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AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES ANTITUMORAIS E 
IMUNOMODULATÓRIAS DO FLAVONOIDE APIGENINA EXTRAÍDO DE Croton 
betulaster Mull NA INTERAÇÃO GLIOBLASTOMA / MICROGLIA 
 
 

RESUMO 

 

O entendimento da biologia tumoral dos glioblastomas é um processo complexo e 

contraditório. Classicamente, a microglia é a célula efetora da resposta imune no 

Sistema Nervoso Central. Entretanto, estudos vêm demonstrando que este tipo 

celular contribui mais para a progressão tumoral do que para a sua eliminação. 

Nossos estudos anteriores demonstraram a capacidade antitumoral e 

antiangiogênica do flavonoide apigenina, além do seu efeito morfogênico e 

imunomodulador em cultura de glioblastomas. O presente estudo teve como 

objetivo investigar as propriedades antitumorais e imunomodulatórias do 

flavonoide apigenina, extraído de Croton betulaster Mull em culturas de células de 

glioblastoma isoladas e cocultivadas com microglia e em modelos animais com 

implantes de células tumorais humanas. No primeiro artigo, foi investigado o efeito 

do flavonoide apigenina em cultura de células de microglia isoladas e em 

cocultura com a linhagem de glioblastoma de rato C6. Observou-se que a 

apigenina tem a capacidade de diminuir a viabilidade das células de glioma e 

microglia e modificar a morfologia celular das microglias, além de alterar a 

capacidade imumoduladora destas células do perfil M2 para M1, através do 

balanço da secreção de TNF e IL-10, sem alterar a liberação de NO. Na cocultura, 

a apigenina mostrou-se capaz de ativar as microglias para fagocitar as células de 

glioma, aumentando a quimiotaxia e inibindo a migração tumoral, com redução da 

liberação de IL-6. No segundo artigo, procuramos entender os mecanismos de 

ação do flavonoide apigenina na cultura de gliomas em termos de viabilidade 

celular, alterações morfológicas, secreção de fatores tróficos, bem como indução 

de morte celular por apoptose e autofagia. Para tanto, investigamos o efeito da 

apigenina em cultura de células e em modelos animais com implantes de células 

tumorais. Após a modulação com o flavonoide, as células alteraram a sua 

morfologia, diferenciaram-se e passaram a expressar marcadores astrocitários e 

neuronais. Houve também uma indução de morte por apoptose e autofagia nas 
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células tratadas com o flavonoide e uma redução do tamanho da massa tumoral 

em ratos. Esses resultados demonstram que o flavonoide apigenina apresenta 

capacidade antiproliferativa e induz diferenciação celular, apoptose, autofagia, 

inibição da migração celular, e mudanças no perfil regulatório e fenotípico da 

resposta microglial em interação com o glioblastoma, e poderão contribuir no 

tratamento dos gliobastomas humanos através de seu efeito antitumoral, 

morfogênico e imunomodulatório, comprovados pelo presente estudo in vitro e em 

modelos animais com implantes de células tumorais humanas. 

 

 

Palavras-chave: flavonoides, apigenina, glioma, microglia, apoptose, 

diferenciação. 
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EVALUATION OF ANTITUMOR AND IMMUNOMODULATORY PROPERTIES 
OF FLAVONOIDE APIGENIN EXTRACT FROM Croton betulaster Mull IN THE 
INTERACTION GLIOBLASTOMA / MICROGLIA 

 
 

ABSTRACT 
 
 

The understanding the tumor biology of glioblastomas is a complex and 

contradictory process. Classically, microglia is the effector cell of the immune 

response in the Central Nervous System. However, studies have shown that this 

cell type favors tumor progression more than its elimination. Our previous studies 

demonstrated an antitumor and antiangiogenic capacity of flavonoid apigenin, in 

addition to the morphogenic and immunomodulatory effect in glioblastomas in 

vitro. Thus, in this present study we aimed to investigate the antitumor and 

immunomodulatory properties of flavonoid apigenin, extracted from Croton 

betulaster Mull in cultures of glioblatoma cells isolated and co-cultivated with 

microglia and in animal models with tumor cells implants. In the first paper, the 

effect of flavonoid apigenin on culture of isolated microglia cells and in co-culture 

with glioma C6/microglia was investigated. It was observed that apigenin has the 

ability to decrease the viability of glioma and glioma/microglia co-culture cells and 

to modify the cellular morphology of microglia, besides altering the imumodulatory 

capacity of these cells from M2 to M1 profile, modifying the balance of TNF and IL-

10 secretion, without altering the release of NO. In co-culture, apigenin was able to 

activate microglia to phagocyte glioma cells, increases chemotaxis and inhibits 

tumor migration and reduces IL-6 release. In the second paper, we sought to 

understand the role of apigenin in glioma culture in terms of cell viability, 

morphological changes, secretion of trophic factors, as well as induction of cell 

death by apoptosis and autophagy. For this, we investigated the effect of apigenin 

on cell culture and on animal models with tumor cell implants. After modulation 

with the flavonoid, the cells altered their morphology, differentiated and started to 

express astrocyte and neuronal markers. The flavonoid also induces cell death by 

apoptosis and autophagy and reduces the size of tumor mass in rats. Due to the 

antiproliferative capacity, induction of cell differentiation, inhibition of cell migration, 

induction of apoptosis, autophagy and changes in the regulatory and phenotypic 

profile of the microglial response in interaction with glioblastoma, these results 
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point to the apigenin flavonoid as a therapeutic and immunomodulatory alternative 

in the treatment of human gliobastomas. 

 
 

Key words: flavonoids, apigenin, glioma, microglia, apoptosis, differentiation. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

Gliomas são os tumores intracranianos que apresentam células gliais com 

maior frequência, representando mais de 50% das neoplasias do Sistema Nervoso 

Central (SNC). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), estes tumores 

são classificados a partir de critérios histopatológicos e moleculares, sendo o 

glioblastoma o mais agressivo (ANDERSON et al., 2008; LOUIS et al., 2016). Este 

tipo de tumor apresenta o pior prognóstico, com sobrevida máxima de 15-18 meses 

após o diagnóstico (COTRAN, et al., 2000; NAKADA et al., 2007; ANDERSON, et 

al., TOSONI et al., 2016).  

 

As estratégias de tratamento aplicadas aos glioblastomas consistem em 

quimioterapia, cirurgia e radioterapia, isoladamente ou combinados, os quais 

podem aumentar a sobrevida dos pacientes em alguns meses. Sua eficácia 

terapêutica ainda é muito limitada, ocorrendo alta recorrência, reflexo da 

propriedade infiltrante deste tipo de tumor, o que torna uma ressecção total 

impossível sem que haja dano neurológico ao paciente (SOFFIETTI et al., 2007). 

Novos agentes e combinações terapêuticas têm sido sugeridos com o objetivo de 

aumentar a eficácia do tratamento e diminuir os efeitos colaterais intensos (DEFER 

et al., 1997; VANDIER et al., 1998; JANSEN et al., 2004; TUNICI, et al., 2006; 

SOFFIETTI et al., 2007) 

 

As células da microglia são um tipo de célula glial originado dos macrófagos 

invasores no SNC (KOSTIANOVSKY, 2008) e sua função na biologia dos 

glioblastomas não está totalmente elucidada. No entanto, numerosas células da 

microglia se infiltram na massa tumoral e tendem a favorecer o seu crescimento 

(BADIE & SCHARTNER, 2000). Uma vez que as células do glioblastoma são 

imunogênicas e secretam citocinas imunossupressoras (BADIE et al., 2001), a 

ativação controlada da microglia e de sua propriedade antitumoral podem constituir 

uma arma adicional de defesa nas imunoterapias contra os tumores cerebrais.  

 

Os flavonoides são compostos polifenólicos, produtos do metabolismo 

secundário dos vegetais, e amplamente distribuídos no reino vegetal (BRUNETON, 

1995; HAVSTEEN, 2002). Diversas atividades biológicas têm sido atribuídas a 
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estes biocompostos, inclusive uma atividade antitumoral, especialmente contra 

câncer de mama, pulmão, próstata, fígado e leucemia pró-mielocítica (CHENG et 

al., 2000; HAIDARA et al., 2006; ROY et al., 2007; YE et al., 2007). Estudos 

anteriores do grupo já demonstraram que o flavonoide rutina apresentou atividade 

neuroprotetora e antitumoral em modelos in vitro de cultura primária de astrócitos e 

de linhagem de glioblastoma humano (SILVA et al., 2008;  Santos et al., 2011). 

Além disso, outros estudos do grupo, realizados por Freitas et cols. ( 2010) e 

Coelho et cols. (2015, 2016) demonstraram a capacidade de flavonoides da Croton 

betulaster, entre eles a apigenina, em inibir a produção de citocinas angiogênicas, 

o crescimento e diferenciação em células de glioblastoma humano das linhagens 

GL-15 e C6. O cultivo com estes flavonoides também resultou em relevantes níveis 

de apoptose das células tumorais e não apresentaram toxicidade em astrócitos.  

 

Neste contexto, este estudo investigou a atividade do flavonoide apigenina 

extraído da folha da planta Croton betulaster Mull em culturas de células de glioma 

e microglia, isoladas ou em cocultura, e em modelos animais com implantes de 

células tumorais. Foram avaliados os efeitos no crescimento, na diferenciação, 

regulação de citocinas, migração e quimiotaxia in vitro e in vivo. Com isso, 

buscamos esclarecer seu mecanismo de ação demonstrando diferentes efeitos 

antitumorais e morfogênicos que poderão contribuir futuramente para o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas e imunomodulatórias no 

tratamento dos glioblastomas.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos funcionais de células do SNC 

 

O SNC nos mamíferos é constituído pelos neurônios e células da glia. Os 

neurônios possuem um ou mais prolongamentos que são capazes de gerar e 

conduzir impulsos nervosos. Sua morfologia está adaptada para recepção, 

transmissão e geração de sinais nervosos (LENT, 2010). Assim como as células 

da glia, os neurônios se diferenciam de progenitores neurais, mas apresentam 

prolongamentos polarizados chamados de axônios e dendritos. Os axônios podem 

propagar potenciais de ação, fazer junções sinápticas com outros neurônios e 

células nervosas, além de liberar neurotransmissores (MOREST & SILVER, 2003). 

 

No encéfalo, a proporção geral entre neurônios e células não neuronais 

chega a 1:1 (AZEVEDO et al., 2009; HERCULANO-HOUZEL et al., 2006, 2008). A 

proporção de um neurônio para dez células da glia, considerado um verdadeiro 

dogma das neurociências, foi superado em trabalhos recentes realizados no 

encéfalo de humanos, primatas e diversos roedores (BARTHELD et al., 2016). 

Esses estudos também revelaram que o córtex cerebral, apesar de possuir 82% da 

massa encéfalica, apresenta somente 18% do total de neurônios, enquanto o 

cerebelo contém mais de 70% dos neurônios em roedores (AZEVEDO et al., 2009; 

HERCULANO-HOUZEL et al., 2006, 2008). 

 

As células gliais constituem unidades de sustentação, revestimento, defesa 

e modulação da atividade neuronal, sendo constituídas no SNC pelos astrócitos, 

microglia, oligodendrócitos e células ependimárias. Por exemplo, os astrócitos 

removem os neurotransmissores em excesso liberados pelos neurônios durante a 

transmissão sináptica e mantém o balanço e composição iônica do ambiente 

neuronal (FEI HE & YI e SUN, 2007). 

 

Os astrócitos constituem cerca de 20% de toda a população glial (PELVIG 

et al., 2008). Estas células funcionam como elementos de sustentação, possuem 

inúmeros prolongamentos que emergem do corpo celular e são fundamentais para 

o desenvolvimento, homeostasia e detoxificação do SNC (TARDY et al., 1991). 
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Essas células são particularmente fundamentais para o aporte de nutrientes do 

sangue para as células nervosas, armazenamento de glicogênio, participam do 

mecanismo de cicatrização e defesa imune do tecido nervoso (TARDY et al., 1981; 

TARDY, 1991, KRIEGSTEIN & GÖTZ, 2003).  

 

Microglia são células pequenas, alongadas e desempenham no SNC 

funções semelhantes aos macrófagos, atuando como elementos de defesa com 

função fagocítica. Essas células podem aumentar sua população nos casos de 

dano e inflamação, além de facilitar a sobrevivência dos neurônios através da 

secreção de substâncias neurotróficas ou da ativação de astrócitos (GIULIAN et 

al., 1994; ALOISI, 2001; GOLDMANN and PRINZ, 2013).  

 

Os oligodendrócitos apresentam prolongamentos celulares fundamentais 

para a formação da bainha de mielina, garantindo a rápida e eficiente condução do 

impulso nervoso (PELVIG et al., 2008). As células ependimárias são células menos 

diferenciadas, remanescentes do epitélio embrionário e revestem as paredes dos 

ventrículos cerebrais, aqueduto e canal central da medula vertebral, promovendo 

junto aos plexos coroideos a formação do líquido cefalorraquidiano (LENT, 2010). 

 

O tecido nervoso é protegido ainda pela barreira hematoencefálica, uma 

estrutura membranosa altamente seletiva, pelo endotélio dos vasos sanguíneos 

com junções altamente adesivas e todos os tipos celulares descritos acima 

(FONSECA et al., 2014 e SOE et al., 2014). Este componente físico é fundamental 

na regulação da entrada de macromoléculas, moléculas polares e inclusive 

fármacos que circulam da corrente sanguínea para o encéfalo, mantendo o 

parênquima cerebral isolado da circulação sanguínea e permitindo um ambiente 

químico protegido e constante para o funcionamento do SNC (SCHMITT-SCHILLIG 

et al., 2005; KIM et al., 2006).  

 

 

2.1.1 Resposta imune no SNC 

 

O encéfalo é um órgão imunologicamente privilegiado, sendo que as 

respostas aos antígenos na maioria das vezes não causam dano ao tecido neural 
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(JANEWAY, 2007). No entanto, dependendo do tempo e das circunstâncias, essas 

respostas podem causar dano ao tecido cerebral ou contribuir para o 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas agudas ou crônicas todas com 

perfil neuroinflamatório como a síndrome de Fisher, esclerose múltipla, doença de 

Huntington, Parkinson, Alzheimer entre outras (BECKER, 2006; GRAEBER & 

STREIT, 2010).  

 

A imunidade inata no SNC é exercida primeiramente pelos astrócitos e 

células da microglia (HUSSAIN et al., 2006). Segundo Lucas et al. (2006), as 

células da glia respondem a diversos distúrbios, tais como: injúria, isquemia, 

infecções, doenças autoimunes e desordens neurodegenerativas, através da 

produção de citocinas, quimiocinas e mediadores químicos. Estas moléculas atuam 

de modo parácrino, promovendo a ativação celular e recrutando linfócitos para 

promover a eliminação dos antígenos no tecido nervoso (FARINA et al., 2007). 

Estas células são capazes de reconhecer e responder rapidamente a infecções e 

são responsáveis pelo recrutamento e ativação de células do sistema imune 

necessárias para combate aos patógenos (BAILEY et al., 2006).  

 

As células gliais são as células imunoefetoras do SNC responsáveis pela 

defesa contra microrganismos infecciosos e substâncias tóxicas oriundas do 

metabolismo celular, que podem alterar ou comprometer o seu funcionamento 

(BECKER et al., 2006). Os astrócitos apresentam a capacidade de modificar a 

permeabilidade da barreira hematoencefálica, atraindo células do sistema imune da 

circulação sanguínea para o tecido neural e assim reforçando a resposta 

imunológica (FARINA et al, 2007). Essas células também apresentam capacidade 

fagocítica, no entanto raramente expressam moléculas de MHC de classe II 

(ALOISI et al., 2000). Os astrócitos produzem várias interleucinas (ILs) como IL-1, 

IL-3, IL-5, IL-6 e IL-8 e secretam ainda TNF, TGF-β, INF-γ, GM-CSF, M-CSF e 

PGE2 todas de fundamental importância para regulação de células promotoras da 

resposta imune (SZELÉNYI, 2001).  

 

Ainda como um papel secundário, os oligodendrócitos e os neurônios podem 

contribuir para a defesa do SNC secretando as citocinas IL-1, IL-12, IL-3, IL-5, IL-6, 

IL-10, IL-11 e IL-15 (SZELÉNYI, 2001).  
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A presença no SNC de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias é 

consequência da ativação de células T CD4+, microglia e astrócitos. Além de 

promoverem a ativação celular, as citocinas regulam a expressão de mediadores 

pró-inflamatórios e anti-inflamatórios, gerando um equilíbrio da resposta imune do 

tipo TH1 e TH2 durante o processo patogênico (ALOISI, et al., 2000). 

 

 

2.1.2 Células microgliais e resposta imune 

              

  As células da microglia são as principais responsáveis pela resposta imune 

inata no SNC, iniciando processos inflamatórios e recrutando outras células da 

resposta imune adaptativa para a defesa desse sistema (LEHNARDT, 2010). A 

microglia [CD11b/c+CD45baixo] no SNC segundo Szelénui (2001) desempenha 

papel semelhante aos macrófagos [CD11b/c+CD45alto], incluindo a fagocitose, 

indução de inflamação e capacidade de processar e apresentar antígenos aos 

linfócitos T que são recrutados para o local da reação (ALOISI, 2001). Sua 

quantidade varia ao longo do SNC e os astrócitos apresentam um grande papel na 

ativação destas células (MERRELL & BENEVENISTE, 1996; RANSOHOFF 1997; 

MINGHETTI & LEVI 1998; VILHARDT, 2005). Os principais marcadores da 

micróglia são: Iba1, GLUT 5, CD 34, CD 163, CD 209, CCR 2, TLR2, TLR4, OX-42 

e nestina (GRAEBER & STREIT, 2010). Os receptores tipo toll (TLR, toll like 

receptors) são os receptores da resposta imune inata e também da resposta 

adaptativa que provêem um importante mecanismo para que as microglias tornem-

se capazes de sensibilizar o patógeno e ligarem-se às células dos hospedeiros 

(LEHNARDT, 2010). A presença destas moléculas no sistema nervoso é de 

fundamental importância para recrutamento e ativação de linfócitos, o que favorece 

o desenvolvimento da resposta imune adaptativa e mantêm a homeostase cerebral 

(VILHARDT, 2005; HANISCH & KETTENMANN, 2007). 

 

 

As células da microglia apresentam uma variação morfológica de acordo 

com a idade e o estado imunológico do cérebro. No encéfalo jovem sadio, 

apresentam um fenótipo amebóide típico de macrófagos, sendo assim chamadas 

de macrófagos cerebrais (GRAEBER & STREIT, 2010). Essa morfologia ocorre 
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também em casos de injúrias e patologias cerebrais, como o câncer. No entanto, 

em um encéfalo adulto tais células apresentam um fenótipo ramificado, passando a 

ser chamadas de microglia ramificada (VILHARDT, 2005; CHARLES et al., 2011).  

 

Durante uma infecção no tecido nervoso a microglia ativada altera a sua 

morfologia (AJAMI et al., 2007), apresentando uma importante regulação na 

expressão de moléculas de MHC classe II. Estas células apresentam uma alta taxa 

metabólica e secreta uma variedade de citocinas, sendo as principais: IL-1 IL-5, IL-

6, IL-10, IL-12 e IL-15, além de secretar ainda TNF, TGF-β, M-CSF, prostaglandina 

E2 e quimiocinas (ALOISI et al., 2000; SZELENYI, 2001; VILHARDT, 2005). 

 

 

 
Figura 1. Polarização M1/M2 da micróglia e suas funções imunoregulatórias 

(Adaptado de Nakagawua and China, 2014). 

