidados (Figura 11).  

 Culturas de explantes radiculares inoculados em meios suplementados com PIC, 

tanto na ausência quanto na presença de luz, não apresentaram resposta calogênica, 

estando oxidados ao final de 90 dias. Nesses casos, tais explantes e condições não se 

mostraram adequados à indução da calogênese na espécie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Resposta morfogênica de explantes foliares de. Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 

PIC, após 90 dias de cultivo.  
Legenda: a) 2,5 mg.L

-1
 de PIC sob luminosidade; b) 5,0 mg.L

-1
 de PIC sob luminosidade; c) 7,5 mg.L

-1
 de 

PIC sob luminosidade; d) 2,5 mg.L
-1

 de PIC na ausência de luminosidade; e) 5,0 mg.L
-1

 de PIC 

na ausência de luminosidade; f) 7,5 mg.L
-1

 de PIC na ausência  de luminosidade.   Barra = 1 

cm. 

d                                       e                                      f 

Luz 

 

 

 

 

 

   

 

 

Escuro 

a                                        b                                     c 
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Figura 11 – Resposta morfogênica de explantes caulinares de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 

PIC, após 90 dias de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: a) 2,5 mg.L
-1

 de PIC sob luminosidade; b) 5,0 mg.L
-1

 de PIC sob luminosidade; c) 7,5 mg.L
-1

 de 

PIC sob luminosidade; d) 2,5 mg.L
-1

 de PIC na ausência de luminosidade; e) 5,0 mg.L
-1

 de PIC 

na ausência de luminosidade; f) 7,5 mg.L
-1

 de PIC na ausência  de luminosidade.   Barra = 1 

cm. 
 

A auxina 2,4-D não promoveu resposta calogênica nas diferentes concentrações 

testadas, tanto na presença quanto ausência de luz. Ao final dos 90 dias em cultivo, o 

explantes foliares, em grande maioria, apresentavam-se oxidados, enquanto os 

caulinares e radiculares apresentaram leve intumescimento, porém sem a formação de 

calos (Figura 12). 

 

Figura 12 – Resposta morfogênica de diferentes explantes de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com 7,5 mg.L
-1 

de 2,4-D, na 

ausência de luz, após 90 dias de cultivo.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: a) explantes foliares; b) explantes caulinares; c) explantes radiculares. Barra = 1 cm. 

a b c 

a                                          b                                          c 

d                                          e                                          f 

Luz 

 

 

 

 

 

 

 

 

Escuro 
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A partir dos resultados obtidos em relação ao acúmulo de biomassa, definiu-se 

que o meio B5 suplementado com PIC e KIN foi o melhor para induzir a calogênese em 

explantes foliares e caulinares. Entretanto, apesar dos calos obtidos a partir de explantes 

foliares na presença de luz apresentaram maior acúmulo de biomassa, após 90 dias em 

cultivo, eles mostraram-se muito oxidados. Por isso optou-se por realizar o subcultivo 

apenas dos calos obtidos a partir de explantes caulinares mantidos em meios 

suplementados com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

de KIN, uma vez que eles 

apresentavam poucas áreas de oxidação e maior acúmulo de biomassa. 

 Os calos foram subcultivados mensalmente para meio de igual composição com 

a finalidade de avaliar seu crescimento e desenvolvimento. Percebeu-se que, ao longo 

dos subcultivos, as regiões superficiais dos calos começaram a apresentar áreas de 

oxidação. Por isso, visando controlar esse processo, parte das culturas foi colocada na 

ausência de luminosidade. Após sucessivos subcultivos, foi possível perceber que os 

calos mantidos sob luminosidade oxidaram-se totalmente, enquanto os calos mantidos 

na ausência de luminosidade não estavam mais sofrendo esse processo, apresentando 

coloração bege claro, consistência friável e o crescimento celular (Figura 13). Dessa 

forma, estes calos foram escolhidos para serem usados nas etapas de elicitação e 

obtenção das culturas de células em suspensão. Além disso, foram subcultivados por 

pelo menos dois anos, mantendo elevada capacidade de produção de biomassa, 

constituindo um estoque de material biotecnológico para posteriores análises biológicas 

e fitoquímicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Culturas de calos obtidos a partir de explantes caulinares de Schwartzia 

brasiliensis mantidos em meio B5 suplementado com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 

0,5 mg.L
-1 

de KIN, sob ausência de luminosidade. Barra = 1 cm. 
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3.1.2 Elicitação 

 

3.1.2.1 Avaliação do efeito do óxido nítrico na resposta morfogênese in vitro 

 

 Foram avaliadas as respostas morfogênicas de explantes foliares, caulinares e 

radiculares inoculados em meio B5 suplementados com SNP nas concentrações de 1, 3, 

5 e 10 µM. 

 Os resultados, após 60 dias de cultivo, mostraram que o SNP promoveu a 

produção de raízes em explantes foliares, e a produção de brotos, oriundos da gema em 

explantes caulinares, independentemente da concentração testada. Em explantes 

radiculares houve a formação de raízes em apenas alguns explantes (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Resposta morfogênica de diferentes explantes de Schwartzia brasiliensis 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 

SNP, após 60 dias de cultivo, sob luminosidade.  
Legenda: a) Explantes foliares inoculados com 1 µM de SNP; b) Explantes foliares inoculados com 3 µM 

de SNP; c) Explantes foliares inoculados com 5 µM de SNP; d) Explantes foliares inoculados 

com 10 µM de SNP; e) Explantes caulinares inoculados com 1 µM de SNP; f) Explantes 

caulinares inoculados com 3 µM de SNP; g) Explantes caulinares inoculados com 5 µM de 

SNP; h) Explantes caulinares inoculados com 10 µM de SNP; i) Explantes radiculares 

inoculados com 1 µM de SNP; j) Explantes radiculares inoculados com 3 µM de SNP; k) 

Explantes radiculares inoculados com 5 µM de SNP; l) Explantes radiculares inoculados com 

10 µM de SNP;Barra = 1 cm 

g 

a                                     e                                    i                    

 

 

 

 

 

b                                     f                                     j 

 

 

 

 

c                                      g                                   k 

 

 

 

 

 

                                           d                                     h                                    l 
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3.1.2.2 Avaliação do efeito do óxido nítrico e do metil jasmonato na calogênese 

 

 Visando estabelecer um protocolo que permitisse o maior acúmulo de biomassa 

em calos de S. brasiliensis, dois gramas de massa calogênica de culturas já estabelecidas 

em meio B5 suplementado com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN, foram expostos 

à diferentes concentrações  (1, 3 e 5 µM) de MJ e SNP, sob ausência de luminosidade. 

 Após 60 dias em cultivo, a maior produção de biomassa foi obtida nas culturas 

mantidas em meio suplementado com 1 µM de MJ (310,0±90,0 mg), porém não houve 

diferença significativa (p<0,05) para os demais tratamentos com o elicitor (Tabela 5). 

Em relação ao uso do SNP, a concentração de 1 µM foi induziu o maior acúmulo de 

biomassa, não havendo diferença significativa (p<0,05) entre este tratamento e as 

culturas elicitadas com MJ. 

 

Tabela 5 – Acúmulo de biomassa em calos de Schwartzia brasiliensis expostos a 

diferentes concentrações de elicitores, após 60 dias em cultura sob 

ausência de luminosidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: - = controle (ausência de elicitor); PF = peso fresco; PS = peso seco; MJ = metil jasmonato; 

SNP = nitroprussiato de sódio. Os dados representam média ± desvio padrão.  Em cada coluna, 

a mesma letra indica não haver diferença estatística pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

Além do acúmulo de biomassa, avaliou-se também a coloração e textura dos 

calos. Independentemente do tipo e concentração do elicitor utilizado, todas as culturas 

apresentavam calos com coloração bege e consistência friável. Porém, observou-se que 

as culturas mantidas em meio suplementado com SNP, além de apresentarem menores 

valores de peso fresco, quando comparadas às culturas elicitadas com 1 µM de MJ, 

Elicitor (µM) Acúmulo de biomassa (mg) 

MJ  PF                         PS 

- 12010,0±600,0c 190,0±10,0b 

1 17800,0±280,0a 310,0±90,0a 

3 17340,0±900,0ab 290,0±40,0a 

5 16310,0±810,0b 300,0±20,0a 

SNP   

1 15680,0±200,0b 290,0±20,0a 

3 13210,0±810,0c 230,0±20,0ab 

5 16170,0±630,0b 260,0±60,0ab 
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possuíam áreas de oxidação na parte inferior do calo que fica diretamente em contato 

com o meio de cultura (Figura 15).  

 

Figura 15 - Cultura de calos mantidos em meio B5 suplementado com 5,0 mg.L
-1

 de 

PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN e diferentes concentrações de elicitores, após 60 

dias de cultivo,  sob ausência de luminosidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: a) B5 + 5,0 mg.L

-1
 de PIC + 0,5 mg.L

-1 
 de KIN + 1 µM de MJ; b) B5 + + 5,0 mg.L

-1
 de PIC + 

0,5 mg.L
-1 

 de KIN +  3µM de MJ; c) B5 + + 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN + 5 µM 

de MJ; d) Áreas de oxidação em calos (seta) em meio B5 + 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de 

KIN + 1 µM de SNP; e) Áreas de oxidação em calos (seta) em meio B5 + 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 

0,5 mg.L
-1 

 de KIN + 3 µM de SNP; f)  Áreas de oxidação em calos (seta) em meio B5 + 5,0 

mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN + 5 µM de SNP. Barra = 1 cm. 
 

Com base nos resultados acima, calos mantidos em meio B5 suplementado com 

5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN,  elicitados com 1 µM de MJ foram 

selecionados e subcultivados para meio fresco de igual composição visando à 

manutenção de culturas estoque. 

 

3.1.2 Estabelecimento das culturas de células em suspensão  

 

 Visando iniciar as culturas de células em suspensão (CCS), foram utilizados 

calos friáveis cultivados em meio B5 suplementado com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 

de KIN e elicitados com 1 µM de MJ. 
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 Inicialmente, foi avaliada a quantidade de inóculo mais adequada para o 

estabelecimento das CCS, a partir da aferição de peso de matéria fresca (PF) das 

culturas, sendo testados inóculos de 1,5; 2 e 3 g de massa calogênica.  

As culturas foram observadas periodicamente, e após 21 dias determinou-se o 

fim do experimento, onde foi possível observar que as culturas iniciadas com dois e três 

gramas de inóculo apresentavam os maiores valores de PF não havendo diferença 

significativa entre eles (p>0,05) (Tabela 6). 

