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Em últimas comunicações científicas publica-
das por integrantes do corpo científico do iooe, 
em diferentes periódicos, observamos o avanço 
biológico de suas pesquisas. Visando desenvolver 
a partir de insumos naturais, conhecimento apli-
cável ao bem-estar da sociedade, o iooe tem in-
tensificado suas linhas de pesquisas baseadas na 
biologia molecular com o objetivo de esclarecer os 
verdadeiros efeitos celulares dos óleos essenciais. 
Neste artigo farei um breve resumo de estudos já 
consolidados cientificamente e a participação do 
iooe em suas referências.

1. Trabalhos científicos de ciências com base 
molecular, demonstram que vias de sinalização 
celular são alvos de estudos pertinentes na busca 
do entendimento de estímulos que ativem o me-
canismo celular, quer seja na manutenção, proli-
feração e morte celular (apoptose). 

Em estudos, Oliveira, CJR, et. al, 2003, apon-
tam seus resultados para uma integração das di-
ferentes vias de sinalização mediadas por Óxido 
Nítrico (NO): 

Primeiro - NO e cGMP ao estimularem a ati-
vidade tirosina do receptor de EGF devem agir em 
combinação para ativar p21Ras. Segundo - NO/
cGMP ao ativarem p21Ras tem seus efeitos media-
dos por Raf-1, MEK 1 e as MAP quinases ERK 1 
e ERK 2. Terceiro - a ativação de ERK 1 e ERK 2 
precede e é responsável pela ativação do receptor 
de EGF, cuja atividade tirosina quinase deve ini-
ciar a cascata de fosforilação em tirosina de várias 

proteínas em células endoteliais de aorta de coelho 
estimuladas pelo radical livre”. A representação 
esquemática da possível integração entre estas vias 
de sinalização mediadas pelo NO está mostrada na 
Figura 1. 

Estes achados sugerem a participação do NO 
na angiogênese, processo que envolve a prolifera-
ção e a migração de células endoteliais. Levando 
em conta essas observações, a presente cascata de 
sinalização mediada pelo NO, pode esclarecer o 
mecanismo que marca a participação deste radi-
cal na proliferação de células endoteliais, como foi 
demonstrado através das curvas de crescimento 
celular [1]. 

Ainda nessa linha de pesquisa, Oliveira, C.J.R, 
et.al, 2008, publica mais evidências da participa-
ção do Óxido Nítrico (NO) na proliferação celular 
através da ativação do ciclo celular. 

Resultados demonstram inequivocamente a 
participação do NO na progressão do ciclo celu-
lar em células endoteliais de aorta de coelho. Seus 
efeitos são exercidos especificamente sobre a via 
p21Ras – MAP quinase. A sequência de eventos: 
fosforilação de Elk-1, síntese de ciclina D1, cdk4, 
cdk6, fosforilação da pRb, transição do ciclo celu-
lar da fase G1 para a fase S, controlada pela ciclina 
E, passagem da fase S para G2/M através do au-
mento da expressão da ciclina A que culmina com 
a proliferação das células. A representação esque-
mática desta via de sinalização mediada pelo NO 
está proposta na figura 2. [2]
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2. Em 2017 o iooe participa de uma publica-
ção onde ácido hialurônico de baixo peso mole-
cular (AH) é proposto como agente que atua nas 
três fases da reparação tecidual.

“O objetivo deste trabalho foi avaliar se o AH 
é capaz de induzir proliferação celular de fibro-
blastos dérmicos humanos. Esses efeitos foram 
avaliados empregando-se as técnicas de azul de 
tripano e de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) 
-2,5-difenil tetrazolium] (MTT), seguida de aná-
lise do ciclo celular, produção de colágeno e mo-
delo de wound healing (WH). Após tratamento 
com AH, foi verificado aumento significativo na 
proliferação das células e nas fases S-G2-M do ci-
clo celular, figura 1. Quando submetido ao teste de 
WH, a exposição a 0,2% de AH promoveu redução 
significativa da área da lesão, com taxas de migra-
ção celular de 74%. Os resultados confirmam a 
capacidade do AH em aumentar a proliferação de 
fibroblastos, o que é relevante para a fase prolife-
rativa da cicatrização [3]”.    
   

3. Em continuidade, participa em 2018: “Ava-
liação da atividade antimicrobiana de óleos es-
senciais associados a ácido hialurônico de baixo 
peso molecular [4]. Cinnamomum cassia (canela), 
Ocimum basilicum (manjericão), Thymus vulgaris 
(tomilho) e Melaleuca alternifolia (tea tree) são es-
pécies conhecidas pela produção de óleos essenciais 
amplamente difundidos e utilizados em diversas 

Figura 1.

Figura 2.

Figura 1. Esquema proposto para a via de 
transdução de sinal mediada por NO. Elaborado 
por Juliano Rocha, disigner gráfico,[1].

Figura 2. Representação esquemática da via 
de sinalização mediada pelo óxido nítrico (NO) 
em células endoteliais de aorta de coelho. NO ati-
va a via p21Ras, Raf-1, MEK 1 e as MAP quina-
ses ERK 1 e ERK 2. NO regula o curso do ciclo 

celular através do ponto de restrição da fase G1/ 
S por indução da síntese de ciclinas D1 / cdk 4, 
cdk6. A hiperfosforilação da proteína Rb marca o 
ponto de restrição no qual a célula libera o fator 
de transcrição E2F que regula o gene da cilicina E, 
dando início a síntese do DNA. O aumento de ex-
pressão da ciclina A caracteriza a passagem do ci-
clo celular da fase S para a fase G2/M, via rotas de 
sinalização Ras/Raf/MAP quinase ERK 1 e 2 me-
diadas pelo NO. Na Ausência de p21Ras funcional 
(N17Ras, C3A), NO não promove a ativação da 
via Ras-MAP quinase e a progressão do ciclo celu-
lar. Fatores de crescimento podem participar deste 
evento independemente de p21Ras. Elaborado por 
Juliano Rocha, disigner gráfico, [2].
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categorias de produtos, graças às variadas ações que 
apresentam. Uma delas é a capacidade antimicro-
biana comprovada sobre vários microrganismos 
patogênicos, o que é objeto de interesse no contexto 

Figura 1. (A) Percentual de viabilidade celular após 24 horas de exposição a diferentes concentrações 
de AH de baixo peso molecular através das técnicas de azul de tripano e MTT. (*) P < 0,05 – significativo 
em relação ao controle, ANOVA, Tukey. (B) Percentual de células em fase S-G2-M obtidos após exposi-
ção por 24 horas a o,2% de AH de baixo peso molecular sobre linhagem de fibroblastos. (*) P < 0,05 sig-
nificativo em relação ao controle. Teste t de Student. (C) Histogramas representativos da população em 
fases S-G2-M do ciclo celular dos grupos controle e tratado com 0.2% de AH respectivamente. Ensaios 
realizados em triplicata. GraphPad Prism V.5.0. Flowjo v10.0 [3].

Figura 1.

Tabela 1.

do tratamento de feridas, Tabela 1. Outro compo-
nente igualmente relevante nesses casos é o ácido 
hialurônico (AH), dotado de propriedades antioxi-
dantes e promotoras da regeneração celular [4]”.
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4. Com a publicação:” In Vitro Effects of the 
Phytocomplex TrichoTechTM on Human Fibro-
blasts: Proliferative Potential and Effects on 
Gene Expression of FGF-7 and FGF-10 [5], o iooe 
vem consolidando sua visão da importância dos 
estudos científicos com base nos efeitos celulares 
dos óleos essenciais. Neste trabalho o objetivo foi 
investigar o potencial proliferativo do composto 
TrichoTechTM, um fito complexo obtido a partir 
de uma mistura de óleos essenciais, em cultura 
de fibroblastos humanos e sua capacidade de mo-
dular a expressão gênica de FGF-7 e FGF-10. O 
TrichotechTM mostrou aumentar a proliferação de 
fibroblastos em concentrações de 0,5% a 2,0% e 
também aumentar a porcentagem de células nas 
fases S / G2 / M do ciclo celular, figura 2. O Tricho-
techTM a ambos os 1,0% e 2,0% induziu um efeito 
estatisticamente significativo no ensaio de cicatri-
zação de feridas em comparação com o controlo 
não tratado. Nós examinamos a interação entre a 
sobrevivência celular (PI3K / Akt) e mitogênico 
(Ras / MAPK) vias de transdução de sinal após o 

tratamento TrichotechTM (1,0% e 2,0%) na linha-
gem celular de fibroblastos. O TricotechTM causou 
fosforilação de ERK1 / 2, bem como maior fosfori-
lação de MEK em comparação com o controle não 
tratado e o ERK1 / 2. PI3K e AKT, no entanto, não 
se mostraram significativamente mais fosforilados 
após a exposição ao TrichotechTM. Para verificar 
a expressão relativa de mRNA para os genes FGF-
7 e FGF-10, foi utilizado um protocolo de reação 
em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR). 
Os resultados mostram o aumento da expressão 
de mRNA por fibroblastos após tratamento com 
TrichotechTM. Em ambas as concentrações tes-
tadas, o TrichotechTM aumentou a expressão 
de FGF-7 e FGF-10. A coloração com Sirius red 
permite uma avaliação rápida do conteúdo de co-
lágeno, mostrando um aumento significativo no 
conteúdo de colágeno nos fibroblastos tratados. 
Outras investigações sobre o TrichotechTM po-
dem ser úteis para o desenvolvimento de novos 
fitos complexos bioativos para uso dermatológico 
e tricológico [5]”.

Figura 2. (a) Porcentagem de células obtidas na fase S/G2/M após exposição por 24 horas de CCD-1072 
Sk em diferentes concentrações do Tricotech TM. Antes de iniciar os testes, as células foram privadas de soro 
fetal bovino. (*) P < 0,05 – sognificativo em relação ao controle. ANOVA, Tukey. GrapPad v5.0. (b) Histo-
grama representado estatisticamente significativo com contentração de (10%). Flowjo v.10.0, [5].

Figura 2.

5. PinetoninaTM, publicação do iooe em setem-
bro de 2018, apresenta uma preparação de óleo 
essencial, administrado por via intranasal, com 
eficaz diminuição dos níneis de cortisol e na modu-

lação da liberação do glutamato. O iooe atraves de 
seus pesquisadores, sugerem ques este fitocomplexo 
tem como objetivo auxiliar nos sintomas de estres-
se, ansiedade e distúrbios do sono [6]. 
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Em entendimento a este estudo, precisamos re-
lembrar um pouco sobre as formas de sinalização 
célula-célula, uma vez que ação da produção de 
hormônios que causam os sintomas de estresse e 
ansiedade estão intimamente ligados por compor-
tamentos celulares diferentes. 

A sinalização celular pode ser realizada pelo 
contato direto entre as células ou mediado por 
moléculas sinalizadoras secretadas.

A) Sinalização endócrina, hormônios são 
transportados pelo sistema circulatório e agem em 
células em locais distantes.

B) Sinalização parácrina, uma molécula secre-
tada por uma célula irá agir em outras células vi-
zinhas.

C) Sinalização autócrina, uma célula produz 
uma molécula sinalizadora para a qual ela também 
responde.

Aspectos gerais da sinalização celular corres-
ponde a componentes de uma via de transdução 
de sinal onde as células respondem a combinações 
de sinais específicos mediados por moléculas sina-
lizadoras. Os componentes de uma via de trans-
dução de sinal ativam um mecanismo que permite 
a uma célula influenciar o comportamento de ou-
tras sendo essencial à manutenção de organismos 
multicelulares e respondem a combinações de si-
nais específicos quando uma dada célula é exposta 
a centenas de sinais solúveis, sinais ligados à ma-
triz extracelular, sinais ligados às células vizinhas. 

Todas moléculas sinalizadoras agem por li-
gação com um receptor expresso na superfície 
celular, ou localizado no citoplasma ou núcleo. 
Hormônios esteroides e outros (Hormônio da 
tireoide, vitamina D3 e ácido retinóico) que são 
de características hidrofóbicas atravessam a mem-
brana plasmática por difusão e agem diretamente 
em receptores citoplasmáticos ou nucleares.

Receptores nucleares ou intracelulares
• Receptores acoplados à proteína G
• Receptores Proteína tirosina quinase
• Receptores canais iônicos
• Receptores de citocinas
• Receptores acoplado a outras atividades en-

zimáticas

segundos mensageiros

Apesar de as proteínas serem importantes para 
as vias de transdução de sinal, outras moléculas 
podem participar da mesma forma. Inúmeras 
vias envolvem segundos mensageiros, moléculas 
pequenas e não proteicas que repassam um sinal 
iniciado pela ligação do ligante (o “primeiro men-
sageiro”) a seu receptor. 

Segundos mensageiros incluem íons de Cálcio, 
AMP cíclico (AMPc), um derivado do ATP e ino-
sitol fosfatos que são sintetizados a partir de fos-
folipídeos.

Os íons de cálcio são um tipo de segundo men-
sageiro amplamente utilizado, na maioria das célu-
las, a concentração dos íons de cálcio no hialoplas-
ma é muito baixa, visto que as bombas de íons na 
membrana plasmática trabalham continuamente 
para removê-los. Com a finalidade de sinalização, 
pode ser armazenado em compartimentos, com o 
retículo endoplasmático.

Nas vias que utilizam os íons de cálcio como se-
gundo mensageiro, eventos de sinalização a mon-
tante liberam um íon ligante que se vincula e abre 
os canais de receptores ionotrópicos. Estes canais 
se abrem e permitem que os altos níveis de íons 
presentes fora da célula (ou em compartimentos 
de armazenamento intracelular) fluam para o ci-
toplasma, elevando a concentração plasmática de 
Cálcio. O Cálcio citoplasmático e nucleoplasmá-
tico podem ser regulados independentemente. A 
relativa contribuição do Cálcio citoplasmático e 
nucleoplasmático em processos biológicos tais 
como transcrição gênica, apoptose e proliferação 
celular já está consagrada da literatura científica.

Outro segundo mensageiro usado em diversos 
tipos de células é a adenosina monofosfato cíclica 
(AMP cíclica ou cAMP), uma molécula pequena 
produzida a partir de ATP. Em resposta aos sinais, 
uma enzima chamada adenil ciclase converte ATP 
em cAMP, removendo dois fosfatos e ligando o 
fosfato remanescente ao açúcar em forma de anel 
(por isso, o nome “cíclica”).

Depois de produzida, a cAMP pode ativar uma 
enzima chamada proteína quinase A (PKA), pos-
sibilitando que esta fosforile seus alvos e passe o 
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sinal adiante. A proteína quinase A é encontrada 
em uma variedade de tipos de células e, em cada 
tipo, suas proteínas-alvo variam. Desta forma, o 
mesmo segundo mensageiro cAMP pode produzir 
diversas respostas em diferentes contextos.

“hipótese de que a severidade ou presença de 
eventos de vida, estressores são preditivos de se-
veridade ou presença de sintomas de ansiedade ou 
de transtornos de ansiedade têm sido alvo de estu-
dos com adultos e adolescentes.

“Classicamente, um agente estressor é aquele 
que possui a capacidade para alterar a homeosta-
sia, provocando a ativação do eixo hipotalâmico
-hipofisário-adrenal. Como exemplos de agentes 
estressores, pode-se citar fome, dor, calor/frio, an-
siedade, medo, entre outros fatores.

Embora uma grande quantidade de variáveis 
fisiológicas seja responsiva aos estressores, muita 
atenção tem sido dada àquelas que direta ou in-
diretamente ativam o SNS e o Eixo Hipotálamo-
Pituitária-Adrenal (HPA) [7,8]”.  “Os glicocorticoi-
des, por sua vez, são os produtos da ativação do 
eixo HPA e da resposta central ao estresse. A este 
respeito, a corticosterona, da mesma forma que o 
cortisol em humanos pode ser usado como indicar 
de estresse, figura 3” [6,9,10]. 

“A relação cortisol - melatonina, hormônio 

sintetizado pela glândula pineal, está envolvida 
em funções imunomodulatórias, anti-inflamató-
rias, antitumorais, antioxidantes e cronobióticas. 
Sua secreção ocorre à noite, estando relacionada 
com o sono, redução da temperatura corporal e 
outros eventos noturnos. Sua principal função 
em mamíferos é a de mediar sinais de escuridão, 
traduzindo informações sobre a duração da noite, 
com possíveis implicações no controle da ritmici-
dade circadiana e da sazonabilidade. Complexas 
vias neuroanatômicas conectando o núcleo supra-
quiasmático do hipotálamo à glândula pineal re-
gulam sua secreção. Sua concentração plasmática 
é pequena, chegando a ser indetectável em alguns 
indivíduos, e mesmos doses exógenas mínimas 
administradas durante o dia são capazes de indu-
zir o sono em indivíduos normais [11]. 