 

Além disso, a microglia é a maior população celular responsável pela 

indução da produção de óxido nítrico (NO) no SNC, possuindo diversas funções 

biológicas, inclusive como antitumorai (NATHAN, 1992; MARQUES et al., 2008). O 

NO é outro importante fator produzido pela microglia e astrócitos ativados. 

Considerado como potente mensageiro biológico, o NO é um radical livre de vida 

curta que media uma variedade de funções biológicas, incluindo homeostasia 

vascular, neurotransmissão, ação microbicida, atividade antitumoral e 

citotoxicidade, no entanto, quando liberado, pode se combinar com o peróxido ou o 

superóxido de hidrogênio, produzindo radicais peroxinitritos altamente reativos 

(DAWSON & SNYDER 1994; MANNING et al., 2001). 
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2.1.3 Interação microglia/glioblastoma 

 

Nos tumores cerebrais são observados um grande número de células não 

tumorais compondo a massa tumoral (DUBOIS et al., 2014). Badie e Schartner 

(2000) demonstraram que a microglia compõe uma grande parte ao redor da 

massa tumoral. Apesar dos mecanismos ainda não serem totalmente elucidados, a 

microglia parece favorecer a progressão e invasão do tumor, seja através de 

contato direto ou pela secreção de fatores solúveis (HAMBARDZUMYAN et al.,, 

2015). Esta liberação de fatores pelas células microgliais passa, então, a favorecer 

a proliferação e a migração das células tumorais, assim como a angiogênese, 

muito importante para suprir de nutrientes e oxigênio o tumor (JAIN et al., 2007). 

Dentre os fatores liberados pela microglia, destacam-se IL-6, IL-10, IL-1β, TNF, 

TGFβ, prostaglandinas, EGF (epidermal growth factor), VEGF (vascular endothelial 

growth factor), HGF (hepatocyte growth factor) (GRAEBER et al., 2002; WATTERS 

et al., 2005). 

 

 

                                
Figura 1: Microambiente tumoral e secreção de fatores pela microglia que promovem a 
invasão do glioma.  

(HAMBARDZUMYAN et al., 2015). 

 

Estudos sobre a imunologia tumoral dos glioblastomas demonstram a 

importância da microglia para o comportamento agressivo dessas neoplasias 

(HAMBARDZUMYAN et al., 2016). Hussain et al. (2006) demonstraram que a 

microglia torna-se hiporresponsiva no microambiente tumoral e assim favorece o 

crescimento tumoral.  
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Kostianovsky et al. (2008) demonstraram que as células do glioblastoma 

inibem a capacidade da microglia para produzir a citocina pró-inflamatória TNF e 

estimulam a secreção de IL-10. Além disso, observou-se que HLA de classe II e a 

expressão de moléculas de co-estimulação CD80 em monócitos são suprimidos na 

presença das células tumorais.  

 

Durante a interação microglia/glioblastoma foi demonstrada que a atividade 

fagocítica da microglia encontra-se inibida na presença do tumor, sugerindo assim 

um ambiente imunossupressor que acaba contribuindo para o crescimento e 

migração tumoral (ZHAI, FRANK e TSIRKA, 2011). 

 

2.2 Fisiopatologia dos tumores cerebrais malignos: o 
glioblastoma  
 

2.2.1 Origem e caracterização de gliomas  
 

Estas neoplasias são mais encontradas em homens com idade entre 40-65 

anos (SOFFIETTI et al., 2007). O prognóstico é reduzido e a maioria dos pacientes 

não sobrevive um ano e meio depois de confirmado o diagnóstico, segundo dados 

epidemiológicos atualizados do INCA (COTRAN, et al., 2000; NAKADA et al., 2007; 

ANDERSON, et al., 2008). Atualmente para o biênio de 2016/2017 são estimados 

5.440 casos novos de câncer do SNC em homens e 4.830 em mulheres (INCA, 

2017) 

 

             A gênese dos gliomas é controversa, mas diversos fatores contribuem para 

o seu desenvolvimento no SNC, sendo as principais: anormalidades e ausência de 

controle da divisão celular (OZEKI et al., 2010), mutações em genes, doenças 

imunes e altas doses de irradiação (SCHWARTZBAUM et al., 2006). 

 

            O glioblastoma é o mais agressivo astrocitoma maligno do SNC (figura 3). 

São tumores de crescimento rápido e infiltrante, bastante invasivo, altamente 

vascularizado, com focos de necrose e localizam-se principalmente na substância 

branca dos hemisférios cerebrais (VANDENBERG, 1992; LOUIS et al., 2016). 

Estes tumores dependem de neovascularização para seu desenvolvimento, 

nutrição e progressão. Os glioblastomas possuem potencial para invadir tecidos 
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adjacentes e distantes nas áreas do encéfalo, difundindo-se no espaço 

intracraniano causando vaso-oclusão, contribuindo para ocorrência de hipóxia e  

necrose do tecido nervoso (CHAUDHRY et al., 2001; NAKADA et al., 2006; 

ANDERSON et al., 2008). Seus aspectos morfológicos de vascularidade densa, 

grande proliferação endotelial celular, além de crescimento rápido, tornam estes 

tumores altamente recidivos (LAKS et al,  2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Características do Glioblastoma Humano. (A) Ressonância magnética 

demonstrando tumor cerebral; (B) Peça macroscópica com massa tumoral invasiva; 

(C) Corte histológico com coloração hematoxilina-eosina de glioblastoma humano 

com necrose paliçada e com proliferação endotelial vascular; (D) Imunomarcação 

para GFAP. 

(Adaptada pelo autor). 

 

Em virtude de sua heterogeneidade, o aspecto macroscópico dos 

glioblastoma varia consideravelmente, não sendo possível encontrar limites nítidos 

entre o tumor e os tecidos cerebrais vizinhos (Figura 3B). O tecido neoplásico é 

friável, sem brilho, granuloso, acinzentado, com presença de focos hemorrágicos e 
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necrose. Apesar de sua grande malignidade, as metástases ocorrem apenas no 

SNC por via liquórica, e para outros órgãos são de ocorrência rara. A angiogênese 

intensa associada à presença constante de necrose é indicador do seu 

comportamento biológico agressivo, sendo este fato causa da alta recorrência 

desses tumores mesmo após o seu tratamento e ressecção cirúrgica (COTRAN et 

al., 2000; CHAUDHRY, et al. 2001; SOFFIETTI et al., 2007; NAKADA et al., 2007; 

ANDERSON et al., 2008).  

 

O glioblastoma humano é heterogêneo e diversos marcadores específicos 

de origem glial são utilizados para caracterizá-los. Essencialmente, dois 

marcadores, as proteínas GFAP e a vimentina, ambas componentes principais dos 

filamentos intermediários das células gliais normais, foram amplamente 

caracterizadas nos glioblastomas (RUTKA et al., 1999) (Figura 3 D). Ainda, entre 

os elementos que os caracterizam, temos as mutações no gene p53 e a expressão 

de EGFR e VEGFR (JANSEN et al., 2004; KARGIOTIS et al., 2006). 

 

Glioblastomas são pobremente imunogênicos e não expressam antígenos às 

células apresentadoras de antígenos (APC). Além do mais, expressam níveis 

significantes de TLR, e não secretam citocinas inflamatórias, como IL-1, IL-6 TNF 

responsáveis pelo desenvolvimento da resposta imune inata (BADIE & 

SCHARTNER, 2000; HUSSAIN et al., 2006; LEHNARDT, 2010).  

 

 

2.2.2 Abordagens terapêuticas para glioblastomas  

 

A abordagem terapêutica aplicada aos glioblastomas, assim como para 

outros tipos de tumores cerebrais, é multidisciplinar (SOFFIETTI et al., 2007). 

Geralmente consiste numa combinação de cirurgia com radioterapia e 

quimioterapia, esta última constituída, essencialmente, de drogas citotóxicas, como 

as nitrosuréias e agentes alquilantes que são pouco ativos e somente 

proporcionam um aumento da sobrevida de alguns pacientes em 2-3 meses 

(HILDEBRAND et al., 1997; FRIEDMAN et al., 2000; KEIME-GUIBERT et al., 

2007).  
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A eficácia terapêutica da cirurgia para os glioblastomas é limitada, devido 

primeiramente ao órgão de localização deste tumor que pode afetar regiões 

funcionais vitais. Além disso, tal limitação também ocorre devido a sua alta 

recorrência e propriedade infiltrante, o que impossibilita uma ressecção cirúrgica 

total, permanecendo esta patologia até o momento sem cura (HILDEBRAND et al., 

1997; VANDIER et al., 1998; SOFFIETTI, et al., 2007). Novos agentes terapêuticos 

têm sido sugeridos para a sua terapêutica com o objetivo de aumentar a eficácia 

dos tratamentos convencionais e diminuir os diversos efeitos colaterais que 

debilitam ainda mais o paciente.  

  

Atualmente tem sido utilizado como agente terapêutico de primeira linha 

para esta neoplasia o quimioterápico Temozolomida (TMZ). O TMZ tem 

demonstrado uma eficácia relativa para o tratamento de vários tipos de neoplasias, 

inclusive para os glioblastomas, aumentando a sobrevida do paciente por até um 

ano (BENT et al.,2006; SOFFIETTI et al., 2007; HART  et al., 2008). O TMZ é uma 

agente alquilante de DNA similar as nitrosuréias, no entanto apresenta uma baixa 

toxicidade quando comparada a esses compostos. Esse quimioterápico sofre 

conversão espontânea em condições fisiológicas no principio ativo 5-(3-

methyltriazan-1-yl)imidazol-4-carboximida (MTIC), sendo rapidamente absorvido e 

não necessitando do metabolismo hepático para sua ativação (FRIEDMAN, 

KERLY, & CALVERT, 2000). Foi observado que baixas doses de aplicação deste 

composto reduzem o número de células T regulatórias circulantes dentro da massa 

tumoral (BANISSI et al., 2009). 

 

Outras abordagens terapêuticas, ainda em fase experimental, foram 

sugeridas para auxiliar e melhorar os tratamentos convencionais para os 

glioblastomas. Sendo os principais as terapias com retinoides (VANDIER et al., 

1998; CHAMBAUT-GUERIN et al., 2000; COSTA et al., 2001)  fatores 

antiangiogênicos, como os VEGF, IFN- β e TFG- β (MERZKAK et al., 1994; HONG 

et al., 2000., FOLKINS et al., 2007), terapias moleculares (REARDON E WEN, 

2007; LAKS et al., 2010), bem como com compostos derivados de plantas (KANDU 

et al., 2005; SCHECK et al., 2006, FERGUSON et al., 2006, SANTOS et al.,2011). 

Mais recentemente, Kahn et cols., 2016 demonstraram a eficácia do anti-

hipertensivo prosazina na terapêutica para os glioblastomas, inclusive tratamento 

sendo utilizado em fase clínica e com resultados bastante promissor. Muitos 
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estudos in vitro apresentam resultados positivos quanto a citotoxicidade desses 

compostos, entretanto é importante considerar que as células tumorais dependem 

das células do microambiente adjacente para sua progressão. 

 

 

2.3 Modelos de estudo dos tumores no snc 
        

        A realização de estudos in vivo permite uma compreensão mais ampla dos 

fenômenos relacionados a patogenia desses tumores. Modelos experimentais de 

alo- e xenoimplantes intracranianos de gliomas foram desenvolvidos em vários 

animais para a elucidação da biologia tumoral, bem como para verificar a eficácia 

de novos agentes terapêuticos. Essa metodologia simula com mais fidelidade as 

reações que ocorrem no microambiente do tumor (MICHAILOWSKY et al., 2002; 

GARCIA et al., 2014). 

 

 As técnicas evoluíram desde o seu primórdio na experimentação animal. Os 

primeiros experimentos utilizavam agulhas e estiletes para injetar células tumorais 

sem nenhum auxílio do aparelho estereotáxico. Este método apresentou falhas, 

pois não era quantitativo além de ser bastante impreciso. Desde então, Wilson et 

al. (1967), aperfeiçoaram essa metodologia com a padronização do número de 

células injetadas e implantação guiadas pela estereotaxia cerebral. 

 

Diversas linhagens tumorais estão sendo utilizadas para produzir modelos 

de animais com neoplasias para assim estudar a biologia tumoral e eficácia 

terapêutica de agentes quimioterápicos. Os meios utilizados para a inoculação 

tumoral variam enormemente. Hasegawa et al. (1983) propuseram a injeção 

intracarotídea para simular um processo de metastização múltipla, inclusive no 

compartimento cerebral e Jamshidi et al. (1992) injetaram diretamente no 

parênquima cerebral, simulando uma neoplasia primária com a linhagem humana 

W256. As técnicas de inoculação de células tumorais no SNC em ratos ganharam 

destaque com a utilização da estereotaxia. Onde se determina uma área específica 

do encéfalo, bem como se adota um volume celular reduzido e concentrado, na 

qual aumenta a eficiência da implantação tumoral e reduz a metástase sistêmica 

(MORREALE et al., 1993).  
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A maioria dos modelos mostra uma eficácia acima de 90% na implantação 

tumoral. A concentração celular varia proporcionalmente com o desenvolvimento 

do tumor (FÉLIX, 2001), sendo fundamental o precoce desenvolvimento do mesmo 

no parênquima cerebral, além de manter as mesmas características de 

desenvolvimento no animal. É comum a utilização de ratos de mesmo sexo nos 

experimentos para evitar influências hormonais e dimorfirmos sexuais (FÉLIX, 

2001; COELHO, 2010). 

 

A linhagem C6 mostra morfologia astrocítica e é largamente utilizada em 

experimentos de Neurobiologia. Essas células em cérebros de ratos Wistar 

apresentam características semelhantes aos glioblastomas humanos, como 

exemplo alta vascularidade e invasão parenquimatosa (COHEN et al., 1990). Por 

ser um glioblastoma murino a implantação ocorre precocemente, sendo esperada a 

existência do tumor na primeira semana após a sua inoculação com rara reação 

inflamatória no SNC devido a sua histocompatibilidade (OZEKI et al., 2010). 

 

        

2.4  Plantas medicinais e compostos flavonoides 

 

                 Segundo Silva (2010), toda planta que é administrada ao homem ou ao 

animal e que exerce sobre eles uma ação farmacológica pode ser chamada de 

planta medicinal. Estas plantas tem sido objeto de estudo no Brasil e no mundo na 

tentativa de descobrir novos fármacos fitoterápicos (YUNES et al., 2001). A intensa 

utilização de plantas pela população para fins medicinais reforça a idéia destes 

vegetais como uma rica fonte para obtenção de moléculas a serem exploradas 

terapeuticamente. Atualmente, muitos fármacos utilizados na medicina popular são 

derivados direta ou indiretamente de substâncias produzidas por plantas (SILVA, 

2010). 

 

A flora brasileira é rica em vários espécies utilizadas pela população 

(DISTASI et al., 2002) como plantas medicinais, através do conhecimento verbal 

passado por gerações. Suas aplicações são vastas abrangendo desde o combate 

ao câncer até aos microorganismos patogênicos (BALBACH, 1992; CRAGG et al., 
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1993; PINTO et al., 2000; FRANCO & FONTANA, 2003; LORENZI & MATOS 2002; 

HOSTETTMANN, et al 2003; SILVA & CARVALHO, 2004).  

 

A OMS no início da década de 1990 divulgou que 65 a 80% da população 

dos países em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como única 

forma de acesso aos cuidados básicos de saúde (SALATINO et al., 2007). No 

Brasil, bem como em outros países em desenvolvimento, utiliza-se intensamente 

as plantas na medicina popular (WOOD et al., 1999; De CLERCQ, 2000; VAN DER 

WATT & PRETORIUS, 2001), um conhecimento empírico que é transmitido pelas 

populações, em especial a do Nordeste, como parte da cultura popular. Dentre as 

principais plantas medicinais utilizadas pela população baiana merecem destaque 

as que pertencem ao gênero Croton. Este gênero é o segundo maior da família 

Euphorbiaceae e compreende mais de 700 espécies, das quais 300 são 

encontradas no Brasil e em especial na Bahia (GIULIETTI & QUEIROZ, 2006; 

SALATINO et al., 2007).  

 

As plantas que pertencem ao gênero Croton têm sido objeto de vários 

estudos, pois apresentam diversos constituintes químicos, tais como terpenoides, 

diterpenos, triterpenoides, proantocianidinas, lignoides, alcaloides, flavonoides, 

fenilpropanoides, cumarinas, fenilbutanoides, óleos voláteis e vários compostos 

aromáticos com diversos efeitos biológicos comprovados por meio de estudos 

experimentais (PIETERS et al., 1995; BITTNER et al., 1997; LENCINA et al., 2001; 

BARBOSA, 2003; PALMEIRA JÚNIOR, 2005; SANTOS et al., 2005; SALATINO et 

al., 2007). 

 

2.4.1. A espécie Croton betulaster Mull 

 

A espécie Croton betulaster Mull (figura 4) também conhecida popularmente 

como “Velame” é um arbusto, que pode ser encontrado na região da Chapada 

Diamantina, desde a região de Grão Mogol até a Serra do Sincorá, no estado da 

Bahia no Brasil (STANNARD, 1995).  

 

Na medicina popular, suas as folhas e raízes são utilizadas para diversos 

fins terapêuticos, tais como: cicatrizante, anti-inflamatória, combate a diarréia, 
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diabetes, reumatismo, sífilis, úlcera, tuberculose entre outras (BALBACH, 1992). Os 

flavonoides isolados da Croton betulaster têm sido identificados em outros 

membros da família Euphobiaceae revelando entre muitas outras funções 

biológicas uma atividade antitumoral. Das suas folhas já foram retirados extratos 

orgânicos, dos quais foram isolados terpenos, alcaloides, óleos essênciais e 

flavonoides como apigenina, acacetina, casticina, gencuanina, penduletina e 5-

hidroxi-7,4-dimetoxiflavona (BARBOSA, 1999; 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3: Exsicata de Croton betulaster Mull, catalogada sob n° 031762, no Herbário 
Alexandre Leal Costa (IB-UFBA)  

( BARBOSA, 1999). 
 

 

2.4.2 Propriedades químicas e biológicas dos flavonoides 

  

A relação entre consumo de frutas, legumes e verduras associadas com 

hábitos saudáveis pode contribuir para a prevenção de diversas doenças 

degenerativas, entre elas o câncer (BLOCK et al.,1992). Em uma pesquisa 

realizada a partir de dados epidemiológicos, concluiu-se que os flavonoides 
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encontrados nos vegetais oferecem grandes benefícios á saúde humana e podem 

contribuir para a melhoria da saúde pública através do aumento da sua ingestão.  

 

Os flavonoides são compostos químicos naturais hidrossolúveis de baixo 

peso molecular que compõem uma classe de metabólitos secundários produzido 

pelas plantas. Podem ocorrer na forma livre (agliconas) ou conjugada a açúcares 

(glicosídeos). Esses compostos podem ser encontrados nos frutos, folhas, flores, 

sementes e são amplamente distribuídos no reino vegetal, basicamente nas 

angiospermas. Nos vegetais, os flavonoides desempenham diversas funções: nas 

folhas bloqueiam a radiação ultravioleta extrema, nas flores atuam como sinais 

visuais atraindo agentes polinizadores como pássaros e abelhas (RAVEN et al., 

2001; YUNES & CALIXTO, 2001; LOPES et al, 2003). 