  

Tabela 6 – Avaliação da quantidade de inóculo para o estabelecimento das culturas de 

células em suspensão de Schwartzia brasiliensis em meio B5 suplementado 

com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN, após 21 dias.  

 

 

 
 

 

 

 
Legenda: PF = peso fresco. Os dados representam a média ± desvio padrão. Em cada coluna, a mesma 

letra indica não haver diferença estatística pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

Os inóculos também foram avaliados quanto à sua viabilidade, utilizando-se o 

teste topográfico de tetrazólio. Após a avaliação, pôde-se concluir que todas as células 

estavam viáveis independentemente do inóculo inicial testado (Figura 16). Sendo assim, 

considerando o acúmulo de massa calogênica e viabilidade celular, optou-se pelo início 

das CCS de S. brasiliensis com inóculo de dois gramas de calos.  

 

 

Figura 16 – Teste de viabilidade celular dos inóculo das culturas de células em 

suspensão de Schwartzia brasiliensis mantidas em meio B5 

suplementado com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN, após 21 dias. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: a) inóculos de 1,5 g; b) inóculos de 2 g; c) inóculos de 3 g. 

 

Peso do inóculo (g) Peso fresco (mg) 

1,5 3960,0±670,0b 

2  5660,0±390,0a 

3  5860,0±540,0a 

a                                                b                                                c 

 

 

 

 

c 

 

 

c 
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Após a definição do peso ideal do inóculo, deu-se início as CCS, que foi 

avaliada por 31 dias, visando estabelecer a curva de crescimento.  

A curva de crescimento estabelecida apresentou fase lag de aproximadamente 

sete dias de cultivo. A partir do oitavo dia, as culturas entraram na fase exponencial 

(fase log), alcançando peso máximo de matéria seca de 222,0 ±11,78 mg no 24° dia 

(Figura 17). Nesta fase as culturas apresentavam-se homogêneas e com coloração bege 

(Figura 18). Entre o 24° e 27° dia, as culturas começaram a apresentar redução na 

proliferação de células, caracterizando a fase estacionária  

A intensa diminuição no crescimento das culturas foi observada a partir do 27° 

dia, período o qual as células apresentavam-se mais escuras, evidenciando início da 

oxidação e morte celular (Figura 18).  

 

Figura 17 - Curva de crescimento das culturas de células em suspensão de Schwartzia 

brasiliensis cultivadas em meio B5 + 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de 

KIN, após 31 dias em cultura, sob ausência de luminosidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Culturas de células em suspensão de Schwartzia brasiliensis cultivadas em 

meio B5 suplementado com 5,0 mg.L
-1

 PIC + 0,5 mg.L
-1

 KIN, sob ausência 

de luminosidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: a) CCS com 21 dias em cultura; b) CCS com 31 dias em cultura. Barra = 1 cm. 
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Após a definição da curva de crescimento, o subcultivo das CCS passou a ser 

realizado no 21° dia visando à manutenção das células na fase exponencial de 

crescimento. As culturas eram filtradas e cerca de dois gramas de células inoculadas em 

meio de cultura fresco de igual composição. Após três subculturas, foi verificado que a 

proliferação celular era mantida e que as CCS apresentavam sempre o mesmo aspecto e 

coloração. 

 

 

3.2 Avaliação do potencial genotóxico e antigenotóxico através do ensaio de 

eletroforese em gel de agarose com DNA plasmidial 

 

 O ensaio de eletroforese em gel de agarose utilizando DNA plasmidial foi usado 

a fim de avaliar as propriedades genotóxica e antigenotóxica de extratos metanólicos de 

Schwartzia brasiliensis mantida sob condições in vivo e materiais obtidos in vitro, assim 

como frações obtidas a partir de extratos metanólicos da espécie cultivada in vivo.  

 Em relação ao material in vivo, o extrato metanólico obtido a partir de folhas, 

quando testado na concentração de 250 µg/mL, foi capaz de proteger totalmente o DNA 

contra a quebra induzida pelo cloreto estanoso (Figura 19A), o que pode ser observado 

através da análise da forma predominante I (88,6% na amostra de controle, raia 1), 

10,3% na raia 2 (9,1 pUC com SnCl2) e 85,4% quando o extrato metanólico foi 

adicionado (Figura 19A - raia 8).  

 A fração aquosa de folhas também apresentou efeito antigenotóxico, capaz de 

reduzir o número de quebras de DNA induzida pelo cloreto estanoso (Figura 19B – 

raias 6, 7 e 8). Na raia 7 é possível constatar 28,23% de moléculas de plasmídeo na 

forma I enquanto que, no controle com cloreto estanoso (raia 2) apenas 18,78%.  

  Na avaliação do extrato metanólico obtido a partir caules de S. brasiliensis, 

também verificou-se o potencial antigenotóxico (Figuras 19E – raias 6, 7 e 8), na 

concentração de 250 µg/mL. A raia 8 apresentou  39,89%  de moléculas de plasmídeo 

na forma I enquanto que, no controle, apenas  19,14%  (Figura 19E). O mesmo foi 

observado para a fração aquosa de caules, que na concentração de 250 µg/mL, a raia 8 

apresentou  36,17%  de moléculas de plasmídeo na forma I enquanto  na raia 2 

apresentou 21,12% (Figura 19F). 
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 O extrato metanólico e as frações obtidas a partir de raízes, assim como as 

frações acetato de etila e hexano de folhas e caules, não mostraram potencial 

antigenotóxico (Figura 19 C, D, G, H, I, J, K, L – raias 6, 7 e 8). 

 Na avaliação do potencial genotóxico, os dados obtidos mostraram que nenhum 

extrato ou fração causou dano ao DNA (Figura 19A a L – raias 3, 4 e 5). 

 

Gráficos:  Superhelicoidizada           Linear         Círculo aberto  

Figura 19 - Análises qualitativa e quantitativa do potencial genotóxico e antigenotóxico 

de extratos e frações de Schwartzia brasiliensis no plasmídeo pUC 9.1. As 

bandas correspondentes às alíquotas da solução de plasmídeo (200 ng) com 

extratos tratados (25, 125 e 250 µg/mL).  
Legenda: A) extrato metanólico de folhas; B) fração aquosa de folhas; C) fração hexano de folhas; D) 

fração acetato de etila de folhas; E) extrato metanólico de caules; F) fração aquosa de caules; 

G) fração hexano de caules; H) fração acetato de etila de caules; I) extrato metanólico de 
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raízes; J) fração aquosa de raízes; K) fração hexano de raízes; L) fração acetato de etila de 

raízes. Os gráficos de barra representam a mensuração do DNA plasmidial através do 

programa Image J (Software). Raias: 1) pUC 9.1; 2) pUC 9.1 + 200µg/mL SnCl2; 3) pUC 9.1 

+ 25 µg/mL de extrato; 4) pUC 9.1 + 125 µg/mL de extrato; 5) pUC 9.1 + 250 µg/mL de 

extrato; 6) pUC 9.1 + 25 µg/mL de extrato + 200µg/mL SnCl2; 7) pUC 9.1 + 125 µg/mL de 

extrato + 200µg/mL SnCl2; 8) pUC 9.1 + 250 µg/mL de extrato + 200µg/mL SnCl2. 

 

 

 Na avaliação dos extratos metanólicos obtidos a partir de materiais produzidos in 

vitro (calos, calos elicitados e suspensões celulares), os resultados obtidos mostraram 

que nenhum extrato mostrou-se genotóxico (Figura 20A a C – raias 3, 4 e 5). Em 

relação ao potencial antigenotóxico, o extrato obtido a partir das suspensões celulares 

foi capaz de proteger parcialmente o DNA contra a quebra causada pelo cloreto 

estanoso em todas as concentrações testadas (Figura 20C). As raias 6, 7 e 8 

apresentaram, respectivamente, 22,74; 22,91 e 22,66% de moléculas de plasmídeo na 

forma I enquanto que, no controle (raia 2) apresentou 14,52%. 

 

Gráficos: Superhelicoidizada           Linear         Círculo aberto  

Figura 20 - Análises qualitativa e quantitativa do potencial genotóxico e antigenotóxico 

de extratos metanólicos de materiais produzidos in vitro de Schwartzia 

brasiliensis no plasmídeo pUC 9.1. As bandas correspondentes às alíquotas 

da solução de plasmídeo (200 ng) com extratos tratados (25, 125 e 250 

µg/mL).  
Legenda: A) extrato metanólico de calos; B) extrato metanólico de calos elicitados; C) extrato metanólico 

de suspensões celulares. Os gráficos de barra representam a mensuração do DNA plasmidial 

através do programa Image J (Software). Raias: 1) pUC 9.1; 2) pUC 9.1 + 200µg/mL SnCl2; 

3) pUC 9.1 + 25 µg/mL de extrato; 4) pUC 9.1 + 125 µg/mL de extrato; 5) pUC 9.1 + 250 

µg/mL de extrato; 6) pUC 9.1 + 25 µg/mL de extrato + 200µg/mL SnCl2; 7) pUC 9.1 + 125 

µg/mL de extrato + 200µg/mL SnCl2; 8) pUC 9.1 + 250 µg/mL de extrato + 200µg/mL 

SnCl2. 
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Parte dos resultados deste ítem constitui o artigo “Assessment of the genotoxic and 

antigenotoxic potential of crude extracts and fractions of Schwartzia brasiliensis 

(Choisy) Bedel ex Giraldo-Cañas”, publicado no periódico Journal of Medicinal Plant 

Research, v. 9, p. 223-230, 2015. 

 

3.3 Avaliação do potencial antineoplásico 

 

3.3.1 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio de redução do MTT 

 

 A avaliação da citotoxicidade, realizada através do MTT em células K562, 

revelou que o extrato metanólico mais citotóxico, considerando os controles como 

100% de viabilidade celular, foi o obtido a partir de folhas de Schwartzia brasiliensis 

mantidas sob condições in vivo, onde a IC50 foi de 82,53 µg/mL, seguido do extrato 

metanólico de raízes (IC50 = 134,95 µg/mL). O extrato menos citotóxico foi o obtido a 

partir de caules (IC50 = 292,82 µg/mL) (Tabela 7). 

Na avaliação da citotoxicidade, os extratos de folhas e raízes nas concentrações 

de 600 e 300 µg/mL foram capazes de matar todas as células (Figura 21). Nas 

concentrações de 18,75 e 37,5 µg/mL não houve diferença significativa quando 

comparadas aos controles.  