O uso da PinetoninaTM melhorara a qualida-
de sono, ao promover o equilíbrio emocional e o 
bem-estar reprimindo os níveis de cortisol e esti-
mulando o aumento da Melatonina, fato esse que 
se assemelha ao padrão fisiológico humano, sem 
efeitos colaterais, diferentemente de diversas dro-
gas hipnóticas, como os benzodiazepínicos, é por 
isso pode ser considerado promissor seu uso em 
tratamento de distúrbios de insônia.

Figura 3. Variação do nível de cortisol salivar entre grupos de voluntários que receberam Pinetonina 
™, solução salina e sem tratamento. O grupo tratado com Pinetonina ™ obteve menor média (%) quando 
comparado ao grupo controle (sem tratamento) e quando comparado ao grupo tratado com salina. (*) 
P <0,05 - significante em relação ao controle, ANOVA, Tukey. Ensaios realizados em triplicado. Gra-
phPad Prism V.5.0, [6].

Figura 3.
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Nessa linha deste raciocínio propomos que o 
fito complexo PinetoninaTM, atua como sinaliza-
dor celular promovendo atividade de transcrição 
em células específicas para formação dos hormo-
nios aqui mencionados. Estudos a serem realiza-
dos pela equipe de pesquisadores do iooe.

Os resultados apresentados mostram que mar-
cadores bioquímicos e níveis de íons podem ser 
usados como índices fisiológicos fidedignos de es-
tados de estresse/ansiedade. 

Em resumo, a importância das evidências 
científicas quanto aos alvos celulares alcançados 
pelos óleos essenciais é inquestionável até o mo-
mento. Entendemos ao mesmo tempo que a ação 
antioxidante e proliferativa promovida pelos óleos 
essências, estimulam a produção de gases como o 
Óxido Nítrico e consequente cascata das vias de 
sinalização celular e seus efeitos mediados por 
receptores, ligantes, segundos mensageiros como 
o cálcio entre outros. Assim, o iooe aumenta seu 
foco em afirmações científicas de comprovação da 
efetiva ação dos óleos essências em alvos celulares 
com dados biológicos moleculares confiáveis e já 
consagrados na literatura científica.
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resumo

O mercado de plantas medicinais no Brasil, é composto por farmácias, drogarias e ervanarias, e atu-
almente sem mínima regulamentação em feiras-livres, não estando livre de adulteração e/ou confusão 
de plantas e espécies. No comércio de plantas as Rubiáceas são habitualmente usadas como adulterantes 
da Cordia salicifolia Cham. A Casearia sylvestris (guaçatonga) é utilizada como adulterante da Cordia 
salicifolia (porangaba), a qual é comercializada com suposta ação emagrecedora, aumentando desta for-
ma, a ação antrópica sobre a espécie. No presente trabalho são apresentadas as principais características 
botânicas, composição química, atividade biológica e terapêutica, além dos usos populares das plantas 
Casearia sylvestris e Cordia salicifolia. Também é apresentada a segurança de uso das duas plantas em 
questão. Existem problemas no uso de uma ou de outra planta, tendo-se o agravante do emprego da Ca-
searia sylvestris como adulterante da Cordia salicifolia, a qual é utilizada com suposta ação emagrecedora, 
existindo controvérsias da sua eficácia para esse fim. A sustentabilidade da fitoterapia depende, dentre 
outros fatores, da manutenção de um mínimo de qualidade dos produtos, sem criar falsas expectativas, 
o surgimento de efeitos adversos inesperados e a não produção de efeitos terapêuticos necessários, um 
conjunto de problemas que acaba depondo contra o próprio mercado de fitoterápicos.

Palavras chave: C. sylvestris, C. salicifolia, controle de qualidade.

introdução

Nas últimas décadas a comunidade científica 
vem ampliando gradativamente as pesquisas em 
relação ao potencial terapêutico das plantas. Ao 
mesmo tempo, o interesse pela ecologia, assim 
como uma procura cada vez maior pelas terapias 
alternativas faz com que a divulgação dos resulta-

dos dessas pesquisas tenha uma repercussão mui-
to maior do que anteriormente (1-3). Entretanto, o 
controle de qualidade é imprescindível quando 
se trata de plantas medicinais, este deve ser feito 
desde o plantio, colheita e até que a droga vegetal 
esteja apta para o consumo. Devem ser verificados 
os constituintes químicos da espécie que caracteri-
zam as atividades farmacológicas e suas possíveis 
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reações adversas, deve ser identificada a espécie 
botânica para evitar fraudes e contaminações com 
materiais estranhos, realizar estudos microbio-
lógicos, pois, podem existir alguns micro-orga-
nismos patogênicos para o homem ou que sejam 
responsáveis pela diminuição da eficácia do ma-
terial vegetal (4-6). A guaçatonga, Casearia sylvestris 
(C. sylvestris) é vastamente utilizada na medicina 
popular da América Latina, sendo de aplicação di-
versa, principalmente em comunidades indígenas. 
O uso dessa planta é descrito como cicatrizante 
para doenças da pele (7, 8) e outras (9-15). A poran-
gaba (Cordia salicifolia Cham., C. salicifolia) é da 
família Boraginaceae. Poucos estudos estão regis-
trados na literatura sobre a Cordia salicifolia, exis-
tindo escassos relatos sobre a atividade biológica 
da C. salicifolia. Alguns destes informam sobre a 
sua ação sobre o vírus herpes 1 (16) e uma atividade 
muito fraca como inibidor do crescimento de He-
licobacter pylori in vitro (17). A porangaba tem sido 
utilizada popularmente como promotora de ema-
grecimento (18-21).

No comércio de plantas, as Rubiáceas são ha-
bitualmente usadas como adulterantes das Cor-
dia salicifolia Cham. Segundo DA SILVA (22) a C. 
sylvestris é utilizada como adulterante de Cordia 
salicifolia. Além da confusão gerada pelas caracte-
rísticas morfológicas semelhantes, a possibilidade 
de adulteração de preparações vegetais pode estar 
também ligada a diversidade de nomes vernacula-
res que são atribuídos às plantas, que podem variar 
para cada região do Brasil (23). Nomes populares 
(vulgares ou regionais) variam de local para local, 
de região para região, de um país para outro, po-
dendo uma mesma planta ter diversas denomina-
ções e uma denominação ser comum para diversas 
plantas. No Brasil, diversas espécies são denomi-
nadas “guaçatonga”, sendo que a mesma denomi-
nação popular somada à semelhança vegetativa 
entre as espécies ocasiona, muitas vezes, dificul-
dades na sua identificação. Algumas espécies (por 
exemplo, Casearia sylvestris Swartz, Casearia obli-
qua Spreng. e Casearia decandra Jacq.) são muito 
semelhantes vegetativamente (24). 

A maioria dos produtos é comercializada a par-
tir de plantas secas, que são consumidas sob as for-

mas de infuso e decocto, principalmente, seguidas 
de formas líquidas como tinturas e extratos flui-
dos. Nesse contexto, tem sido comum a detecção 
de problemas de qualidade nos produtos comer-
ciais ofertados à população em todo o país. Assim, 
vários autores e grupos de pesquisa têm apontado 
a ocorrência, no mercado brasileiro, de diversos 
problemas de qualidade, desde problemas de iden-
tidade, teor de princípios ativos até presença de su-
jidades e contaminação microbiana (25-31).

método

Realizou-se um levantamento bibliográfico 
para a busca de informações sobre os composi-
ção química, atividade biológica e terapêutica das 
duas plantas, a C. sylvestris e a C. salicifolia. Para 
isso, foram utilizadas as bases de dados PUBMED, 
Scielo e Google acadêmico, além de livros e legis-
lações, utilizando-se como palavras-chaves os no-
mes científicos das plantas, constituintes químicos 
e efeitos, sem restrição de idioma e tipo de publi-
cação, dos anos de 1999 a 2017. Os artigos mais 
antigos foram buscados in loco nas bibliotecas da 
Universidade de São Paulo (USP), Universidade 
Estadual de Campinas (UNICAMP) e na Univer-
sidade Federal de São Paulo (UNIFESP), pois não 
estavam disponíveis sem as senhas de acesso res-
trito por se tratarem de textos muito antigos.

resultados e discussão

Casearia sylvestris

No Brasil, o gênero Casearia é representado 
por aproximadamente setenta espécies (32) sendo 
que se encontram onze espécies de Casearia no Es-
tado de São Paulo (33, 34). As Casearias apresentam 
grande dimorfismo foliar sendo a espécie Casearia 
sylvestris (C. sylvestris) a que melhor demonstra 
essa variação. Segundo além de ocupar diferentes 
ambientes, a C. sylvestris apresenta grande varia-
ção com relação ao tamanho, forma e textura das 
folhas, à pilosidade dos ramos mais jovens e da in-
florescência e no comprimento dos pedicelos (24). 
Nas folhas e casca da Casearia são encontrados fla-



Brazilian Journal of Natural Sciences | Versão On-line ISSN 2595 - 0584
Edição nº 1- vol. 3 - outubro 2018 | www.bjns.com.br

11

vonoides, óleos essenciais, saponinas, taninos, re-
sinas,  antocianosídeos e diterpenos clerodânicos, 
entre outros (35-40). Na primeira edição da Farma-
copeia Brasileira de 1929 (41) a C. sylvestris Swartz 
(Flacourtiaceae) encontra-se inscrita como erva 
de bugre, nome popular da Rudgea viburnoides 
(Cham.) Benth encontrada em Minas Gerais (42). A 
espécie C. sylvestris pertence à família Flacourtia-
ceae, e tem ampla distribuição em todo território 
brasileiro. Apresenta um porte de dois a mais de 
dez metros de altura em média. Aparece nas mais 
variadas formações fl orestais, com ênfase no sul 
do país, especialmente nos estados de São Paulo, 
Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul po-
dendo ser encontrada desde Cuba, Jamaica, Porto 
Rico, Ilhas Virgens, Trinidade e Tobago, México, 
América Central e do Sul, principalmente Bolívia, 
Paraguai até o Uruguai (43, 44). É uma planta pere-
nifólia, heliófi ta, seletiva higrófi ta, característica e 
preferencial dos sub-bosques dos pinhais, menos 
frequente na fl oresta umbrófi la densa e rara na 
fl oresta estacional semidecídua (45). Por ser planta 
pioneira, ocorre com grande frequência nas for-
mações secundárias, como capoeiras e capoeirões. 
Como planta medicinal, suas porções mais utili-
zadas são a casca e as folhas (45). Apresenta-se dis-
tribuída em quase todo o território nacional e se 
destaca por sua copa globosa e densa, com fl ores 
de coloração creme, de cheiro forte, regularmente 
distribuídas ao longo dos ramos extremos. É uma 
das poucas espécies fl orestais melíferas durante o 
inverno. Como planta rústica é bastante comum 
em beira de estradas e ao longo de cercas. Suas 
folhas são usadas como depurativas, antirreumá-
ticas, cicatrizantes e anti-infl amatórias; além de ter 
excelente ação contra picadas de jararaca e cascavel 
através do uso de infusão da casca. É empregada 
para outros fi ns, tais como em produtos madeirei-
ros (cochos, esculturas, gamelas, objetos ortopédi-
cos, tamancos, celulose e papel, construção civil, 
canoa, jangada, lenha, carpintaria e marcenaria), 
produtos não madeireiros (atividades apícolas, re-
curso para fauna, medicinal, ornamental, produto 
bioquímico, substâncias tanantes) (46-48). 

A C. sylvestris (FIGURA 1) é uma das poucas 
espécies fl orestais nativas que estão na Lista Na-

cional de Plantas Medicinais do Sistema Único de 
Saúde (RENISUS). A maioria das espécies citadas 
no RENISUS são exóticas, o que é indicativo da 
falta de conhecimento tradicional, problema liga-
do ao desmatamento histórico, extração predató-
ria e consequente descaracterização das culturas 
locais (49).

Figura 1: Aspectos da C. sylvestris. A: árvore, 
B: detalhe das folhas, C: infl orescência, D: exsicata 
dos galhos.

Fotos: A e B, Luis Carlos Marques. C: Ale-
xandra C. H. F. Sawaya (usadas com permissão). 
D:    http://refl ora.jbrj.gov.br/refl ora/herbarioVir-
tual/ConsultaPublicoHVUC/ConsultaPublicoH-
VUC.do?idTestemunho=245991 Acesso 14/8/201.

Composição química da C. sylvestris

Da Silva (22) analisou a composição química de 
várias amostras de C. sylvestris utilizando a cro-
matografi a líquida de alta efi ciência, com detecção 
no ultravioleta (HPLC-UV), demonstrando que 
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existe grande variabilidade no conteúdo de rutina 
entre os indivíduos dentro e entre as populações 
estudadas (3,07 a 12,99 mg/g peso seco). As com-
parações estabelecidas entre as populações e entre 
os dois biomas estudados (cerrado e mata atlânti-
ca) em relação aos teores de rutina mostraram que 
as populações do cerrado foram as que apresenta-
ram os valores significativamente maiores. O óleo 

essencial das folhas apresentou um componente 
majoritário, o biciclogermacreno (67,19 %), sendo 
que todos os outros componentes apresentaram 
teor relativo inferior a 9,0 % (50). Outros trabalhos 
realizados com óleo essencial de folhas de C. syl-
vestris também demonstraram que o bicicloger-
macreno era um dos componentes (Tabela 1) (36, 

50-54).

Outros autores (35) estudando amostras de C. 
sylvestris por HPLC-DAD demonstraram que 
existe um perfil metabólico mais complexo em 
folhas e flores.  Nas análises, foram identificadas 
casearinas ou a caseargrewiina F em folhas, flores e 
madeira do caule. Já o diterpeno b foi identificado 
na madeira e na casca do caule e na raiz. 

As análises realizadas indicaram a presença de 
diterpenos clerodânicos típicos de Casearia em 
todos os órgãos avaliados. Nos métodos cromato-
gráficos foram utilizados padrões, o que conferiu 
maior confiabilidade aos resultados qualitativos 
obtidos. Os resultados obtidos indicaram per-
fil metabólico mais complexo em folhas e flores. 
Foram obtidos perfis fitoquímicos de todos os ór-
gãos, os quais podem ser utilizados na obtenção 
de substâncias de interesse relacionadas a proprie-
dades farmacológicas exibidas pelos extratos da 
planta (35).      

Aguilar (36) realizou uma cromatografia em ca-
mada delgada (CCD) de extratos (hexânico, eta-
nólico e em acetato de etila) de diferentes partes 
(folhas e flores) de C. sylvestris. Através dos valores 

Tabela 1:  Constituintes principais1 no óleo de folhas de C. sylvestris Sw.

Substância identificada1 Período
Manhã Tarde

Longifoleno 1,8% 3,2%
β-Selineno 4,2% 5,2%
Germacreno-D 79,2% 66,2%
Germacreno-B 14,8% 13,7%
β-Gurjuneno - 1,1%
d-Gurjuneno - 2,2%
Biciclogermacreno - 3,6%

¹constituintes principais (teor relativo maior que 1%) (50).

de fator de retenção (Rf) de manchas dos extratos 
foi possível observar a presença de casearina X nos 
extratos EHFL (extrato hexânico da flor), EHFO 
(extrato hexânico da folha), EAFL (extrato em ace-
tato de etila da flor) e EAFO (extrato em acetato 
de etila da folha). A presença de caseargrewiina F 
foi verificada em todos extratos incluindo o EEFL 
(extrato etanólico da flor) com exceção do EEFO 
(extrato etanólico da folha). A casearina B não foi 
identificada em nenhum dos extratos (36). A mes-
ma autora quantificou os diterpenos nos diferentes 
extratos, expressos em caseargrewiina F. O extrato 
da folha em hexano (EHFO) foi o que apresentou 
o maior teor de diterpenos, de 40,59 %, seguido do 
extrato em acetato de etila da folha, de 28,18 % (36).  

Visando a descoberta de novos compostos an-
titumorais da flora brasileira, as folhas frescas de 
C. sylvestris foram extraídas por arraste a vapor, 
obtendo-se um óleo amarelo pálido. A análise de 
seus componentes químicos foi realizada por cro-
matografia gasosa associada à espectrometria de 
massas (GC-MS). Esta análise permitiu a identifi-
cação de vinte e três substâncias, correspondendo 
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a 98,73% da composição total do óleo. O óleo mos-
trou-se composto principalmente por α-zingibe-
reno (48,31%), seguido de E-cariofileno (14,27%), 
γ-muuroleno (5,16%), viridifloreno (5,07%) e aco-
radieno (4,11%) (37, 38). 

A combinação de parâmetros rigorosamente 
otimizados utilizando um planejamento experi-
mental (DOE) que abrangeu tanto a extração de 
amostras como o método cromatográfico, per-
mitiu que tanto os compostos fenólicos como os 
diterpenos do tipo clerodano fossem identificados 
como metabólitos secundários de C. sylvestris. 
Uma abordagem metabolômica foi essencial para 
encontrar o maior número possível de metabólitos 
secundários, resultado de um extrato de C. sylves-
tris muito complexo (27). 