 

Estruturalmente, os flavonoides englobam um grupo de compostos fenólicos 

complexos, de baixo peso molecular, com uma estrutura comum caracterizada por 

dois anéis aromáticos (A e B) e um heterocíclico oxigenado (C) como mostrado na 

Figura 4. Seu esqueleto básico é formado por 15 átomos de carbono e são 

biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, constituindo uma 

importante classe de polifenóis (ALVES, 2007; BARBOSA, 2003).   

 

 

Figura 4: Estrutura básica dos flavonoides  

(YUNES & CALIXTO, 2001) 

  

             De um modo geral, os flavonoides estão envolvidos nos mecanismos de 

defesa natural das plantas, além de participarem da dieta humana como 

constituinte de diversos alimentos, tais como: vinho tinto, frutas, óleo de oliva, chá, 

café e na maioria dos componentes de origem vegetal. O consumo diário destes 

compostos está em torno de 23 mg / dia das quais a maior parte é representada 

pela quercetina, especialmente devido à ingestão de alimentos como o chá preto, 
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cebolas, frutas e vinho tinto. Além disso, esses compostos são sintetizados 

exclusivamente pelos vegetais, onde desempenham atividades fundamentais para 

seu desenvolvimento (HERTOG et al., 1993; CARLO et al., 1999; YUNES & 

CALIXTO, 2001; MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2002) e defesa contra o estresse 

oxidativo e radiações ionizantes (SEIBERT et al., 2011). 

 

Uma das propriedades biológicas dos flavonoides mais estudada é a sua 

atividade antioxidante nos seres humanos (DOK-GO et al., 2003; GUPTA et al., 

2003; FRIEDMAM, 2007; YE, et al., 2007). Diversas pesquisas atribuem a esses 

compostos outras propriedades biológicas como ação antimicrobiana (KUETE et 

al., 2007; CAI et al., 2006;  PANTEV et al., 2006;  OZCELIK et al., 2006; MOLLER  

et al., 2006; FRIEDMAM, 2007), atividade analgésica, hepatoprotetora, 

antiulcerogênica, anti-hipertensiva, antialérgica, anti-inflamatória e antiangiogênica 

(FÓRMICA & REGELSON, 1995; TAN et al., 2003; BUKHARI, et al., 2007;  

NOONAM  et al., 2007) e principalmente imunológica (SOLIMAN & MAZZIO, 1998). 

 

O interesse pelas propriedades farmacológicas e bioquímicas dos 

flavonoides tem aumentado bastante, fato observado pela vasta literatura científica 

(IELPOA et al., 2000). Os resultados das pesquisas de diversos grupos, que 

exploram as mais variadas atividades biológicas dos flavonoides, tem sido 

promissores. Muitas delas estão em fase clínica, estimulando o estudo dos 

compostos naturais como fármacos alternativos na cura de diversas enfermidades.  

 

A absorção dos flavonoides ocorre no trato gastrintestinal onde as agliconas 

fenólicas que são hidrofóbicas podem se difundir passivamente através de 

membranas biológicas. A absorção de flavonoides glicosilados é favorecida por 

bactérias presentes no intestino grosso que secretam glicosidases capazes de 

clivar resíduos de açúcar presentes nos glicosídeos. Os flavonoides absorvidos são 

sujeitos a várias reações que incluem metilação, sulfonação e glucuronidação 

levando a diversas formas conjugadas. Estas biotransformações encontram-se 

particularmente ativas no fígado, que é considerado como o órgão regulador do 

metabolismo dos flavonoides (MIDDLETON et al., 2000). 

 

Devido à baixa solubilidade dos flavonoides agliconas em água, ao pouco 

tempo em que estas moléculas permanecem no fígado e ao seu baixo coeficiente 
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de absorção, é muito difícil ocorrer intoxicação aguda pelo consumo de flavonoides, 

exceto em situações raras de alergia. Dessa forma, a margem de segurança para o 

uso terapêutico em humanos é grande, favorecendo assim sua utilização no 

controle de processos patológicos (HAVSTEEN, 2002).  

 

2.4.3. Efeitos antitumorais de flavonoides 

 

O estudo dos flavonoides tem gerado resultados promissores em várias 

patologias. Diversas pesquisas in vitro utilizando flavonoides em vários tipos de 

câncer tem demonstrado uma promissora atividade antitumoral (HERTOG et al., 

1992). Pesquisas realizadas por Haidara et al. (2006) sugerem que flavonoides 

podem induzir apoptose e parada do ciclo celular (G2M) em células de câncer de 

mama. A inibição da expressão de fatores de crescimento foi observada por Cheng 

et al. (2000) em células de câncer de próstata e mama expostas ao flavonoide 

silimarina. O mesmo resultado foi observado em estudo feito por Ling-Zhi et al. 

(2005) em células de câncer de pulmão A549 expostas ao flavonoide apigenina in 

vitro. 

 

Brusselmans et cols. (2005) demonstraram que a presença significativa de 

apoptose em células de câncer de próstata expostos a flavonoides, fato este 

também observado em estudo feito por Singh e Argawal (2006) ao utilizar o mesmo 

tipo de célula exposta a compostos polifenólicos. Os flavonoides exerceram ainda 

importante atividade antitumoral em diversos tipos de câncer como: câncer de colo 

uterino, mama, ovário, cólon, próstata e leucemia (RICHTER et al., 1999; XIAO et 

al., 2001; FERGUSON et al., 2006; JING et al., 2007) 

 

Ye et al. (2007) demonstraram a atividade antitumoral in vitro de flavonoides 

isolados de Cleistocalyx operculatus em células de câncer de fígado, câncer 

pancreático, carcinoma cervical humano, carcinoma de pulmão e leucemia crônica. 

Roy et al. (2007) observou inibição do crescimento e morte celular, identificada 

como apoptose, em células de leucemia pró mielocítica aguda (HL-60) expostas ao 

flavonoide bacaleina. Em outro trabalho, Zhang et al. (2005) constataram o efeito 

inibitório dos flavonoides cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e 

malvidina na proliferação de células humanas cancerígenas, originadas em 
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diferentes partes do corpo, como estômago, cólon, mama, pulmão e sistema 

nervoso central. 

 

A estrutura molecular dos flavonoides tem sido indicada como responsáveis 

pelas suas diversas atividades biológicas. Sua estrutura permite modificações e 

associações com diversos radicais e ainda potencializa a sua interação com 

membranas celulares. Devido a isto, os flavonoides têm emergido como 

promissores fármacos na busca de alternativas, capazes de potencializar a ação 

convencional dos tratamentos utilizados no combate a doenças degenerativas e 

neoplasias que afetam o SNC (NONES et al., 2010) 

 

Estudos feitos por Scheck et al. (2006) revelaram que flavonoides extraídos 

de Scutelaria baicalensis induzem inibição do crescimento em células de 

glioblastoma humano. Ferguson et al. (2006) demonstraram que flavonoides 

extraídos da amora induzem parada do ciclo celular em G1 e apoptose em 

glioblastoma humano. Braganhol et al. (2006) relataram em sua pesquisa que o 

flavonoide quercetina possui ação citotóxica sobre a linhagem U138MG de 

glioblastoma humano. Santos et al. (2011) observaram que o flavonoide rutina 

extraído da Dimophandra mollis possui efeito diferenciador, indutor de apoptose e 

parada do ciclo celular em G1 nas células da linhagem GL-15. 

 

           Pesquisas revelaram que o flavonoide apigenina possui ação sobre diversos 

tipos de câncer entre eles câncer de pâncreas, câncer de próstata, câncer de 

mama, carcinoma cervical e hepatoblastoma (ZHENG et al., 2005; 

BANDYOPADHYAY et al., 2006; KHAN et al., 2006; MAK et al., 2006; UJIKI et al., 

2006). Este flavonoide já se mostrou como um indutor de apoptose em linhagens 

de glioblastomas humanos T98G e U87MG, mas não em astrócitos humanos (DAS 

et al., 2010) e tem um papel em inibir a produção do VEGF em células tumorais do 

pulmão (LI et al., 2005), além de ter inibido o crescimento, migração e produção de 

citocinas inflamatórias em células de glioma murino da linhagem C6 (COELHO et 

al., 2016). 

 

Outros flavonoides extraídos da planta Croton betulaster apresentaram 

atividade antitumoral. Estudos realizados in vitro com o flavonoide casticina 
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demonstraram atividade antitumoral (KOBAYAKAWA et al., 2004; HAIDARA et al., 

2006), bem como com o flavonoide penduletina (LI et al., 2005). 

           

          Estudos realizados com os flavonoides kampeferol, luteolina e quercetina 

demonstraram citoxidade para a linhagem de C6 e apresentaram uma proteção 

para as células normais contra a citotoxidade induzida pelo peróxido (SEIBERT et 

al., 2011). O flavonoide epigalocatenina galato o principal constituinte do chá verde 

foi testado em varias linhagens de células de glioblastoma como U-373 MG, U87 

MG e C6. Após 72 horas, teste de viabilidade celular por MTT, análise de apoptose 

por citometria de fluxo e alterações morfológicas observadas demonstraram 

reduções significativas na viabilidade celular das células moduladas em diferentes 

concentrações e pequenas doses foram capazes de induzir a apoptose 

(YOKOYAMA etal 2001) 

 

Diversos tratamentos com compostos polifenólicos foram capazes de 

modificar a produção de óxido nítrico em cultura de células de glioblastoma murino 

C6. O óxido nítrico é um mediador químico que possui diversas funções biológicas, 

tais como: relaxamento muscular, lise de células tumorais e destruição de 

microorganismo. Sua síntese ocorre a partir da arginina e é catalizada pela enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (LOWENSTEIN & SNYDER, 1992). Este gás 

tem sido responsável pela citotoxidade tumoral e seu aumento pode ser regulado 

pelas células microgliais (HWANG, 2010). Vários compostos polifenóicos possuem 

essa capacidade de induzir a produção do NO, inclusive a apigenina (SOLIMAN & 

MAZZIO, 1998).  
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3. HIPÓTESES E OBJETIVOS 

 

  A apigenina apresenta diferentes propriedades, dentre essas a capacidade 

em inibir o crescimento, induzir sua diferenciação e alterar a produção de citocinas 

angiogênicas e inflamatórias em linhagens de células derivadas de glioblastoma 

humano e murino. Nosso trabalho teve como hipótese que este flavonoide possui 

propriedades antitumorais e imunomodulatórias em células da microglia e 

glioblastoma. Para verificação destes fenômenos, utilizou-se modelos in vitro de 

cocultura e in vivo e ensaios específicos de migração, toxicidade em modelo in vitro 

e in vivo, alterando a viablidade, a proliferação e a diferenciação destas células. 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo geral deste estudo foi investigar o efeito do flavonoide apigenina 

extraído da planta Croton betulaster Mull, na progressão tumoral e regulação de 

citocinas inflamatórias em modelos in vitro e in vivo. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Analisar os efeitos do flavonoide apigenina na viabilidade e diferenciação de 

células derivadas de glioblastoma murino da linhagem C6 e de glioblastoma 

humano da linhagem U-251 e de células tronco de glioblastoma da linhagem 

TG1 e OB1;  

 

 Analisar os efeitos do flavonoide apigenina na viabilidade, ativação e 

modulação de expressão de fatores pró- e anti-inflamatórios em microglias 

isoladas e em cocultura com células de glioblastoma; 

 

 Investigar o efeito do flavonoide apigenina na modulação da migração 

celular, como também no potencial quimiotático de microglias;  

 
 

 Analisar a capacidade antitumorigência do flavonoide apigenina em células 

de glioblastoma humano xenotransplantadas em ratos. 
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4. ARTIGO CIENTÍFICO I   

 
INVESTIGAÇÃO DOS EFEITOS DO FLAVONOIDE APIGENINA EXTRAÍDO DE 
Croton betulaster MULL NA INDUÇÃO DA ATIVAÇÃO MICROGLIAL E 
REGULAÇÃO DE CITOCINAS INFLAMATÓRIAS DURANTE A INTERAÇÃO 
MICROGLIA/GLIOBLASTOMA 
 

Resumo 
 

INTRODUÇÃO E OBJETIVO: Durante a interação do glioblastoma/microglia, as 

células do sistema imune no SNC, tende a favorecer o crescimento e invasão das 

células tumorais. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da apigenina na 

viabilidade, migração celular, morfologia e regulação de citocinas inflamatórias e 

quimiotaxia em culturas de células da microglia e em cocultura de 

microglia/glioblastoma da linhagem murina C6. MÉTODOS E RESULTADOS: 

Observamos que o flavonoide apigenina inibe a viabilidade celular de ambas as 

culturas nas concentrações de 50 e 100 µM. Foram observadas alterações 

morfológicas nas células induzidas pelo flavonoide. Em condições controle, as 

células da microglia apresentaram uma morfologia radial e na presença do 

flavonoide apigenina, as células aumentam a expressão do fenótipo ameboide e do 

marcador microglial OX-42. Foram visualizadas também, pela microscopia 

eletrônica e por reação imunocitoquímica alterações no tamanho dessas células, 

formação de pseudópodos e liberação de citocinas inflamatórias, indicando 

mudança para o perfil M1, após a modulação com o flavonoide. Nas coculturas 

microglia/glioma tratadas com apigenina, foram observados aumento da 

quimiotaxia da microglia e ativação da sua função fagocítica em relação as células 

de glioma. As culturas de células da microglia e microglia/glioblastoma tratadas 

com apigenina apresentaram redução dos níveis de IL-10 e TNF e não foram 

observadas alterações nos níveis de NO, em ambas as culturas. O tratamento com 

o meio condicionado microglial tratado com apigenina reduziu a secreção de IL-6 e, 

consequentemente, a migração das células de glioma C6 em cultura. 

CONCLUSÕES: Esses resultados sugerem que o flavonoide apigenina inibe o 

crescimento, migração e secreção de citocinas pelas células tumorais da linhagem 

C6, além de induzir um aumento do perfil regulatório e fagocítico da resposta 

microglial em interação com glioblastoma, podendo contribuir no desenvolvimento 

de novas imunoterapias e estratégias terapêuticas contra os glioblastomas. 

Palavras chaves: Flavonoide, Apigenia, Glioma e Microglia  
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4.1 INTRODUÇÃO 
 

O glioblastoma é a neoplasia do sistema nervoso central (SNC) mais comum 

e agressiva que apresenta majoritariamente características de células gliais 

(HILDEBRAND et al., 1997). Sua alta proliferação celular, com características 

infiltrantes e invasivas, fazem com que estas neoplasias tenham uma grande 

recorrência após o tratamento (LOUIS et al 2016). Embora a abordagem 

terapêutica para estes tumores inclua diferentes estratégias, o tempo médio de 

sobrevida dos pacientes submetidos a ressecção, radioterapia e quimioterapia não 

ultrapassam os 18 meses na maioria dos casos (PRADOS & LEVIN, 2000). 

A população de células na massa tumoral dos glioblastomas é diversificada 

(ANDERSON et al., 2008). Análises histopatológicas mostram uma grande 

quantidade de microglia no interior do tumor e a relação dessas células serve de 

prognóstico para o paciente (ROGGENDORF et al., 1996). Microglia são 

macrófagos residentes no SNC e a interação com os glioblastomas favorecem o 

seu crescimento e migração celular (ZHAI et al., 2011). A ativação controlada da 

microglia e sua propriedade imunológica podem contribuir para o desenvolvimento 

de imunoterapias eficazes para esses tumores cerebrais. 

 

 Flavonoides são compostos polifenólicos que possuem diversas 

propriedades biológicas, dentre as quais, anti-inflamatória, antioxidante e 

antitumoral (IELPOA et al., 2010). A sua capacidade em inibir a proliferação de 

células tumorais é descrita em vários trabalhos em células tumorais de diferentes 

tipos, inclusive em gliomas (BRAGANHOL et al., 2006; DAS et al., 2010). Estas 

moléculas também mostraram-se como morfogênicas, indutoras de apoptose em 

células tumorais, além de não apresentarem  toxicidade para as células normais do 

SNC (SILVA et al., 2008; SANTOS et al., 2011,2015; COELHO et al., 2015, 2016).  

 

 Alguns estudos demonstraram que o flavonoide rutina é capaz de liberar 

fatores tróficos como o TNF e ON em células glias normais (SILVA et al., 2008). 

Por outro lado, flavonoides extraídos da planta Croton betulaster têm a capacidade 

em inibir a produção de fatores angiogênicos como VEGF e TGF-β, e aumentar a 

expressão de marcadores de diferenciação neuronal e astrocitária em células de 
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gliomas humanos (FREITAS et al., 2010; NONES et al., 2010; COELHO et al., 

2015). 

 

 Em um estudo mais recente Coelho et al., 2016 investigaram a citotoxidade 

do flavonoide apigenina extraído da planta Croton betulaster Mull em termos de 

viabilidade, migração, diferenciação e secreção de citocinas inflamatórias em 

células de glioblastoma murino da linhagem C6. Nesse estudo nosso grupo 

também demonstrou uma sensibilidade maior das células de glioblastomas ao 

flavonoide do que as células astrocitárias normais. 

 

A compreensão do papel dos flavonoides sobre o crescimento, viabilidade, 

morfologia e modulação de fatores associados à resposta inflamatória em células 

de glioma e durante a interação com células imunoefetoras como microglias poderá 

ser útil para o entendimento da biologia destes tumores e determinação de 

potencial antiglioma de flavonoides, contribuindo assim para o desenvolvimento de 

imunoterapias eficazes para o combate das neoplasias cerebrais. Neste contexto, 

buscamos investigar o efeito do flavonoide apigenina em células da microglia e em 

cocultura microglia/C6 em termos de crescimento, morfologia, migração e secreção 

de citocinas do perfil inflamatório destas células.   

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.2. 1 Cultura de glioblastoma C6 

 

As células da linhagem C6 de glioblastoma de rato foram conservadas em 

uma solução de 90% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10% dimetilsulfóxido (DMSO) à 

razão de 1x106 células/mL e estocadas em criotubos no nitrogênio líquido. Todos 

os experimentos foram realizados até a décima passagem de células e quando 

atingiam a confluência foram descoladas das placas de cultura por uma solução 

contendo 0,05% de tripsina e 0,02% de EDTA em PBS. Culturas de células 

confluentes, cultivadas em placas de 100 mm foram dissociadas utilizando-se uma 

solução de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% diluídos em PBS, e replaqueadas em 

placas poliestireno de 4 cm de diâmetro, 24 poços, ou de 96 poços (TPP), em 

função do experimento, a uma densidade inicial de 2x10
5 

células/cm
2 

em meio 
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Dulbecco modificado (DMEM, Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, 0,011 g/L de ácido pirúvico, 2 mM de L-glutamina, 100UI/mL de penicilina G 

e 7 mM de glicose, e incubadas a 37
0 

C em atmosfera úmida e controlada, 

contendo 5% de CO2 , segundo protocolo já bem estabelecido por COSTA et al. 

(2001). Vinte quatro horas após a distribuição das células nas placas, estas foram 

tratadas com o flavonoide, diluído diretamente no meio de cultura, nas 

concentrações de 50 e 100 μM, e mantidas por um período de até 48 h, conforme o 

experimento.   

 

4.2.2 Cultura de células microgliais 

 

 Para os procedimentos utilizando microglia foram utilizados ratos da 

linhagem Wistar, obtidos junto ao Biotério da Escola de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (Salvador, BA, Brasil) com acordo do 

Comitê de Ética em Experimentação Animal do Instituto de Ciências da Saúde com 

protocolo nº027/2012.  