Em relação aos extratos obtidos a partir do material vegetal produzido in vitro, 

nenhum se mostrou citotóxico. A maior concentração testada não foi capaz de diminuir 

a viabilidade celular, sendo o IC50 > 600 µg/mL (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

Tabela 7 – Valores de IC50 de extratos metanólicos de Schwartzia brasiliensis cultivada 

in vivo e de materiais produzidos in vitro, determinados pelo teste de 

citotoxicidade através do MTT realizado em células K562. 
 

 

Legenda: Os resultados representam a média ± desvio padrão. O cálculo da IC50 foi realizado por 

regressão linear utilizando o Graph Pad Prism – versão 5. Em cada coluna, a mesma letra 

indica não haver diferença estatística pelo teste de Tukey a 5%. 

Material in vivo IC50 (µg/mL) Material in vitro IC50 (µg/mL) 

Folha 82,53±27,77a Calo > 600 

Raiz 134,95±38,59a Calo elicitado > 600 

Caule 292,82±18,99b CCS > 600 
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Figura 21 – Avaliação da viabilidade celular pelo método do MTT com células K562 

tratadas com diferentes concentrações de extratos metanólicos obtidos a 

partir de caules, folhas e raízes de Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo. 

Os valores representam a média de três experimentos independentes. 

 

A partir dos resultados acima, selecionou-se as frações acetato de etila, aquosa, 

hexano e diclorometano obtidas a partir de extrato metanólico de folhas para também 

serem avaliadas quanto a sua citotoxicidade. 

  Os resultados obtidos mostraram que a fração mais citotóxica foi a de acetato de 

etila onde a IC50 obtida foi igual a 32,94±6,49 µg/mL, seguida da fração diclorometano 

(IC50 = 44,14±4,76 µg/mL), hexano (IC50 = 46,35±5,28 µg/mL) e aquosa (IC50 = 

66,90±11,13 µg/mL) (Figura 22). Entretanto, não houve diferença significativa entre as 

frações de acetato de etila e diclorometano, nem entre as frações dicloromerano e 

hexano (Tabela 8). 

 

Tabela 8 – Valores de IC50 de frações obtidas a partir de extrato metanólico de folhas de 

Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo, determinados pelo teste de 

citotoxicidade através do MTT realizado em células K562. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: Os resultados representam a média ± desvio padrão. O cálculo da IC50 foi realizado por 

regressão linear utilizando o Graph Pad Prism – versão 5. Em cada coluna, a mesma letra 

indica não haver diferença estatística pelo teste de Tukey a 5%. 

Fração avaliada IC50 (µg/mL) 

Acetato de etila 32,94±6,49a 

Diclorometano 44,14±4,76ab 

Hexano 46,35±5,28b 

Aquosa 66,90±11,13c 
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Figura 22 – Avaliação da viabilidade celular pelo método do MTT com células K562 

tratadas com diferentes concentrações de frações obtidas a partir de extrato 

metanólico de folhas de Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo. Os valores 

representam a média de três experimentos independentes. 

 

3.3.2 Avaliação da morfologia celular  

 

As células tratadas com os extratos de S. brasiliensis foram avaliadas por 

microscopia óptica onde a morfologia celular corroborou os resultados obtidos pelo 

teste de viabilidade celular por MTT. 

Nas concentrações de 600 e 300 µg/mL, as células sofreram lise celular quando 

incubadas com extratos de folhas e raízes. Paralelamente, nas células tratadas com os 

extratos na concentração de 150 µg/mL foram observadas algumas células mortas e 

alterações morfológicas como o aumento do tamanho e conformação alongada das 

células, o que não foi observado nos controles (Figuras 23 e 24). 

Em relação ao extrato de caules, as maiores concentrações (600, 300 µg/mL) 

causaram alta taxa de lise celular, sendo observado que na medida em que ocorria a 

diminuição das concentrações dos extratos, maior era a presença de células 

arredondadas, apresentando características semelhantes às do controle (Figura 25).  

 Na avaliação da morfologia celular por microscopia óptica das frações obtidas a 

partir do extrato metanólico de folhas de S. brasiliensis, foi possível observar lise 

celular nas células incubadas com as frações acetato de etila, diclorometano e hexano na 

concentração de 100 µg/mL (Figuras 26, 28 e 29). Na concentração de 50 µg/mL 

haviam muitas células mortas, enquanto outras apresentavam alterações morfológicas, 

como aumento do tamanho das células, o que não foi observado nos controles (Figuras 

26, 27, 28 e 29).  Nas outras concentrações, foi observado que conforme ocorria a 
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diminuição das concentrações das frações, maior era a presença de células 

arredondadas, apresentando características semelhantes aos controles (Figuras 26, 27, 

28 e 29). 

Na análise da morfologia celular dos extratos metanólicos obtidos a partir dos 

materiais produzidos in vitro não foi identificada nenhuma alteração morfológica 

mesmo quando testada a maior concentração (dados não mostrados). 
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Figura 23 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações do extrato metanólico 

de folhas de Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo avaliadas pelo método 

do MTT, observadas por microscopia óptica (aumento de 400 x).  
Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 600 µg/mL; d) 300 µg/mL; e) 150 µg/mL; f) 75 µg/mL; g) 

37,5 µg/mL; h) 18,75 µg/mL. Barra: 20µm. 
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Figura 24 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações do extrato metanólico 

de raízes de Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo avaliadas pelo método 

do MTT, observadas por microscopia óptica (aumento de 400 x).  
Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 600 µg/mL; d) 300 µg/mL; e) 150 µg/mL; f) 75 µg/mL; g) 

37,5 µg/mL; h) 18,75 µg/mL. Barra: 20µm. 
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Figura 25 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações do extrato metanólico 

de caules de Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo avaliadas pelo método 

do MTT, observadas por microscopia óptica (aumento de 400 x).  
Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 600 µg/mL; d) 300 µg/mL; e) 150 µg/mL; f) 75 µg/mL; g) 

37,5 µg/mL; h) 18,75 µg/mL. Barra: 20µm. 
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Figura 26 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações da fração acetato de 

etila obtida a partir de extrato metanólico de folhas de Schwartzia 

brasiliensis cultivada in vivo avaliadas pelo método do MTT, observadas 

por microscopia óptica (aumento de 400 x).  
Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 100 µg/mL; d) 50 µg/mL; e) 25 µg/mL; f) 12,5 µg/mL; g) 6,25 

µg/mL; h) 3,125 µg/mL; i) 1,5625 µg/mL; j) 0,78125 µg/mL. Barra: 20µm. 
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Figura 27 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações da fração aquosa 

obtida a partir de extrato metanólico de folhas de Schwartzia brasiliensis 

cultivada in vivo avaliadas pelo método do MTT, observadas por 

microscopia óptica (aumento de 400 x).  
Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 100 µg/mL; d) 50 µg/mL; e) 25 µg/mL; f) 12,5 µg/mL; g) 6,25 

µg/mL; h) 3,125 µg/mL; i) 1,5625 µg/mL; j) 0,78125 µg/mL. Barra: 20µm. 
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Figura 28 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações da fração 

diclorometano obtida a partir de extrato metanólico de folhas de 

Schwartzia brasiliensis cultivada in vivo avaliadas pelo método do 

MTT, observadas por microscopia óptica (aumento de 400 x).  

Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 100 µg/mL; d) 50 µg/mL; e) 25 µg/mL; f) 12,5 µg/mL; g) 6,25 

µg/mL; h) 3,125 µg/mL; i) 1,5625 µg/mL; j) 0,78125 µg/mL. Barra: 20µm.  
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Figura 29 – Células K562 tratadas com diferentes concentrações da fração hexano 

obtida a partir de extrato metanólico de folhas de Schwartzia brasiliensis 

cultivada in vivo avaliadas pelo método do MTT, observadas por 

microscopia óptica (aumento de 400 x).  
Legenda: a) controle; b) DMSO 0,01%; c) 100 µg/mL; d) 50 µg/mL; e) 25 µg/mL; f) 12,5 µg/mL; g) 6,25 

µg/mL; h) 3,125 µg/mL; i) 1,5625 µg/mL; j) 0,78125 µg/mL. Barra: 20µm. 
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3.3.3 Avaliação da morte celular por apoptose ou necrose 

 

 O método de dupla marcação com anexina V e iodeto de propídeo (PI) foi 

utilizado para avaliar a morte celular por meio da técnica de citometria de fluxo.  A 

linhagem K562 foi tratada com doses correspondentes aos valores de IC50 e metade (½ 

de IC50), apenas das frações obtidas a partir do extrato metanólico de folhas de S. 

brasiliensis, uma vez que estas apresentaram maior citotoxicidade. 

Após aquisição no citômetro de fluxo, as células foram consideradas viáveis no 

quadrante inferior esquerdo, em apoptose no quadrante superior esquerdo, em apoptose 

tardia/necrose no superior direito e em necrose no inferior direito (Figura 30). 

 Após 24 horas, foi possível observar que o percentual de células viáveis era 

reduzido quando tratadas com todas as frações na concentração correspondente ao IC50, 

principalmente nas frações aquosa (0,5±0,4%), de diclorometano (0,4±0,3%) e de 

hexano (0,6±0,3%), não havendo diferença significativa entre elas. O tratamento com 

acetato de etila foi o que apresentou o maior percentual (p<0,05) de células viáveis 

(7,4±3,3%) (Tabela 9). 

Em relação à marcação apenas com PI, o percentual foi alto em todos os 

tratamentos, entretanto nas frações aquosa, diclorometano e hexano foram obtidos os 

maiores percentuais, que variaram entre 89,9±4,7 a 91,7±3,3%, não havendo diferença 

significativa entre eles (Tabela 9).  

 

Tabela 9 – Avaliação da morte de células K562 tratadas com doses correspondentes 

aos valores de IC50 de frações obtidas a partir do extrato metanólico de 

folhas de Schwartzia brasiliensis. 

 

 

          IC50                         Morte celular (%) 

 Viáveis Apoptose Apoptose 

tardia/necrose 

Necrose 

Controle negativo 100a 0,0a 0,0a 0,0a 

Controle positivo 2,9±0,6c 24,5±10,8b 76,6±17,8b 0,8±0,7b 

Acetato de etila 7,4±3,3b 1,2±0,6c 9,2±5,5c 82,3±5,4c 

Aquoso 0,5±0,4d 0,2±0,2a 7,7±2,4c 91,7±3,3c 

Diclorometano 0,4±0,3d 0,1±0,1a 8,5±5,2c 91,0±5,6c 

Hexano 0,6±0,3d 0,2±0,2a 9,3±5,0c 89,9±4,7c 

Legenda: controle negativo = DMSO 0,01%; controle positivo = álcool perílico (1500µM). Os resultados 

representam a média ± desvio padrão. Em cada coluna, a mesma letra indica não haver diferença 

estatística pelo teste ANOVA seguido de Tukey, a 5%. 
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Figura 30 – Citogramas representativos da análise de citometria de fluxo com marcação 

para anexina V e PI, em células K562 tratadas com doses correspondentes 

aos valores de IC50 de frações obtidas a partir de extrato metanólico de 

folhas de Schwartzia brasiliensis. Os dados são representativos de três 

experimentos independentes em triplicata.  
Legenda: a) controle negativo (DMSO 0,01%); b) controle positivo (álcool perílico - 1500µM); c) fração 

acetato de etila; d) fração diclorometano e) fração hexano; f) fração aquosa.  