Outros diterpenos foram também identificados 
em C. sylvestris, silvestrisida A, silvestrisida B, sil-
vestrisida C, silvestrisida D e silvestrisida E. Sesqui-
terpenos, fenilpropanoides, flavonoides, esteróides 
e outras substâncias fenólicas também foram iden-
tificadas (40, 57, 58).

Atividade biológica da C. sylvestris

De acordo com Santos et al. (56) as indicações 
como antiofídico, antitérmico, cicatrizante e no 
tratamento de úlceras e gastrites são as mais ci-
tadas na literatura, sendo as folhas as partes mais 
utilizadas, seguidas por cascas do caule e raízes. Os 
resultados de um estudo demonstram que o extra-
to hidroalcóolico de C. sylvestris Sw (C. sylvestris) 
apresentou atividade hipotrigliceridemiante em 
ratos machos adultos da linhagem Wistar, o que 
pode justificar o seu uso popular na redução de 
peso (40,59). Também foi relatada a sua ação antihi-
perlipidêmica (uso popular) (60) e antitumoral (38, 

46, 61-63). A ação anti-inflamatória e antioxidante da 
C. sylvestris foi relatada (64). Também foi relatada 
a atividade de casearinas isoladas de C. sylvestris 
contra leishmania e Trypanosoma cruzi (15, 37, 65, 66).

Um estudo realizado por Brant et al. (67) de-
monstrou que o extrato metanólico de C. sylvestris 
reduziu os lipídios séricos e o estresse oxidativo 
quando administrado oralmente a camundongos 
Swiss and LDLr-null. Além disso, foi possível pre-

venir o engrossamento das artérias induzido pela 
dieta rica em gorduras e inibir a agregação plaque-
tária in vitro.

Gusman et al. (68) descreveram a ação anti-infla-
matória da C. sylvestris através de um mecanismo 
de inibição da produção de TNF-𝛼 de maneira de-
pendente da concentração do extrato.

Em um estudo realizado com a C. sylvestris, 
ficou demonstrado que o extrato metanólico das 
folhas dessa planta possui um efeito hipolipidêmi-
co (com a redução da LDL, VLDL, triglicerídeos e 
aumento de HDL) e protetor do endotélio (reves-
timento interno dos vasos) em camundongos com 
dieta hiperlipídica (rica em gorduras) auxiliando 
assim na prevenção do estreitamento das artérias 
e da agregação plaquetária que ocorrem na ateros-
clerose (67, 69).

Segurança de uso da C.sylvestris

Os resultados do estudo de toxicidade aguda 
indicaram que a DL50 (dose letal a 50%) é superior 
a 2000mg/kg e a toxicidade oral de vinte e oito e 
noventa dias mostrou que não foram detectados 
efeitos tóxicos em nenhum dos parâmetros ava-
liados: peso corporal e peso relativo do órgão, 
alterações gerais de comportamento, parâmetros 
hematológicos e bioquímicos, e exames histopato-
lógicos. Com base neste resultado, foi sugerido que 
o extrato hidroetanólico de C. sylvestris pode ser 
seguro mesmo quando utilizado durante um lon-
go período para fins terapêuticos (70, 71). Entretanto, 
um trabalho desenvolvido por De Araujo et al. (66, 
sobre a toxicidade da C. sylvestris, mostrou que os 
animais apresentaram alterações histológicas su-
gestivas de neurotoxicidade e hepatotoxicidade, 
indicando a necessidade de precaução quanto ao 
consumo de formulações medicinais baseadas na 
planta. Avaliações detalhadas de toxicidade e efei-
tos colaterais também são necessárias para obter 
uma compreensão completa das atividades farma-
cológicas da C. sylvestris (40).

Cordia salicifolia

A árvore da porangaba (Cordia salicifolia, C. 
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salicifolia) é nativa do Brasil, das regiões centrais 
e mais ao norte e nordeste. É um fruto pequeno e 
redondo, de cores vermelhas, semelhantes ao grão 
de café e que também contém cafeína. Daí o nome 
popular cafezinho-do-mato, também pode ser 
encontrada em fl orestas da Argentina e Paraguai. 
Possui propriedades diuréticas, febrífugas (dimi-
nuição da febre) e ajuda a melhorar a circulação 
sanguínea. É comercializada como redutor de ape-
tite, auxiliando o emagrecimento. É conhecida por 
outros nomes populares, tais como, café de bugre, 
café do mato, cafezinho, chá de bugre, chá de frade, 
claraiba, louro mole, louro salgueiro e porangaba 
(23). A porangaba (C. salicifolia), mais comumen-
te encontrada em artigos científi cos como Cordia 
ecalyculata Vell. (Boraginaceae) (C. ecalyculata), 
possui folhas alternas, lanceoladas ou oblongo
-lanceoladas, ápice agudo, planas, membranáceas, 
glabras e estípulas ausentes (72 - 74). Quando adulta, 
possui porte arbóreo, podendo atingir até vinte 
metros de altura por até trinta centímetros de diâ-
metro na base do tronco (Figura 2) (74). 

Saito e Oliveira (73) caracterizaram botânica e 
quimicamente a C.ecalyculata Vell. (Boraginace-
ae). Nesse estudo, os autores já relatavam que a 
espécie poderia ser confundida com outras, entre 
elas Rudgea viburnoides (R. viburnoides). No en-
tanto, estudos caracterizando farmacognostica-
mente as espécies do gênero Rudgea são escassos. 
Apenas a anatomia foliar de Rudgea decipiens e Ru-
dgea macrophylla foi detalhadamente descrita (75). 
Um estudo realizado por Alves et al. (76), teve como 
objetivo a determinação de algumas características 
farmacognósticas das folhas de R. viburnoides, de 
modo a auxiliar na identifi cação taxonômica e no 
controle de qualidade de produtos com elas pre-
parados. Todas as amostras comercializadas como 
congonha e/ou bugre, adquiridas nas ervanarias 
de Belo Horizonte corresponderam à R. viburnoi-
des. Este quadro parece indicar que a espécie é fa-
cilmente reconhecida pelos raizeiros que coletam 
o material para comercialização. Apesar da unifor-
midade encontrada nas amostras, as mesmas são 
comercializadas com nomes e indicações terapêu-
ticas diferentes.

Figura 2: Aspectos da C. salicifolia. A: árvore, 
B: detalhe das folhas com fl ores, C: fruto; D: ramo 
fl orido, E: exsicata e F: desenho das folhas com 
frutos.

Fonte: A, B e C: Dra. Ana Maria Soares Pereira, 
Docente da UNAERP-RP, Brasil; B: Marcio Ver-
di (IFFSC-UFRGS), 2009; D: Sergio Bordignon 
(UFRGS), 2008; E: http://refl ora.jbrj.gov.br/refl o-
ra/herbarioVirtual/ConsultaPublicoHVUC/Con-
sultaPublicoHVUC.do?idTestemunho=2662138. 
Acesso em 14/8/2017. F: SAITO, 1984 (Fotos usa-
das com permissão).

Composição química da C. salicifolia

Apesar da popularidade atribuída ao chá de bu-
gre na medicina popular brasileira, poucos estudos 
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encontram-se na literatura a respeito da composi-
ção química desta planta. Os únicos relatos encon-
trados são referentes à presença de cafeína, sais de 
potássio, alantoína, ácido alantóico (que são parti-
cularmente abundantes nos frutos), hidróxiésteres 
alifáticos, tritriacontano, além de flavonoides, sa-
poninas, taninos e mucilagens (74). O extrato diclo-
rometânico das folhas de C. salicifolia foi estudado 
e, após purificação em colunas de sílica forneceu 
como constituintes principais o (+) espatulenol 
com teores ao redor de 0,53% e do β-sitosterol em 
concentrações de aproximadamente 0,24% (17). O 
(+) espatulenol já tinha sido previamente descri-
to como sendo um componente presente no óleo 
essencial das partes aéreas de outras plantas do gê-
nero Cordia, como por exemplo, Cordia leucomal-
loides Taroda, Cordia curassavica (Jacq.) Roen.& 
Schult (77) e Cordia verbenaceae D.C.(78). Apesar dis-
so, altas concentrações deste componente somente 
foram observadas em C. salicifolia (17, 19). Outros 
componentes também foram identificados como, 
por exemplo, hidrocarbonetos de cadeia longa 
(10 a 30 átomos de carbono), álcoois alifáticos de 
cadeia longa (12 a 28 átomos de carbono) e final-
mente, ácidos graxos, como por exemplo, ácido 
palmítico (27,2%), ácido mirístico (8,4%), ácido 
esteárico (31,2%), ácido oleico (15,7%) e ácido li-
noleico (17,5%) (17, 19). Foi desenvolvido e validado 
um método cromatográfico via HPLC para a de-
terminação qualitativa e quantitativa do marcador 
químico alantoína, presente na C. ecalyculata (C. 
salicifolia). Os valores obtidos para a matéria pri-
ma foram de 0,32% na média, 0,75% para o extrato 
bruto, 0% para a fase hexânica, 0,15% para a fase 
acetato de etila e 1,54% para a fase aquosa (19).

Encontram-se na planta alcaloides, quinonas, 
naftoquinonas, saponinas, taninos, ácidos fenó-
licos, alantoínas, mucilagens, polissacarídeos, 
flavonoides, ciclitóis e ácidos graxos de interesse 
terapêutico e nutricional, como o ácido gamalino-
lênico (19, 78-82).

Atividade biológica da C. salicifolia

Existem poucos relatos na literatura sobre a 
atividade biológica da C. salicifolia. Pesquisadores 

japoneses demonstraram que extratos das folhas 
podem reduzir a penetração do vírus Herpes 1 
(16). Tem sido utilizada popularmente como pro-
motora de emagrecimento (18-21). O componente 
principal do extrato em diclorometano das folhas 
de C. salicifolia, o(+)-espatulenol exibiu uma ati-
vidade muito fraca como inibidor do crescimento 
de Helicobacter pylori in vitro (concentração ini-
bitória mínima de 200 µg/mL) (17). Em contraste 
com o uso popular como antiobesidade, supressor 
de apetite e diurético, nenhum efeito foi detectado 
nesse sentido. Contudo, foi observado efeito hipo-
lipidêmico em ratos normais e diabéticos induzi-
dos por aloxano(83). 

Dos Santos (30) avaliou o efeito de redução 
corporal de extratos de C. salicifolia. Ao final do 
tratamento, a massa corpórea dos animais que re-
ceberam o extrato foi similar ao grupo controle, 
demonstrando a ineficácia da planta na redução 
do peso corporal.

Segurança de uso da C. salicifolia

Existem poucos estudos sobre essa planta, ape-
sar de haver uma comercialização significativa da 
mesma no Brasil. Não há comprovação científica 
destes efeitos descritos como emagrecedores e são 
necessários mais estudos pré-clínicos, clínicos e 
toxicológicos que certifiquem a efetividade e a se-
gurança no uso dessa planta como emagrecedora 
(20).

A toxicidade aguda do extrato hidroetanólico 
das folhas de C. salicifolia foi avaliada (5000 mg/
kg), onde este foi administrado durante 15 dias em 
ratos Wistar machos e fêmeas. No último dia, os 
animais foram necropsiados e alterações macros-
cópicas nos órgãos foram avaliadas. Os resultados 
indicaram ausência de toxicidade do extrato nos 
órgãos, que não promoveu mortalidade e não alte-
rou o comportamento dos animais (84).

A administração oral diária do extrato aquo-
so, nas doses de 20, 100, 200 e 400 mg/kg, por um 
período de noventa dias, não causou modificações 
no ganho de peso corporal, no peso dos órgãos, 
nos parâmetros hematológicos e bioquímicos dos 
animais. Estes resultados indicam que a adminis-
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tração do extrato por um período mais prolongado 
não provocou efeitos de toxicidade nos animais (18).

O extrato hidroetanólico da planta (7:3) não 
mostrou efeito citotóxico e nem genotóxico em ra-
tos machos Wistar (22). 

Araldi et al. (21) relataram que o tratamento 
combinado de C. salicifolia e Spirulina maxima em 
uma dose de 250 a 500 mg/kg provou ser um can-
didato promissor para terapia de redução de peso e 
não exibiu ação mutagênica em células de ratos ou 
humanas. Este efeito, aliado à ausência de efeitos 
adversos comumente observados em outros trata-
mentos similares com fármacos como a sibutrami-
na, mostra grande potencial desses novos candi-
datos na redução da incidência de obesidade em 
combinação com mudanças de estilo de vida como 
educação nutricional e exercícios práticos.

Alves et al. (43) realizaram um estudo a fim de 
determinar algumas características farmacodiag-
nósticas e auxiliar na identificação taxonômica e 
no controle de qualidade de produtos preparados 
das folhas de Rudgea viburnoides, conhecida como 
congonha, congonha-de-bugre e bugre de modo, 
pois na época, esta espécie vinha sendo comercia-
lizada e utilizada em regimes de emagrecimento, 
substituindo a C. salicifolia. 

Outros estudos mostraram que extratos de C. 
salicifolia não apresentaram citotoxicidade e geno-
toxicidade, embora não fossem efetivos no trata-
mento da obesidade (85). 

            
conclusão

Além da confusão gerada pelas característi-
cas morfológicas semelhantes, a possibilidade de 
adulteração de preparações vegetais pode estar 
também ligada a diversidade de nomes vernacu-
lares que são atribuídos às plantas, que podem va-
riar para cada região do Brasil. Nomes populares 
(vulgares ou regionais) variam de local para local, 
de região para região, de um país para outro, po-
dendo uma mesma planta ter diversas denomina-
ções e uma denominação ser comum para diversas 
plantas. No Brasil, diversas espécies são denomi-
nadas “guaçatonga”, uma das plantas utilizadas, 
sendo que a mesma denominação popular somada 

à semelhança vegetativa entre as espécies ocasio-
na, muitas vezes, dificuldades na sua identifica-
ção. Algumas espécies (por exemplo, C. sylvestris 
Sw., Casearia obliqua Spreng. e Casearia decandra 
Jacq.) são muito semelhantes vegetativamente. No 
comércio de plantas as Rubiáceas são habitual-
mente usadas como adulterantes da C. salicifolia. 
A C. sylvestris é utilizada como adulterante de C. 
salicifolia, a qual é comercializada com suposta 
ação emagrecedora, aumentando desta forma, a 
ação antrópica sobre a espécie. Existem relatos de 
profissionais que prescrevem a espécie C.salicifolia 
que quando utilizada em doses excessivas croni-
camente pode ocasionar danos aos rins. A causa 
dessa toxicidade é desconhecida.
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resumo

O uso de vegetais com propósito de utilização como medicamentos tem origens remotas na história 
do homem, no Brasil remonta ao período de pré-colonização, com os nativos habitantes do território so-
mados às contribuições de colonizadores e escravos africanos e expandindo seu nível de aplicação atual-
mente, por ser uma fonte de matérias-primas facilmente obtidas e pela grande diversidade biológica das 
espécies vegetais presentes no território nacional. Antes do uso medicamentoso, é necessário preparar a 
planta e realizar estudos para elucidar a presença e ação dos metabólitos secundários que possuem efei-
tos biológicos e assim realizar extrações para verificar se há a presença de novos metabólitos secundários 
e a cromatografia nas suas várias frentes tem sido amplamente aplicada nesta linha de estudo, onde há 
a possibilidade de se realizar desde a triagem por atividades biológicas de interesse, como por exemplo, 
cromatografia em camada delgada com verificação da atividade inibitória em microrganismos ou antio-
xidantes até a classificação por classe e estrutura molecular, através de técnicas mais avançadas, mas já 
consolidadas, como cromatografia de alto desempenho, cromatografia gasosa e as abordagens das três 
técnicas hifenizadas com espectroscopia de massas, na qual é possível criar bancos de dados complexos 
contendo os metabolomas de cada espécie investigada. No entanto, não há trabalho em que a convergên-
cia de todas essas técnicas ocorra com a exposição dos principais avanços e perspectivas.

Palavras-chave: Fitoquímica, triagem cromatográfica, TLC, HPLC e GC

introdução

Em 1993, foi proposta a Convenção sobre Di-
versidade Biológica (CDB), sendo o Brasil o signa-
tário e o gestor do maior patrimônio de biodiver-
sidade do mundo, já que existem mais de 46 mil 
espécies da flora catalogada no território nacional. 
A grande variedade de espécies deriva da diversi-
dade de biomas presentes no Brasil e é devido a 
esta grande biodiversidade que o Brasil tem poten-
cial para se tornar referência no mercado mundial 

de ervas medicinais (MMA, 2015)
O conhecimento das plantas medicinais, que 

no Brasil deriva de nativos, africanos e colonizado-
res, ganharam força em virtude da inserção desse 
conhecimento, unindo-se às ações da política de 
saúde pública inserindo protocolos para o uso de 
47 plantas que têm seus efeitos bem estabelecidos 
bem como os testes de novas plantas e regulamen-
tações através da Política Nacional de Práticas Inte-
grativas e Complementares (PNPIC) e da Política 
Nacional de Plantas Medicinais e Ervas Medicinais 
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Gráfico 1 - Número de espécies catalogadas no Brasil, indicando o grande número para angiospermas 
que são as principais fontes de estudo para uso como medicamento (Adaptado de Sistema de flora do 
Brasil 2020, disponível em http://floradobrasil.jbrj.gov.br, Autorizada pelos autores Cavalaro, V., Olivei-
ra, C.R.).