 

Células da microglia foram obtidas a partir do córtex de ratos neonatos (0-2 

dias). Após dissociação mecânica, as células foram dispostas em frascos de 

cultura de 75 cm² (TPP), previamente tratados com 50 μg/mL de poli-D-lisina 

(Sigma 27964-99-4), em meio DMEM suplementado com 33 mM de glicose, 2 mM 

de glutamina, 3mM de bicarbonato de sódio, 0,5 mg/ml de penicilina/estreptomicina 

e 2,5 μg/ml de fungizona, com 6,25 μg/ml de gentamicina, 10% de soro equino 

(Gibco, Grand Island, NY) e 10% SFB (Cultilab,SP, Brasil). As células foram 

mantidas em cultura mista glial por até 10 dias. As células microgliais foram 

removidas a partir da cultura mista glial através de agitação a 1000 RPM durante 3 

horas a 37°C Após o término da agitação o meio foi recolhido, centrifugado durante 

10 min a 4°C a 1000 RPM, e as células, após contagem numa câmara de 

Newbauer, foram utilizadas nas diferentes abordagens experimentais. 

 

4.2.2 Coculturas de microglias/glioblastoma C6 
 

Para os experimentos de cocultura, as microglias foram cultivadas em 

conjunto com células tumorais de glioblastoma C6 (2:1 Microglia: célula C6) 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=27964-99-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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durante 3 dias. Um dia após o lançamento da cocultura, o meio celular foi trocado 

para a eliminação dos debris celulares da cultura de microglia e em seguida, 

prosseguiu-se com mais dois dias para a realização dos experimentos. 

 

4.2.3 O flavonoide apigenina e tratamentos 
 

O flavonoide apigenina (figura 1 do artigo) foi extraído das folhas de Croton 

betulaster Mull obtidos e caracterizados no Laboratório de Química Orgânica e 

Produtos Naturais (Instituto de Química/UFBa), segundo protocolo estabelecido por 

Barbosa (2003). A caracterização das moléculas puras foi realizada por 

ressonância magnética nuclear do 13C e 1H, além de espectro infravermelho. 

 

O composto foi obtido sob a forma de pó e dissolvido em DMSO, Sigma 

Chemical (Co) em solução estoque de 100 mM que foi mantida sob proteção da luz 

à -20°C (Barbosa, 1999a). A diluição final do reagente foi obtida no momento do 

tratamento diluindo-se a solução concentrada diretamente no meio de cultura. As 

células foram expostas aos flavonoides pelo período de 48 h nas concentrações 

finais de 50 e 100 µM. O meio de cultura com o veículo de diluição do flavonoide na 

maior concentração foi utilizado como controle (DMSO 0,1%). O controle negativo 

(CN) foi o tratamento realizado com o meio fresco sem adição de flavonoide e 

DMSO 0,1%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

Figura. 1 Estrutura química do flavonoide apigenina da Croton betulaster Mull   

(BARBOSA, 2003). 
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4.2.3.1 Obtenção do meio condicionado 
 

Culturas de microglia ou C6 cultivadas em meio DMEM contendo 10% de 

SFB foram submetidas a três lavagens cuidadosas e consecutivas com meio 

DMEM sem SFB e, em seguida, cultivadas com o mesmo meio. Após um período 

de 24 h as culturas foram tratadas com o flavonoide apigenina (50 e 100 µM), com 

o veículo de diluição do flavonoide (DMSO 0.1%), ou com meio fresco e mantidas 

em estufa por um período de 24 h. Depois de decorrido este período o meio 

condicionado das culturas foi coletado, centrifugado por 5 minutos a 1500 RPM e 

posteriormente armazenado em freezer a -70ºC até ser utilizado.  

 

4.2.4 Análise da viabilidade e proliferação celular (MTT) 
 

O teste de redução dos sais de Tetrazólio (MTT) é realizado por uma 

dosagem colorimétrica utilizada para medir a viabilidade, proliferação e a atividade 

celular (HANSEN et al., 1989). Seu princípio baseia-se na capacidade das 

desidrogenases mitocondriais de células vivas em converter o brometo de 3-(-

dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) um substrato amarelo em cristais de 

formazan de cor violácea (produto). As células cultivadas em placas de 96 poços 

foram expostas ao flavonoide apigenina 48 h. Depois de decorrido o tempo de 

exposição, o meio de cultura foi desprezado e foram adicionados a cada poço da 

placa de 96 poços 100 µl de uma solução de MTT (Sigma, M2128) em meio DMEM 

(Cultilab) a uma concentração final de 1mg/mL. As células foram incubadas em 

estufa controlada a 37ºC, 5% de CO2 por 2 h. Em seguida, foram adicionados 100 

µL/poço de um tampão de lise, contendo 20% de SDS e 50% de DMF, pH 4,7, 

sendo a placa incubada em seguida por 12 h a 37 ºC, para a dissolução completa 

dos cristais de formazan. A absorção óptica de cada amostra em octuplicata foi 

feita a um comprimento de onda de 490 nm, utilizando o leitor de microplaca 

THERMO PLATE modelo TP-reader. O tamanho da amostra (n) para cada grupo 

foi de oito (8) e os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram 

apresentados como a porcentagem da viabilidade (média e desvio padrão) em 

relação ao controle com DMSO (0,1%) considerado como 100%.  

 

4.2.5 Alterações morfológicas  
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4.2.5.1  Microscopia por contraste de fase 

 

Os efeitos do flavonoide apigenina sobre a morfologia celular foi observada 

inicialmente por microscopia de contraste de fase. Após 48 h de exposição à 

apigenina nas concentrações de 50 e 100 µM, e ao controle DMSO 0,1% foram 

analisadas em microscopia com contraste de fase, com filtro verde (Nikon TS-100) 

e em seguida, fotografado por uma câmera digital (Nikon E-4300). Foram 

analisadas 10 fotos para cada tratamento em três experimentos independentes. 

 

4.2.5.2 Coloração Rosenfield 
 

As células foram semeadas em placas de cultura de poliestireno (Cultilab, 

SP, Brasil) de 35 mm de diâmetro, conforme já descrito. Após o período de 

tratamento, as células foram lavadas três vezes com PBS, fixadas e 

permeabilizadas com metanol a –20 ºC por 10 min. As células fixadas foram 

coradas segundo protocolo estabelecido por Rosenfeld (1947). O reagente de 

Rosenfeld foi adicionado às placas contendo as células previamente tratadas em 

volume suficiente para cobrir completamente o tapete celular. Decorridos 3 min, 

foram adicionados 20 gts de água destilada à solução corante, deixando agir por 20 

min em temperatura ambiente. As placas foram então lavadas com água corrente 

em pequeno fluxo, secas ao ar, analisadas por microscopia óptica (Nikon TS-100) e 

fotografadas por uma câmara digital (Nikon E-4300). 

 

4.2.5.3 Análise ultraestrutural por microscopia eletrônica 
 

As alterações ultraestruturais em micróglia tratadas após 48 h com o 

flavonoide apigenina 50 e 100 µM foram investigadas por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). As células foram cultivadas em frascos de 50 mL para 

formarem monocamadas confluentes. Depois de atingir a confluência, a 

monocamada foi tratada com o flavonoide diluído em DMEM durante 48 h. O meio 

de cultura foi eliminado e as células foram fixadas (2,0% de glutaraldeído, 2% de 

paraformaldeído em 0,1 M de tampão de cacodilato de sódio, pH 7,4) à 

temperatura ambiente (TA) durante 2 horas. Após este período, as amostras foram 

dissociadas e centrifugadas a 4000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante 

descartado e as amostras lavadas (3 x 0,1 M tampão de cacodilato de sódio), com 

intervalos de 5 minutos para cada centrifugação a 12800 rpm Em seguida, as 
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amostras foram desidratadas em acetona nas concentrações de 30 a 100% em 

intervalos de 10 min para cada concentração. Após a desidratação, o material 

passou em 100% de acetona + resina epóxi (1:1, v/v) durante 24 h, para ser 

incluído em resina epóxi de 100% (Polybed) montado em cápsulas BEEM©. As 

secções histológicas foram realizadas em ultramicrótomo Leica (Alemanha) e, em 

seguida, coradas com acetato de uranilo e citrato de chumbo contrastadas. O 

material foi então analisado e documentado em um microscópio eletrônico de 

transmissão (Zeiss), no Laboratório de Microscopia Eletrônica do Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz, CPqGM/Fiocruz, Salvador - Bahia. 

 

 

4.2.6 Análise imunocitoquímica da expressão das proteínas IBA1, OX-42, 

CD68 e CD206 

 

Após exposição ao flavonoide apigenina nas concentrações finais de 50 e 

100 µM após 48 h, o meio de cultura foi desprezado e os poços com tapete celular 

foram lavados por três vezes com PBS em pH 7,4. As células foram então fixadas e 

permeabilizadas com metanol durante dez minutos a –20°C. O excesso de metanol 

foi desprezado e as placas ficaram em repouso, abertas, até completa evaporação 

e secagem do metanol. A seguir as células foram reidratadas com PBS, 

permeabilizadas com Triton X-100 0,2% e bloqueadas com PBS/BSA 5% por 1 h e 

incubadas com o anticorpos IgG policlonais para proteína IBA-1 produzidos em 

coelhos (1:300, Abcam), anticorpos IgG monoclonais para proteína OX-42 

produzidos em camundongos (1:300, Santa Cruz), anticorpos IgG monoclonais 

para proteína CD68 produzidos em ratos (1:100, Invitrogen), ou com anticorpos IgG 

monoclonais para proteína CD206 produzido em camundongos (1:100, invitrogen) 

durante a noite em câmera úmida a 4ºC. Decorrido o tempo de incubação dos 

anticorpos primários, as células foram lavadas 3 vezes com PBS, e incubadas com 

o anticorpos IgG secundários, produzidos em  camundongos contra IgG de coelho, 

de camundongo ou de rato, conjugados à fluoresceína diluído em PBS na 

proporção de (1:500; Boehringer, Mannheim, Germany), sob agitação lenta, por 2 h 

à temperatura ambiente. Após o tempo de incubação, os núcleos das células foram 

corados com o agente intercalante de DNA fluorescente 4´,6-diamidino-2-

phenilindol diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene, OR) (5µg/mL) durante 

10 min à temperatura ambiente. As células foram então lavadas com PBS e 
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analisadas por microscopia de fluorescência Olympus BX-2; Olympus, Melville, 

New York, USA e fotografadas. Para todas as reações, os controles negativos 

foram realizados seguindo os mesmos procedimentos, com exceção da incubação 

no anticorpo primário. Para cada condição foram analisadas 10 fotos de três 

experimentos independentes e em seguida quantificada no Photoshop . 

 

4.2.7 Dosagem de óxido nítrico  

 

 A produção de óxido nítrico (NO) foi medida como a concentração de nitrato 

acumulado no meio de cultura das células utilizando uma reação colorimétrica 

baseada na reação de Griess (WANG et al., 2002). Cinquenta microlitros do 

sobrenadante das amostras das células de microglias e das coculturas tratadas 

com o flavonoide apigenina após 48 h foram incubados com um volume igual de 

um reagente de cor (1% de sulfanilamida e 0,1% de naftil-etilenediamina em 2,5% 

de ácido fosfórico). Após 10 a 15 min de incubação em temperatura ambiente, a 

absorbância foi medida a 560 nm usando-se um leitor fotocolorimétrico (Thermo 

Plate, TP-Reader). As concentrações de nitrato foram calculadas por comparação a 

uma curva de calibração padrão obtida por dosagem de nitrato de sódio diluído em 

meio de cultura (NaNO2, 1,26-100 pmol/L). Os resultados foram expressos em 

pg/mL. Foram realizados três experimentos independentes e em triplicata para 

cada uma das variáveis experimentais.  

4.2.8 Análise das citocinas pró e anti-inflamatóriais pelo teste de ELISA 

 

A produção das citocinas TNF, IL-10 e IL-6 pelas células de microglia e co-

culturas foram detectadas no sobrenadante do cultivo celular em condições 

controle com DMSO 0,1% ou tratadas com o flavonoide apigenina nas 

concentrações de 50 e 100 µM após 48 h de tratamento, utilizando-se o ensaio 

imunoenzimático tipo ELISA “Sanduíche” (Quantikine, R&D Systems Minneapolis 

MN) segundo instruções do fabricante. Amostras dos sobrenadantes do cultivo 

celular e amostras dos padrões fornecidos pelo fabricante foram utilizadas a 

temperatura ambiente. Foram realizados três experimentos independentes e em 

triplicata para cada uma das variáveis experimentais. 
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4.2.9 Ensaio de Migração com Meio Condicionado Microglial  
 

 

Para avaliar o potencial do meio condicionado da microglia modulado com o 

flavonoide apigenina em inibir a migração das células C6 foi realizado um ensaio 

em monocamada celular. As células tumorais C6 foram plaqueadas em placas de 

24 poços (TPP) a uma concentração de 5x103 células/cm2. Após a formação de 

uma monocamada celular confluente por um período de 48 h, foi promovida uma 

lesão uniforme na placa de cultura com o auxílio de uma ponteira de 200 µl estéril. 

Em seguida, realizou-se uma lavagem nas células com PBS estéril, para retirar as 

células desprendidas durante a lesão. Então, as células foram tratadas com os 

meios condicionados da microglia modulados com o flavonoide apigenina e o 

controle DMSO 0,1% e após 24 h e 48 h foram fotografadas no microscópio de 

contraste de fase. Em seguida, os meios das culturas foram coletados para 

dosagem de citocinas. O cálculo da área de lesão foi realizado com o auxílio do 

programa Adobe Photoshop (Adobe Systems).  

Foram realizados três experimentos independentes e em triplicata para cada 

uma das variáveis experimentais. 

 

4.2.10 Ensaios de Quimiotaxia  
 

Para os ensaios de quimiotaxia, as células C6 foram semeadas em placas de 

24 poços numa densidade de 5x103 células/cm2. Após o plaqueamento, as células 

foram expostas ao flavonoide nas concentrações de 50 e 100 μM e controle DMSO 

0,1% por 24 h. O controle positivo para este teste foi o meio de cultura contendo 

DMSO 0,1% e SFB 10%. Decorrido este tempo as células de microglia foram 

adicionadas (1x104 células/ cm2) na proporção de 2:1 (microglia:C6) 

(KOSTIANOVSKY et al, 2008), na parte superior das microcâmaras (Millipore 24 

Well Millicell), previamente revestidas com 20 μg/mL de fibronectina (Sigma, St. 

Louis, MO). As células da microglia foram mantidas separadas das células tumorais 

C6, por membrana de policarbonato com poros de 8 μm de diâmetro, (LEE, 2011)  

durante 24 h, afim de observar se as microglias migravam para as culturas de 

gliomas induzidas pelos flavonoides (GLYINN et al, 2008). O ensaio foi feito em 

triplicata para cada uma das variáveis experimentais. Após 24 h de incubação, as 

microglias que não migraram foram removidas da câmara superior com um swab, a 

membrana de policarbonato da cada inserto foi removida, e as células que 
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migraram para a superfície inferior da membrana foram fixadas com 3,7% 

formaldeído durante 10 minutos e coradas com 0,2% de cristal violeta. O número 

de células emigradas para a parte inferior do filtro foi quantificada, considerando 10 

campos aleatórios por dois avaliadores. Os resultados foram expressos como o 

número de microglia por campo.   

 

4.2.11  Análise estatística 
 

Para determinar a diferença estatística entre os grupos foi realizado teste One 

Way ANOVA com pós-teste de Newmann-Keuls (GraphPad Prisma 4.0 - California, 

EUA). Valores de P < 0,05 foram considerados como estatisticamente 

significativos. Os resultados foram expressos como média +/- desvio padrão. 

 

 

4.3 RESULTADOS 

 

4.3.1 Efeito do flavonoide sobre a viabilidade celular 

 

Para verificar o efeito do flavonoide apigenina sobre as células da microglia 

e na cocultura microglia/glioblastoma C6 foram realizados teste de MTT e 

fotografias por contraste de fase nas culturas de células. Foi verificado que após 48 

h de tratamento a apigenina reduziu a viabilidade celular da microglia em 59,75% ± 

0.79% e 47,35% ± 2,97% nas concentrações de 50 e 100 µM, respectivamente 

quando comparado com a condição controle (DMSO 0,1%) (Fig. 2 A-C e G). Nas 

coculturas o efeito citotóxico da apigenina foi evidenciado em maior quantidade 

quando comparado com as microglias isoladas. Naquelas culturas a redução foi de 

74,96% ± 2,73% e 77,35% ± 0,36%, após o tratamento nas concentrações de 50 e 

100 µM, respectivamente, quando comparado com a condição controle (DMSO 

0,1%) (Fig 2 D-F e H). Em seguida, após a imunomarcação para IBA-1, marcador 

microglial, foi possível verificar a proporção destas células nas coculturas. Neste 

sentido, após 48 h de tratamentos, em condições controle (DMSO 0.1%) a 

proporção de células de glioma C6 foi de 72%. Em contrapartida, após a 

modulação com o flavonoide nas concentrações de 50 e 100 µM, a proporção de 

células C6 foi de 39% e 23%, respectivamente (Fig. 3 A-D), indicando assim, uma 
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maior sensibilidade das células de glioblastomas diante do tratamento com a 

apigenina.   

 

4.3.2 Alterações morfológicas  

  

Os efeitos do flavonoide apigenina sobre as células da microglia em termos 

de morfologia celular foram observados através da microscopia por contraste de 

fase, marcação imunocitoquímica, coloração de Rosenfield e por microscopia 

eletrônica.  Por 48 h de tratamento com o flavonoide apigenina nas concentrações 

de 50 e 100 µM ocorreu uma redução do número de células, bem como alterações 

em seu fenótipo celular. Quando comparadas com as condições controle (DMSO 

0,1%) a microglia alterarou sua morfologia radial típica de microglia inativada para 

um fenótipo ameboide (Fig. 2 A-C). Nas coculturas, após a modulação sob as 

mesmas concentrações e condições, as microgliais não apresentaram nenhuma 

alteração morfológica, no entanto, ocorreu uma diminuição de 70 e 80 %  da 

população de células tumorais (Fig. 3 A-D). 

 

 Estas alterações foram melhores visualizadas após a imunomarcação com 

a proteína estrutural de microglia IBA-1, onde nas condições controle (Fig. 4A) 

apresentou uma marcação contínua em todo o citoplasma e muitas células 

mostraram-se com uma morfologia radial. Após o tratamento com a apigenina 50 

µM (Fig. 4B) a marcação mostrou-se mais na área perinuclear e a proporção de 

células sem as projeções radiais foram aumentadas, como mostrado nas setas 

brancas (Fig. 4 B e C). Em seguida, foi realizada uma quantificação das células 

com morfologia ameboide e foi verificada uma proporção de 54% de células com 

um fenótipo ativado (Fig 4 D). Para comprovar o efeito ativador da apigenina, uma 

marcação para OX-42 foi realizada nas células, sendo que a proporção de células 

positivas a este marcador foi 36% no tratamento com a apigenina e em menos de 

10% para o tratamento controle (Fig 4 H). O efeito morfogênico da apigenina na 

cultura de microglia foi também evidenciado através da coloração de Rosefield. Em 

condições controle as células apresentaram-se ramificadas (Fig. 4 L), entretanto, 

após a modulação com a apigenina, as células mostraram-se menos ramificadas e 

com um perfil ameboide (Fig. 4 M e N). 

 



50 

 

Alterações ultraestruturais nas culturas de microglias após 48 h de tratamento 

com o flavonoide apigenina foram visualizadas por microscopia eletrônica de 

transmissão. A análise da morfologia microglial indicou que após o tratamento com 

50 µM as células apresentaram um aumento de volume celular e das organelas 

citoplasmáticas, bem como com o aumento do número de pseudópodos (Fig 3 J). 