 

 

 Quando tratadas com as concentrações de extrato correspondentes à metade 

dos valores de IC50, as frações aquosa e diclorometano induziram as maiores 

porcentagens de necrose (85,3±1,0 e 88,2±4,4%, respectivamente) não havendo 

diferença significativa entres elas, seguida da fração hexano (66,4±4,2%) (Tabela 10). 

Enquanto isso, células tratadas com a fração acetato de etila apresentaram menor 

percentual de células necróticas (37,3±3,6%) e maior percentual de células viáveis 

(53,1±3,1%) quando comparadas às outras frações (Figura 31). 

 

 

 

 

IE - 2,9% 

SE - 24,5% SD - 76,6% 

ID - 0,8% IE - 100% ID - 0% 

SD - 0% SE - 0% 

IE - 7,4% 

SE - 1,2% SD - 9,2% 

ID - 82,3% 

IE - 0,4% 

SE - 0,1%  SD - 8,5% 

ID - 91% IE - 0,6% 

SE - 0,2% SD - 9,3% 

ID - 89,9% IE - 0,5% 

SE - 0,2% SD - 7,7% 

ID - 91,7% 

a)                                               b)                                            c)             

d)                                              e)                                               f)             
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Tabela 10 – Avaliação da morte de células K562 tratadas com doses correspondentes à 

metade dos valores de IC50 de frações obtidas a partir do extrato metanólico 

de folhas de Schwartzia brasiliensis. 

  

Legenda: controle negativo = DMSO 0,01%; controle positivo = álcool perílico (1500µM). Os resultados 

representam a média ± desvio padrão. Em cada coluna, a mesma letra indica não haver 

diferença estatística pelo teste ANOVA seguido de Tukey, a 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 – Citogramas representativos da análise de citometria de fluxo com marcação 

para anexina V e PI, em células K562 tratadas com doses correspondentes 

aos valores da metade do IC50 de frações obtidas a partir de extrato 

metanólico de folhas de Schwartzia brasiliensis. Os dados são 

representativos de três experimentos independentes em triplicata.  
Legenda: controle negativo (DMSO 0,01%); b) controle positivo (álcool perílico - 1500µM); c) fração 

acetato de etila; d) fração diclorometano e) fração hexano; f) fração aquosa.  

           ½ IC50                                      Morte celular (%) 

 Viáveis Apoptose Apoptose 

tardia/necrose 

Necrose 

Controle negativo 100a 0,0a 0,0a 0,0a 

Controle positivo 2,9±0,6b 24,5±10,8b 76,6±17,8b 0,8±0,7b 

Acetato de etila 53,1±3,1c 3,8±1,1c 5,6±0,7c 37,3±3,6c 

Aquoso 2,0±0,3b 1,3±0,3d 8,5±3,8c 88,2±4,4e 

Diclorometano 3,3±0,9b 1,2±0,2d 10,3±0,9c 85,3±1,0e 

Hexano 25,1±7,0d 2,1±0,7d 6,4±2,2c 66,4±4,2d 

 

 

 

 

IE - 100% 

SE - 0% SD - 0 % 

ID - 0% IE - 53,1% 

SE - 3,8% SD - 5,6% 

ID - 37,3% IE - 2,9% 

SE - 24,5% SD - 76,6% 

ID - 0,8% 

IE - 3,3% 

SE - 1,2%  SD - 10,3% 

ID - 85,3% 

SE - 2,1% 

IE - 25,1% 

  SD - 6,4% 

ID - 66,4% IE - 2,0% 

SE - 1,3% SD - 8,5% 

 ID - 88,2% 

a)                                              b)                                             c)             

d)                                              e)                                             f)             
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3.3.4 Avaliação da fragmentação do DNA e ciclo celular 

 

As avaliações da fragmentação do DNA e ciclo celular foram realizadas por 

meio da técnica de coloração com iodeto de propídeo (PI) e posterior análise por 

citometria de fluxo. A linhagem K562 foi tratada com doses correspondentes aos 

valores de IC50 e metade (½ de IC50), apenas das frações obtidas a partir do extrato 

metanólico de folhas de S. brasiliensis, uma vez que estas apresentaram maior 

citotoxicidade. 

Em relação à dose do IC50, na avaliação da fragmentação do DNA das células 

(Sub G0/G1) foi possível determinar que a fração aquosa causou maior percentual de 

danos ao DNA, sendo detectados 6,5±1,3% de fragmentação nas células tratadas, em 

comparação com 3,7±0,8% nas células não tratadas (controle negativo), representando 

um aumento de aproximadamente 43%  (p<0,05) (Figura 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Histogramas representando a análise da fragmentação de DNA das células 

K562 tratadas com doses correspondentes aos valores de IC50 de frações 

obtidas a partir do extrato metanólico de Schwartzia brasiliensis por 24 h. 

Os dados são representativos de três experimentos independentes em 

triplicatas.  
Legenda: a) controle negativo (DMSO 0,01%); b) controle positivo (álcool perílico - 1500µM); c) fração 

acetato de etila; d) fração aquosa; e) fração diclorometano; f) fração hexano.  
 

a)                                             b)                                             c) 

d)                                            e)                                              f) 
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Na análise do ciclo celular, não houve diferença significativa na progressão das 

fases G1 e G2M entre as frações testadas e o controle negativo (células tratadas com 

DMSO 0,01%). Paralelamente, foi possível observar que ocorreu um aumento de 

células na fase S (p<0,05) nas células tratadas com as frações acetato de etila e hexano, 

com aumento de aproximadamente 1% (Tabela 11). Quanto à poliploidia não houve 

diferença significativa entre as frações e os controles.  

 

Tabela 11 – Avaliação da fragmentação do DNA e distribuição das fases do ciclo 

celular em células K562 tratadas com doses correspondentes aos valores 

de IC50 de frações obtidas a partir do extrato metanólico de folhas de 

Schwartzia brasiliensis. 

 

Legenda: controle negativo = DMSO 0,01%; controle positivo = álcool perílico (1500µM); PP = 

poliploidia. Os resultados representam a média ± desvio padrão. Em cada coluna, a mesma 

letra indica não haver diferença estatística pelo teste ANOVA seguido de Tukey, a 5%. 

 

 

 Na análise das células submetidas ao tratamento com doses referentes à metade 

do IC50 (½ IC50) das frações não houve diferença significativa entre o controle negativo 

e os tratamentos com as frações de S. brasiliensis em relação à fragmentação do DNA 

(Figura 33), sendo observado apenas um aumento do número de células na fase S do 

ciclo celular, nos tratamentos com as frações de acetato de etila e de hexano (Tabela 

12).  

 

 

 

 

 

IC50    Fases do ciclo celular (%) 

 PP Sub G0/G1  G1 S G2M 

Controle negativo 2,8±1,4a 3,7±0,8a  43,4±4,6a 16,6±0,4a 33,1±4,5a 

Controle positivo 7,4±4,9a 30,9±2,9b   24,7±3,7b 10,1±5,2b 12,4±7,1b 

Acetato de etila 2,8±0,8a 4,4±1,3a  41,0±10,2a 18,1±0,2c 33,3±10,5a  

Aquoso 2,0±0,1ab 6,5±1,3c  42,4±4,7a 18,8±2,0ac 26,3±4,7a 

Diclorometano 2,2±0,3a 4,8±1,1a  46,2±6,9a 17,1±1,4ac 29,3±6,7a 

Hexano 1,8±0,6ab 4,2±0,5a  47,9±6,4a 18,4±1,2c 27,1±5,9a 
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Figura 33 - Histogramas representando a análise da fragmentação de DNA das células 

K562 tratadas com doses correspondentes à metade dos valores de IC50 de 

frações obtidas a partir do extrato metanólico de Schwartzia brasiliensis por 

24 h. Os dados são representativos de três experimentos independentes em 

triplicatas.  
Legenda: a) controle negativo (DMSO 0,01%); b) controle positivo (álcool perílico - 1500µM); c) fração 

acetato de etila; d) fração aquosa; e) fração diclorometano; f) fração hexano.  
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Tabela 12 – Avaliação da fragmentação do DNA e distribuição das fases do ciclo 

celular em células K562 tratadas com doses correspondentes à metade dos 

valores de IC50 de frações obtidas a partir do extrato metanólico de folhas 

de Schwartzia brasiliensis. 

 
Legenda: controle negativo = DMSO 0,01%; controle positivo = álcool perílico (1500µM); PP = 

poliploidia. Os resultados representam a média ± desvio padrão. Em cada coluna, a mesma 

letra indica não haver diferença estatística pelo teste ANOVA seguido de Tukey, a 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

½ IC50   Fases do ciclo celular (%) 

 PP SubG0/G1 G1 S G2M 

Controle negativo 2,8±1,4a 3,7±0,8a 43,4±4,6a 16,6±0,4a 33,1±4,5a 

Controle positivo 7,4±4,9a 30,9±2,9b 24,7±3,7b 10,1±5,2b 12,4±7,1b 

Acetato de etila 4,1±1,9a 3,3±0,9a 36,1±5,3a 18,4±1,1c 37,6±6,6a 

Aquoso 1,8±0,2ab 4,4±0,8a 46,3±4,9a 18,3±2,1ac 26,6±5,5a 

Diclorometano 3,3±1,9a 4,2±1,5a 42,0±7,4a 16,9±0,8ac 33,2±9,1a 

Hexano 2,2±1,1a 3,4±0,4a 42,9±7,5a 17,5±0,3c 32,6±8,4a 
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3.4 Análise do perfil fitoquímico por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

acoplada ao Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-UV-DAD) 

 

 

 O perfil fitoquímico de diferentes materiais obtidos in vivo e in vitro de S. 

brasiliensis foi definido a partir de extratos e frações que apresentaram resultados 

positivos nas avaliações biológicas realizadas no presente trabalho. A análise foi 

realizada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao Detector de Arranjo 

de Diodos (CLAE-UV-DAD). 