(PNPMF) no Sistema Único de Saúde (SUS), bem 
como métodos de controle de qualidade através da 
revisão da Farmacopeia Brasileira (FB), que nesta 
sexta edição incluiu 150 monografias referentes a 
plantas medicinais, o que mais uma vez reforça que 
este setor possui grande posição estratégica para o 
país. (Antônio, Tesser e Moretti-Pires, 2014; MA-
TOS, 2017; Carvalho et al, 2011 e ANVISA, 2011).

O uso de plantas medicinais se deve à ativida-
de farmacológica de seus metabolitos secundários, 
facilidade de obtenção da matéria-prima e fonte 
de moléculas facilmente biodegradáveis, de modo 
que as atividades de pesquisa em Fitoquímica são 
realizadas com o objetivo de elucidar ou avaliar a 
presença de compostos químicos que constituem 
as espécies das plantas estudadas e, em geral, as eta-
pas iniciais dos estudos em Fitoquímica seguem o 
racional apresentado na figura 1, onde o primeiro 
passo é a seleção das espécies vegetais e busca dos 
grupos de metabolitos secundários ou por uma 
classe específica, após se segue para a pesquisa e 
coleta das espécies em seu ambiente nativo, é nesse 
estágio que deve ser preparada uma exsicata com 
a identificação da planta e os dados do momento 
da coleta, caso a espécie vegetal seja desconhecida 

ocorre primeiro a identificação botânica, com uso 
da exsicata, para depois realizar a caracterização 
fitoquímica. É então definido se as moléculas de 
interesse devem ser extraídas da amostra fresca ou 
se devem ser secas e estabilizadas. Finalmente, a 
extração ocorre pela adoção do método mais cor-
reto para o tipo de metabolito escolhido. (SIMOES 
et al., 2007; AL-RUBAYE; HAMMED; KADHIM, 
2017).

Após a extração dos metabolitos antes da 
avaliação da atividade biológica, a estrutura da 
molécula deve ser esclarecida para identificar 
os grupos de atividade ou grupos de substân-
cias presentes. Existe a possibilidade de carac-
terização direta nos tecidos do material vegetal 
com grandes riscos de criar falsos positivos ou 
mesmo de não identificar grupos de grande im-
portância e novos compostos. Assim, a extração 
torna-se necessária, como mostrado na figura 1. 
Após a extração, as reações químicas em tubos 
de ensaio serão usadas para verificar a precipi-
tação ou alteração na coloração devido à presen-
ça de grupos funcionais conhecidos ou classes 
de metabolitos secundários, mas essas técnicas 
são muito simples já que revelam a presença de 
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Figura 1 - Esquema do protocolo para o início do estudo da Fitoquímica, da escolha para obter o 
extrato vegetal. (Autorizada pelos autores Cavalaro, V., Oliveira, C.R.)

grupos de metabólitos secundários sendo qua-
litativas e não são usadas para quantificação 
dos principais metabólitos secundários (marca-
dores) e não revelam maiores detalhes sobre a 
estrutura molecular do metabólito, sendo assim 
impossível identificar se o composto estudado é 
um novo metabólito secundário ainda não cata-
logado. Assim, é extremamente comum proce-

der às etapas de identificação por cromatografia 
de camada delgada (TLC), cromatografia líqui-
da de alta eficiência (CLAE) e cromatografia ga-
sosa (CG), ambas passíveis de serem acopladas à 
espectrometria de massa, espectroscopia de in-
fravermelho com transformação de Fourier(IV-
TF) e ressonância magnética nuclear do carbo-
no e hidrogênio (RMN).

Portanto, a cromatografia aplicada à triagem 
em fitoquímica pode ser resumida como técnicas 
de separação e isolamento, com abordagens quali-
tativas e quantitativas, de misturas complexas nas 
quais elas precisam interagir com uma fase esta-
cionária e através de uma fase móvel que flui conti-
nuamente por um determinado tempo controlado 

ocorrerá a separação em momentos distintos que 
variam de acordo com os níveis e tipos de intera-
ções do composto com fase estacionária e da fase 
móvel e, finalmente, os compostos separados, cha-
mados eluidos, são detectados por metodologia de 
reação (nos casos de TLC) ou por um detector ins-
trumental que varia desde absorção no ultravioleta 
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até intensidade de íons. (SIMOES et al., 2007)
Assim, se pretende fornecer uma revisão siste-

mática da literatura com as técnicas de identifica-
ção e elucidação de estruturas nos compostos de 
plantas mais amplamente utilizados abrangendo as 
técnicas cromatográficas de TLC, CLAE e CG para 
orientar iniciantes nas ciências farmacognósticas 
onde a fitoquímica é um dos estágios de grande 
importância para a descoberta de novos compos-
tos vegetais com atividades biológicas relevantes.

materiais e métodos

Uma revisão da bibliografia extensiva foi reali-
zada através da pesquisa de artigos científicos em 
revistas indexadas nas principais bases de dados, 
como BIREME, PubMed, Medline, Science Direct 
e Google Acadêmico, utilizando descritores como 
fotoquímica e análise, caracterização de extratos de 
plantas, perfil de metabolismo vegetal e metabóli-
tos secundários das plantas de 2014 a 2018, foram 
considerados artigos que tratam da demonstração 
da aplicação de cada técnica e suas vantagens.

Cromatografia da camada delgada, da sepa-
ração aos estudos de atividade biológica

A cromatografia em camada delgada (TLC) é 
uma técnica amplamente utilizada na área croma-
tográfica devido à simplicidade, uma vez que não 
requer equipamentos complexos e treinamento ex-
tensivo dos praticantes bem como a identificação 
e determinação de compostos em uma amostra, 
determinação dos melhores solventes para a sepa-
ração, aceitação de grandes quantidades de amos-
tras, menor tempo de análise e sem necessidade de 
limpeza exaustiva das amostras, por exemplo, com 
a aplicação de extratos vegetais em bruto. (KOKO-
TKIEWICZ, A. et al, 2018)

Nos últimos anos, uma das principais vanta-
gens da triagem de compostos por TLC foi a possi-
bilidade de verificação de propriedades biológicas 
por análise de efeito direto (AED), ou seja, a pos-
sibilidade de separação de compostos (voláteis ou 
não voláteis) ligados a um ensaio (TLC -DPPH) é 
um exemplo, testes antiestrogênicos, antimutagê-

nicos ou antimicrobianos e são geralmente referi-
dos como bioautografia (TLC-B). (CHOMA, I.M., 
JESIONEK, W., 2014;;JESIONEK, W.; MAJER-
DZIEDZIC, B.; CHOMA, I.M., 2015)

Lembrando que, antes da verificação da ati-
vidade biológica através da abordagem TLC-B, a 
eficácia de separação verificada em paralelo, seja 
por desenvolvimento com luz ultravioleta de com-
primento longo ou curto ou por soluções de reve-
lação como Draggendorf. A eficácia da separação 
cromatográfica será verificada pelo fator de retar-
damento (FR), pela relação da distância percorrida 
pelo composto pela distância percorrida pelo sol-
vente (figura 2). (IUPAC, 2016).

Figura 2 - Esquema de aplicação por mancha 
em ponto ou mancha em banda e cálculo de RF 
para TLC realizado antes do ensaio TLC-B. (Au-
torizada pelos autores Cavalaro, V., Oliveira, C.R.)

A TLC se mostrou ser o método ideal para a 
hifenização de métodos indicativos de atividade 
biológica, uma vez que a separação cromatográfica 
dos componentes ocorre em um sistema aberto, 
existe a possibilidade de separação de numerosos 
compostos em paralelo e a evaporação facilitada 
dos solventes. Dentro das possibilidades do TLC
-B, existem três variantes possíveis: (CHOMA, I.; 
JESIONEK, W., 2014):
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a. TLC de bioautografia direta, onde a separa-
ção biológica e o ensaio devem ser visualizados di-
retamente na placa de cromatografia, neste ensaio 
ocorre a possibilidade de usar TLC-DPHH ou en-
saios de redução de3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio de brometo (MTT);

b. TLC de bioautografia de contato, a placa de 
cromatografia com os compostos separados de-
vem ser colocadas contra uma placa de agar pre-
viamente inoculada com microorganismos de in-
teresse.

c. TLC de bioautografia de sobreposição, onde 
a placa de cromatografia com os compostos resol-
vidos deve ser colocada sobreposta por uma fina 
camada de Agar contendo microorganismos.

Foi indicado por Choma, Jesionek (2014) e 
Kokotkeiwicz (2017) que tanto as aplicações por 
mancha em ponto quanto as aplicações de man-
chas em banda/traço (Figura 2) foram eficazes 
contra as diferentes técnicas de TLC-B, onde a 
técnica pontual se apresentou mais adequada para 
a verificação da atividade antimicrobiana e aplica-
ções em banda indicadas para verificar a atividade 
antioxidante e enzimática.

De acordo com Choma e Jesionek(2014), ainda 
existe a possibilidade de que, após a corrida cro-
matográfica em TLC, seja necessária a elucidação 
estrutural das moléculas de interesse através de 
hifenização em espectroscopia infravermelha (IV) 
com TLC-IV ou hifenização em espectroscopia 
de massa (MS) com TLC-MS, sendo necessária a 
extração das moléculas das partículas de sílica da 
placa de TLC após raspar as bandas de interesse.

Cromatografia líquida de alta eficiência, do 
arranjo de fotodiodo à espectrometria massas

A cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE) usando o detector de absorbância no ul-
travioleta e visível é amplamente utilizada nos es-
tudos de triagem e quantificação de metabólitos 
secundários devido à alta velocidade de obtenção 
dos resultados, identificação e quantificação de 
substâncias em pequenas concentrações, a grande 
capacidade de separação de compostos complexos 
em frações polares e apolares dos extratos vegetais 

devido à grande variação das colunas cromato-
gráficas disponíveis no mercado, a possibilidade 
de isolamento de frações através de técnicas pre-
parativas e a obtenção de perfis ao usar detectores 
de fotodiodos (PDA) e espectrometria de massa 
(MS). (Pang, B.. et. al., 2016)

A difusão da aplicação da CLAE na fitoquímica 
deve-se à necessidade de mapeamento, monitora-
mento e, ao mesmo tempo, quantificação de vários 
compostos presentes em extratos de plantas, neste 
nível de estudo o nome de metaboloma é adotado. 
Além disso, a alta reprodutibilidade da técnica 
para monitorar e qualificar/quantificar metaboli-
tos secundários já conhecidos, chamados marca-
dores, garante o uso desta técnica em controles de 
qualidade, garantindo as quantidades mínimas em 
cada extrato, ao padronizar os extratos de plantas 
e garantir as identidades dos extratos, dado que a 
CLAE permite a separação de uma quantidade di-
versa de moléculas, dificultando assim a contami-
nação cruzada ou a falsificação.

Nas análises de CLAE, é possível identificar os 
compostos eluídos ao avaliar o tempo de retenção 
de cada composto (TR), avaliar os perfis gerados 
pelo tempo de retenção relativo (TRR) ao comprar 
os compostos eluídos com um marcador específi-
co, verificar as diferenças dos espectros UV extra-
ídos gerados por cada composto permitindo iden-
tificações e comparações quando a análise ocorre 
com detectores de fotodiodo (varredura no espec-
tro ultravioleta e visível (UV-Vis)) e quantificação 
usando um padrão de referência com uma con-
centração conhecida por realizar da integral das 
curvas gaussianas (picos) e comparar a área obtida 
do composto padrão e o composto a quantificar, 
podendo ser da mesma molécula em análise ou 
molécula quimicamente semelhante, mas com um 
tempo de retenção similar. (Pang, B.. et. al., 2016; 
VINAXIA et al., 2016).

A Figura 3 representa um cromatograma ob-
tido com detector de arranjo de diodos (gráfico 
gerado pelo software de processamento de dados 
de HPLC, tempo versus a absorbância) represen-
tando o perfil dos metabólitos secundários hi-
potéticos encontrados em um extrato de planta. 
Cada composto (numerado 1 a 7) aparece como 
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uma curva gaussiana (pico) em um determinado 
momento, para o pico 4 foi realizado extração do 

espectro UV que identifica a substância. Para os 
picos 2 e 7 TRR foi calculado como exemplo.

Figura 3 - Cromatograma representativo que ilustra uma análise de extrato de plantas com a separa-
ção identificada pelas RTs dos metabolitos secundários por detecção de DAD, com subsequente extração 
do espectro de ultravioleta para construir um perfil do extrato auxiliando pelo cálculo exemplificado de 
RRT. (Autorizada pelos autores Cavalaro, V., Oliveira, C.R.)

Outra maneira de monitorar o metaboloma 
presente no extrato, bem como construir o perfil 
do metabolismo e quantificá-lo via detecção por 
espectrometria de massa (MS). A técnica de CLAE 
hifenizada à espectrometria de massa (CLAE-MS) 
é caracterizada pela abundância relativa na amos-
tra dos metabolitos secundários quando ionizados 
em relação à sua massa, ou seja, massa / carga (m 
/ z). O detector consiste em: uma fonte de ioniza-
ção que introduz e ioniza o eluído do CLAE, que é 
então passado através de um analisador de massa, 
onde ocorre a separação e seleção das massas de 
interesse. (POTTERAT; HAMBURGUER, 2014).

O mais comum no mercado, o modelo qua-
drupolar simples ou Tandem quadrupolo (isto é, 
permite a fragmentação das moléculas e ajuda na 
elucidação estrutural) e o tempo de voo (TOF) que 
separa as moléculas pelo seu tempo de voo de ma-
neira predeterminada. Os primeiros são dispositi-
vos de massa de baixa resolução, ou seja, eles indi-
cam exatidão na decimal (10-1) da m/z verificada e 
o segundo é um analisador de alta resolução, que 
pode atingir o décimo de milésimo (10- 4) da m/z 
verificada, com um alto poder de identificação di-

reta de moléculas, pois usa o conceito de defeito de 
massa, servindo como uma verdadeira impressão 
digital (fingerprint) de moléculas. Após a molécula 
cruzar os analisadores de massa, a detecção ocorre 
em um fotomultiplicador que converte o sinal em 
picos criando cromatogramas também com curvas 
gaussianas (picos) pela variação de tempo contra a 
abundância relativa do do íon, portanto é possível 
a extração dos espectros de massas fragmentadas 
ou isótípicas (Figura 4).

Foi descrito por Jesionex, Majer-Dziedzic e 
Choma (2015); Vinaxia, (2016), Keskes (2017) e 
Potterat e Hambuerguer (2014), que a técnica de 
CLAE-MS ou CLAE-MS-MS (para detectores com 
analisadores Tandem ou Tandem-TOF) tem sido 
de grande importância para garantir a elucidação 
estrutural e para a confirmação da presença dos 
metabolitos ou mesmo a identificação de novos 
metabolitos com potencial biológico. Além dis-
so, com a possibilidade de elucidação estrutural, 
existe a possibilidade de verificar o metabolismo 
completo, não apenas o metabolito secundário de 
interesse, mas também as moléculas progenito-
ras, auxiliando na compreensão do metabolismo 
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Figura 4 - Cromatograma representativo com extração do espectro de massas fragmentadas do pico 
4 para avaliar a elucidação estrutural..(Autorizada pelos autores Cavalaro, V., Oliveira, C.R.)

da planta ou metaboloma. A forma de ionização 
por ser mais suave garante alta reprodutibilidade 

da técnica e, portanto, armazenamento e troca de 
bases de dados entre laboratórios.

Cromatografia de gasosa e espectrometria 
massa

A cromatografia gasosa (GC) é largamente uti-
lizada para a análise de compostos apolares, óleos 
essenciais, ácidos gordurosos, lipídios e alcalói-
des que, embora não voláteis, podem ser quali/
quantificados com reações de derivação de silano 
para reduzir o ponto de ebulição, mas se deve ter 

em mente que tais reações podem gerar muitos 
subprodutos, uma vez que ocorrem em extratos de 
plantas. Além disso, possui grande aplicabilidade 
no controle de qualidade, como por exemplo, aná-
lise de fenóis para vinhos entre outros. (AL-RU-
BAYE; HAMMED; KADHIM, 2017) A Figura 5 
representa um cromatograma típico por análise de 
GC onde o pico 1 indica a eluição do solvente de 
diluição da amostra.