Entretanto, nas culturas tratadas com o flavonoide a 100 µM houve uma redução 

do tamanho da célula e do núcleo, sugerindo toxicidade (Fig 3 I).   

 

4.3.3 Ativação microglial 

 

Para verificar a capacidade fagocítica das microglias após a modulação com a 

apigenina foi realizada uma imunocitoquímica com IBA-1, que marca somente as 

microglias, a fim de observar a interação da microglia com as células de 

glioblastomas. Como mostrado na figura 5 B, em condições controle as microglias 

apresentam-se distantes das células tumorais e a proporção destas células é muito 

maior, tendo em vista a ausência da marcação para o IBA-1. Entretanto, após a 

modulação com o flavonoide, em ambas as concentrações, foram observadas uma 

maior interação das microglias com os gliomas, como também uma redução na 

quantidade de células de glioblastoma (Fig. 5 C-D).  

 

Além disso, foi verificado um aumento de 42% e 57% na quantidade de 

microglia com o fenótipo fagocítico, após o tratamento com 50 e 100 µM de 

apigenina, respectivamente (Fig 5).  

 

4.3.4 Regulação de perfil imunológico 

 

A verificação da polarização de macrófagos para o perfil M1 e M2 é uma 

grande ferramenta nos estudos imunofarmacológicos. Neste sentido, para verificar 

a polarização das microglias, após a modulação com o flavonoide apigenina, foi 

feita uma imunocitoquímica para as proteínas CD68 e CD206, marcadores de 

macrófago/microglia do perfil M1 e M2, respectivamente, como também foi dosados 

citocinas do perfil inflamatório e regulatório.  

 

Foi observado pela intensidade de fluorescência que, em condições controle, 

as microglias apresentaram uma polarização para o perfil M2, tendo em vista que a 
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imunomarcação mostrou-se diminuída para a proteína CD68 (Fig. 6 A) e 

aumentada para a proteína CD206 (Fig. 6 D). No entanto, quando as células foram 

expostas nas concentrações de 50 e 100 µM foi evidenciada uma inversão na 

proporção de expressão destes marcadores, indicando uma polarização para o 

perfil M1 após 48 h (Fig. 6 B-F).  

 

Vários estudos têm atribuído aos flavonoides uma atividade inflamatória. 

Buscando investigar um possível potencial inflamatório da apigenina neste modelo 

de estudo os níveis do Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interleucina-10 

secretados pelas células no meio de cultura foram quantificados através do ELISA 

sanduíche após 48 h dos tratamentos.  Os níveis de TNF no controle com DMSO 

0,1% foram de 126,43 ± 1,98 µg/ml. Nas culturas de microglia expostas ao 

flavonoide apigenina na concentração de 50 µM, os níveis da citocina inflamatória 

TNF aumentaram para 279,82 ± 3,75 µg/ml, enquanto que naquelas culturas 

exposta à concentração de 100 µM os níveis de TNF diminuíram para 79,43 ± 2.51 

µg/ml (Fig 6 G). Nas coculturas ocorreram uma diminuição da citocina TNF de 236, 

87 ± 2.13 µg/ml nas condições controle DMSO 0,1%, para 116,24 ± 3.01 µg/ml e 

98,73 ± 1.91 µg/ml nos tratamentos com apigenina a 50 e 100 µM, respectivamente 

(Fig. 6 J). De maneira semelhante, ocorreu uma diminuição na secreção da citocina 

regulatória IL-10 após a exposição das culturas (microglia e cocultura) ao 

flavonoide nas concentrações de 50 e 100 µM (Fig 6 H e 6 K). 

 

4.3.5 Regulação de fatores tróficos 

 

A mensuração de nitrito pelo método de Griess revelou que após a 

exposição ao flavonoide apigenina, as células tiveram uma alteração nos níveis de 

óxido nítrico (NO). Nas culturas de microglia isoladas não ocorreu variação 

significativa nos níveis de nitrito (Fig. 6 I). Em contrapartida, nas coculturas quando 

tratadas com o flavonoide em ambas as concentrações de 50 e 100 µM 

apresentaram diminuição de 0,1 µg/ml na produção de NO em relação ao controle 

DMSO 0,1% (Fig 6 L).   

 

4.3.6 Efeitos migratórios do meio condicionado microglial em células de 

glioma 
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Os gliomas apresentaram uma grande capacidade migratória e as células da 

microglia influenciaram estas células neste mecanismo. A ação do flavonoide 

apigenina sobre a migração de células de glioma C6 foi investigada em culturas de 

células de glioblastoma submetidas ao meio condicionado de culturas de microglia 

(MCM) previamente tratadas com o flavonoide apigenina (50 e 100 μM, MCMA50 e 

MCMA100, respectivamente). Na condição controle DMSO 0,1%, desde 24 h após 

o início do experimento, é possível visualizar células C6 migrando para a zona de 

lesão da monocamada, e o fechamento quase que completo ao final do tempo de 

24 h (Fig. 7 D). O efeito migratório foi evidenciado em maior quantidade e de forma 

mais rápida quando as células foram tratadas com DMSO 0,1% contendo SFB 10% 

(controle positivo), resultando no fechamento total ao final das 24 h de tratamento 

(Fig. 7 C). Entretanto, a exposição das culturas de glioblastoma aos MCMA50 e 

MCMA100 inibiu a migração de células para a área lesionada desde 24 h após o 

tratamento (Fig. 7 I).  

 

Buscando investigar os fatores que influenciaram a migração das células 

tumorais, após a modulação com o meio condicionado da microglia por 48 h, o 

sobrenadante da cultura foi coletado e dosado a citocina IL-6, cujo papel modulador 

da migração de células de glioblastoma já é conhecido. Como mostrado na figura 6 

K as culturas de células de glioma que foram moduladas com o meio condicionado 

contendo SFB 10% (controle positivo) apresentaram níveis elevados de 434,76 ± 

3,02 µg/ml desta citocina no meio de cultura celular, quando comparado ao 

controle (DMSO 0,1%) de 223,41 ± 2,78 µg/ml. Em contrapartida, os níveis da 

citocina IL-6 nas células que receberam o meio condicionado pré-tratado com 

apigenina nas concenrações de 50 e 100 µM (MCMA50 e MCMA100), mostraram-

se diminuídos para 69,35 ± 0,73 µg/ml e 87,14 ± 1,23 µg/ml, respectivamente. Os 

níveis de nitrito foram também dosados nestas condições e, com exceção das 

células tratadas com DMSO + SFB 10%, os níveis de NO não tiveram alterações 

após o tratamento com o flavonoide (Fig. 7 J). 

 

4.3.7 Ensaio de proliferação  

 

O efeito da apigenina na proliferação celular das células de microglias 

tratadas com o meio condicionado das células de C6 (MCC6) foi avaliado utilizando 
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o ensaio de incorporação de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), que ocorre durante a 

síntese de DNA em células que estão em proliferação. 

  

As células de microglia quando foram moduladas com MCC6 em condições 

controle (DMSO 0,1%), apresentaram uma proliferação aumentada (Fig. 8 A). No 

entanto, as microglias ao serem expostas ao meio condicionado das células de C6 

tratadas com apigenina a 50 e 100 µM (MCC6A50 e MCC6A100) tiveram uma 

diminuição da proliferação celular, evidenciada pela ausência de marcação do 

BRDU (Fig. 8 D e G). Observamos também uma capacidade morfogênica dos 

MCC6A50 e MCC6A100 nas células de microglia, em que se observa a marcação 

mais dispersa ao redor do citoplasma e as células com uma morfologia radial (Fig. 

8 E e I). Em contrapartida, nas condições controle as microglias tratadas com o 

meio condicionado mostraram-se com a morfologia ameboide, sugerindo uma 

ativação microglial (Fig. 8 C).[ 

 

4.3.8 Efeitos quimiotáticos 

 

Ensaios de quimiotaxia em culturas de células C6 previamente tratadas com 

os flavonoides revelaram que 24 h após a interação com microglia em sistema 

Transwell houve um aumento na proporção de células na membrana e atingiram a 

câmara inferior, quando comparado com o controle DMSO 0,1%. Como era de se 

esperar nas culturas crescendo na presença de meio com DMSO 0,1% contendo 

SFB 10 % (controle positivo) houve em efeito quimiotático maior para a microglia 

em relação à migração com o controle DMSO 0,1% (Fig 9 A e B), Em condições 

controle (DMSO 0,1%) poucas microglias migraram para camada inferior. No 

entanto, o tratamento das células com o flavonoide apigenina induziu efeito 

quimiotático sobre atração para as células da microglia (Fig. 9 C e D). A análise 

quantitativa dos ensaios de quimiotaxia mostrou um aumento significativo da 

migração da microglia de forma dose-dependente aos tratamentos com apigenina 

(50 e 100 μM) (Fig. 9 E).  
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Figura. 2. Efeito do flavonoide apigenina sobre a viabilidade de células microgliais e 
cocultura de microglia/glioma C6 após 48 h de tratamento. Microscopia por contraste de 
fase de culturas de microglia (A-C) e cocultura microglia/glioma C6 (D-F) nas condições 
controle (DMSO 0,1%) (A e D) e tratadas com apigenina nas concentrações de 50 µM (B e 
E) e 100 µM (C e F).  Viabilidade celular medida através do teste do MTT em cultura de 
microglia e cocultura em condições controle negativo (CN), controle com DMSO 0,1% 
(DMSO), apigenina 50 e 100 µM após 48 h de tratamento (G-H). Resultados expressos em 
média ± desvio padrão em relação ao controle  DMSO 0,1%  considerado como 100% de 
viabilidade celular. * P< 0.05 em relação ao DMSO 0,1%. Objetiva 40 X e barra de escala= 
100 µm. 
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Figura 3- Marcação imunocitoquímica para IBA-1(em verde) e DAPI (em azul) em 

co-culturas microglia/glioblastoma C6 em condições controle (DMSO 0,1%) (A), 

tratadas com apigenina 50 µM (B) e apigenina 100 µM (C). Contagem de células 

possitivas para IBA1 em co-cultura (D). Resultados expressos em relação ao 

controle DMSO 0,1%, considerado como 100%. (DAPI = 4´,6-diamidino-2-

phenilindol diidroclorido). Objetiva 40 X e barra de escala= 100 µm.  
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Figura 4- Efeito do flavonoide apigenina sobre a morfologia de células microgliais após 48 

h de tratamento. Marcação imunocitoquímica para IBA-1(em verde) e para DAPI (em azul) 

em condições controle (DMSO 0,1%) (A), após tratamento com apigenina nas 

concentrações de 50 µM (B) e 100 µM (C).  Contagem de migroglias ativadas com 

morfologia ameboide (D). Marcação imunocitoquímica para OX-42 (verde) e para DAPI ( 

azul) em condições controle (DMSO 0,1%) (E) e após tratamento com apigenina nas 

concentrações de 50 µM (F) e 100 µM (G). Contagem de migroglias positivas à proteína 

OX-42 (H). Microcroscopia de transmissão de microglias em condições controle(DMSO 

0,1%) (I) e  após tratamento com apigenina nas concentrações de 50 µM (J) e 100 µM (K). 

Coloração de Rosenfield de microglias em condições controle (DMSO 0,1%) (L) e após 

tratamento com apigenina nas concentrações de 50 µM (M) e 100 µM (N). Maior aumento 

nas figuras objetiva 400 X. Resultados expressos em média ± desvio padrão. (*) p< 0.05 

em relação ao controle DMSO 0,1%. (DAPI = 4´,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido). 

Setas mostram células com morfologia ameboide. Objetiva 40X e barra de escala= 100 

µm.  
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Figura 5 – Efeito do flavonoide apigenina sobre a capacidade fagocítica das microglias 

em cocultura microglia/glioblastoma C6 após 48 h de tratamento. Contagem de células 

com morfologia fagocitica em condições controle (DMSO 0,1%), tratadas com apigenina 

nas concentrações de 50 µM e 100 µM. (A) imunocitoquímica para IBA-1 (em verde) e 

DAPI (em azul) em coculturas microglia/C6 em condições controle (DMSO 0,1%) (B), e 

tratadas com apigenina 50 µM (C) e 100 µM (D). Maior aumento com a objetiva 63 X 

mostra a microglia facocitando a C6. Resultados expressos em média ± desvio padrão. (*) 

p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,1%. (DAPI = 4´,6-diamidino-2-phenilindol 

diidroclorido). Objetiva 40 X e barra de escala= 100 µm.    
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Figura 6- Efeito da apigenina na expressão de marcadores da polarização microglial e de 

fatores tróficos em culturas de microglia e cocultura microglia/glioblastoma C6  após 48 h 

de tratamento.  Marcação imunocitoquímica para proteína CD68 (em vermelho), marcador 

específico de microglias M1, em culturas de microglia em condições controle (DMSO 0,1%) 

(A) ou tratadas com o flavonoide apigenina nas concentrações de 50 µM (B) e 100 µM (C).  

Marcação imunocitoquímica para proteína CD206 (em vermelho), marcador específico de 

microglias M2 em culturas microglia em condições controle (DMSO 0,1%) (D) ou tratadas 

com o flavonoide apigenina nas concentrações de 50 µM (E) e 100 µM (F).  Em azul 

marcação para o agente intercalante de DNA 4´,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido 

(DAPI). Mensuração por ELISA sanduiche de níveis das citocina TNF  no meio de culturas 

de microglia (G) e de co-culturas microglia/glioma (J) em condições controle (DMSO 0,1%) 

ou tratadas com apigenina 50 µM e 100 µM. Mensuração por ELISA sanduiche de níveis 

das citocina IL-10 no meio de culturas de microglia (H) e de coculturas microglia/glioma (K) 

em condições controle (DMSO 0,1%) ou tratadas com apigenina 50 µM e 100 µM.  

Mensuração de nitrito (NaNO2), baseada na reação de Griess, no meio de culturas de 

microglia (I) e de coculturas microglia/glioma (L) em condições controle (DMSO 0,1%) ou 

tratadas com apigenina 50 µM e 100 µM. Resultados expressos em média ± desvio 

padrão. (*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,1%. Objetiva 40X e barra de escala= 

100 µm. 
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Figura 7- Efeito do meio condicionado de microglias (MCM) tratadas com meio controle 

(DMSO, 0,1%), controle contendo 10% de SFB (DMSO + SFB, controle positivo) e com o 

flavonoide apigenina nas concentrações de 50 µM e 100 µM, sobre a migração das células 

de glioma da linhagem C6, avaliado após 0, 24 e 48 h de experimento (A-H). Área de lesão 

(I). Mensuração de nitrito (NaNO2) baseada na reação de Griess após 48 h de tratamento 

(J). Dosagem de IL-6 no sobrenadante celular após 48 h de migração (K). Resultados 

expressos em média ± desvio padrão. (*) p< 0.05 em relação ao DMSO 0,1%. Objetiva 

40X. 
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Figura 8- Avaliação, do efeito do meio condicionado de culturas de células de 

glioblastoma da linhagem C6 sobre a proliferação e diferenciação migroglial por 

imunomarcação da incorporação de nucleotídeo bromodioxido de uridina (BrdU). Células 

de microglias tratadas por 24 h com meio condicionado de C6 em condições controle 

(DMSO 0,1%) (A-C) ou tratadas com apigenina nas concentrações de 50 µM (D-F) e 100 

µM (G-I),imunomarcadas para BrdU (vermelho) (A,D,G), contra coradas com DAPI (azul) 

(B,E,H) ou imunomarcadas para proteína IBA-1 (verde) (C,F,I). (DAPI = 4´,6-diamidino-2-

phenilindol diidroclorido). Barra de escala = 100 µm. 
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Figura 9: Ensaio de quimiotaxia para microglia em sistema Transwell realizados em 

culturas de glioblastoma C6 submetidas ao tratamento por 24 h com apigenina. Coloração 

Rosenfeld das microglias que migraram para a câmara inferior  com culturas de células C6 

em condições controle (DMSO 0,1%) (A), tratadas com DMSO 0,1% + SFB 10% (DMSO + 

SFB, controle positivo) (B), tratadas com apigenina 50 μM (C) e 100 μM (D). Quantificação 

das microglias que migraram para a camada inferior nas diferentes condições 

experimentais (E) Resultados expressos com media ± desvio padrão em relação ao 

controle DMSO 0,1%, considerado como 100% de migração da microglia. Obj. 40x. (*) p < 

0.05 em relação ao DMSO 0,1%. Barra de escala = 100 µm. 
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4.4 DISCUSSÃO  

 

Diversos estudos in vitro tendem a se aproximar cada vez mais com 

modelos animais. Neste contexto, os estudos que utilizam cocultura mimetizam, 

embora de forma reduzida, um ambiente cada vez mais próximo dos modelos in 

vivo no diz respeito ao microambiente celular, e interações entre subpopulações de 

células em um tecido. . 

 

Os estudos de biologia do glioblastoma in vitro necessitam simular uma 

interação com as células residentes do sistema imune no SNC. Sendo assim, as 

coculturas microglias/glioblastoma mostram-se eficazes na compreensão dos 

mecanismos imunocelulares envolvidos no comportamento agressivo desta 

neoplasia. Em nosso estudo, para investigar a atividade imunomoduladora do 

flavonoide apigenina, extraído das folhas de Croton betulaster Mull (BARBOSA, 

2003), utilizamos como modelo experimental células de glioblastoma da linhagem 

murina C6, caracterizada e estabelecida por Ben et al. (1968) e amplamente 

adotada no estudo de drogas antitumorais, em cocultura com células de microglia 

obtidas de ratos Wistar neonatos. 

 

Os flavonoides apresentam uma diversidade de funções fisiológicas, 

incluindo a capacidade de modular o sistema imune no cérebro (Spencer, 2012). 

Neste trabalho objetivamos investigar o efeito do flavonoide apigenina, tendo em 

vista a sua diversidade de funções biológicas e antitumorais. Cardenas et al. (2006) 

divulgaram em sua pesquisa in vitro que o flavonoide apigenina inibiu a proliferação 

e viabilidade de células de câncer de mama, melanoma, colo uterino e 

adenocarcinoma. Além disso, este composto induziu apoptose em células de 

leucemia e de carcinoma (ZHENG et al., 2005; VARGO et al., 2006). Outros 

estudos demonstraram a eficácia da apigenina em inibir a proliferação, induzir 

apoptose de células prostáticas e parada do ciclo celular em G1/S (BEKTIC et al., 

2006; SEO et al., 2011). Ademais, gliomas e hepatomas, apresentaram grande 

toxicidade a este flavonoide (WATJEN et al., 2007; SEIBERT et al., 2011; SANTOS 

et al., 2015; COELHO et al., 2016). Em um estudo prévio investigamos o potencial 

antitumoral e imunomodulador do flavonoide apigenina em células de glioma na 

linhagem C6, sendo observada toxicidade, inibição da migração e regulação de 



63 

 

fatores tróficos que influenciam no crescimento e migração tumoral (COELHO et 

al., 2016). Por outro lado, outros estudos desenvolvidos em células de glioblastoma 

humano da linhagem GL-15 mostraram também que a apigenina é capaz de inibir a 

proliferação e induzir sua diferenciação, além de promover a diminuição na 

expressão de fatores pró-angiogênicos (VEGF e TGFβ-1) (FREITAS et al., 2008). 