 A análise cromatográfica do extrato metanólico e frações obtidas a partir de 

folhas da espécie cultivada in vivo, assim como do extrato metanólico de suspensões 

celulares obtidas in vitro com 21 dias de crescimento, indicaram a presença de 

substâncias com picos de absorção em 254 e 340 nm e tempos de retenção (TR) entre 

8,659 e 32,673 minutos (Figura 34).   As análises dos espectros de absorvância dos 

picos majoritários em extratos e frações sugerem se tratar da classe química dos 

flavonoides, devido aos seus padrões característicos de absorção, com 2 a 3 picos de 

absorvância (Figura 34). 
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TR = 9,452 min TR = 8,659 min 



87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

B 

     TR = 17, 567 min       TR = 16, 707 min         TR = 15, 793 min  
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      TR = 16, 333 min  
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       TR = 30, 247 min             TR = 31, 396 min             TR = 32, 673 min  
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Figura 34 - Análise por CLAE-UV-DAD dos compostos majoritários de extratos e frações de materiais obtidos in vivo e in vitro de Schwartzia 

brasiliensis e seus espectros característicos na região do ultravioleta.  

Legenda: A) extrato metanólico de folhas; B) fração aquosa de folhas; C) fração acetato de etila de folhas; D) fração diclorometano de folhas; E) fração hexano de folhas; 

F) extrato metanólico de suspensões celulares. TR = tempo de retenção. 

F 

       TR = 16,880 min 
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4 DISCUSSÃO 

 

 As técnicas de cultura de tecidos vegetais têm sido amplamente utilizadas para 

a produção de muitas substâncias de interesse comercial e farmacológico, em especial 

culturas de calos e de suspensões celulares (GEORGE, 2008; WILSON et al., 2014; 

GANDHI et al., 2015). Nesse sentido, os resultados obtidos no presente trabalho 

visando ao estabelecimento das culturas de calos e de células em suspensão de S. 

brasiliensis são de grande relevância quando se pretende o estudo do potencial 

medicinal da espécie.  

Sabe-se que diversos fatores podem influenciar o processo de indução da 

calogênese, por isso, no presente estudo, foi avaliada a resposta de diferentes 

explantes frente a diferentes tipos e concentrações de fitorreguladores e a presença ou 

ausência de luz.  

A composição e a concentração hormonal usadas na cultura de tecidos 

vegetais são fatores muito estudados, tendo em vista a grande influência que exercem 

na resposta morfogênica. Em relação à indução de calos, comumente são utilizados 

reguladores da classe das auxinas e citocininas, de forma isolada ou em combinação, 

em diferentes concentrações.  As auxinas estão relacionadas principalmente ao 

alongamento, divisão e diferenciação celular, enquanto as citocininas 

predominantemente estimulam as divisões celulares. Assim, através do balanço entre 

estas duas classes hormonais, é possível obter uma variedade de calos, com diferentes 

colorações, grau de compactação e capacidade morfogenética (GEORGE, 2008). 

 No presente estudo, a adição de diferentes reguladores de crescimento ao meio 

de cultura resultou em diferentes respostas morfogênicas, levando à formação de 

calos friáveis, compactos e também à produção de brotos por organogênese indireta.  

A combinação da citocinina BAP com a auxina ANA propiciou o 

desenvolvimento de calos compactos, com coloração verde, a partir de explantes 

foliares mantidos na presença de luz, conforme mostrado na Figura 7. A luz é um 

fator importante na formação de cloroplastos e sua incidência contínua pode induzir a 

coloração verde em calos (GEORGE, 2008). Diferentes tipos e cores de luzes podem 

influenciar no acúmulo de biomassa e produção de metabólitos especiais (NHUT et 

al., 2015; AHMAD et al., 2016). Além disso, tem sido relatado em diversos trabalhos, 
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o potencial morfogênico de calos verdes e compactos (VARSHNEY et al., 2011; CAI 

et al., 2015; CYBULARZ-URBAN et al., 2015 ). 

Calos compactos podem ser utilizados no desenvolvimento de Culturas de 

Agregados de Calos, cuja sigla em inglês é CCC (Compact Callus Clusters), que já 

demonstraram ser um potencial sistema de produção de metabólitos como foi 

verificado em Catharanthus roseus (ZHAO et al., 2001), Saussurea medusa (FU et 

al., 2005) e Hovenia dulcis (RIBEIRO et al., 2015). 

A combinação de BAP e ANA propiciou também o desenvolvimento de 

brotos a partir de calos oriundos de explantes caulinares, resposta que pode ser 

otimizada visando à multiplicação de brotos. Os trabalhos realizados pelo grupo com 

a espécie não alcançaram a produção massal de brotos (CAMPOS, 2003; SÁ, 2010) e 

não há outros relatos. Apesar de a formação de órgãos por meio indireto, passando 

pela fase de calo, aumentar as chances de variação somaclonal, esta pode ter seu uso 

direcionado para o melhoramento genético (TERMIGNONI, 2005). 

A combinação da auxina PIC com a citocinina KIN mostrou-se eficiente na 

indução de calos friáveis, que apresentaram coloração bege, apesar de algumas áreas 

apresentarem oxidação, conforme mostrado nas Figuras 5 e 6. Tem sido descrito que 

a luz influencia na indução e eficiência do processo de calogênese, podendo levar à 

maior produção de biomassa quando comparada a culturas mantidas no escuro (DA 

ROCHA et al., 2015; LAGE et al., 2015). Entretanto, a incidência luminosa também 

pode favorecer a produção de compostos fenólicos, os quais podem interferir na 

atividade dos reguladores de crescimento e levar à oxidação do material (GEORGE, 

2008), resposta que foi observada em algumas culturas de calos de S. brasiliensis 

obtidas neste trabalho.  

 Na avaliação do tipo de explante, os órgãos que melhor favoreceram a indução 

da calogênese em S. brasiliensis foram folha e caule. Entretanto, explantes foliares 

mostraram-se mais adequados ao acúmulo de biomassa, considerando os valores de 

peso seco, conforme demonstrado na Tabela 4. Trabalhos têm sugerido essa fonte de 

explante como a ideal para iniciar a formação de calos in vitro (KAMRUZZAMAN et 

al., 2015; KUMLAY & ERCISLI et al., 2015), uma vez que esse órgão normalmente 

oferece boa quantidade de segmentos (explantes) para inoculação, menor taxa de 

contaminação e tem sido considerado uma importante fonte de metabólitos especiais 

(NANDAGOPAL & KUMARI, 2007; SINAVESAN & JEONG, 2009).  
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Uma vez estabelecidas as melhores condições para o crescimento de massa 

calogênica, foi aplicada a estratégia de elicitação, visando otimizar a produção in 

vitro de massas celulares. Este é o primeiro trabalho a fazer uso de elicitores em 

cultura de calos de S. brasiliensis e o protocolo proposto mostrou-se eficiente no 

aumento de massa calogênica.  

O uso de elicitores tem sido adotado, frequentemente, para aumentar a síntese 

de metabólitos in vitro. Contudo, tem sido relatada a eficácia dessas substâncias, 

também no aumento de biomassa celular, o que é extremamente desejável em 

trabalhos desta natureza, quando se consegue a associação de maior produção de 

biomassa e acúmulo de metabólitos (PARALE et al., 2010; SIVANANDHAN et al., 

2013). 

O uso de metil jasmonato resultou em um aumento significativo da biomassa 

em calos de S. brasiliensis, principalmente na menor concentração testada, conforme 

demonstrado na Tabela 6. Estes compostos estão envolvidos em muitos processos do 

ciclo de vida das plantas, estando relacionados à sua adaptação a condições de 

estresse ambiental (GUNDLACH et al., 1992). Dessa forma, o metil jasmonato vem 

sendo muito utilizado na cultura de tecidos vegetais, em estudos que visam ao 

acúmulo de biomassa e aumento da produção de metabólitos de interesse, como 

antocianinas em raízes de Kalanchoe blossfeldiana, furocumarinas em calos de 

Conium maculatum, triterpenos em calos de Ocimum sp (GÓRAJ-KONIARSKA et 

al., 2015; MEIER et al., 2015; PANDEY et al., 2015). 

No presente trabalho, o uso do SNP promoveu um aumento de massa 

calogênica, quando comparado ao controle. Entretanto, foram observadas áreas de 

oxidação na parte inferior do calo, conforme mostrado na Figura 15. Na literatura 

relacionada ao tema, ainda são escassos os trabalhos que indicam o uso óxido nítrico 

como elicitor visando ao aumento de massa calogênica. Segundo Floryszak-

Wieczorek e colaboradores (2006), a aplicação de doadores de óxido nítrico pode 

variar em tipos e concentrações, e dosagens muito altas podem levar à citotoxicidade 

celular. Dessa forma, pode-se sugerir que as doses de nitroprusiato de sódio, doador 

de óxido nítrico utilizado nesse trabalho, podem ter sido altas para calos de S. 

brasiliensis, ocasionando citotoxicidade das células em contato com o meio, 

resultando na formação de áreas de oxidação. 
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A partir dos experimentos visando à calogênese, calos friáveis cultivados em 

meio B5 suplementado com 5,0 mg.L
-1

 de PIC + 0,5 mg.L
-1 

 de KIN, elicitados com 1 

µM de metil jasmonato mantidos na ausência de luminosidade, foram utilizados como 

fontes de inóculo para o estabelecimento das CCS em S. brasiliensis.  

A cultura de células em suspensão é uma das técnicas biotecnológicas mais 

eficientes para a produção de metabólitos in vitro, uma vez que representa um sistema 

homogêneo e com alta taxa de proliferação celular. Além disso, o uso de meio líquido 

possibilita a excreção dos metabólitos no meio de cultura, otimizando a obtenção de 

substâncias de interesse, sem a necessidade do uso direto das células, que leva à 

eliminação do material (IKEUCHI et al., 2013).  

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, é possível afirmar que o 

protocolo estabelecido se mostrou adequado à obtenção da cultura de células em 

suspensão de S. brasiliensis. Inicialmente, avaliou-se a quantidade do inóculo 

considerado ideal para o início das CCS. Posteriormente, com base na curva de 

crescimento e viabilidade celular, definiu-se o valor de dois gramas de células como o 

mais adequado, onde as culturas iniciadas com essa quantidade apresentaram elevada 

taxa de proliferação. Segundo George e colaboradores (2008), a quantidade do 

inóculo vai depender do genótipo da planta, tornando-se necessária essa avaliação 

para que se possa definir a quantidade de células ideal para a espécie estudada. 