Figura 5 - Cromatograma esquemático de cromatografia em fase gasosa, representando a saída do 
solvente (1) e outros picos dos metabolitos secundários (2,3 e 4). (Autorizada pelos autores Cavalaro, V., 
Oliveira, C.R.)
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Ao contrário da CLAE, a diversidade das co-
lunas cromatográficas não é abundante no CG e 
a fase móvel deve ser um gás inerte que limita o 
potencial de separação uma vez que os compos-
tos devem ter diferentes pontos de ebulição para 
garantir que os compostos sejam resolvidos além 
da necessidade de a fase estacionária permane-
cer em um forno com rampas de aquecimento 
ou aquecimento constante (técnica com grande 
tempo de análise) para garantir a separação cro-
matográfica. Finalmente, existem dois detectores 
de uso muito comum, como a condutância tér-
mica (TCD) que verifica as diferenças na condu-
tividade térmica do material eluído da separação 
do forno para interpretação como compostos 
distintos e é ideal para a separação com detecto-
res de massa, uma vez que não são destrutivos e 
detectores de ionização de chama (FID), onde o 
material eluído é ionizado em uma chama de hi-
drogênio com alta potência redox, criando espé-
cies iônicas (destruição da amostra) que, devido à 
diferença de carga, geram os sinais interpretados 
como compostos diferentes em ambos os casos o 
cromatograma é gerado em relação a intensidade 
do sinal pelo tempo. Assim, para a construção de 
perfis de metabolitos secundários e quantifica-
ções, se torna necessário usar substâncias de re-

ferência com concentrações conhecidas. Apesar 
das limitações, esta é uma técnica amplamente 
difundida, devido às facilidades de instalação e 
operação de baixo custo. (EL SOHLY et al., 2017, 
VINAXIA et al., 2016).

A técnica CG tem uma boa perspectiva, uma 
vez que pode ser facilmente acoplada a um detec-
tor de massa, permitindo a criação de perfis de 
metabolomas vegetais ricos em informações, uma 
vez que nesta técnica é possível analisar numero-
sos compostos das fases oleosas, além de CLA-
E-MS, a possibilidade de agregar informações a 
partir de bancos de dados disseminados, uma vez 
que ambas as técnicas foram amplamente utili-
zadas e descritas na literatura. (VINAXIA et al. 
2016; HAMEED, ADNAN E HADHIM, 2015; 
KESKES et al. 2017 e GALINDO et al., 2017). 

No entanto, Vinaxiaet al (2016) infere que ao 
usar espectrometria de massa hifenizada a CG 
a intensidade de carga elétrica para ionização é 
mais pesada, cerca de 70 eV, quando comparada 
à CLAE-MS, sendo assim um processo menos 
reprodutível quando comparados, gerando erros 
na interpretação uma vez que substâncias com 
similaridade espectral a partir da degradação ou 
envelhecimento da amostra podem criar espécies 
com m/z similar.

Figura 6 - Resumo esquemático da matriz de decisão para protocolos de teste em fotoquímica com 
abordagem cromatografia, indicando a necessidade de selecionar a fração de extrato e os testes necessá-
rios. (Autorizada pelos autores Cavalaro, V., Oliveira, C.R.)
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conclusão

Portanto, foi possível verificar que a croma-
tografia foi amplamente utilizada nos estudos de 
triagem fitoquímico para identificar novos com-
postos, bem como a confirmação de compostos já 
conhecidos. Existem possibilidades de verificação 
da atividade biológica dos metabólitos da planta 
e a grande importância da elucidação estrutural 
desses compostos e a elucidação dos metabolomas 
para uma melhor compreensão da fisiologia das 
plantas e sua aplicabilidade para fins farmacêuti-
cos, uma vez que é uma área de grande crescimen-
to e importância estratégica. A figura 6 resume as 
etapas de triage por cromatografia.
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resumo

A produção de biossimilares ou biofármacos com patentes expiradas pode ser uma oportunidade 
de crescimento para a indústria biofarmacêutica no Brasil. Entende-se por atividade biológica a habili-
dade ou capacidade específica do produto em obter um efeito biológico definido. Ela serve a múltiplos 
propósitos, na avaliação da qualidade do produto, sendo necessária para a caracterização e análise de 
medicamentos biossimilares, quando de sua comparação com um produto referência. Nessa breve re-
visão, o principal objetivo é explorar de forma mais critica o desenvolvimento e padronização de novas 
metodologias, que possam avaliar a atividade biológica de biofármacos e biossimilares, sob a luz de rever 
os principais modelos celulares utilizados, para desafiar a potencialidade dessas moléculas de atividade 
biológica, comparado com os modelos clássicos de células da linhagem murinas ou leveduras.  A evolu-
ção de estudos bioanalíticos em torno desse assunto poderá contribuir para a disponibilização de testes 
de atividade biológica de maior precisão, gerando resultados mais conclusivos e seguros para os testes 
clínicos de fase I, II e III, no processo de regulamentação dos biossimilares. Além disso, futuramente a 
aplicação de testes de avaliação biológica com mais recursos analíticos, poderão ser indicados também 
como referência metodológica para classes diversas medicamentosas de biofármacos.

Palavras-chaves: Biofármacos. Biossimilares. Métodos alternativos.

Biotecnologia e medicamentos 
biotecnológicos

Biotecnologia pode ser definida como o uso 
dos organismos vivos para solucionar problemas 
ou desenvolver produtos novos, úteis, processos 
ou serviços [1]. Estes podem englobar tecnologias 
de diversos níveis, desde uma fermentação para a 
produção de alimentos e bebidas até tecnologias 
modernas de manipulação genética que resultem 
na produção de proteínas com aplicações terapêu-

ticas [2]. A biotecnologia moderna surgiu no iní-
cio dos anos 1970 como resultados de descobertas 
científicas no campo da engenharia genética e se 
tornou uma das maiores ferramentas de pesquisa 
científica. O desenvolvimento de inovação indus-
trial no campo da biotecnologia moderna se apoia 
na compreensão de princípios científicos funda-
mentais, e sua base científica foi resultado do de-
senvolvimento da biologia molecular durante o 
século XX. Essa tecnologia revolucionou as ciên-
cias biológicas sobre tudo a capacidade de clonar 
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genes humanas em microrganismos, embora esse 
impacto possa ser percebido em diversas áreas do 
conhecimento, uma de suas maiores influências 
foi sentida na área de medicamentos, surgindo a 
utilização do termo fármaco biotecnologia, para 
designar a aplicação da biotecnologia em ciências 
farmacêuticas [3]. Medicamentos biológiocos de 
origem recombinantes ou medicamentos biotec-
nológico são aqueles produzidos a partir de siste-
mas vivos, que possuem em formulação peptíde-
os,   proteínas ou ácidos nucléicos (DNA e RNA) 
de ação farmacológica denominados biofármacos. 
Essas biomoléculas possuem estrutura molecular 
extensa, complexa e inerentemente heterogênea 
[4]. Os primeiros biofármacos surgiram na década 
de 1980 e vêm ocupando atualmente um espaço 
cada vez maior no mercado farmacêutico. O Food 
and Drug Administration (FDA), órgão de ad-
ministração federal dos EUA, aprovou a insulina 
humana como o primeiro produto biológico para 
uso clínico em seres humanos, a qual simboliza 
um marco na história da revolução farmacobioló-
gica, desenvolvida pela Genentech, mas licenciada 
pela Eli Lilly, que a produz desde 1982. Naquela 
época, o produto tinha um mercado de aproxima-
damente 700 milhões de dólares anuais somente 
nos EUA. No Brasil esse trabalho foi realizado pelo 
grupo do professor Spartaco Astolfi Filho, com fi-
nanciamento da Biobrás, do Programa de Apoio 
ao Desenvolvimento Científico e Tecnológico e da 
FINEP, dentro do convênio UnB/Biobrás e paten-
teado nos EUA [5].

Outro exemplo é o caso da Eritropoietina, em-
pregada  no tratamento de anemia e coadjuvante 
no tratamento do Câncer. Atualmente essa subs-
tância, que obteve registro em 1989, é o biofárma-
co mais vendido no mundo, fatura uma receita 
anual superior a US$ 10 bilhões. Segundo os bio-
fármacos mais importantes são: Fatores sanguíne-
os: (Fator VIII e IX) e Agentes tromboembolíticos, 
Hormônios: (Insulina, Hormônio de Crescimen-
to, Gonadotróficos), Citocinas: (Interferon-α, β, 
γ, Interleucinas); Fatores de crescimento hema-
topoiéticos: (Eritropoetina, Fatores estimuladores 
de colônias hematopoiéticas); Fatores de cresci-
mento: (Fator de crescimento epidérmico); Imu-

nobiológicos: (Soros, Vacinas e Anticorpos mo-
noclonais) e Enzimas terapêuticas: (Asparaginase, 
DNase, Superóxido dismutase, Lactase). Atual-
mente, cinco entre os dez medicamentos mais 
vendidos no mundo já são biológicos e as vendas 
de medicamentos produzidos por biotecnologia 
representam 31% das vendas dos 100 medicamen-
tos mais vendidos. Esta proporção deve subir para 
40% em 2018, com oito produtos biotecnológicos, 
dos quais seis anticorpos monoclonais, entre os 
dez mais vendidos, segundo o boletim da ANVI-
SA em 2017. Os biofármacos atualmente apro-
vados para comercialização são utilizados para o 
tratamento ou prevenção de doenças como mal 
de Alzheimer, apneia do sono, artrite reumatoide, 
ataques cardíacos, Câncer de mama, câncer renal, 
dermatite atópica, diabetes, doença de Crohn, es-
clerose múltipla, fibrose cística, hemofilia, hepati-
te, enfarte cerebral ou apoplexia, insuficiência car-
díaca, hanseníase, leucemia, leucemia linfocítica 
crônica, linfomas, lúpus e tumores cerebrais [6].

medicamentos biossimilares

Medicamentos biológicos chamados de biossi-
milares ou também “Follow-On Protein Product” 
na Europa é o termo usado para se referir ao bio-
fármaco não inovador, portanto, os biossimilares 
são cópias de um biofármaco que tiveram sua pa-
tente expirada, e que demonstra ter uma eficácia 
similar e o mesmo perfil de segurança em huma-
nos. O termo medicamento “genérico” é usado 
para descrever produtos medicamentosos quími-
cos (produtos sintéticos) de pequenas moléculas 
que são estrutural e terapeuticamente equivalen-
tes a um produto de referência cuja patente e/ou 
período de proteção de dados tenha expirado. A 
demonstração de bioequivalência do medicamen-
to genérico com um produto de referência é geral-
mente adequada e suficiente para inferir a equiva-
lência terapêutica entre o medicamento genérico e 
o produto de referência. No entanto, a abordagem 
estabelecida para os medicamentos genéricos não 
é adequada para o desenvolvimento, avaliação e 
licenciamento dos medicamentos biossimilares, 
uma vez que os biotecnológicos consistem de pro-
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teínas complexas e relativamente grandes que são 
difíceis de caracterizar [7 8].

O desempenho clínico dos medicamentos 
biológicos é muito influenciado pelo processo de 
fabricação e alguns estudos clínicos também são 
necessários para sustentar a segurança e a eficácia 
de um medicamento biossimilar. Como acontece 
com qualquer programa de desenvolvimento de 
medicamento, o desenvolvimento de um medica-
mento biossimilar, envolve uma abordagem gra-
dual que começa com a caracterização e avaliação 
dos atributos de qualidade do produto, seguido 
por estudos pré-clínicos e clínicos [9]. Os padrões 
estabelecidos pelo Comitê de Especialistas para a 
Padronização Biológica (CEPB) da Organização 
Mundial da Saúde servem como base para o esta-
belecimento dos requisitos nacionais para a pro-
dução, controle de qualidade e regulação em ge-
ral dos medicamentos biológicos.  Além disso, os 
Padrões Internacionais de medida são ferramentas 
essenciais para o estabelecimento da potência dos 
medicamentos biológicos em todo o mundo [10,11]. 
Para testes de potência ou atividade biológica de 
um medicamento biossimilar, deve ser avaliado a 
partir de estudos comparativos entre um biofár-
maco de referência, frente ao produto biológico 
similar a fim de demonstrar a similaridade em ter-
mos de qualidade, segurança e eficácia. O produto 
biológico de referência deve fornecer a base para 
o estabelecimento dos perfis de segurança, quali-
dade e eficácia ao qual o produto biológico similar 
é comparado. Assim, também se estabelece, a se-
leção da dose e via de administração, onde esses 
dados são utilizados para sustentar a solicitação de 
licenciamento do medicamento similar em teste 
[12,13]. 

O delineamento dos estudos de eficácia e segu-
rança, são demonstrados em ensaio(s) clínico(s) 
devidamente controlado(s), randomizado(s) e 
com poder estatístico adequado. Os estudos clíni-
cos devem ser preferencialmente do tipo duplo-ce-
go, ou, no mínimo, observador-cego. Na ausência 
de qualquer fator cego, uma justificativa cuidadosa 
será necessária para provar que os resultados do 
estudo estão livres de viés significativo. Em prin-
cípio, os desenhos de equivalência (que requerem 

limites inferior e superior de comparabilidade) 
são claramente os preferidos para a comparação 
de eficácia e segurança do biossimilar comparado 
ao medicamento referência. Já os aspectos relacio-
nados à qualidade do produto, a diretriz da OMS 
é clara ao definir que a comparação da qualidade 
mostrando similaridade molecular entre o produ-
to biológico similar e o produto biológico de refe-
rência é indispensável para fornecer justificativas 
para a previsão do perfil de segurança e eficácia 
clínica; Pequenas diferenças no processo de fabri-
cação podem afetar a farmacocinética, farmaco-
dinâmica, eficácia e/ou segurança dos produtos 
biológicos. 

Outro aspecto bastante relevante das carac-
terísticas de biofármacos, refere-se ao potencial 
imunogênico dos produtos biotecnológicos.  A 
resposta imune contra um produto biológico é in-
fluenciada por muitos fatores, tais como a natureza 
do princípio ativo (principalmente os proteináce-
os), impurezas relacionadas ao produto e ao pro-
cesso, excipientes e estabilidade do produto, via de 
administração, regime de dose, e fatores relacio-
nados ao paciente, à doença e à terapia. As conse-
quências da imunogenicidade indesejada podem 
variar consideravelmente, desde clinicamente irre-
levante até grave e potencialmente fatal. Portanto, 
a imunogenicidade dos produtos biológicos deve 
sempre ser investigada antes do licenciamento. 
Mesmo que a eficácia e a segurança entre um bios-
similar e um produto referência tenham se mos-
trado semelhantes, a imunotoxicidade pode ainda 
ser diferente [14].

controle de qualidade biológica de 
produtos biotecnológicos

As metodologias aplicadas em controle de qua-
lidade de biofármacos, segue o mesmo perfil de en-
saios de um medicamento comum, a maioria dos 
ensaios de caráter físico-químicos, são realizados 
utilizando metodologias instrumentais para ava-
liação quantitativa e qualitativa da natureza pro-
teica de biomoléculas complexas. Para o controle 
microbiológico são pesquisados praticamente os 
mesmos parâmetros microbiológicos realizados 
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em medicamentos que exigem esterilidade ou de 
não estéreis, com a exceção pesquisa de possíveis 
contaminações por toxinas microbianas de origem 
do sistema biológico de produção [15]. Uma vez que 
os produtos biotecnológicos de origem recombi-
nante podem possuir variabilidades biológicas 
características, se faz necessário e obrigatório a re-
alização de ensaios biológicos para garantir a qua-
lidade biológica do processo de desenvolvimento 
e registro de novo produto biológico referencial 
ou biossimilar, assim como na rotina de produção, 
com o objetivo de detectar alterações em sítios es-
pecíficos da macromolécula que podem repercutir 
na ineficiência do medicamento. Além de avaliar a 
ação farmacodinâmica do medicamento biológico, 
demonstrado em bioensaios baseado em cultivos 
celulares capazes de detectar a interação das mo-
léculas terapêuticas e receptores específicos atra-
vés de modelos celulares, possibilitando a medida 
de potência, assim como avaliar as características 
biológicas da evolução da célula tratada, tendo em 
conta os desvios estatísticos. Já para produtos com 
múltiplas atividades biológicas, esse produto deve 
atender um conjunto de ensaios funcionais rele-
vantes, que possam atestar sua eficácia, em suas 
diferentes ações farmacológicas, de acordo, com 
seu uso clínico [16]. De forma geral o estudo de qua-
lidade de um medicamento biológico nao se res-
tringe somente à atividade biológica, mas sim uma 
gama de outras metodologias analíticas específicas 
que devem ser aplicadas no controle de qualidade 
de biofármacos; Além disso, o ensaio da ativida-
de biológica colabora suplementando os resulta-
dos das propriedades físico-químicas devido ao 
potencial e adequação do método utilizado para 
confirmar a complexidade estrutural da proteína, 
(mostrando relação estrutura atividade [16]. No en-
tanto, a natureza dos ensaios biológicos, podem 
possuir uma elevada mutabilidade, devido aos 
agentes vivos utilizados para essas determinações 
analíticas, que devem ser levadas em consideração 
de forma rigorosa, principalmente o controle de 
bancos celulares utilizados para nas metodologias 
bioanalíticas. Os resultados dos ensaios biológicos 
deverão ser fornecidos e expresso em unidades de 
atividade. Calibrados com valores de padrões de 

referência internacional ou nacional, de acordo, 
com suas especificações de fabricação [17]. E por 
fim obrigatoriamente os estudos clínicos de fase 
I, II e III são preconizados tanto para o registro 
do produto referência como para o produto biossi-
milar, com o objetivo de apontar as diretrizes para 
estabelecer critérios de eficácia e segurança desses 
medicamentos, principalmente frente aos possí-
veis efeitos tóxicos in vivo humano. Portanto, pode 
ser considerado que um medicamento biológico 
biossimilar quando a comparado, com o produto 
farmacêutico de referência, por métodos adequa-
dos apresentando exatidão e precisão, mostram 
diferenças funcionais significativas, promovendo 
maior segurança da qualidade ao medicamento 
avaliado [18].