 

Alguns estudos têm observado que a microglia compõem uma grande parte 

da massa tumoral do glioma (BADIE, 2001). Outros estudos têm relatado que as 

células da microglia associdas aos gliomas tornam-se hiporresponsivas, com sua 

capacidade de estimulação reduzida (CHARLES et al., 2011). Sendo assim, uma 

droga que iniba o crescimento da microglia e modifique seu comportamento 

ativando-a para atacar o tumor, mostra-se eficaz. Neste trabalho, verificamos que, 

após o tratamento com a apigenina, as microglias tiveram a sua morfologia 

alterada, aumentaram à expressão do marcador OX-42, bem como exibiram um 

fenótipo fagocítico contra as células tumorais.  

 

 Um novo fármaco antiglioma deve ativar as microglias e restabelecer a sua 

função natural de realizar a fagocitose das células tumorais. Em nosso estudo 

verificamos que o tratamento com o flavonoide apigenina nas concentrações de 50 

e 100 µM durante 48 h foi capaz de reduzir a viabilidade de células microglias 

isoladas, bem como no sistema de cocultura microglia/glioblastoma C6. Entretanto, 

a citotoxidade foi observada em maior quantidade na cocultura, apesar de que, 

Silva et al. (2007), Pitanga et al.(2012) e Coelho et al. (2016) revelaram que o 

flavonoide rutina e apigenina não alteraram a viabilidade de células gliais, em 

culturas mistas. No entanto, em nosso modelo o flavonoide apigenina mostrou-se 

citotóxico especificamente para a microglia. Essa citotoxidade pode ser explicada 

pela ausência de astrócitos em nosso modelo de estudo, que são as principais 

células que participam da metabolização e detoxificação de drogas no SNC 

(TARDY, 2001). 

 

Durante danos ao tecido nervoso, a microglia sofre ativação, caracterizada 

por alterações na morfologia, modificações na expressão de genes, proliferação, 

capacidade fagocítica e migração para o local da lesão (STREIT et al., 1999). No 

entanto, o papel da microglia na progressão do glioblastoma ainda não é 
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totalmente compreendido, pois muitas vezes a sua função tende a favorecer o 

crescimento e migração tumoral (HAMBARDZUMYAN, GUTMANN & 

KETTENMANN, 2015). A apigenina nas concentrações de 50 e 100 µM mostrou-se 

efetiva em reduzir a proliferação microglial, em ambos os modelos de estudo 

adotados neste artigo, e ainda proporcionou uma ativação fagocitária nas 

microglias remanescentes após 48 horas de tratamento. 

 

Kostianovsky et al. (2008) observaram também que os monócitos cultivados 

junto com astrócitos humanos ou com células de glioblastoma conferem uma 

tolerância nessas células imunológicas e impedem a ativação subsequente dos 

monócitos. Este modelo pode ser útil no estudo de mecanismos celulares e 

moleculares envolvidas na interação da microglia com células tumorais, tendo em 

vista que umas das características da progressão tumoral e sua recorrência é a 

capacidade para evadir o sistema imune. Essa característica envolve a tolerância 

tumoral que é a capacidade de escapar do reconhecimento pelo sistema 

imunológico (ZOU, 2005).  

 

As citocinas são moléculas importantes para a ativação e regulação do 

sistema imune e podem ter um papel importante na sobrevivência do glioblastoma 

(ALBULESCU et al., 2013). As citocinas estão envolvidas na resposta imunológica 

e na interação entre as células do SNC normais e com o tumor. Neste estudo, foi 

demonstrado que em condições controle o nível da citocina anti-inflamatória IL-10, 

secretada pelas células em culturas de microglia e cocultura, é duas vezes maior 

do que da citocina inflamatória TNF, indicando um perfil de resposta imunológica 

do tipo Th2. No entanto, após a modulação com o flavonoide apigenina na 

concentração de 50 μM ocorreu uma inversão dos níveis destas citocinas 

secretadas no meio de cultura, indicando uma mudança para o perfil Th1. A IL-10 

está envolvida na progressão do tumor, neste sentido, estes compostos vegetais 

podem atuar inibindo a produção desta citocina (YU et al., 2007). O balanço do 

perfil da resposta Th2 para Th1 pode ser uma estratégia eficaz contra os tumores e 

a apigenina mostrou-se eficaz nessa alteração. Assim sendo, considerando que a 

apigenina alterou o perfil de secreção de citocinas inflamatórias, esse flavonoide 

também pode ser considerado como um agente imunomodulador importante. 
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 Já está bem estabelecido que a microglia, a depender do ambiente em que 

se encontra, apresenta um perfil de resposta diferente (GOLDMANN e PRINZ, 

2013, NAKAGAWA e CHIBA, 2014). Mostramos em nosso modelo que em 

condições controle as microglias apresentam um perfil de resposta polarizado ao 

perfil M2, pois a expressão do marcador CD206 encontra-se elevada e a expressão 

do marcador CD68 diminuída. Entretanto, após a modulação com a apigenina essa 

relação se inverte. Xue et al. (2017) demonstraram que o ácido clorogênico inibe o 

crescimento de glioblastoma através da repolarização de macrófagos M2 para M1. 

De maneira semelhante aos nossos resultados, Mukherjee et al., 2016 utilizaram a 

curcumina e alteraram a polarização macrofágica para o perfil M1 e acabaram 

eliminando as células de glioblastomas. E ainda, Flugel et al. (1999) afirmaram que 

a microglia é capaz de efetivamente funcionar como célula apresentadora de 

antígenos (APC) e mais recentemente Arcuri et al., 2017 em sua revisão de 

literatura discutem a importância de novos tratamentos para alterar o perfil M2/M1 

durante a interação microglia/glioblastoma com o objetivo de elimar as células 

tumorais. 

 

Observamos neste estudo, através da microscopia de transmissão, a 

formação de pseudópodos nas células microgliais, bem como um aumento nuclear 

e de organelas citoplasmáticas. Tambuyzer et al. (2009) observaram, durante o 

estímulo da microglia, que ocorre a transformação para um fenótipo ativado, 

equipado com inúmeras funções efetoras imunes. Neste caso, a microglia torna-se 

uma célula fagocítica, com potencial para proliferar e secretar citocinas, 

quimiocinas, espécies reativas de oxigênio, proteases. Isto permite que essas 

células se movam através do tecido do SNC, com o objetivo de eliminar o alvo, 

induzir a apoptose/necrose das células ou agentes patogênicos, além de manter o 

equilíbrio e diálogo com neurônios e outras células da glia no microambiente 

imunológico do SNC.  

 

Mecanismos envolvidos na migração e adesão de células tumorais são 

importantes para a malignidade dos glioblastomas. Estes tumores são altamente 

invasivos e sofrem influencia do estroma tecidual, principalmente das microgliais 

(BADIE, 2001). Para verificar a capacidade antimigratória do flavonoide apigenina 

foi realizado um ensaio com o meio condicionado da microglia tratado com este 

flavonoide. Quando as células de glioblastoma, nos ensaios de migração, foram 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mukherjee%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27543754
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submetidas ao tratamento com o meio condicionado da microglia em condição 

controle, verificamos um efeito migratório das células de glioblastomas C6, 

indicando uma influência de fatores solúveis liberados pela microglia que 

favorecem a invasão tumoral. No entanto ao serem tratadas com apigenina (50 μM 

e 100 μM) foi verificada uma inibição da migração.  

 

O comportamento migratório das células microgliais parece estar 

relacionado a modificações no citoesqueleto (ILSCHNER & BRANDT, 1996). Várias 

moléculas da matriz extracelular parecem influenciar as modificações morfológicas 

da microglia, sendo a aquisição do fenótipo ramificado acompanhado por 

alterações químicas dos microtúbulos. A forte interação entre gliomas e microglia 

foi demonstrada nesse estudo pela inibição da migração do glioma pela interação 

com o meio condicionado da microglia. A redução da migração das células de 

glioma tratadas com o meio condicionado da microglia com a apigenina pode ser 

explicada possivelmente pela alteração nos níveis da produção da citocina IL-6, 

que se mostrou elevada nas condições controle e diminuída após tratamento com 

apigenina. 

Os ensaios de quimiotaxia com células da microglia, sob efeito de células de 

glioblastomas tratadas com os flavonoides, mostraram que a apigenina, induziu a 

produção de fatores quimiotáticos que favoreceram a migração de células 

microgliais. Estes resultados confirmam a ação quimiotática do flavonoide 

apigenina em células da microglia, reforçando assim o potencial antitumoral deste 

flavonoide. Estudos realizados por Silva (2014) demonstraram o potencial 

quimiotático de flavonoides em células da microglia e macrófagos peritoneais, o 

que reforça a importância dos macrófagos na resposta inflamatória antitumoral. 

 

A resistência do glioblastoma aos principais tratamentos utilizados na clínica 

aponta para a necessidade de importância de estudos mais amplos em busca de 

novos compostos quimioterápicos antitumorais mais eficazes. As recentes 

descobertas sobre a relação microglia-glioblastoma tornam-se úteis na elaboração 

de novas estratégias terapêuticas contra tumores cerebrais malignos como o 

glioblastoma. A descoberta de novas drogas para o tratamento poderá ajudar na 

destruição desse tumor, uma vez que consigam alterar o perfil de resposta imune 
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induzindo a microglia para o combate ao tumor. Os resultados aqui apresentados 

são muito promissores, pois mostram o potencial do flavonoide apigenina como 

uma possível estratégia terapêutica adjuvante futura contra os gliomas malignos, 

através da combinação com drogas já utilizadas. Por fim, mais estudos são 

necessários para uma melhor compreensão desta relação, bem como, os efeitos 

antitumorais dessas moléculas. 
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5. ARTIGO CIENTÍFICO II  

 
EFEITO DO FLAVONOIDE APIGENINA EXTRAÍDO DE Croton betulaster MULL 
NA VIABILIDADE, DIFERENCIAÇÃO E EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 
INFLAMATÓRIAS EM CÉLULAS DE GLIOBLASTOMA HUMANO. 
                                                         
 

RESUMO 
 

 
INTRODUÇÃO E OBJETIVO: Glioblastomas são as neoplasias mais agressivas e 

comuns que atingem o SNC. Nossos estudos anteriores demonstram uma 

capacidade antitumoral, morfogênica e imunomodulatória de flavonoides em 

células de glioblastomas humanos. O flavonoide apigenina extraído da planta 

Croton betulaster Mull, apresenta um importante papel como inibidor do 

crescimento de células de glioblastomas, alterando o perfil de citocinas 

inflamatórias. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da apigenina, no 

crescimento e viabilidade das células de glioblastoma humano (U-251) e células 

tronco de glioblastoma (TG1 e OB1), bem como investigar os mecanismos de 

morte e seus efeitos antitumorigênicos e imunomoduladores. MÉTODOS E 

RESULTADOS: Observamos que o flavonoide apigenina reduziu a viabilidade 

celular de forma dose e tempos dependentes das células de glioblastomas quando 

comparado com o controle. Por citometria de fluxo, observou-se um aumento da 

intensidade de fluorescência para marcação com anexina V e formação de 

vacúolos autofágicos indicando uma capacidade indutora de morte por apoptose e 

autofagia nas células de glioblastoma. Alterações morfológicas e na expressão das 

proteínas GFAP, β-3 tubulina, nestina e Bmi1 após o tratamento com o flavonoide 

sugerem uma diferenciação astrocitária e neuronal. Foram observadas também 

uma atividade antitumorigênica do flavonoide em células de glioblastomas 

implantadas no encéfalo de ratos, através de alterações morfológicas como 

astrogliose e microgliose verificadas por imunohistoquímica. Pela técnica de RT-

PCR foi demonstrada uma alteração do perfil TH2 para TH1 indicando uma 

atividade imunomoduladora deste flavonoide nos vários modelos em estudo. 

CONCLUSÕES: Estes resultados sugerem que o flavonoide apigenina inibe o 

crescimento e a migração celular, além de alterar a morfologia e o perfil regulatório 

de proteínas imunomodulatórias em glioblastomas, podendo contribuir para o 

tratamento dessas neoplasias no SNC. 

Palavras chaves: Flavonoide, apigenina, diferenciação, apoptose, gliooblastoma  
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5.1 INTRODUÇÃO 

 
           Gliomas são tumores intracraniais malignos que atingem as células gliais no 

SNC (ANDERSON et al., 2008). Sua classificação segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) varia em quatro graus, sendo o glioblastoma humano o mais 

agressivo (BENJAMIN et al., 2003). A sua incidência nas últimas décadas tem 

aumentado e estudos recentes mostram que são os mais comuns das neoplasias 

primárias cerebrais, além de ter uma ocorrência em todas as idades. No entanto, 

sua prevalência é maior em homens e pessoas brancas entre 45 e 70 anos 

(REARDON & WEN, 2007). 

 

           Seus aspectos morfológicos de alta vascularidade densa, grande 

proliferação endotelial celular, além de possuir um crescimento rápido, tornam 

estes tumores altamente recidivos (LAKS et al., 2010). A constituição celular em 

um único tumor apresenta uma grande variação (CLARKE et al., 2010) que por sua 

vez, pode dificultar o protocolo terapêuticos para os glioblastomas. É descrito na 

massa tumoral dos gliomas uma população de células tronco tumorais que são 

altamentes resistentes aos tratamentos quimiterápicos e responsáveis pela recidiva 

da neoplasia ( Patru et al., 2010) 

 

         Atualmente, o protocolo para estes tumores é multissistêmico, onde se 

associam a remoção cirúrgica, quimioterapia e radioterapia (WANG, 2004). Dentre 

os compostos químicos utilizados, merecem destaque a TMZ e os compostos da 

nitrosureia (TATOR et al., 1977; GERMANO et al., 2010). Estudos recentes 

demonstram que fatores antiangiogênicos são fundamentais na redução tumoral, 

onde o VEGF, IFN-β e TGF-β merecem importância (MERZKAK et al., 1994; 

HONG et al., 2000). Novas pesquisas estão em busca para uma melhor eficácia 

nos tratamentos para os gliomas, como os retinóides (COSTA et al., 2001), 

flavonoides (SILVA et al., 2008). Apesar dos avanços na oncologia clínica a 

expectativa de vida para um paciente diagnosticado com o glioblastoma humano 

dificilmente não ultrapassam os 14 meses (SENGER et al., 2003). 

 

        Os flavonoides são compostos polifenólicos produzidos pelas plantas e que 

apresentam diversas características biológicas. Dentre as suas principais 

atividades, a antitumoral tem despertado o interesse da comunidade científica 
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(HERTOG et al., 1992). Nossos estudos têm demonstrado que flavonoides 

possuem uma atividade antitumoral em células de glioblastomas humanos e não 

são tóxicos para células normais do SNC (SILVA et al., 2008; SANTOS et al., 

2011). O flavonoide apigenina vem sendo utilizado em diversas pesquisas 

biológicas, principalmente por sua atividade antitumoral em diveras linhagens de 

células (MAK et al., 2006; UJIKI et al., 2006) e mostrou-se tóxica para células de 

glioblastomas e indutora de apoptose (DAS et al., 2010). 

 

            Neste contexto, este estudo procurou investigar o metabolismo do 

flavonoide apigenina sob a viabilidade, diferenciação e regulação de citocinas 

inflamatórias em linhagens de células derivadas de glioblastoma multiforme 

humano da linhagem U-251 e células tronco de glioblastomas da linhagem TG1 e 

OB1. 

 

 

5.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 
5.2.1 O flavonoide apigenina 
 

O composto foi obtido sob a forma de pó e dissolvido em dimetilsufóxido 

(DMSO), Sigma Chemical (Co) em solução estoque de 100 mM que foi mantida 

sob proteção da luz à -20°C. A diluição final do reagente foi obtida no momento do 

tratamento diluindo-se a solução concentrada diretamente no meio de cultura. As 

células foram expostas aos flavonoides pelo período de 24, 48 e 72 h nas 

concentrações finais de 1 a 100 µM. O meio com o veículo de diluição do 

flavonoide (DMSO 0,1%) foi utilizado como controle experimental. 

 

5.2.2 Cultura de células  

 

As células de glioblastoma humano da linhagem U-251 foram conservadas 

em uma solução de 90% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10% dimetilsulfóxido 

(DMSO) à razão de 1 x 106 células/mL e estocadas em criotubos no nitrogênio 

líquido. Todos os experimentos foram realizados até a décima passagem de 

células e quando atingiam a confluência foram descoladas das placas de cultura 
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por uma solução contendo 0,05% de tripsina e 0,02% de EDTA em PBS. Culturas 

de células confluentes, cultivadas em placas de 100 mm foram dissociadas 

utilizando-se uma solução de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% diluídos em PBS, e 

replaqueadas em placas poliestireno de 4 cm de diâmetro ou de 96 poços (TPP), a 

uma densidade inicial de 2 x 10
5 

células/cm
2 

em meio Dulbecco modificado (DMEM, 

Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,011 g/L de ácido pirúvico, 

2 mM de L-glutamina, 100UI/mL de penicilina G e 7 mM de glicose, e incubadas a 

37
0 

C em atmosfera úmida e controlada, contendo 5% de CO2.
.
 Segundo protocolo 

já bem estabelecido por (COSTA et al., 2001). Vinte quatro horas após a 

distribuição das células nas placas, estas foram tratadas com o meio controle 

(DMSO 0,1%) ou com o flavonoide apigenina diluído diretamente no meio de 

cultura suplementado, em concentrações variando de 1 a 100 μM, por um período 

de 24, 48 ou 72 horas.  

 

As células da linhagem TG1 e OB1, derivadas do tumor maligno humano foram 

cultivadas no laboratório de Plasticitè Gliale e mantidas de acordo com o protocolo 

descrito por Patru et al. ( 2010). As células foram cultivadas em meio DMEM/F12 

completo (suplementado com 1 mM de L-glutamina, 25 mM de glicose, 10 mM de 

HEPES) adicionado os seguintes fatores de  crescimentos: N2, G5 e B27. 

 

 

5.2.3 Análise da citotoxidade e viabilidade celular  

 

5.2.3.1 Redução dos Sais de Tetrazólio (MTT) 

 

              O teste de redução dos sais de tetrazólio é realizado por uma dosagem 

colorimétrica sensível, quantitativa e confiável, utilizada para medir a viabilidade, 

proliferação e a atividade celular (HANSEN et al., 1989). Seu princípio baseia-se na 

capacidade das desidrogenases mitocondriais de células vivas em converter o 

brometo de 3-(-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) um substrato amarelo em 

cristais de formazan de cor violácea (produto). As células cultivadas em placas de 

96 poços foram expostas ao flavonoide apigenina por 24, 48 e 72 h. Depois de 

decorrido o tempo de exposição, o meio de cultura foi desprezado e foram 

adicionados a cada poço da placa de 96 poços 100 µl de uma solução de MTT 



75 

 

(Sigma, M2128) em meio DMEM (Cultilab) a uma concentração final de 1mg/mL. 

As células foram incubadas em estufa controlada a 37ºC, 5% de CO2 por 2 h. Em 

seguida, foram adicionados 100 µl/poço de um tampão de lise, contendo 20% de 

SDS e 50% de DMF, pH 4,7, sendo a placa incubada em seguida por 12 h a 37 ºC, 

para a dissolução completa dos cristais de formazan. A absorção óptica de cada 

amostra em octuplicata foi feita a um comprimento de onda de 490 nm, utilizando o 

leitor de microplaca THERMO PLATE modelo TP-reader. O tamanho da amostra 

(n) para cada grupo foi de oito (8) e os experimentos foram realizados no mínimo 

em triplicata. Os resultados foram apresentados como a porcentagem da 

viabilidade (média e desvio padrão) em relação ao controle com DMSO (0,1%), 

considerado como 100%. 