 Avaliando-se a curva de crescimento das CCS após 31 dias em cultura foi 

possível definir as quatro fases características do crescimento, a saber: lag, 

exponencial, estacionária e desaceleração. A fase lag corresponde ao período de 

adaptação ao meio, onde não ocorre divisão celular. Já as fases exponencial e 

estacionária correspondem, respectivamente, a uma intensa divisão celular, levando a 

um aumento de biomassa, e em seguida, uma estabilização no número de mitoses 

(TERMIGNONI, 2005). É nessa fase (estacionária), que normalmente ocorre a maior 

produção de metabólitos, o que vem sendo comprovado em trabalhos realizados com 

diferentes espécies (SIMÕES-GURGEL et al., 2011; LAGE et al. 2015).  

Uma vez estabelecidos protocolos para a produção de substâncias de interesse, 

estas devem ser identificadas, visando ao uso dos sistemas in vitro para diferentes 

fins. Sabe-se que as plantas contêm diversos constituintes do metabolismo especial, 

que pertencem a diferentes classes, sendo relacionados a várias atividades biológicas 

(WINK, 2015). O conhecimento da composição química de uma espécie pode indicar 
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seu potencial medicinal e ser uma fonte para a descoberta de novas moléculas de 

interesse. Dessa forma, quando se tem o objetivo de avaliar as possíveis atividades 

medicinais de seus extratos e frações, a análise da composição química é de extrema 

importância.  

Atualmente, uma das ferramentas analíticas mais usadas para a avaliação 

fitoquímica de extratos vegetais é Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 

que tem a capacidade de separar, identificar e quantificar diferentes substâncias 

presentes nas amostras, e por isso tem sido amplamente utilizada, tanta na área 

farmacêutica, como ambiental, forense, alimentícia e outras (RAO et al., 2015). 

No presente estudo, os resultados obtidos nas análises por CLAE-DAD 

realizados com extratos e frações de folhas de S. brasiliensis cultivada in vivo, assim 

como suspensões celulares obtidas in vitro, sugerem que as substâncias bioativas 

majoritárias estão relacionadas à classe dos flavonoides, sendo que no extrato 

metanólico de folhas e nas frações acetato de etila e aquosa foram obtidos os maiores 

picos de absorção, conforme apresentados na Figura 32. 

Os flavonoides são derivados fenólicos mais solúveis em solventes polares do 

que apolares (YUNES & CALIXTO, 2001). Os resultados obtidos no presente 

trabalho corroboram este fato, uma vez que os maiores picos de absorção foram 

encontrados em frações mais polares (metanólica, acetato de etila e aquosa). 

Os flavonoides são sintetizados por duas rotas biossintéticas: a do ácido 

chiquímico e a do acetato (SANTOS, 2003). São normalmente encontrados em frutos, 

flores, raízes, chás, entre outros materiais (NIJVELDT al., 2001). Nos últimos anos, 

essa classe de substâncias chamou a atenção da comunidade científica por apresentar 

atividades biológicas, sendo relacionadas principalmente às propriedades 

antibacteriana, antioxidante e antineoplásica (KUMAR & PANDEY, 2013; BUSCH 

et al., 2015; LIU et al., 2015). Na área da oncologia, a atividade medicinal dos 

flavonoides tem sido relatada em diferentes linhagens tumorais como em células 

leucêmica, do colo-retal e pulmonar (ISODA et al., 2014; DU et al., 2015; GHALI et 

al., 2015).  

Estudos realizados com S. brasiliensis vêm revelando seu potencial medicinal 

por meio das atividades antileishmanicida, antimalárica e antibacteriana (SÁ, 2010; 

MELLO, 2012; MELLO et al., 2014). No presente trabalho, foram avaliadas pela 

primeira vez as propriedades genotóxica, antigenotóxica e antineoplásica da espécie, 
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com base nos estudos citados anteriormente que demonstram a importância medicinal 

da espécie. 

Os resultados obtidos na avaliação do potencial genotóxico e antigenotóxico 

em relação ao material cultivado in vivo, estão discutidos no artigo “Assessment of 

the genotoxic and antigenotoxic potential of crude extracts and fractions of 

Schwartzia brasiliensis (Choisy) Bedell ex Giraldo-Cañas”, em anexo (apêndice). 

Entretanto, de forma geral, os resultados revelaram que, quando os extratos foram 

incubados com DNA, não ocasionaram dano ao material genético, 

independentemente da concentração testada, indicando que os extratos não 

apresentam potencial genotóxico. Em relação ao potencial antigenotóxico, os 

resultados foram promissores, mostrando uma eficiente proteção à molécula de DNA, 

principalmente nas maiores concentrações testadas dos extratos metanólicos obtidos a 

partir de folhas e caules, frações aquosas de folhas e caules e do extrato metanólico de 

suspensões celulares, conforme mostrado nas Figuras 30 e 31. 

O provável efeito antigenotóxico de extratos e frações de S. brasiliensis pode 

estar relacionado aos seus constituintes químicos. Estudos fitoquímicos com a espécie 

já tinham revelado a presença de flavonoides (MELLO et al., 2015), que são descritos 

como possíveis agentes protetores contra estresses oxidativos (PROCHÁZKOVÁ et 

al., 2011; BRUNETTI et al., 2013; ROMANO et al., 2013). Além disso, no presente 

trabalho, as análises por CLAE realizadas mostram que as substâncias majoritárias 

encontradas nesses extratos e frações também pertencem à classe dos flavonoides, 

inclusive das suspensões celulares produzidas in vitro. 

Dentre os muitos desafios da medicina, destacam-se os esforços no tratamento 

e cura do câncer, o que tem sido direcionado pesquisa de agentes mais eficazes, 

menos tóxicos e, principalmente, seletivos a células doentes. Assim, a descoberta de 

novos fármacos derivados de plantas possui um importante papel no tratamento da 

doença (LAKSHMI et al., 2015).  

Na busca por novas substâncias com potencial medicinal, a análise da 

citotoxicidade é um dos primeiros ensaios que deve ser realizado, sendo consideradas 

citotóxicas aquelas capazes de causar a morte celular pela inibição das vias 

metabólicas, levando-se em conta que o número de células afetadas está relacionado à 

dose da substância capaz de matá-las. 
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato metanólico de 

folhas de S. brasiliensis cultivada in vivo possui alta citotoxicidade para células K562 

(Tabela 8). As frações obtidas a partir desse extrato também mostraram-se citotóxicas 

através do ensaio do MTT, revelando uma dose-dependência, ou seja, quanto maior a 

dose, maior o percentual de células mortas. Os valores de IC50 das frações ficaram 

entre 66,90±11,13 µg/mL (fração aquosa) e 32,94±6,49 µg/mL (fração acetato de 

etila), conforme apresentado na Tabela 9. De acordo com o Instituto Americano 

Nacional de Câncer, o limite de IC50 considerado promissor para purificação deve ser 

inferior a 30 µg/mL, em avaliação realizada após 72 horas de incubação (ALSABRI 

et al., 2013). Dessa forma, os resultados obtidos no presente trabalho, medidos após 

24 horas de incubação, sugerem que a fração acetato de etila (IC50 32,94±6,49 

µg/mL) apresenta potencial citotóxico e antineoplásico sobre células K562.  

Adicionalmente à avaliação citotóxica dos extratos, foi realizada a análise 

morfológica das células, que é uma ferramenta importante e complementar nesse tipo 

de estudo, uma vez que os extratos podem ocasionar alterações morfológicas, 

principalmente na membrana celular, caracterizando determinado tipo de morte 

(OUYANG et al., 2012; WANG et al., 2015). Células K562 incubadas com extratos 

metanólicos obtidos a partir de cultivo in vitro não apresentaram alteração 

morfológica. Porém, nas amostras incubadas com 100 μg/mL das frações acetato de 

etila, diclorometano e hexano, obtidas a partir do extrato metanólico de folhas de S. 

brasiliensis, foi observado um aumento no tamanho das células K562 e rompimento 

da membrana, levando a lise celular, conforme mostrado nas Figuras 22 a 25. 

A morte celular pode ocorrer principalmente de duas formas: por apoptose ou 

por necrose, que podem ser diferenciadas com base nas características morfológicas, 

bioquímicas e moleculares de cada processo. A apoptose é um evento programado, 

tendo como mudança morfológica característica a externalização da fosfatidilserina 

na membrana plasmática, que é um fosfolipídeo intramembranar, que, quando 

externalizado, indica que a célula sofreu apoptose. Paralelamente, a necrose é um 

processo desordenado, que ocorre em condições patológicas e se caracteriza pela 

perda de integridade da membrana plasmática levando a ruptura e extravasamento do 

conteúdo celular (OUYANG et al., 2012;  CHAABANE et al., 2013; LEE et al., 

2013). Dessa forma, distinguir o tipo de morte celular torna-se relevante, uma vez que 
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alguns compostos são capazes de induzir mais de um tipo de morte (WANG et al., 

2015). 

De acordo com Wu e colaboradores (2012), os resultados obtidos na análise 

da morfologia das células K562 tratadas com diferentes doses de extratos metanólicos 

de folhas, caules e raízes, assim como em frações obtidas a partir do extrato 

metanólico de folhas, indicam que a lise celular observada poderia ser devida à 

ocorrência de necrose. Portanto, as frações de S. brasiliensis foram investigadas 

quanto ao mecanismo de morte induzida. Após o tratamento das células com as 

frações de S. brasiliensis, foram utilizados os marcadores anexina V (proteína com 

propriedade de se ligar a fosfatidilserina) e iodeto de propídeo (PI - impermeável à 

membrana plasmática íntegra) que evidenciam, respectivamente, a morte celular por 

apoptose ou necrose. De maneira geral, os resultados mostraram que as frações 

induzem a morte celular por necrose. Esses resultados corroboram as análises 

morfológicas realizadas que evidenciaram a ruptura da membrana (lise celular) 

característica de morte por necrose. Porém, os percentuais obtidos foram muito altos 

(acima de 80%), uma vez que foram testados os valores referentes ao IC50 e sua 

metade (½IC50).  