propostas de métodos alternativos 
para avaliação biológica de produtos 
biotecnológicos e seus biossimilares

De acordo com Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (ANVISA), os medicamentos biológicos 
não são completamente caracterizados por análises 
químicas convencionais. ‘’São necessários ensaios 
bioquímicos, imunológicos e ensaios biológicos in 
vitro e in vivo para avaliar sua atividade’’. Embora 
a qualidade dos métodos analíticos para caracteri-
zação de proteínas tenha aumentado drasticamen-
te ao longo das últimas décadas, ainda existem 
obstáculos à completa caracterização de produtos 
bioterápicos complexos. Esses dados mostram a 
importância de testes de qualidade biológica mais 
detalhados e aprofundados, que podem estabele-
cer padrões de homogeneidade referente à ação 
biológica desses produtos frente às suas etapas de 
produção [19]. Diante disso, através de aplicações 
biotecnológicas podem ser elaboradas, metodolo-
gias que possam ampliar os conhecimentos cientí-
ficos em controle de qualidade biológico no Brasil, 
pois a capacitação da mão de obra constitui outro 
desafio na indústria brasileira. Outro ponto signi-
ficativo tanto para o desenvolvimento e validação 
de métodos bioanalíticos, são os modelos celulares 
utilizados para a realização de metodologias que 
envolvem sistemas cultivo celular, para a avalia-
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ção de atividade biológica, as quais são sempre 
recomendados por várias farmacopeias como por 
exemplo: americana, europeia, japonesa e chinesa 
[20,21,22].  No entanto, o índice de discordância entre 
os resultados de atividade biológica in vitro e in 
vivo utilizando as linhagens celulares oficialmen-
te recomendas, são bastante significativos. Nesse 
sentido, existe atualmente uma real necessidade 
de adaptação e refinamento, dessas metodologias 
indicadas pelas principais farmacopeias, explo-
rando novos modelos celulares com característi-
cas fenotípicas mais humanas, já que os principais 
modelos celulares hoje utilizados são de origem 
murina. Além disso, a aplicação de outras metodo-
logias complementares que possam avaliar o grau 
de comprometimento, diferenciação e transdu-
ção de sinais promovidos pela ação dos produtos 
biológicos ou biossimilares, através de métodos 
moleculares mais sensíveis e precisos, permitirão 
inovações no setor de controle de qualidade de 
medicamentos, através da implantação e valida-
ção de métodos que utilizam biologia molecular 
analítica, tecnologia de cultura celular e citometria 
de fluxo. Nesse contexto, essa proposta atende às 
questões éticas sobre a experimentação animal,  
implantando ensaios in vitro de caráter pré-clíni-
co, que possuem especificidade, produtividade da 
técnica e menor custo, por serem in vitro dispen-
sando o uso de animais, praticando o conceito dos 
“3Rs” (“replacement, reduction e refinement”), 
isto é, substituição, redução e refinamento, no que 
se refere aos animais utilizados em experimentos, 
preconizando técnicas humanitárias, considerado 
como uma referência para a ciência contemporâ-
nea, de acordo com a Rede Nacional de Métodos 
Alternativos (RENAMA). Outro aspecto positivo 
é que esse estudo atende às questões éticas sobre a 
experimentação animal, implantando ensaios que 
possuem especificidade, produtividade da técnica 
e menor custo por serem in vitro, dispensando o 
uso de animais, preconizando técnicas humanitá-
rias, consideradas como referência para a ciência 
contemporânea [23]. 

Por fim, a elaboração e validação de metodo-
logias empregadas na avaliação biológica, são de 
fundamental importância e colaboram com as 

Boas Práticas de Fabricação dos produtos biossi-
milares no nosso país e a capacitação da mão de 
obra constituem um grande desafio na indústria 
brasileira.  Além disso, os biossimilares podem ser 
peça chave para a saúde pública, disponibilizando 
o mesmo tratamento farmacoterapêutico, com a 
mesma qualidade do medicamento referencial e 
com menor custo. Estudos na literatura mostram 
que biossimilares, pré-aprovados em testes pré-
clínicos não correspondem à mesma performance 
em testes clínicos humanos, resultando na exclu-
são dos processos de aprovação para o registro. A 
não coerência entre estudos in vivo e in vitro, se-
gundo o “European regulatory guidelines for bio-
similars”, sugere possíveis falhas nos instrumentos 
de avaliação que geralmente se dão pela falta de 
sensibilidade dos métodos in vitro utilizados [25]. 

conclusão

Diante de todo o exposto, pode-se concluir que 
apesar dos grandes avanços biotecnológicos no 
âmbito farmacêutico, além de aumentar a produ-
ção de insumos, e disponibilização de novos pro-
dutos, no entanto o grande desafio ainda persiste 
na expansão de desenvolvimento e padronização 
de métodos bioanalíticos, que possam garantir a 
qualidade desses novos medicamentos. Portanto, 
se faz necessário uma revisão crítica de estudos 
comparativos entre os modelos celulares murinos 
utilizados para a realização da atividade biológica 
de biofármacos, com outras fontes celulares alter-
nativas que possuem características fenotípicas 
mais próximas de humanos, aproximando mais os 
métodos in vitro ao cenário fisiológico humano. 
Os estudos de controle de qualidade de um medi-
camento, devem acompanhar as novas tendências 
tecnológicas de produção, como é caso dos me-
dicamentos biológicos, os quais possuem perfis e 
mecanismos de ação mais complexos e suscetíveis 
a diversos tipos de alterações comprometendo sua 
eficácia e segurança. Futuramente esses estudos 
não só disponibilizarão ferramentas analíticas de 
grande precisão em testes de atividade biológica, 
como também poderão ser usados para avaliação 
de efeitos adversos ou como recursos analíticos 
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para identificação de novos biomarcadores farma-
cológicos. E por fim, o mercado biotecnológico 
farmacêutico brasileiro vem aumentando gradati-
vamente, mas esse fato não garantiu a autonomia 
no desenvolvimento tecnológico, a elaboração e 
padronização de novos métodos bioanalíticos po-
derão contribuir para o avanço e desenvolvimento 
na área de biossimilares nacionais, que possuem 
elevado impacto nas áreas da saúde e econômica 
brasileira, bem como o contexto do desenvolvi-
mento, domínio científico e independência tecno-
lógica do país.
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resumo

Nos últimos anos, de uma maneira geral, as pessoas estão focadas tanto na saúde como na aparência e 
veem buscando alternativas naturais de tratamento para diversas doenças e problemas. Uma alternativa 
que começou a ser explorada é o uso do óleo essencial de Melaleuca alternifolia, uma planta nativa da 
Austrália com baixa citotoxicidade e diversas funções, dentre elas uma ação antifúngica, antiviral e an-
tibacteriana contra muitas bactérias, como a Propionibacterium acnes, uma bactéria causadora de umas 
das principais doenças que acometem jovens e adultos que é a acne e a qual não se tem muitos estudos 
que comprovem essa ação. O objetivo deste trabalho foi avaliar a ação antimicrobiana do óleo essencial 
de Melaleuca alternifolia em Propionibacterium acnes através do método de Mueller Hinton e Pour Plate 
e sua atividade citotóxica em fibroblastos através do método de determinação do IC50 (método de exclu-
são por azul de tripan) e Ensaios de redução MTT à formazan e com isso conclui-se que o óleo essencial 
de Melaleuca Alternifolia tem baixa atividade citotóxica e alta atividade antimicrobiana contra a bactéria 
estudada.

Palavras-chaves: Pele. Óleo essencial de Melaleuca Alternifolia. Propionibacterium acnes. Cito-
toxicidade. 

introdução

O crescente desenvolvimento comercial e in-
dustrial na área dos óleos essenciais acompanha 
alterações globais, ocorrendo atualmente a maior 
produção em países exteriores à Europa tais como 
o Brasil (29%), a Índia (26%), os Estados Unidos 
(17%) e a China (9%). No entanto, o consumo e a 
preocupação com o controle de qualidade e com 
os aspectos relacionados com a saúde humana são 
particularmente significativos na Europa (MAR-
TINS, et al, 2011). Devido à despreocupação de al-
guns países, a adulteração de óleos essenciais tem 

sido uma prática constante e a determinação dos 
índices físico-químicos de densidade, rotação óti-
ca e índice de refração são de extrema importância 
para detectar adulterações, muito comuns na co-
mercialização dos óleos essenciais (SANTOS, et al, 
2009). Por isso a normalização dos óleos essenciais 
tem posto em evidência os seus benefícios, mesmo 
em mercados onde juntamente com a intensifica-
ção da procura, a adulteração e a deficiência de 
controle são por vezes fatores críticos (MARTINS, 
et al, 2011).

A Melaleuca alternifolia Cheel, conhecida co-
mumente como Tea Tree, é uma planta da famí-
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Figura 1: Fotografias de Melaleuca alternifolia. A) Planta inteira. B) Destaque para as flores Fonte: A) 
Melaleuca alternifolia (Cheel.), 2008a e B) Melaleuca alternifolia (Cheel.), 2008b.

lia Myrtaceae nativa da costa subtropical nordeste 
australiano (SILVA, 2001). Seu óleo é obtido das 
folhas (SIMÕES et al, 2002) e sua cor vai de incolor 
a amarelo pálido (WHO, 1999). O óleo é compos-
to principalmente por Hidrocarbonetos (Mono-
terpernos e Sesquiterpenos), Álcoois (Monoter-
penóides e Sesquiterpenóides) e Óxidos. (SILVA, 
2004).

Recentemente ganhou uma reputação como 
antisséptico seguro, eficaz e natural sendo atual-
mente incorporado como antimicrobiano prin-
cipal ou como conservante natural em produtos 
farmacêuticos e cosméticos de uso externo (COX, 
et al., 2000). 

Apesar de sua popularidade como agente an-
timicrobiano, há poucos estudos que comprovam 
sua eficácia na diminuição de Propionibacterium 
acnes, que faz parte da biota natural da pele sendo 
o principal microrganismo envolvido na etiopato-
genia da acne vulgar, uma doença dermatológica 
que acomete a saúde em seu completo estado de 
bem-estar físico, mental e social e comumente afe-
ta jovens e adultos em todo mundo.  Para garantir 
seu uso tópico é necessário ter conhecimento so-
bre a pele, o maior órgão do corpo humano, que 
tem como suas principais camadas, a derme e a 
epiderme, que se assentam em uma terceira ca-
mada, chamada hipoderme, além disso, deve ser 

estudado se há atividade citotóxica do óleo contra 
as células desse órgão. 

Aspectos botânicos

A Melaleuca alternifolia Cheel, conhecida co-
mumente como tea tree, é uma planta da família 
Myrtaceae nativa da costa subtropical nordeste 
australiana (SILVA, 2001). O termo - tea tree, apa-
rentemente, foi dado pelo Capitão James Cook em 
sua viagem exploratória pela Austrália em 1770, 
quando encontrou um arbusto de Myrtaceae, pos-
sivelmente uma espécie de Leptospermum sp., 
cujas folhas eram usadas pelos marinheiros em 
substituição ao chá de Camellia sinensis. (MAI-
DEN e BETCHE, 2013).

Essa árvore pode atingir até sete metros de al-
tura, têm uma casca fina e folhas longas e pontia-
gudas que, quando partidas, emitem um aroma 
forte (SIMÕES, 2002). A cor do óleo dessa planta 
vai de incolor a amarelo pálido (WHO, 1999). A 
descrição olfativa de seu aroma pode ser: fresco, 
amadeirado, herbal, balsâmico e pungente (SILVA, 
2001) e suas flores são amarelas ou púrpuras e na-
turalmente crescem em áreas pantanosas, porém 
já foram adaptadas a outros ambientes pelo ho-
mem (WALTERS, 2000). Na figura 1, estão repre-
sentados arbustos de Melaleuca alternifolia, folhas 
e flores.

Constituintes

O óleo, que é obtido das folhas (SIMÕES et 
al, 2002), é composto principalmente por Hidro-

carbonetos (Monoterpernos e Sesquiterpenos); 
Álcoois (Monoterpenóides e Sesquiterpenóides) 
e Óxidos. (SILVA, 2004). Dentre esses compos-
tos, pode conter quantidades variadas de terpe-
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 Classe Constituintes Principais Composição %

Hidrocarbonetos

Monoterpernos

Alfa – pineno 0,8-3,6
Beta – pineno 0,1-1,6
Terpinoleno 3
Alfa – tuieno 0,1-2,1

Limoneno 0,4-2,77
Para – cimeno 0,4-12,4

Alfa – felandreno, sabineno Traços – 3,2
Alfa – terpineno 4,6-12,8

Gama – terpineno 9,5-28,3
Mirceno 0,1-1,8

Alfa e beta – felandrano Traços – 1,9

Sesquiterpenos

Beta – cariofileno 1
Aromadendreno 0,1-6,6
Delta – cadineno 0,1-7,5

Allo – aromadendreno 0,3
Alfa – muuroleno 0,1

Viridifloreno 0,3-6,1
Biciclogermacreno 0,1
Alfa – gurjuneno 0,2

Calameno 0,1

Alcoóis

Monoterpenóides

Terpinenol-4 29,4-44,9
Alfa – terpineol 3,5-5
Beta – terpineol Traços

p-cimenol-8 1
Cis –tuianol-e e trans-tuianol-4 Traços

Sesquiterpenóides
Globulol 0,1-3

Viridiflorol 0,1-1,4
Cubenol 0,1

Óxidos
1,8-cineol 0,5-18

Epóxicariofileno Traços
1,4-cineol Traços

Quadro 1: Composição do óleo essencial de Melaleuca alternifolia. Fonte: SILVA, 2004.

nos (pineno, terpineno e cimeno), terpinenol 
(terpinen-4-ol), sesquiterpenos e cineol, que são 
os constituintes mais importantes relacionados à 
atividade antimicrobiana (SIMÕES et al, 2002). 
Além destes componentes, a melaleuca apresen-
ta pelo menos 48 componentes orgânicos, alguns 
dos quais raramente foram encontrados em ou-
tras plantas (CORAZZA, 2002). A concentração 

de cineol depende da época em que a melaleuca 
é colhida; no inverno há um aumento da concen-
tração deste composto, época ideal para colheita, 
pois poderia aumentar a propriedade antimicro-
biana, em oposição ao verão, onde a concentra-
ção está diminuída (VADEMÉCUM, 2003). O 
Quadro 1 demonstra componentes da Melaleuca 
alternifolia. 



Brazilian Journal of Natural Sciences | Versão On-line ISSN 2595 - 0584
Edição nº 1- vol. 3 - outubro 2018 | www.bjns.com.br

41

O padrão exigido para a comercialização inter-
nacional do óleo essencial de melaleuca é defini-
do por duas instituições: Standards Association of 
Australian (AS 2782-85) e a International Standard 
Organization (ISO - 4730, 1996). Ambas as nor-
mativas estabelecem a qualidade comercial pelas 
concentrações dos seus compostos majoritários, 
o terpinen-4-ol e 1,8-cineol, o primeiro respon-
sável pela atividade antimicrobiana sendo que sua 
concentração no óleo essencial deve ser no míni-
mo 30% e o segundo componente, 1,8 cineol, que 
possui propriedades irritantes à pele, deve ter uma 
concentração máxima de 15% (CASTELO, 2013).