 

5.2.3.2 Ensaio de viabilidade celular WST 

 

Para verificar a sensibilidade das células-troncos de glioblastoma ao 

flavonoide foi realizada o ensaio de viabilidade celular pela redução do 4-[3-(4-

iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzeno dissulfonato (WST 1, Roche, 

France) em cristais de formazan. As células foram plaqueadas em placas de 96 

poços a uma densidade de 2 x 104 e tratadas com os flavonoide nas concentrações 

de 1 a 100 µM durante 24 e 72 h mantidas em estuda  a 37°C e 5% de CO2. A 

viabilidade celular foi assegurada pela redução do WST-1 (4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-

nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzeno dissulfonato, Roche, France) para os 

cristais de formazan. No final do período de tratamento foram adicionados as 

células 10% de WST-1 ao meio de cultura e então decorreu-se mais 3 h. A 

absorvância foi mensurada em 430 nm, no leitor de placa Expert Plus V1.4 ASYS. 

A viabilidade celular também foi verificada com a contagem celular usando o azul 

de tripan (Sigma) a uma concentração final de 0.1% e analisadas sob microscopia 

de contraste de fase. 

 

5.2.4 Alterações morfológicas  
 

5.2.4.1 Microscopia por contraste de fase 

 

 Os efeitos do flavonoide apigenia sobre a morfologia celular foi observada 

inicialmente por microscopia de contraste de fase. Após 48h de exposição à 
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apigenina nas concentrações de 50 e 100µM, as células de U-251 foram 

analisadas em microscopia com contraste de fase, com filtro verde (Nikon TS-100) 

e em seguida, fotografado por uma câmera digital (Nikon E-4300). As células de 

TG1 e OB1 foram analisadas no microscópio (Eclipse E800, Nikon, USA). Imagens 

foram adquiridas com a câmera digital (DXM 1200, Nikon) usando o software Lucia 

(Laboratory Imaging). Imagens foram processadas usando o Adobe Photoshop 

(Adobe Systems). Foram analisadas 10 campos para cada tratamento em três 

experimentos independentes. 

 

 

5.2.4.2 Análise imunocitoquímica da expressão da proteína GFAP, β-3 

Tubulina e nestina e Bmi1 

 

        Após exposição ao flavonoide apigenina nas concentrações finais de 50 e 100 

µM, o meio de cultura foi desprezado e os poços com tapete celular foram lavados 

por três vezes com PBS em pH 7,4. As células foram então fixadas e 

permeabilizadas com metanol durante dez minutos a –20°C. O excesso de metanol 

foi desprezado e as placas ficaram em repouso, abertas, até completa evaporação 

e secagem do metanol. A seguir as células foram reidratadas com PBS, 

permeabilizadas com Triton X-100 0,2% e bloqueadas com PBS/BSA 5% por 1 

hora e incubadas com os anticorpos primários durante a noite em câmera úmida a 

4ºC. Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: policlonal de coelho contra 

GFAP (1:300, Dako Cytomation), policlonal de camundongo contra β-3 tubulina e 

policlonal de camundongo contra nestina (1:200, Santa Cruz) diluído em PBS/BSA 

1%. Decorrido o tempo de incubação do anticorpo primário, as células foram 

lavadas 3 vezes com PBS, e incubadas com o anticorpo secundário, uma IgG de 

camundongo contra coelho ou contra camundongo conjugado à fluoresceína (FITC) 

diluído em PBS na proporção de 1:500, sob agitação lenta, por 1 h à temperatura 

ambiente. Após o tempo de incubação, os núcleos das células foram corados com 

o agente intercalante de DNA fluorescente 4´,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido 

(DAPI, Molecular Probes, Eugene, OR) (5µg/mL) durante 10 minutos à temperatura 

ambiente. As células foram então lavadas com PBS, analisadas por microscopia de 

fluorescência e fotografadas com filme Kodak Cromo ISO100 em câmera Olympus 

AX-70. Para todas as reações, os controles negativos foram realizados seguindo os 

mesmos procedimentos, com exceção da incubação com o anticorpo primário. 
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5.2.5 Ensaio de morte celular  
 

De maneira semelhante ao ensaio de viabilidade celular, as células foram 

tratadas com controle (DMSO 0,1%) e com apigenina na concentração de 50 e 100 

µM e analizadas após 48 h usando Kit Annexin V (Sigma). Após o tempo de 

incubação, o sobrenadante foi recolhido e as células foram lavadas três vezes com 

PBS e incubadas com tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37oC. Em seguida, as 

células foram recuperadas, lavadas com DMEM suplementadas com 10% SFB, 

centrifugadas por 5 minutos a 400g. Após incubação de 30 minutos com uma 

solução de PBS com-BSA a 2% e nova centrifugação, foram adicionados ao pellet 

90 µL de uma solução contendo 2 µL de anexina V conjugada a fluoresceína e 88 

µL de tampão de ligação (Binding Buffer), sendo incubadas por 15 minutos à 

temperatura ambiente, protegidas da luz. Foram adicionados 5 µL de iodeto de 

propídio (PI) no momento da aquisição, sendo adquiridos 10.000 eventos por 

condição. A leitura da fluorescência da anexina V foi por citometria em fluxo feita e 

adquiridas através do aparelho FACS calibur (Becton & Dickinson) no canal FL-1 e 

a do PI, no canal FL-2. O software Summit 4.3 foi utilizado para analisar a 

marcação das células. De acordo com as características técnicas deste 

experimento, células negativas tanto para anexina V quanto para PI foram 

consideradas vivas, células positivas apenas para PI foram consideradas 

necróticas, células positivas apenas para anexina V foram consideradas na fase 

inicial de apoptose e células positivas tanto para PI quanto para anexina V foram 

consideradas na fase avançada da apoptose.  

 

5.2.6 Ensaio de autofagia 

 

Para realizar o ensaio de autofagia, as células foram tratadas com apigenina 

nas concetrações de 50 e 100 µM e analizadas após 72 h usando corante 

fluorescente laranja de acridina (Sigma, Induslab) que caracteriza vacúolos 

autofágicos. Após o tempo de incubação, foi adicionado o corante fluorescente 

laranja de acridina (1µg/mL) por 15 minutos à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi recolhido e as células foram lavadas três vezes com PBS e 

incubadas com tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37ºC. Após a incubação, as 

células foram recuperadas e lavadas com DMEM suplementadas com 10% SFB e 
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centrifugadas por 5 minutos a 400g. Foram adicionados no pellet 250 µL de PBS 

com BSA 2%. No momento da aquisição , foram adquiridos 10.000 eventos por 

condição. A leitura da fluorescência foi feita nos canais FL-1 e FL-2. O software 

Summit 4.3 foi utilizado para analisar a marcação das células. De acordo com as 

características técnicas deste experimento, células positivas para FL-1 foram 

consideradas vivas e células positivas apenas para FL-2 foram consideradas 

autofágicas. A leitura da fluorescência do laranja de acridina foi feita por citometria 

em fluxo e adquiridas através do aparelho FACS calibur (Becton & Dickinson) no 

canal FL-1 e FL-2. 

 

Para verificar a intensidade de fluorescência dos vacúolos lisossomais foi 

utilizado um fluorímetro Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, California, USA). Após o tratamento com apigenina nas 

concentrações de 50 e 100 µM por 72 h, as células foram tratadas com laranja de 

acridina (1 μg/mL) (Sigma) durante 15 minutos à temperatura ambiente e analisadas 

em fluorímetro. As células apresentaram uma fluorescência verde que foi mensurado 

a 502 nm (excitação) e 525 nm (emissão). Entretanto, os vacúolos autofágicos 

mostram-se com uma fluorescência laranja que foi mensurada em 460 nm 

(excitação) e 650 nm (emissão). A razão entre esses valores de fliuorescência verde 

e laranja foi calculado para determinar a disfunção lisossomal. Três experimentos 

independentes foram realizados.  

 

 

5.2.7 Ensaio de migração 

 

Para avaliar o potencial do flavonoide apigenina em inibir a migração das  

células de U-251 foi realizada um ensaio em monocamada celular. As células 

tumorais  foram plaqueadas em  placas de 24 poços (TPP) a uma concentração de 

50 mil células/ poço. Após a formação de uma monocamada celular confluente foi 

promovida uma lesão uniforme com o auxílio de uma ponteira de 200 µl de cultivo. 

Em seguida, realizou-se uma lavagem nas células com PBS estéril, para retirar as 

células desprendidas durante a lesão. Em seguida modularam-se as placas com 50 

e 100 μM de apigenina em meio de cultura DMEM sem SFB e o controle com 

DMSO 0,1%. Após 24, 48 e 72 h as células foram observadas por microscópio de 
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contraste de fase e fotografadas. Foram fotografados 5 campos de 3 experimentos 

independentes.  

 

 

5.2.8 Cirurgia estereotáxica 

 

Para verificar a capacidade do flavonoide apigenina em inibir a formação e o 

crescimento tumoral de glioblastoma em ratos foi realizada uma cirurgia 

estereotáxica com o xenotransplante de células da linhagem U-251 pré-tratadas 

com o flavonoide apigenina na concentração de 50 µM ou tratadas com DMSO 

0,1% durante 24 h e injetadas nos animais. 

 

 

5.2.8.1 Animais experimentais 

 

Os animais utilizados foram ratos Wistar macho, com idade 

aproximadamente de 3 meses e pesando entre 300 a 350 gramas. Os animais 

foram cedidos pelo biotério da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

UFBA e foram mantidos em gaiolas com água e alimentos a vontade. Esse 

experimento foi aprovado pelo comitê de ética para utilização de animais de 

laboratório CEUA-ICS, cujo número do registro é 15.09. 

 

 

5.2.8.2 Cirurgia estereotáxica e micro-injeção 

 

Os animais foram pesados para o cálculo da administração anestésica, onde 

a mesma ocorre com o cloridato de ketamina (KETALAR) e cloridato de xilazina 

(ROMPUM). Com o auxílio do atlas estereotáxico para ratos, localizou-se a região 

do caudado putamem a ser incisada e com o auxílio de broca odontológica abriu-se 

um pequeno orifício na caixa craniana para a injeção das células tumorais. Esse 

procedimento foi realizado com cuidado para que não ocorresse perfuração da 

meninge e nem do córtex cerebral do animal. No dia da cirurgia as células de U-

251 tratadas durante 24 h foram removidas dos frascos de cultura com solução de 

tripsina 0,2%/ EDTA 0,02% em PBS. 500 mil células em meio sem SFB foram 

adicionados numa solução de 5 μl. No momento da injeção toda a suspensão 
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celular foi aspirada sob agitação constante na seringa de Hamilton previamente 

fixada no aparelho de estereotaxia. 

 

 Ao término da cirurgia os animais foram postos em gaiolas individualizadas 

e monitorados diariamente. 

 

 

5.2.8.3 Coleta do tecido nervoso 

 

Os ratos com implantes de células tumorais foram eutanasiados após 30 

dias do implante de células tumorais. Durante a perfusão intracardíaca realizada 

com o auxílio de uma bomba peristática foi injetado inicialmente PBS 1X com pH 

7.4 e em seguida adicionado paraformaldeído a 4% na temperatura de 4º C. 

  

Decorrido o procedimento de perfusão o encéfalo foi removido da cavidade 

craniana e imerso na solução de paraformaldeído a 4% para pós-fixação durante 

24 h. 

 

5.2.8.4 Preparação dos tecidos e análises histológicas 

 

Foram realizados nos encéfalos cortes coronais de aproximadamente 5 mm 

de espessura incluindo a região dos implante de células tumorais. As amostras 

foram então processadas em solução de etanol em concentração crescente (10-

100%) para desidratação e posteriormente embebido e emblocado em parafina. 

Foram realizados cortes de 4 μm em micrótomos, onde os mesmos foram fixados 

em lâminas previamente tratadas com Poli-Lisina e passaram por processos de 

colorações tradicionais de hematoxilina-eosina (HE) para identificação tumoral e 

análise histopatológica. 

 

5.2.9 Imunohistoquímica 

 

Para a realização das reações imunohistoquímicas, após a perfusão e 

fixação dos encéfalos, procedeu-se com a imersão dos mesmos em uma solução 

de sucrose a 30% durante 3 dias. Em seguida, foram realizados cortes de 25 µm 

de todo o encéfalo com o auxílio de um criostato na temperatura de – 20° C e 
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coletados em lâminas de vidro superfroast. Os tecidos foram lavados 3 X com PBS, 

depois seguiu-se com a incubação de PBS Triton 0,3% por 20 minutos e o bloqueio 

das ligações inespecíficas com uma solução de NGS 5% durante uma hora. Após o 

bloqueio, os cortes foram expostos diretamente aos anticorpos primários policlonal 

de coelho contra GFAP (Z0334, Dako Cytomation) na concentração de 1:200, 

monoclonal de camundongo contra IBA1 (Abcam) e policlonal de coelho contra 

VEGF (Santa Cruz)  na concentração de 1:100, todos durante a noite em câmera 

úmida. Após este procedimento, os cortes foram lavados três vezes em PBS por 

cinco minutos e então expostos aos anticorpos fluorescentes secundários (contra 

coelho e contra mouse) acoplados à FITC ou Cy3 (DakoCytomation) por 2 horas. 

Depois, os cortes foram lavados 3X na solução de PBS prossegui-use com a 

marcação nuclear utilizando o reagente DAPI por 20 minutos. Os cortes foram 

lavados com PBS e as lâminas seladas com fluoromount. 

 

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência Nikon TE 300, 

sendo fotografadas 10 imagens por tratamento. 

 

 

5.2.10 Extração de RNA e qRT-PCR 

 

 Para quantificar a expressão do mRNA de genes codificadores de proteínas 

de interesse, foi realizada uma análise por PCR quantitativo. Para isto, o RNA total 

das amostras de encéfalos de ratos com as células tumorais foram extraídos. Três 

replicatas biológicas de cada grupo experimental foram coletadas. O RNA foi 

extraído utilizando o protocolo o reagente Trizol® (Catálogo # 15596026, 

Invitrogen LifeTechnologies), de acordo com as especificações do fabricante. A 

integridade e concentração de RNA total foram avaliados utilizando o auxílio do 

Nano Espectro KASVI (cat# K23-0002). Posteriormente o RNA (2,5 µg) foi tratado 

com DNASe utilizando  o Ambion® DNA-free™ kit  (ambion cat# AM1906) e a 

síntese do cDNA foi realizada utilizando Super Script® VILO™ Master Mix 

(invitrogen, life technologies™, cat# MAN0004286) seguindo as instruções do 

fabricante. A PCR em tempo real foi realizado utilizando Ensaios de Expressão 

Gênica Taqman® (Applied Biosystems, CA, USA) que contêm dois iniciadores para 

amplificar a sequência de interesse e a sonda específica Taqman® MGB, marcada 

com o fluoróforo FAM a com o TaqMan® Universal Master Mix II com UNG  
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(Catálogo # 4440038 invitrogen, life technologies™). As identificações dos ensaios 

para os genes quantificados neste estudo foram: TNF (Rn01525859_g1), IL1B 

(Rn00580432_m1), IL10 (Rn00563409_m1), IL4 (Rn01456866_m1), NOS2 

(Rn00561646_m1), IGF1 (Rn00710306_m1) todas de ratos. A PCR em tempo real 

foi realizada utilizando o instrumento QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR 

System (AppliedBiosystems, CA, USA). As condições de termociclagem foram 

realizadas de acordo com as especificações do fabricante. β-actina 

(Rn00667869_m1 para amostras derivadas de rato e Hs99999903_m1 para 

amostras derivadas de humanos) e HPRT1(Rn01527840_m1 rato, e 

Hs02800695_m1 humano) foram utilizados como genes de referência (controles 

endógenos) para normalização dos dados de expressão gênica. 

 

 

5.2.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Os resultados foram expressos como média desvio padrão. Para determinar 

a diferença estatística entre os grupos foi realizada uma análise de variância 

seguida pelo teste One Way ANOVA com pos-teste de Student-Newmann-Keuls 

(GraphPad Prisma 5.0- California, EUA). Valores de P < 0,05 foram considerados 

como estatisticamente significantes. 

 
 

5.3 RESULTADOS 

 
 
5.3.1 Efeitos do flavonoide apigenina na viabilidade tumoral 
 

Visando determinar a sensibilidade das células de U-251 foi realizado o teste 

do MTT, que determina a viabilidade celular através da medida da função de 

desidrogenases mitocondriais. Quando comparado ao controle (DMSO 0,1%) foi 

observado que o flavonoide apigenina apresenta uma toxicidade sobre as células 

dose dependente, sendo que nas concentrações testadas (1-100 μM) a toxicidade 

foi observada a partir da concentração de 50 μM nos tempos de 24 e 48 h (fig 1A e 

B). Em contrapartida, sob as mesmas condições o flavonoide apresentou 

toxicidade já na concentração de 10 μM no tempo de 72 h (fig 1 C).  

  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4485688?ICID=search-product
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4485688?ICID=search-product
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 Para verificar a sensibilidade das células tronco de glioma da linhagem TG1 

e OB1 foi realizado o teste de WST. Foi verificado que no tempo de 24 h somente a 

concentração de 100 μM mostrou-se tóxica para as células (fig 2F e G). Entretanto, 

quando as células foram expostas nas mesmas concentrações no tempo de 72 h, 

as células de ambas as linhagens mostraram-se sensíveis ao flavonoide na 

concentração de 50 e 100 µM (fig 2H e I). A linhagem TG1 sob as mesmas 

condições mostrou-se mais sensível do que as células da linhagem OB1.  

 

Outra possibilidade de verificar a toxicidade de substâncias a células-troncos 

tumorais é observar o tamanho celular após a exposição aos compostos. Neste 

sentido, quando as células foram expostas ao flavonoide na concentração de 50 

µM por 72 h ocorreu uma redução no tamanho celular (fig 2 E). 

 

5.3.2 Efeitos do flavonoide sobre a morfologia das células  

 

A indução de mudança morfológica do flavonoide apigenina nas células 

tumorais foi analisada por microscopia de contraste de fase. As análises revelaram 

que nas culturas de U-251, as células mostraram em condições controle uma 

monocamada apresentando um fenótipo bipolar, além de uma confluência total na 

placa. No entanto, quando expostas ao flavonoide nas concentrações de 50 e 100 

μM durante 48 horas, alterações importantes no número e no fenótipo de células 

aderidas foram verificadas. Nestas culturas as células apresentaram um fenótipo 

também bipolar, porém com citoplasma retraído, núcleo bastante refringente, 

prolongamentos delgados, e uma redução significativa no número de células 

aderentes às placas (fig 1 D, E e F).  

 

A morfologia das células tronco tumoral em condições controle DMSO 0.1% 

mostra-se como um agregado de células que em virtude do seu estado de 

quiescência tende a proliferar-se e formar colônias (fig 1 A e C). Quando estas 

células foram tratadas com o flavonoide houve uma desagregação das colônias 

celulares, indicando uma interrupção da capacidade auto renovativa destas células-

troncos (fig 1 B e D). 

 

5.3.3 Indução de Morte Celular Programada  

 

C 
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 A capacidade de induzir morte celular programada pelo flavonoide 

apigenina foi inicialmente determinada através da citometria em fluxo para Anexina 

V nas células de U-251. Nas culturas de células tratadas com o flavonoide na 

concentração de 50 e 100 μM, 72 h após tratamento, 33,76± 2,65 e 42,86±5,51 

células positivas à anexina foram marcadas e um evento raramente presente nas 

culturas em condições controle 5.58± 0,69 (DMSO 0,1%) (fig 3). 