Na literatura, tem sido relatada a interação de flavonoides com o sal MTT (3-

(4,5-Dimetilthiazol-2-il)-2,5- brometo de difeniltetrazólio), ocasionando a redução 

deste, resultando na formação de formazan, produto de coloração púrpura oriundo da 

redução do sal, assim como ocorre nas células metabolicamente ativas (WANG et al., 

2010). Dessa forma, ao realizar a leitura no espectrofotômetro, a absorvância pode ser 

tão alta quanto à de células vivas, levando a um resultado falso-positivo. Ou seja, no 

caso da avaliação da citotoxicidade e consequente obtenção do IC50, caso a amostra 

testada possua flavonoides e induza à morte celular, o resultado não será obtido de 

forma correta, pois essas substâncias podem estar reagindo com o MTT. Bruggisser e 

colaboradores (2002) realizaram um experimento onde o flavonoide kaempferol, 

mesmo na ausência de células, levou à redução do sal e produção de formazan. Nesse 

contexto, considerando os valores de citotoxicidade (IC50) e o percentual de morte 

celular obtidos neste trabalho, e considerando ainda a presença de flavonoides em 

extratos e frações de S. brasiliensis, sugere-se que essas substâncias possam ter 

influenciado nos resultados de viabilidade celular com o MTT, uma vez que a morte 

http://europepmc.org/search;jsessionid=LV0sKfA90jbQxUGnd8hh.0?page=1&query=AUTH:%22Bruggisser+R%22
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celular obtida a partir do tratamento com doses de IC50 foram muito superior ao 

esperado (50%). 

Uma vez estabelecida a citotoxicidade das frações, e caracterizado o 

mecanismo de morte celular induzido, foi realizada a avaliação do conteúdo e 

fragmentação do DNA. As etapas do ciclo celular são uma sequência de eventos que 

levam àduplicação do DNA e divisão celular (mitose). A sua regulação é um aspecto 

importante no desenvolvimento ou não do câncer, uma vez que a transição exata da 

fase G1 para a fase S é crucial no controle da proliferação celular eucariótica, cuja 

desregulação pode levar à proliferação descontrolada de células, resultando na 

oncogênese (BERTOLI et al., 2013). Além disso, sabe-se que determinadas 

substâncias possuem a capacidade de interferir nas fases do ciclo e por isso ele tem 

sido objeto de estudo de muitos pesquisadores, uma vez que sua regulação é um fator 

determinante na ação de alguns agentes terapêuticos, principalmente os 

antineoplásicos (LAPENNA & GIORDANO, 2009). 

 Neste trabalho, apenas a dose referente ao IC50 da fração aquosa ocasionou 

um aumento no percentual da fragmentação do DNA que é característico de morte 

por apoptose. Esse resultado é importante, pois a morte por apoptose é um evento 

programado no qual as células, após receberem estímulos específicos, iniciam o 

processo de morte. Dessa forma, compostos que induzem esta via de morte podem se 

tornar possíveis agentes antineoplásicos (KOFF et al., 2015). 

Em relação à alteração do ciclo celular, as frações acetato de etila e hexano 

induziram um leve um aumento de células na fase S, sugerindo um possível bloqueio 

do ciclo, conforme mostrado na Tabela 12. Muitos fármacos de origem vegetal que 

são eficazes no tratamento do câncer possuem ação na regulação do ciclo celular e 

são conhecidos como ciclo-específicos, como por exemplo, a Podofilotoxina e o 

Paclitaxel, que tem mecanismo de ação baseado na interação com o DNA, induzindo 

a parada na fase G2/M, dessa forma, a célula não consegue completar o ciclo e não se 

duplica (ALMEIDA et al., 2005). Assim, a indução da parada do ciclo tem sido 

considerada a maior causa de anti-proliferação (HSIAO et al., 2007). Nesse sentido, o 

resultado obtido, principalmente com a fração acetato de etila, é de extrema 

relevância, pois além de ser mais citotóxica, essa fração parece induzir um bloqueio 

do ciclo celular. 
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A análise em conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho indicam o 

estabelecimento da cultura de calos e suspensões celulares de S. brasiliensis como 

forma viabilizar a produção contínua e controlada de metabólitos de interesse, cujo 

potencial para as atividades antigenotóxica e antineoplásica foi verificada em extratos 

e frações da espécie cultivada in vivo e in vitro, realçando a importância de se de 

aprofundar os estudos relacionados ao potencial medicinal da espécie. 
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5 CONCLUSÕES  

 

A partir dos objetivos propostos para a cultura de tecidos, análises fitoquímicas e 

avaliações do potencial medicinal de Schwartzia brasiliensis, foi possível concluir 

que: 

 

5.1 Cultura de tecidos vegetais 

 

 Os protocolos de calogênese propostos mostraram-se eficientes para a indução 

e desenvolvimento de calos com produção satisfatória de biomassa; 

 

 A combinação dos fitorreguladores KIN e PIC propiciou a mais alta taxa de 

produção de biomassa, com proliferação de calos friáveis a partir de explantes 

foliares e caulinares, enquanto a combinação dos fitorreguladores BAP e 

ANA propiciaram alta produção de calos compactos a partir de explantes 

foliares; 

 

 Foi possível a produção de calos friáveis, que foram utilizados no 

estabelecimento das CCS a partir da combinação dos fitorreguladores KIN e 

PIC; 

 

 O uso de metil jasmonato (1µM) foi definido como o melhor tratamento para 

a elicitação de calos, levando ao maior acúmulo de biomassa; 

 

 O protocolo visando à cultura de células em suspensão mostrou-se eficiente 

para a produção de metabólitos de interesse; 

 

5.2 Potencial medicinal e análise fitoquímica 

 

 O potencial antigenotóxico contra quebra de DNA causada pelo cloreto 

estanoso foi verificado tanto no material obtido in vivo (extratos metanólicos e 

frações aquosas de folhas e caules), quanto no material in vitro (extrato 

metanólico das CCS); 
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 Tanto os materiais obtidos in vivo quanto in vitro avaliados não se mostraram 

genotóxicos ao DNA plasmidial;  

 

 O extrato metanólico de folhas do material obtido in vivo, assim como suas 

frações, apresentaram maiores efeitos antineoplásicos frente à linhagem de 

célula neoplásica K562; 

 

 As frações obtidas a partir do extrato metanólico de folhas obtidas in vivo 

induziram a morte celular por necrose; 

 

 A fração aquosa ocasionou um aumento no percentual da fragmentação do 

DNA; 

 

 As frações acetato de etila e hexano interferiram no ciclo celular, sugerindo 

um possível bloqueio; 

 

 Os compostos majoritários presentes nos extratos e frações avaliados sugerem 

se tratar de flavonoides, segundo análise por CLAE-DAD. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Identificação dos flavonoides relacionados às atividades encontradas;  

 Avaliação dos extratos e frações em outros modelos de indicação do potencial 

antineoplásico. 
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Schwartzia brasiliensis (Marcgraviaceae) is a native Brazilian shrub species with neotropical 
distribution in shoal environments. Recent studies have revealed its medicinal potential for some 
human diseases; therefore, this study aimed to evaluate the genotoxic and antigenotoxic potential of 
extracts and fractions obtained from different organs of S. brasiliensis. To accomplish this, plant 
extracts at different concentrations (25, 125 and 250 µg/ml) were incubated with plasmid DNA, either 
alone, or in the presence of stannous chloride as a positive control. Samples were then examined to 
detect any plasmid strand breaks or the absence of such breaks, which would indicate protection of 
these molecules against stannous chloride-induced lesions. Methanol and aqueous extracts of leaves 
and stems showed the ability to withstand the effects of stannous chloride in that no DNA damage was 
observed. Moreover, no other extracts or fractions used in the experimental conditions assayed 
resulted in DNA damage. These findings suggest that S. brasiliensis has antigenotoxic properties, 
indicating, in turn, that its biological activities deserve further study given the medicinal relevance of 
this plant.  
 
Key words: Medicinal plant, Marcgraviaceae, stannous chloride, flavonoids.  

 
 
INTRODUCTION  
 
Medicinal plants and their derivatives have been used as 
important sources of biologically active substances 

(Newman and Craag, 2012) that are known to promote 
health, treat illness, and cure, or prevent  many  diseases  
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(Efferth and Grefen, 2014; Gurib-Fakim, 2006; Jachak 
and Saklani, 2007). Such phytomedicines are usually 
alternative or complementary options to treatments with 
synthetic drugs (Dragan et al., 2015; Olasehinde et al., 
2014). However, even though considered therapeutic, 
some bioactive plant derivatives may have toxic pro-
perties that will cause damage to the human organism, 
including the induction of genetic damage (Bednarczuk et 
al., 2010; Düsman et al., 2012; Efferth and Grefen, 2012). 

Schwartzia brasiliensis belongs to the Marcgraviaceae 
family, and it is found in shoal environments of the 
Brazilian Atlantic Forest. This is a shrub species whose 
flowering takes place in summer (Ferreira, 1995; Zamith 
and Scarano, 2004) and whose conspicuous 
inflorescences might be used for ornamental purposes. 
S. brasiliensis also presents nectaries to attract bird 
pollinators (Rocca et al., 2006; Rocca and Sazima, 
2008). Initially, the species was included in the Norantea 
genus (Giraldo-Cañas, 2004), but it now belongs to the 
Schwartzia genus. Pharmacological studies with some 
species of the Marcgraviaceae family indicate antifungal 
(Jones et al., 2000) and anxiolytic activities (Mullally et 
al., 2011). Studies investigating the medicinal potential of 
S. brasiliensis also reported antibacterial activities (Mello 
et al., 2014), and Agripino et al. (2004) showed that 
ethanol extracts of stems of S. brasiliensis could protect 
against DNA damage. In folk medicine, S. brasiliensis tea 
is used to prevent heart disease (Agra, 2008), but no 
scientific studies have shown either efficacy or safety. In 
this context, the present work aims to evaluate the 
genotoxic and antigenotoxic potential of crude extract 
and different fractions of S. brasiliensis grown in a natural 
environment. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Plant 
 
The plants were collected in the morning, around 10:00 a.m., in 
March, 2012, on a preserved sandbank area, located in Barra da 
Tijuca, Rio de Janeiro City, 22° 59’ 29.7” S to 43° 20’ 48.4” W, Rio 
de Janeiro State, Brazil. The material was collected in vegetative 
stage under license from SISBIO/IBAMA number 3299651. A 
voucher (HRJ 11749) has been deposited in the Herbário da 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HRJ). 
 
 
Preparation and fractionation of the extracts 
 
Leaf, stem and root samples of S. brasiliensis were fragmented, 
dried at 40°C for 24 h, and added to methanol (MeOH)  for  15 days  
 

 
 
 
 
at environmental conditions. The extracts obtained were filtered 
using Whatman paper n°.1, evaporated at 40°C and concentrated 
in vacuum. Then, approximately 3 g of each crude extract were 
subjected to fractionation with different polarities of chemical 
solvents (n-hexane, ethyl acetate and distilled water). The fractions 
were evaporated at 40°C and concentrated in vacuum. Immediately 
before the use, both the crude methanol extracts and the fractions 
were solubilized and diluted in ultrapure water until reaching the 
concentrations required to carry out the experiments. 
 