O óleo essencial das folhas da Melaleuca alter-
nifolia, tem uma longa história como antisséptico 
de uso tópico. Recentemente ganhou uma repu-
tação como antisséptico seguro, eficaz e natural. 
Isso gerou um ressurgimento de sua popularidade 
e atualmente é incorporado como antimicrobiano 
principal ou como conservante natural em pro-
dutos farmacêuticos e cosméticos de uso externo 
(COX, et al., 2000). Além disso, o óleo reduz a taxa 
de reprodução de patógenos (bactérias, fungos, ví-
rus), e intensifica a resistência contra esses agentes 
agressores, por esse motivo é útil nas afecções do 
couro cabeludo, como a caspa, e de pele, como a 
acne grau I e grau II (TESKE; TRENTINI, 2001). 
Com outras ações, o óleo essencial de melaleuca 
também reduziria a inflamação local talvez por 
diminuir a liberação de histaminas (KOH et al, 
2002). As propriedades anti-inflamatórias con-
tribuem com a cura de feridas crônicas e são ba-
seadas na supressão da produção de mediadores 
inflamatórios pela ativação dos monócitos (FIN-
LAY-JONES et al., 2001; HART et al., 2000). 

É amplamente indicado em casos de acne, 
onicomicoses, candidíase, herpes labial entre 
outros (HAMMER et al, 2003) e tem incrível capa-
cidade bactericida tanto nas espécies gram-positi-
vas quanto nas gram-negativas, além de sua ativi-
dade antifúngica potente (SILVA, 2001). O uso de 
um gel para acne com óleo essencial de melaleuca 
a 5% demonstrou menos efeitos colaterais quando 
comparada ao uso de loção com peróxido de ben-
zoíla a 5%, embora o início da ação de produto seja 
mais lento (BASSETT et al, 1990). O efeito do pe-

róxido de benzoíla não é tão intenso e duradouro 
como o da melaleuca e causa maior intolerância 
ao produto (ALONSO, 1998). A concentração 
ideal para uso da melaleuca em cosméticos é de 
2 a 5 % para que este seja usado com segurança 
(CARVALHO e ALMANCA, 2003).

Ação antibacteriana

A quantificação da atividade antimicrobiana 
dos óleos essenciais é indispensável na explora-
ção de sua aplicação. Eles, tal como outros agentes 
antimicrobianos podem exercer os mais variados 
efeitos sobre a célula microbiana, quer na sua es-
trutura, quer no seu funcionamento. (BURT 2004, 
LAHLOU 2004). 

Em muitos casos, a propriedade antimicrobia-
na se dá pela ação de constituintes monoterpenos 
que causam danos à membrana celular do micror-
ganismo (COX et al, 2000). O mecanismo de ação 
bactericida consiste no comprometimento da inte-
gridade da membrana celular, consequente perda 
de material intracelular, incapacidade de manter a 
homeostase e inibição da respiração (CARSON et 
al., 2006). 

Segundo COX et al (2000), a ação antimicro-
biano do óleo essencial de melaleuca pode resul-
tar da habilidade de destruir a barreira permeável 
das estruturas da membrana celular de bactérias, 
este é um modo de ação similar aos conservantes 
como derivados de fenol, clorexidina e derivados 
do ácido parabenzóico e de desinfetantes ativos 
contra a membrana celular. Contudo, por possuir 
cerca de 100 componentes, existe a possibilidade 
de não ter sido pesquisado todo o potencial de atu-
ação. Sendo assim é possível que outros elementos, 
ainda não avaliados, contribuam para a atividade 
antimicrobiana com mecanismo de ação diferente 
daquele já encontrado (HAMMER et al., 2003). 

Dentre os componentes do óleo o componente 
Terpinen-4-ol está presente em 30-40% da compo-
sição (CARSON et al., 2006), sendo o que detêm 
a principal atividade antimicrobiana. O 1,8-cie-
nole, considerado irritante da pele, pode aumen-
tar a permeabilidade da membrana facilitando a 
entrada de outros agentes antimicrobianos e por 
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isso alguns autores o consideram como detentor 
de efeito antimicrobiano marginal. (OLIVEIRA, et 
al., 2011).

Figura 2: Principais componentes com ação 
antimicrobiana.

Fonte: OLIVEIRA, et al., 2011.

Dados recentes mostram que o óleo de me-
laleuca possui amplo espectro de ação antimicro-
biano, possuindo efeito bactericida in natura e 
bacteriostático em baixas concentrações (Wilkin-
son & Cavanagh, 2005; Kwiecinski et al., 2008; 
Vuuren et al., 2009).

 
material e método

Óleo essencial: O Ativo utilizado foi o óleo 
essencial puro de Melaleuca alternifolia, lote: 
0043/13, fabricado em: 01/13 e vencimento em: 
01/16, produzido pela empresa WNF (World’s Na-
tural Fragance). 

Método

O presente Trabalho de Conclusão de Curso 
foi desenvolvido no laboratório de Biologia Mole-
cular e Cultura de Células da Escola de Ciências 
da Saúde da Universidade Anhembi. A linhagem 
de fibroblastos L929 foi submetida ao tratamento 
com diferentes concentrações do óleo essencial 
de Melaleuca alternifolia. Após os tratamentos foi 
realizada uma avaliação da viabilidade celular do 
composto testado frente à linhagem L929.

Cultura celular

As células da linhagem L-929 foram cultiva-

das em meio RPMI com 10% de soro fetal bovi-
no, 2 mM de L-glutamina, 100 IU/mL penicilina 
e 100 µg/mL de estreptomicina. As células foram 
mantidas em frascos de 25 cm2 (1 × 105 cells/mL) 
em estufa úmida com atmosfera de 5% de CO2 a 
37 °C. Em todos os experimentos as culturas de 
fibroblastos foram submetidas ao teste de viabili-
dade celular utilizando o corante azul de tripano 
e realizado a leitura em câmara hemocitométrica 
por microscopia óptica. Todos os experimentos 
descritos foram realizados quando a viabilidade 
celular for igual ou superior a 95%. 

Avaliação da citotoxicidade (determinação 
do IC50)

Avaliação da citotoxicidade do óleo essencial 
de Melaleuca Alternifolia foi realizada pelo método 
de incorporação do corante azul de tripano, onde 
após 48 horas de incubação o conteúdo de cada 
poço das culturas de fibroblastos foi recolhido em 
tubos de 15 mL, e centrifugados a 1500 rpm por 8 
minutos. Os pellets foram ressuspendidos em 1mL 
de meio RPMI. Após isso, as soluções de células 
foram diluídas (1:2) em corante de azul de tripano 
e a contagem das células viáveis e inviáveis foi rea-
lizada em câmara hemocitométrica por microsco-
pia óptica. A soma da contagem de células totais 
(viáveis e inviáveis de cada poço) foi considerada 
como 100% de células, sendo realizados os cálcu-
los para verificar as porcentagens correspondentes 
às células viáveis e as inviáveis analisadas no expe-
rimento.

Ensaios de redução MTT à formazan.

O teste de redução MTT ([3-(4,5-Dimetiltia-
zol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazólio]) é usa-
do com grande sucesso para estimar o número de 
células viáveis em um screening inicial de fárma-
cos. Sua interpretação serve de indicativo da ati-
vidade metabólica celular, e o local de ocorrência 
das reações redox inclui tanto mitocôndrias como 
o citosol. A redução do sal de MTT à formazan 
é realizada principalmente pela enzima succinato-
desidrogenase, e resulta em cristais de formazan 
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 % Células viáveis = Absorbância por poço (com droga) x 100
   Absorbância do controle (sem droga)

insolúveis na cor violeta. A intensidade da colo-
ração é utilizada para medir a atividade mitocon-
drial e consequentemente a viabilidade celular 
(MOSMANN et al., 1983). Assim, às células foram 
tratadas com diferentes concentrações do óleo es-
sencial de Melaleuca alternifolia e na concentração 
5x104 células por poço, foram adicionados 10µl 
da solução de MTT 5mg/ml (Sigma-Aldrich) em 
cada poço. Após 4 horas, a placa foi centrifugada, 

o sobrenadante de cada poço descartado e o 
pellet com os cristais formado no fundo da placa, 
dissolvido com 100µL de etanol puro e em seguida 
homogeneizado em agitador de placas por 15 
minutos. A densidade óptica foi medida pelo 
leitor de microplacas (FlexStation® 3 multimode 
benchtop reader) em 540 nm. A percentagem de 
sobrevivência celular na presença dos compostos 
em estudo foi calculada da seguinte maneira:

Teste de determinação de apoptose através da 
avaliação da integridade das moléculas de DNA

Para a análise qualitativa de fragmentos de 
DNA resultante de clivagem internucleossomal, 
5x105 de células/mL da linhagem L929, tratada 
com diferentes concentrações de Melaleuca alter-
nifolia, foram submetidas à extração de ácidos nu-
cleicos segundo Sambrook & Russel, 2001. Após 
a extração do DNA genômico, as amostras e os 
padrões de bandas de DNA foram analisados por 
eletroforese em gel de agarose em concentração de 
0,8% e 1,5%, corados com brometo de etídio. Os 
géis foram visualizados e fotografados sobre luz 
ultravioleta usando um fotodocumentador com 
sistema de captura digital de imagem.

Avaliação da ação antimicrobiana 
Meio de Cultura Mueller - Hinton

Cepa teste

Foi utilizada uma cepa teste de Propionibacte-
rium acnes ATCC 11827, gentilmente cedida pela 
empresa PROBAC do Brasil, conservada em meio 
Tioglicolato e repicada em meio BHI para enri-
quecimento. A suspensão da cepa foi realizada 
em solução salina (NaCl a 0,85% p/v), a qual foi 
padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala 
McFarland correspondendo à concentração de 
aproximadamente 108 UFC/mL (técnica adaptada 
de BAUER et al., 1966).

Avaliação da Atividade

Foi utilizado um disco contendo o antibiótico 
Clindamicina (controle), que é considerado o mais 
potente para acne devido à supressão da prolifera-
ção da bactéria Propionibacterium acnes nos folí-
culos pilosos afetados, com redução da inflamação 
local. Seu uso é tópico e a concentração utilizada 
está entre 1 a 2% (COSTA e BAGATIN, 2013). 
Utilizaram-se discos embebidos com 25μL, 50μL 
e 75μL do óleo essencial de Melaleuca alternifolia 
brutos e em seguida, colocados em placas de Petri 
estéreis contendo ágar Muller-Hinton inoculado 
com a suspensão bacteriana descrita anteriormen-
te, com o auxílio de “swabs” estéreis, o teste foi 
feito em triplicata. Após isso houve incubação das 
placas a 37°C por 24 horas e foram observados os 
halos de inibição sobre a cepa bacteriana ensaiada. 
Os resultados foram expressos em milímetros dos 
diâmetros dos halos formados ao redor dos discos 
(Adaptado de OLIVEIRA et. al., 2006).

Pour-plate

O objetivo da técnica de semeadura em profun-
didade é obter colônias isoladas. Nesta técnica 1,0 
mL de suspensão de microrganismo e diferentes 
concentrações do ativo (25µl, 50µl e 75µl) foram 
adicionados em placas estéreis e em seguida 15 a 
20 mL de ágar TSA fundido foi adicionado por 
cima. Essa técnica foi feita em triplicata. As placas 
foram suavemente submetidas a movimentos ro-
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tatórios, visando uma perfeita mistura da cultura 
com o ágar. Nesta técnica tomou-se cuidado para 
não adicionar o meio em temperatura elevada so-
bre o inóculo, pois isto poderá matar os microrga-
nismos. 

Detalhamento da Técnica

Isolamento de micro-organismos: homogenei-
zação e diluição seriada; junto à chama do bico de 
Bunsen, transferiu-se 1, 0 g da amostra complexa 
coletada para um frasco contendo 9,0 ml de so-
lução salina esterilizada; agitou-se vigorosamente 
a suspensão preparada no passo anterior e deixou 
por 10 minutos sob agitação de 150 rpm, de modo 
a obter uma suspensão homogênea da amostra, fa-
cilitando a suspensão da maior parte das células 
dos micro-organismos adsorvidas nas partículas 
da amostra;  

junto à chama do bico de Bunsen, transferiu-
se 1,0 mL da suspensão original (preparada aci-
ma – diluição 10-1) para tubos de ensaio contendo 
9,0 ml de solução salina estéril, de modo a obter a 
diluição 10-2; foi feito diluições sucessivas até 10-4 
(1:10000).  Foi homogeneizada a amostra em sus-
penção (utilizando vortex) em cada nova diluição 
realizada; foram realizadas placas controle em tri-
plicata, contendo 1,0 ml de cada diluição e o meio 
TSA. Nas placas teste, foram plaqueados 1,0 mL 
de cada diluição, adicionado às concentrações de 
ativo em triplicata e adicionou-se o meio TSA;As 
placas foram incubadas a 35°C de 2 a 3 dias. Foi 
realizada a contagem.

Análise estatística

Os dados foram analisados através do teste es-
tatístico “Análise de Variância (ANOVA)” e pos-
teriormente o teste de comparação múltipla de 
Tukey, com signifi cância de p<0.05, para a com-
paração entre os grupos.  Foi utilizado o Soft ware 
GraphPad-Prism V3.02.

resultados

Os resultados obtidos nos ensaios realizados 

laboratório de Biologia Molecular e Cultura de 
Células da Escola de Ciências da Saúde da Univer-
sidade Anhembi, estão descritos abaixo.

Teste da avaliação de citotoxicidade

Figura 3: Viabilidade de fi broblastos L-929 
obtida após tratamento com óleo essencial de me-
laleuca depois de 72 h de exposição. Testes reali-
zados: teste de redução do MTT e viabilidade por 
azul de tripan. Todos os experimentos foram re-
alizados em triplicata e estão representados pela 
média e desvio padrão. Os dados foram analisados 
através do teste estatístico “Análise de Variância 
(ANOVA)” e posteriormente o teste de compara-
ção múltipla de Tukey.

Teste de determinação de apoptose

Figura 4: Corrida de eletroforese em gel de 
agarose para determinação da integridade das mo-
léculas de DNA.
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 Pour-Plate

CONTROLE
25uL

50uL
75uL

0

50

100

150

* ***

UF
C/

m
L

Teste antimicrobiano pela técnica de Mueller-Hinton

P.acnes Controle 25µL 50µL 75µL

1 15 mm 14mm 17mm 19mm

2 17mm 11mm 15mm 22mm

3 13mm 12mm 11mm 18mm

Média + 15,0 mm + 2,0 12,3 mm + 1,5 14,3 mm + 3,0 19,6 mm + 2,1

Tabela 1: Susceptibilidade de cepa de P. acnes frente à ação do óleo essencial de melalueca (resultados 
expressos em diâmetro dos halos de inibição do crescimento microbiano em mm).

Figura 5: Foto ilustrativa mostrando o resulta-
do do teste de sensibilidade utilizando o meio de 
cultura Mueller – Hinton. 

Teste antimicrobiano pela técnica de pour-plate

Tabela 2: Susceptibilidade de cepa de P. acnes frente à ação do óleo essencial de melalueca (resultados 
expressos pela média e desvio padrão de unidades formadoras de colônia - UFC).

Cepa UFC – Controle 25uL 50uL 75uL

Propionibacterium 
acnes

93
102
99

94
90
89

86
89
84

78
75
81

Média e DP (+) 98 + 4,5        91,0 + 2,6     *86,3 + 2,5    ***78 + 3,0

Figura 6: Susceptibilidade de cepa de P. acnes 
frente à ação do óleo essencial de melaleuca (re-
sultados expressos pela média e desvio padrão de 
unidades formadoras de colônia - UFC). Os dados 
foram analisados através do teste estatístico “Aná-
lise de Variância (ANOVA)” e posteriormente o 
teste de comparação múltipla de Tukey.
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discussão

De acordo com os resultados obtidos podemos 
sugerir que o óleo essencial de melaleuca apresen-
ta potencial antimicrobiano e praticamente não se 
mostrou citotóxico. Neste sentido, o teste de sen-
sibilidade ao óleo essencial de melaleuca realizado 
através do meio Mueller Hinton, mostrou que o 
óleo essencial de melaleuca foi efetivo contra a cepa 
Propionibacterium acnes, mesmo não apresentan-
do diferenças significativas em relação ao contro-
le (clindamicina), que como dito anteriormente é 
um potente antibiótico com ação na Propionibac-
terium acnes (Tabela1). Esses resultados corro-
boram os estudos realizados por Raman, Weir e 
Bloomfield em 1995, que mostraram atividade an-
timicrobiana contra Propionibacterium acnes, Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis; e 
Simões et.al., em 2002, que mostraram resultados 
que indicam ampla ação contra uma gama de bac-
térias Gram positivo/negativas e contra diferentes 
fungos, entre eles, C. albicans, Trichophyton ru-
brum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Aspergillus 
niger, Penicillium sp, Epidermophyton floccosum e 
Microsporum gypsum. Por fim, podemos citar o 
trabalho de Carson et al. em 1995, onde foi testada 
a atividade in vitro do óleo essencial de melaleuca 
contra 66 cepas de S. aureus, sendo 64 delas resis-
tentes a meticilina e observaram que todas as ce-
pas foram sensíveis e apresentaram Concentração 
Inibitória Mínima de 0,312% e Concentração Bac-
tericida Mínima de 0,625%.