 
Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic potential 
through agarose gel electrophoresis assay with plasmid DNA 
 
Genotoxic and antigenotoxic potentials of S. brasiliensis were 
evaluated according to Caldeira-de-Araujo et al. (1996). This assay 
is based on the ability of the reducing agent stannous chloride 
(SnCl2) to induce DNA strand breaks. During agarose gel 
electrophoresis, SnCl2-induced lesions can cause plasmid DNA 
conformational changes, leading to modification in migration 
pattern. Gel electrophoresis was performed in order to separate 
different conformations of plasmid DNA: native conformation 
(supercoiled or form I); open circle (or form II), resulting from single-
strand DNA breaks; and linear (or form III) generated through 
double-strand breaks.  

The plasmid DNA used in this investigation was pUC 9.1, as 
maintained in DH5αF’IQ E. coli cells. The plasmidial molecules 
were purified from DH5αF’IQ E. coli cultures, in stationary growth 
phase, according to the Invisorb® Spin Plasmid Mini Two (Invitek) 
protocol. In order to evaluate genotoxic and antigenotoxic potential, 
three different concentrations (25, 125 and 250 µg/ml) of each 
extract and fraction were incubated with 200 ng of plasmid DNA in 
the presence, or not, of SnCl2 (200 µg/ml). All dilutions were done in 
ultrapure water (Milli-Q system, EMD Millipore, Billerica, MA, USA, 
and the reaction mixtures were incubated for 40 min at room 
temperature. Then, aliquots of each sample (10 µl) were mixed with 
2 µl of loading buffer (0.25% xylene cyanol; 0.25% bromophenol 
blue; 30% glycerol in water), applied on agarose gel (0.8%) in TAE 
1X buffer and submitted to electrophoresis at 7 V/cm for 30 min. 
Afterwards, the gel was stained with ethidium bromide (0.5 mg/ml), 
and the DNA bands were visualized by fluorescence in an 
ultraviolet transilluminator system (UVP, LLC, Upland, CA, USA). 
Each experiment was repeated three times, and the best result was 
selected for presentation. The gel bands were then digitized, and 
the results obtained provide a qualitative analysis. A quantitative 
evaluation in Plasmid DNA conformational structure was also 
performed by using NIH ImageJ software.  
 
 
Statistical analysis of DNA strand breaks 
 
The data presented in Figure 1 were analyzed through 
densitometer scanning, and percentage of form I was used to 
obtain the average number of breaks per pUC 9.1 plasmid DNA 
molecule. According to Remington and Schor (1985), the Poisson 
distribution could be used to obtain the average number of breaks 
from the percentage of DNA supercoiled forms, as µ = −ln p (0; µ),  
Considering no breaks = p (0; µ). 
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Analysis by high-performance liquid chromatography with 
diode-array detection (HPLC/DAD)  
 
The analysis by HPLC/DAD was performed under the following 
conditions: Mode: isocratic ACN/aqueous 0.05% TFA (30:70) for 55 
min and flow 0.5 ml/min in Shim-pack XR-ODS column (100 mm × 
2.0 mm, 2.2 μm, Shimadzu). All injections were performed with a 
volume of 20 µl loop. Detection was performed in the ultraviolet 
wavelengths of 254 and 325 nm. 
 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
In the present study, electrophoresis assay with plasmid 
DNA was used in order to evaluate both genotoxic and 
antigenotoxic properties of S. brasiliensis. Based on its 
genotoxic oxidative properties, which result in DNA 
strand breaks, stannous chloride (SnCl2) was used as a 
positive control in this study. Thus, the incubation of S. 
brasiliensis extracts or fractions with plasmid DNA alone, 
or in combination with SnCl2, could provide the basis for 
determining genotoxic vs. antigenotoxic activity. In 
particular, alterations in plasmid DNA pattern migration 
through agarose gel in samples incubated with plant 
extracts or fractions could reflect the potential to promote 
DNA strand breaks. Conversely, the ability of samples to 
prevent damage to plasmid DNA caused by SnCl2 could 
also reflect the antigenotoxic potential of S. brasiliensis. 
This gel electrophoresis assay is fully described in De 
Mattos et al. (2004), and the assay has been applied 
elsewhere to other medicinal species (Simões et al., 
2006; Biso et al., 2010; Hamedt et al., 2014). Moreover, 
since SnCl2 can induce reactive oxygen species, 
especially hydroxyl radicals (Caldeira-de-Araujo et al., 
1996), the antioxidant properties of S. brasiliensis 
extracts or fractions could prevent DNA damage. 
However, a full assessment of this property is outside the 
scope of this paper.  

Methanol extract of leaves was able to fully protect 
DNA against stannous chloride-induced damage, but only 
when tested at the concentration of 250 µg/ml (Figure 
1A), as indicated in the control sample (form 1, lane 1) at 
88.6% vs. 10.3% in lane 2 (pUC 9.1 plus SnCl2), and 
85.4% when methanol extract of leaves was added 
(Figure 1A, lane 8). 

Aqueous fraction of leaves also seems to possess an 
antigenotoxic effect because it was also able to reduce 
the level of DNA breaks induced by stannous chloride 
(Figure 1B; lanes 6, 7 and 8). Lane 7 presents 28.23% of 
plasmid molecules in form I (control native conformation), 
whereas lane 2 in the same figure shows only 18.78%, 
supporting the antigenotoxic action of S. brasiliensis 
leaves in aqueous fraction. Both sets of results are based 
on assessment of the average number of breaks per 
genome (Figure 2A and B). The chromatograms obtained 
by   High-performance    liquid      chromatography     with  
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photodiode array detection (HPLC/DAD) revealed that 
methanol extracts have the majority of signals with 
retention time values equal to 8.659 and 9.452 min 
(Figure 3A). Aqueous fraction showed a majority of 
signals with retention time equal to 8.710 and 9.570 
(Figure 3B), being related to the chemical class of 
flavonoids. Phytochemical analysis of leaves of S. 
brasiliensis, according to Barbosa et al. (2004) showed 
the presence of phenolic compounds, mainly flavonoids 
(Mello et al., 2012).  

The antigenotoxic effect of S. brasiliensis leaves may 
be related to their chemical constituents. Flavonoids are 
described as having antioxidant (Brunetti et al., 2013; 
Procházková et al., 2011; Romano et al., 2013) and 
antigenotoxic activities (Boubaker et al., 2013; Chaabane 
et al., 2012). In addition, flavonoids have antineoplastic 
effects and can also protect against cardiovascular and 
neurodegenerative diseases (Obrenovich et al., 2010; 
Obrenovich et al., 2011; Simões et al., 2006).  

The methanol extract and aqueous fraction of stems of 
S. brasiliensis also revealed antigenotoxic potential 
(Figure 1E and F, lane 8), as confirmed by evaluation of 
the average number of breaks per genome (Figure 2E 
and F, lane 8). These data corroborate a previous study 
showing that the ethanol extract of stems is able to 
reduce DNA damage in Saccharomyces cerevisiae 
(Agripino et al., 2004). 

In the present report, it was observed that the methanol 
extract and aqueous fraction of stems decreased DNA 
damage caused by SnCl2, suggesting a dose-dependent 
effect (Figure 1E and F). This protective effect has 
already been observed elsewhere, using the same 
experimental approach, with extracts of Cleome rosea 
(Simões et al., 2006), Daphne gnidium (Chaabane et al., 
2012) and Nitraria retusa (Boubaker et al., 2013). The 
chromatograms obtained from the methanol extract and 
aqueous fraction of stems, using the method proposed, 
were insufficient to determine their constituents 
accurately. 

In the evaluation of genotoxic potential, the obtained 
data from methanol extract and aqueous fraction of 
stems show no DNA damage (Figure 1; lanes 3, 4 and 5), 
exhibiting instead, antigenotoxic properties. Although 
antigenotoxic effect was found in stem extracts, analyses 
of leaf extracts showed more promising results, justifying 
the choice of this organ for further phytochemical 
analysis. On the other hand, no antigenotoxic effect was 
shown for root extracts. This experimental approach has 
been used elsewhere in order to evaluate a genotoxic or 
antigenotoxic profile induced by different plant species 
(Biso et al., 2010; Ferreira-Machado et al., 2004; Hamedt 
et al., 2014). Therefore, the use of other study designs, 
both in vivo and in vitro, is necessary to ensure the safety 
and efficacy of S. brasiliensis as a medicinal plant. 
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Figure 1. Qualitative and quantitative analysis of the genotoxic and antigenotoxic potential of S. brasiliensis extracts and 
fractions on plasmid pUC 9.1 DNA bands corresponding to aliquots of the plasmid solution (200 ng) treated with extracts and 
fractions (25, 125 and 250 µg/ml). A) methanol leaf extract; B) aqueous leaf fraction; C) n-hexane leaf fraction; D) ethyl acetate 
leaf fraction; E) methanol stem extract; F) aqueous stem fraction; G) n-hexane stem fraction; H) ethyl acetate stem fraction; I) 
methanol stem extract; J) aqueous root fraction; K) n-hexane root fraction; L) ethyl acetate root fraction. Bars represents DNA 
densitometric measures (%) by image J    
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Figure 2. Number of single strand breaks/genome in plasmid pUC 9.1 DNA treated with S. brasiliensis extracts and fraction. 
Lanes corresponding to aliquots of the plasmid solution (200 ng) treated with the extracts and fractions (25, 125 and 250 
µg/ml). A) methanol leaf extract; B) aqueous leaf fraction; C) n-hexane leaf fraction; D) ethyl acetate leaf fraction; E) 
methanol stem extract; F) aqueous stem fraction; G) n-hexane stem fraction; H) ethyl acetate stem fraction; I) methanol 
stem extract; J) aqueous root fraction; K)n-hexane root fraction; L) ethyl acetate root fraction. Bars represents the number of 
single strand breaks/genome of three independent experiments. 
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Figure 3. HPLC/DAD analysis of major compounds of methanol extract and aqueous fractions 
of S. brasiliensis in 254 nm and their absorption spectra in the ultraviolet region. A) methanol 
leaf extract; B) aqueous leaf fraction.



 

 

 
 
 
 

In conclusion, this work constitutes the first report on 
the genotoxic potential and antigenotoxic properties of S. 
brasiliensis. Results showed no genotoxic effect on DNA 
plasmid pUC 9.1. Moreover, it was shown that methanol 
and aqueous fractions of leaves and stems, at the 
highest concentration tested, have antigenotoxic activity 
protecting DNA from the breakdown caused by the 
stannous chloride. Considering the phytochemical profile  
obtained, we suggest that flavonoid content may be 
responsible for the activities evaluated. 
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