Com o objetivo de verificarmos, através de ou-
tra técnica, o potencial antimicrobiano do óleo es-
sencial de melaleuca, também foi realizado a me-
todologia Pour-Plate, e os resultados apresentados, 
ao contrário do teste de sensibilidade, mostraram 
redução significativa no número de UFC após re-
alizarmos o tratamento com o óleo essencial de 
melaleuca. Vale ressaltar que o primordial no óleo 
essencial de Melaleuca é o teor de 1,8 cineol mais 
baixo possível e o de terpineol-4 mais alto possível. 
Pela ISO com 3% de cineol e 36% de terpineol-4 já 
está ótimo, sendo que o óleo estudado se enqua-
drado na qualidade KBA que é a máxima qualida-
de de Tea Tree.

Em relação à citotoxicidade, os testes realizados 
indicaram que as concentrações do óleo essencial 
de melaleuca utilizadas no trabalho não foram ci-
totóxicas, uma vez que nem a técnica de azul de 
tripan e nem o MTT mostraram redução signifi-
cativa na viabilidade de células L-929 (figura 3). 
Além disso, podemos observar na figura 4, que a 
extração de DNA mostrou integridade, indican-
do que não houve ativação de morte celular pela 
ausência de fragmentação do material genético. 
Neste sentido, alguns trabalhos mostram que a 
melaleuca apresenta toxicidade dose dependente, 
como demonstrou Söderberg e colaboradores em 
1996 e Loughlin et al, em 2008. Deste modo, não 
podemos desconsiderar variáveis que podem jus-
tificar nossos resultados de citotoxicidade, como 
por exemplo, o tempo de exposição, que em alguns 
autores citados acima foi de 24h, mas com doses 
bem maiores do que as testadas neste trabalho. 
Além disso, a própria toxicidade dose-dependente 
deve ser levada em conta. 

conclusão

Com base nos resultados obtidos, podemos 
concluir que o óleo essencial de Melaleuca alterni-
folia apresentou uma ação antimicrobiana satisfa-
tória sobre o Propionibacterium acnes, ao mesmo 
tempo em que não se mostrou citotóxico nas célu-
las L-929, nas concentrações testadas.
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resumo

O aparelho digestivo dos insetos é formado basicamente por um longo tubo que percorre seu corpo 
no sentido longitudinal, desde a boca até o ânus, denominado canal digestivo ou alimentar. O espaço 
entre o canal alimentar e a paredes do corpo é chamado hemocele ou cavidade geral, e é grandemente 
ocupado por sangue (hemolinfa). Neste sentido, estudos apontam que a hemolinfa de alguns insetos, por 
conta da presença de substâncias com potencial farmacológico, apresenta potencial antibacteriano, anti-
viral, antifúngico, entre outros. Neste trabalho, avaliamos o efeito citotóxico da hemolinfa obtida, a partir 
da criação em laboratório, de larvas de Zophobas morio Fabricius (Coleoptera:Tenebrionidae), sobre 
fibroblastos dérmicos humanos (CCD1072Sk – ATCC), através dos ensaios de captação do corante Te-
trazoliun – MTT,  método de exclusão do azul de tripano, quantificação de céluas nas diferentes fases do 
ciclo celular, através de citometria de fluxo e do ensaio wound healing, onde acompanhamos em tempo 
real a proliferação de fibroblastos. Os resultados obtidos mostraram que a hemolinfa de Zophobas morio 
Fabricius, não se mostrou citotóxica sobre a linhagem celular testada. Ao invés disso, na concentração de 
10%, a hemolinfa se mostrou capaz de induzir proliferação dos fibroblastos (P<0,05).  

Palavras-chave: hemolinfa; citotoxicidade, Zophobas morio Fabricius.

introdução

Com a crescente demanda por novos produtos 
oriundos de fontes naturais para a utilização em 
tratamentos alternativos a diversas doenças, surge 
a necessidade de buscar aplicações em outras fon-
tes de origem vegetal ou animal. Dentre as fontes 
animais, testes recentes realizados no ano de 2013 
no Instituto Butantã, São Paulo, utilizando-se do 
fluido da hemocele encontrada em lagartas da 
espécie Lonomia obliqua, têm demonstrado for-
tes propriedades antivirais, onde estudos revelam 

que algumas proteínas e peptídeos possuem ação 
antiviral por conta da sua capacidade de ligação à 
glicoproteínas encontradas na membrana celular, 
ou seja, quando essas células são expostas ao ví-
rus, podem ocorrer interações de peptídeos e/ou 
proteínas com a membrana glicoproteica, impe-
dindo assim a adsorção viral1. A proteína Lacto-
ferrina (proteína ligante ao ferro), encontrada na 
hemolinfa, por conta de suas propriedades antivi-
rais, antibactericidas, antitumorais, antifungicidas, 
imunoreguladoras e anti-inflamatórias2, fez com 
que a replicação do vírus da Herpes simples se tor-
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nasse 1 milhão de vezes menor1,3. Já em lagartas da 
família Megalopygidae, tornou 2 mil vezes menor 
a replicação do Picornavírus (parente do vírus da 
Poliomielite) e 750 vezes menor a replicação do ví-
rus do Sarampo, além de ter neutralizado o H1N1, 
da Influenza4.

Com função semelhante à do sangue, em inver-
tebrados, a hemolinfa efetua a troca de produtos 
químicos com os órgãos, conduz hormônios, ali-
mento elaborado e produtos de excreção, regula a 
pressão interna do corpo, ventila o sistema traque-
al e reserva água, além de uma composição quími-
ca é bastante diferente e é basicamente constituída 
por água, sais e compostos orgânicos5.

Ainda em relação à composição da hemolinfa, 
observa-se grande concentração de proteínas, li-
pídeos, aminoácidos livres e alta concentração de 
íons inorgânicos como Cl-, Na+, K+ e Mg++, sen-
do que todos esses componentes aparecem em 
diferentes insetos e em diferentes quantidades de 
acordo com as fases do ciclo de vida, contribuindo 
para a manutenção do pH e da pressão osmótica 
do plasma6.

Estudos sugerem que a hemolinfa de insetos 
apresenta substâncias farmacologicamente ati-
vas, e a isto, associa-se potencial antibacteriano7, 
antiviral3, imunoregulador8, fungicida9 e anticon-
gelante10, tornando-se assim, um potencial para o 
surgimento de novas ferramenta terapêuticas.

Sendo assim, este trabalho tem como objeti-
vo avaliar a citotoxicidade da hemolinfa obtida 
de larvas de Zophobas morio Fabricius, através de 
métodos que envolvem a avaliação da viabilidade 
celular e de ensaios que possam indicar prolifera-
ção celular.

 
materiais e métodos

Cultura celular

As células da linhagem CCD - 1072Sk foram 
cultivadas em meio ISCOVE´S com 10% de soro 
fetal bovino, 0,292 g/L de L-glutamina, 1,0 g/L de 
D-glicose, 2,2 g/l de NaHCO3, 10.000UI de Penici-
lina e 0,060 g/l de Estreptomicina. As células foram 
mantidas em frascos de 25 cm2 (1 × 105 cells/mL) 

em estufa úmida com atmosfera de 5% de CO2 a 
37 °C. Em todos os experimentos as culturas de fi-
broblastos foram submetidas ao teste de viabilida-
de com o corante azul de tripano e foi realizada a 
leitura em câmara hemocitométrica por microsco-
pia óptica. Todos os experimentos descritos foram 
realizados quando a viabilidade celular foi igual ou 
superior a 95%. 

Extração da hemolinfa

Para a extração da hemolinfa realizou-se uma 
pequena incisão na região dorsal anterior do pri-
meiro segmento torácico, próximo à cabeça da 
larva, utilizando um bisturi descartável n° 12, com 
o intuito de atingir o vaso dorsal que passa pela 
região. A hemolinfa que extravasa pela incisão foi 
coletada em pequenas porções de 5 mm³ com o 
auxílio de micropipeta, sendo diluída imediata-
mente em meio de cultura Iscove´s, até atingir a 
concentração desejada para o teste.

 
Ensaio de viabilidade celular pelo método de 

exclusão do Azul de Tripano

A avaliação da viabilidade das células na pre-
sença das diferentes concentrações de hemolinfa 
foi realizada através do método de exclusão de azul 
de tripano em fibroblastos. Assim, após incubação 
das células (1 x 105 células/mL) com diferentes di-
luições a hemolinfa (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%) por 
24 horas, as células foram centrifugadas e ressus-
pendidas em meio ISCOVE´S, suplementado em 
20% com

Soro Fetal Bovino (SFB). Após isso, as células 
foram diluídas (1:10) em corante de azul de tri-
pano e a contagem das células inviáveis foi reali-
zada em Câmara Hemocitométrica (Câmara de 
Neubauer) utilizando microscópio óptico 400x.

Ensaio da viabilidade celular pelo método de 
redução do MTT

Para avaliar a viabilidade celular após trata-
mento com diferentes diluições da hemolinfa, foi 
utilizado o método colorimétrico do MTT. Para 
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o teste do MTT, 1 x 105 de células foram semea-
das em microplacas de 96 poços na ausência ou 
presença da hemolinfa (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%), 
por 24 horas e incubadas em estufa a 37oC com 
atmosfera contendo 5% de CO2. Ao final do pe-
ríodo de incubação, foi adicionado aos poços da 
microplaca 10 μL de MTT na concentração de 5 
mg.mL-1, e após 4 h de incubação com o MTT, fo-
ram acrescentados 50 μL SDS (Dodecil Sulfato de 
Sódio) a 10% diluído em HCl/0,01N. A quantifi-
cação da densidade óptica (DO) será medida em 
espectrofotômetro. O valor de IC50 (concentração 
em μM.L-1 que inibe 50 % da viabilidade celular) 
foi determinada por meio da curva dose resposta 
utilizando o programa estatístico GraphPad Prism 
4.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Ensaio de incorporação do iodeto de propí-
deo (PI)

Foram realizados ensaios de incorporação do 
iodeto de propídio (PI) para avaliação das fases do 
ciclo celular por citometria de fluxo. Resumida-
mente, as células foram plaqueadas em placas de 
vinte e quatro poços (densidade inicial em células/
poço, de 2x105) e a elas foi adicionada a solução 
fluorocrômica hipotônica (HFS – 0,1% p/v de ci-
trato de sódio trissódico, 0,5% p/v de Triton-X 100 
e 50 µg/ml de iodeto de propídeo). Após período 
de incubação de quatro horas, a 4oC e ao abrigo 
da luz, as células e o sobrenadante foram recolhi-
dos e analisados. Foi utilizado o citômetro de flu-
xo FACScan, o programa CELLQuest e os dados 
obtidos, considerando-se 20.000 eventos por aná-
lise em cada ensaio, serão analisados no programa 
WinMDI 2.8.

Wound healing

Para a realização do ensaio wound healing, os 
fibroblastos foram semeados em microplacas de 6 
poços e cultivadas conforme item 2.1 até o surgi-
mento da monocamada confluente. 

As monocamadas de células foram cuidadosa-
mente “riscadas” com a ponta de uma pipeta esté-
ril, lavadas com solução salina e tampão fosfato. 

Em seguida, as células foram incubadas a 37 °C 
com meio de cultura, sem soro fetal bovino (ca-
renciamento) e com 10,0 % de hemolinfa. Os pon-
tos de referência perto da fenda foram marcados 
para garantir a mesma área de aquisição de ima-
gem. Estas foram obtidas em diferentes períodos 
por uma câmera digital acoplada ao microscópio e 
a percentagem de fechamento foi calculada com o 
software IMAGEJ (NIH, EUA).

Análise estatística

Para a análise dos dados foram utilizados a 
Análise de Variância (ANOVA) e posterior o teste 
de comparação múltipla de Tukey, com significân-
cia de p<0.05, para a comparação entre os gru-
pos11. Foi utilizado o Software GraphPad-Prism 
V3.02. Para todos os grupos consideraram-se es-
tatisticamente significativos valores de p menores 
que 0.05 (p<0.05).

resultados e discussão

O teste de incorporação do azul de tripan per-
mite detectar células inviáveis, que incorporam o 
corante por apresentarem danos na membrana co-
rando-se em azul; enquanto que as células viáveis, 
por apresentarem membrana íntegra, bloqueiam 
a passagem do corante. Assim, após o tratamento 
com a hemolinfa, observamos uma tendência line-
ar de proliferação dos fibroblastos testados. A figu-
ra 1 mostra a representação gráfica desse resultado 
e ainda indica que a maior concentração estudada 
(10%) apresentou aumento estatisticamente signi-
ficativo em comparação ao controle (células sem 
tratamento).

Já em relação ao teste de proliferação MTT, 
método descrito por Mosmann (1983)12 que con-
siste em medir a viabilidade celular pela atividade 
enzimática mitocondrial das células vivas, a ten-
dência de proliferação da hemolinfa sobre os fibro-
blastos testados, também foi observada. Contudo, 
ao contrário do teste de incorporação do azul de 
tripan, o qual indicou apenas uma concentração 
com sendo capaz de aumentar a proliferação de 
modo significativo, a figura 2 indica que não ape-
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nas a concentração de 10% conseguiu aumentar 
signifi cativamente o percentual de fi broblastos em 

comparação ao controle (células sem tratamento), 
mas também as concentrações de 5,0 e 7,5%.

 Figura 1. Resultados da viabilidade celular através da técnica azul de trypan após 24 horas de exposi-
ção com diferentes concentrações de hemolinfa. Antes do início dos testes, as células foram carenciadas 
de soro fetal bovino. (***) P<0,001 - signifi cativo em relação ao controle, ANOVA, Tukey, GraphPad 
PRISM v5.0.

Figura 2. Resultados da viabilidade celular através da técnica de MTT após 24 horas de exposição 
com diferentes concentrações de hemolinfa. Antes do início dos testes, as células foram carenciadas de 
soro fetal bovino. (*) P>0,05 - signifi cativo em relação ao controle. (**) P>0,01 - signifi cativo em relação 
ao controle, ANOVA, Tukey, GraphPad PRISM v5.0. 
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A diferença dos resultados obtidos nos testes de 
MTT e azul de tripano podem ser explicadas ao 
menos em parte, pela diferença entre os princípios 
dos métodos, pois no caso do MTT, algumas cé-
lulas poderiam estar inviáveis quando observadas 
ao microscópio óptico (azul de trypan), mas ainda 
poderiam ter mitocôndrias capazes de reduzir o 
sal de MTT à formazan (princípio do método de 
MTT). 

Como a atividade citotóxica foi praticamen-
te descartada a partir dos resultados observados 
acima, onde observamos uma clara relação dose-
dependente de proliferação dos fi broblastos, par-
timos para a verifi cação da atividade proliferativa 
da hemolinfa através da quantifi cação das fases 
do ciclo celular de fi broblastos tratados como a 
concentração de 10% de hemolinfa, cuja respos-
ta proliferativa foi estatisticamente signifi cativa 
em relação ao controle (células não tratadas) nos 
dois testes realizados anteriormente. Deste modo, 
a fi gura 3A, mostra a representação gráfi ca do per-
centual de células tratadas com diferentes concen-
trações de hemolinfa e que estão nas fases S-G2-M 
do ciclo celular quando comparadas ao controle 
não tratado.

Por fi m, após verifi carmos que a concentração 
de 10% da hemolinfa foi capaz de induzir a prolife-
ração dos fi broblastos, realizamos o ensaio wound 

healing, com o objetivo de monitorar em tempo 
real, a proliferação dos fi broblastos mediante ao 
tratamento com 10% de hemolinfa (Figura 4).

considerações fi nais

Os resultados obtidos neste trabalho mos-
tram que a hemolinfa possui característica pro-
liferativa, capacitando assim o crescimento e a 
viabilidade celular. Nenhum dos testes realiza-
dos foi capaz de observar citotoxicidade às célu-
las, inclusive em concentrações elevadas como a 
de 10%. Além disso, os métodos de redução do 
MTT e de exclusão pelo corante azul de trypan 
mostraram relação dose-dependente na proli-
feração dos fibroblastos. Também, verificamos 
que as células tratadas com 10% de hemolinfa, 
apresentaram percentual de células em fases 
S-G2-M, maior dos que as células não tratadas 
(controle) e que no monitoramento em tempo 
real (wound healing) os fibroblastos tratados 
também conseguiram ocupar a área livre de 
modo significativamente maior do que células 
não tratadas.

Por fim, novos testes devem ser realizados 
para esclarecer os mecanismos proliferativos da 
hemolinfa a fim de que possam auxiliar na busca 
por novas formas de auxilio terapêutico. 

Figura 3. (A) Percentual de células em fase S-G2-M obtidos após exposição por 24 horas de diferentes 
concentrações de hemolinfa sobre linhagem de fi broblastos humanos. Antes do início dos testes, as cé-
lulas foram carenciadas de soro fetal bovino. (**) P>0,05 - signifi cativo em relação ao controle, ANOVA, 
Tukey. GraphPad PRISM v5.0. (B) Histograma representativo da concentração com signifi cância estatís-
tica (10%), Flow Jov 10.0.
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