 

5.3.4 Análises de vias de morte 

 

     A análise da formação de vacúolos autofágicos indicador de morte foi 

verificado pelo teste de laranja de acridina por citometria de fluxo, fluorimetria e 

fluorescência celular. Quando comparado com o controle (DMSO 0,1%) as células 

tratadas com o flavonoide apigenina 50 e 100µM durante 72 h apresentaram 

marcação positiva para este corante com um aumento significativo, indicando a 

formação de vacúolos autofágicos (Fig 4). 

 

5.3.5 Expressão de marcadores estruturais de diferenciação celular 

  

   Para a visualização da capacidade morfogênica do flavonoide apigenina 

sobre as células de U-251, TG1 e OB1 foi realizado uma imunocitoquímica para 

marcadores protéicos do citoesqueleto nestina, Bmi1, GFAP e β-3 tubulina após 48 

h de exposição ao flavonoide nas concentrações de 50 e 100 µM.   

 

A análise da expressão da proteína Nestina indicadora de célula 

indiferenciada mostrou uma elevada expressão para este marcador em condições 

controle nas células de U-251, TG1 e OB1, bem como para o marcador Bmi1 

marcador de células tronco indiferenciadas. Após a modulação ao flavonoide 

observou-se uma redução da expressão desses marcadores, sugerindo uma 

possível diferenciação. As células apresentaram uma possível reatividade glial, em 

função do aumento da expressão de GFAP observada após tratamento com 

apigenina em 50 e 100 μM. Em paralelo também observamos um aumento da 

expressão da expressão da β-3 tubulina, indicando também uma diferenciação 

neuronal. Uma diminuição da celularidade, bem como retração citoplasmática e 

alteração do padrão de distribuição das proteínas, que se apresentou mais difusa 

no citoplasma acompanhando as modificações fenotípicas. Através desta técnica 
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observamos as células em condições controle apresentaram marcação difusa para 

a proteína nestina indicadora de células imaturas (fig 5 A). De maneira semelhante 

as células, expressam a proteína GFAP de forma homogênea distribuída na região 

citoplasmática (fig 5 D) e algumas células foram positivas para a β-3 tubulina (fig 5 

G). Com a modulação as células aumentaram a expressão desses marcadores 

tanto em níveis celulares, quanto em nível de intensidade (fig 5 E a H). Além do 

mais, as células diminuíram sua marcação para o marcador nestina (fig 5 B e C). 

De maneira semelhante estes resultados repetiram-se nas linhagens de células 

tronco tumorais da TG1 e OB1. Essas características sugerem o flavonoide 

apigenina como um importante modulador morfológico. 

 

5.3.6 Ensaios de Migração Celular 

 

A caracterização da migração celular foi verificada após modulação com o 

flavonoide apigenina em diferentes tempos. Verificamos que o flavonoide quando 

comparado com a condição controle (DMSO 0,1%) e o controle positivo do teste 

DMSO 0,1% com SFB tem uma diminuição da migração celular, indicando assim 

um efeito antimigratório deste flavonoide (Fig 7). 

 

5.3.7 Atividade antitumorigênica in vivo 

 

         Um dos grandes questionamentos com estudos realizados com compostos 

naturais é a sua eficácia em animais de laboratório. Neste sentido, investigamos o 

efeito antitumorigênico do flavonoide apigenina em células de glioblastoma da 

linhagem U-251 tratadas com 50 µM de apigenina e xenotransplantados 

intracranialmente no caudado putamem em ratos imunocompetentes por 30 dias. 

Quando comparado com o animal controle que recebeu DMSO 0.1% observamos 

que o tamanho tumoral foi em média duas vezes maior que os animais que 

receberam as células pré-tratadas com a apigenina (fig 8 E). Além do mais nas 

análises histopatológicas nos animais controles foram evidenciados uma lesão 

macroscópicas, com uma área de necrose central sugestiva de uma neoplasia (fig 

8 A). Para confirmar este achado uma coloração HE foi realizada para a 

visualização da composição celular e como mostrado na fig 8 C e D células 

neoplásicas foram visualizadas em ambos os grupos com características de atipia 

celular, figura de mitose, alterações morfológicas nucleares e uma grande 
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variedade celular, além de áreas necrosadas. Entretanto no grupo controle apesar 

dessas características se repetirem, observou-se uma maior quantidade de células 

tumorais e uma menor quantidade de áreas necrosadas. 

 

5.3.8 Ambiente tumoral 

 

Durante uma lesão cerebral, as células da glia tentam controlar a alteração e 

modificam a sua morfologia e alteram a expressão de proteínas estruturais. Neste 

sentido, buscamos observar qual o comportamento das células astrocitárias e das 

microglias diante da presença de células de um glioblastoma humano. Os 

astrócitos manifestam-se numa reação chamada de astrocitose reativa, em que 

estas células para conter o espalhamento da lesão e proteger o tecido aumentam a 

expressão da GFAP e modifica a sua morfologia. As células da microglia 

respondem da mesma forma, pórem diante de um tumor elas modificam a sua 

morfologia e ficam hiporesponsivas ao tumor. 

 

Desta forma, realizou-se uma imunohistoquímica para GFAP visando a 

marcação destes astrócitos que estariam realizando este fenômeno de astrogliose 

na área tumoral, como também nas áreas próximas ao tumor. Como mostrado na 

figura 9 em condições controle os astrócitos mostram-se muito mais aumentados e 

reativos na área tumoral, já na área peritumoral observou-se uma quantidade 

aumentada de astrócitos, pórem a sua morfologia mostrou-se inalterada. Nos 

animais injetados com as células tratadas com apigenina a astrogliose mostrou-se 

menos reativa e a quantidade de astrócitos foi menor. 

 

De maneira semelhante, foi realizada uma imunohistoquímica para IBA-1 

visando a marcação microglial. Como esperado, nas condições controle houve um 

aumento da microglia, com uma alteração do fenótipo para uma morfologia 

ameboide, indicando uma ativação desta célula. Na área peritumoral, foi observada 

uma diminuição da quantidade de microglia, com a mesma morfologia da área 

tumoral. Por outro lado, nos animais com células tratadas com apigenina as 

microglias das áreas tumoral mostraram-se ativadas e na área peritumoral não foi 

observada nenhuma alteração morfológica. 
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5.3.9 Avaliação da expressão gênica de marcadores para progressão tumoral 

 

O perfil de resposta imunológico cerebral diante de um glioblastoma é muito 

variável. As células, em especial as microglias e astrócitos, mostram-se 

imunoreativos e secretam citocinas e fatores tróficos que influenciam o crescimento 

e migração tumoral. Diante disso, objetivando-se saber o perfil de resposta do 

ambiente tumoral a expressão gênica através do RT-PCR foi realizada em ambos 

os hemisférios cerebrais, pois verificamos através da imunohistoquímica uma 

variação na morfologia e intensidade de marcadores específicos para estas células 

nos diferentes hemisférios cerebrais. 

 

Sendo assim, ainda que de forma não repetitiva, verificamos a expressão de 

duas citocinas inflamatórias a TNF e IL1β que no hemisfério com o tumor nas 

condições controle mostraram-se elevadas quando comparados com o mesmo 

hemisfério que recebeu as células tumorais pré-tratadas com a apigenina.  

 

De maneira semelhante, verificamos a expressão das citocinas regulatórias 

IL-4 e IL-10 que em tumores cerebrais apresentam-se elevadas, indicando um 

ambiente imunossupressor. A IL-4 teve uma redução mais significativa quando 

comparada com a IL-10, que por sua vez mostrou-se muito mais elevada. 

 

Por fim, para avaliarmos o prognóstico destes animais verificamos a 

expressão gênica para a IGF1, uma proteína produzida pelo fígado que no caso do 

glioblastoma mostra-se elevada. Logo, um tratamento farmacológico eficaz deve 

induzir a sua diminuição e o aumento de iNOS. No encéfalo com as células pré-

tratadas com a apigenina houve uma redução nos valores desta expressão quando 

comparado ao encéfalo com o tumor controle. 
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Figura 1: Efeito do flavonoide apigenina sobre a viabilidade das células de glioblastoma 

humano U-251 verificadas pelo  teste do MTT.  Cultura de U-251 após 24  (A), 48 (B) e 72 

h (C) de tratamento. Microscopia por contraste de fase  em condições controle (DMSO 

0,1%) (D), e após tratamento com apigenina 50 µM (E) e 100 µM (F) durante 72 h. 

Resultados expressos em média ± desvio padrão, como percentagem em relação ao 

DMSO 0,1% CN considerado como 100%. (*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,1%. 

Barra de escala = 100 µm 
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 Figura 2: Efeito do flavonoide apigenina sobre a viabilidade e morfologia das células TG1 

e OB1 avaliados pelo teste WST.  Microscopia por contraste de fase  em condições 

controle (DMSO 0,1%) e tratadas com apigenina 50 µM durante 72 h (A-D). Medida da 

área celular em µm (E) . Teste do WST em células de TG1 e OB1 após 24 h e 72 h de 

tratamento (F-I). Resultados expressos em média ± desvio padrão. P< 0.05 em relação ao 

controle DMSO 0,1%, considerado como 100%. (*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 

0,1%. Barra de escala = 100 µm 
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Figura 3 – Citometria em fluxo para Anexina V em células tumorais da linhagem U-251 

após 72h de exposição ao controle (DMSO 0,1%) ou ao flavonoide apigenina nas 

concentrações de 50 e 100 µM.  Histograma em condições controle (A), tratados com 

apigenina 50 µM (B) e 100 µM (C).  No histograma, o primeiro quadrante inferior esquerdo 

significa as células vivas, o segundo quadrante inferior direito as células apoptóticas, o 

quadrante superior direito indica apoptose tardia e a o esquerdo as células em necrose. 

Gráfico representado a percentagem de células apoptóticas nos diversos tratamentos (D). 

Leitura da fluorescência da anexina V realizada por citometria em fluxo no aparelho FACS 

calibur (Becton & Dickinson) no canal FL-1 e a do iodeto de protídeo (IP), no canal FL-2. 

(*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,1%. 



91 

 

 

Figura 4- Análise da indução de autofagia pela apigenina em células de glioblastoma 

humano U-251 após 72 h por citometria em fluxo. Histograma representando  a distribuição 

das células  em condições controle (A), tratadas com apigenina 50 µM (B) e 100 µM (C). O 

primeiro quadrante esquerdo significa as células vivas, o segundo quadrante direito as 

células com vacúolos autofágicos.  Células em fluorescência com visualização dos 

vacúolos autofágicos em laranja (D,E,F).Contagem de células com vacúolos autofágicos 

(G).  Densidade de fluorescência a 570 nm. Número de células autofágicas medidas no 

citômetro de fluxo (I). (*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,1%.  Setas indicam os 

vacúolos autofágicos. Obj de 400 X e barra de escala 100 µm.
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Figura 5: Imunocitoquímica das proteínas do citoesqueleto nestina (em vermelho), GFAP 

(em vermelho) e beta III tubulina (B-3 Tub, em verde) e marcação para DAPI ( em azul) em 

células da linhagem U251 exposta ao meio controle (DMSO 0,1%), apigenina 50 µM e 100 

µM durante 72 h. (DAPI = 4´,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido). Barra de escala = 100 

µm. Objetivas 40 x 
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Figura 6: Imunocitoquimica das proteínas do citoesqueleto Bmi1, nestina,  beta III 

tubulina (B-3 Tub) e GFAP, (todas em verde), marcação para DAPI (em azul) e em 

células da linhagem TG1 e OB1 exposta ao meio controle (DMSO 0,1%) ou 

tratadas com apigenina nas concentrações de 50 µM e 100 µM durante 72 h. (DAPI 

= 4´,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido). Barra de escala = 50µm. Objetivas 40 

x.  
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Figura 7- Avaliação da migração celular das células de glioblastoma humano U-251 tratadas 

com meio controle (DMSO 0,1%), meio com soro (DMSO 0,1% + SFB 10%) ou com o 

flavonoide apigenina na concentração de 50 e 100 µM após 24, 48 e 72 h.  
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Figura 8- Avaliação do potencial antitumorigênico da apigenina em células de 

glioblastomas humanas U-251 xenotransplantadas em ratos. Avaliação 

macroscópica do encéfalo do animal controle que recebeu células de U-251 

tratadas com DMSO 0.1% (A) e tratadas com apigenina (API) na concentração de 

50 µM (B). Avaliação microscópica pela coloração de hematoxilina eosina  em 

aumento de 100 X (C e D). Área tumoral em condições controle a após tratamento 

com apigenina (E). (*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,1%. Barra de 

escala = 100 µm.  
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Figura 9: Avaliação do ambiente tumoral através de imunohistoquímicas em 

encéfalos de ratos com células de glioblastoma  humano da linhagem U-251. Barra 

de escala = 100 µm. Objetivas 20 X e 40  
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Figura 10: Avaliação do ambiente tumoral através do RT-PCR  em encéfalos de 

ratos com células de glioblastoma humano da linhagem U-251. (*) p< 0.05 em 

relação ao controle DMSO 0,1%. (*) p< 0.05 em relação ao controle. 
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5.4 DISCUSSÃO 

 

Diversos estudos in vitro com linhagens celulares tumorais são utilizados 

para investigar a atividade biológica de biocompostos naturais para serem 

utilizados no tratamento para essas patologias (YUNES & CALIXTO, 2001). Em 

nosso estudo utilizamos como modelo experimental células de glioblastoma 

humano da linhagem U-251 e células tronco de glioblastomas humanos da 

linhagem TG1 e OB1 caracterizadas e estabelecidas por Patru et al. (2010), para 

investigar a atividade antitumoral do flavonoide apigenina extraído das folhas de 

Croton betulaster (BARBOSA, 2003). 

 

 Inicialmente, determinamos através do teste de MTT se o flavonoide 

estudado inibe o crescimento das células de U-251 nas concentrações de 1-100 

μM após 24 h de tratamento. A redução na concentração celular foi dose e tempo 

dependente, apresentando redução significativa a partir da concentração de 10 μM 

no tempo de 72 h. Diversos estudos na literatura demonstram a capacidade 

antitumoral de flavonoides em concentrações dose e tempo dependentes (KIMA et 

al. 2001; SANTOS et al. 2011; COELHO et al., 2016). Verificamos também pelo 

teste de WST a sensibilidade de células tronco derivadas de glioblastomas 

humanos à apigenina. Como esperado em virtude da alta resistência e malignidade 

das células troncos de glioblastomas aos tratamentos radioterápicos e 

quimioterápicos (PATRU et al., 2010) estas células foram menos sensíveis ao 

flavonoide quando comparado as células de glioblastomas sob as mesmas 

condições (PITANGA et al., 2012). 

 

Nossos estudos revelaram igualmente que o flavonoide apigenina induz 

morte celular programada nas células de U-251, como demonstrado através da 

marcação da citometria em fluxo para anexina V, indicando um processo apoptótico 

(JELLINGER 2006; GREENE, et, al., 2007). Estes resultados mostram que a 

apigenina é capaz de reduzir a proliferação celular e apresenta um efeito inibitório 

através da indução de apoptose, propriedade fundamental na busca de fármacos 

com atividade antitumoral.  
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Os flavonoides estão despertando o interesse da comunidade científica, 

devido as suas propriedades biológicas, inclusive antitumorais. Scheck et al. (2006) 

demonstraram que o extrato total de Scutelaria baicalenses, o qual possui 

flavonoides em sua constituição, inibiu de forma dose dependente a viabilidade 

celular em linhagem de glioblastoma humano, além de inibir o crescimento e induzir 

apoptose. Essas pesquisas apontam este extrato como promissor adjuvante no 

tratamento de gliomas malignos. Ferguson et al. (2006) relataram que flavonoides 

presentes na Vaccinia macrocarpa (amora) induziram inibição da proliferação 

celular, parada do ciclo celular e apoptose em glioblastoma humano da linhagem 

U87. Branganhol et al. (2006) observaram que o flavonoide quercetina inibiu a 

proliferação celular na linhagem de glioblastoma humano U138MG e causou 

inibição da viabilidade celular, indução de apoptose e parada do ciclo celular na 

fase G2. Outros estudos mostraram redução da viabilidade celular em glioblastoma 

causada pelo flavonoide isoquercitrina (AMADO et al., 2009) O efeito inibitório de 

flavonoides foi igualmente verificado em outros tipos de células tumorais. Roy et al. 

(2007) demonstraram que o flavonoide bacaleina inibiu a proliferação de células 

tumorais de colon (HT-29) e câncer de próstata (DU-145) in vitro. YE et al. (2007) 

evidenciaram que os flavonoide extraídos de Leistocolyx operculatus induziram 

inibição da atividade metabólica e apoptose em linhagem de câncer de pulmão 

(SMMC-7721), pâncreas (8898), leucemia crônica (K562), câncer cervical uterino 

(HeLa) e carcinoma de pulmão (95-D).  

 

Diversas pesquisas têm sido divulgadas atribuindo várias atividades 

biológicas aos mesmos flavonoides extraídos da planta Croton betulaster Mull. 

Estudo feito por Haidara et al. (2006), sugeriram que o flavonoide casticina pode 

ser importante na terapia contra câncer, pois este flavonoide inibiu a proliferação de 

linhagem celular de carcinoma epidermal in vitro. Kobayakawa (2004) atribuiu à 

casticina a parada do ciclo celular na fase G2-M, em linhagem celular de câncer de 

pulmão e carcinoma de colon, confirmando assim sua importante atividade 

antitumoral. O flavonoide penduletina mostrou atividade antitumoral nas células de 

câncer de mama (LI et al., 2005). No modelo de glioblastomas ,Freitas et al., 2010 

e Coelho et al., 2015 demonstraram a capacidade destes mesmo flavonoides em 

inibir a angiogênese e o crescimento tumoral de células da linhagem GL-15.  
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Diversos estudos na literatura demonstram a atividade antitumoral da 

apigenina. Cardenas et al. (2006), divulgaram em sua pesquisa in vitro que o 

flavonoide apigenina inibiu a proliferação e viabilidade de células de câncer de 

mama, melanoma, colo uterino e adenocarcinoma. Além disso, este composto 

induziu apoptose em células de leucemia e de carcinoma (ZHENG et. al. 2005; 

VARGO et. al. 2006). Bektic et. al. (2006) demonstraram a que a apigenina inibiu a 

proliferação de células prostáticas cancerígenas, além de pára o ciclo em G1/S. 

Outros estudos demonstraram a eficácia da apigenina em inibir a proliferação, 

induzir apoptose de células prostáticas e parar o ciclo celular em G1/S (BEKTIC et 

al, 2006; SEO et al, 2011). Além do mais, gliomas e hepatomas, apresentaram 

grande sensibilidade a este flavonoide (WATJEN et al, 2007; SEIBERT et. al. 

2011). 

 

Neste sentindo os nossos resultados apontam o flavonoide apigenina como 

possível composto a ser utilizado no tratamento dos gliomas. Verificamos pela 

microscopia por contrate de fase, a capacidade da apigenina em induzir mudanças 

morfológicas nas células tumorais. Observamos que o tratamento com esse 

flavonoide na concentração de 50 e 100 μM induz modificações morfológicas nas 

células U-251, representadas por contração do corpo celular assim como emissão 

de prolongamentos. Estudo realizado por Coelho et al. (2015 e 2016) mostraram 

que flavonoides da Croton betulaster, inclusive a apigenina, possui um papel 

diferenciador nas células de glioblastoma da linhagem de glioma humano GL-15 e 

murino C6. Nossos resultados demonstram que a apigenina é capaz de induzir 

alterações fenotípicas nas células gliomatosas da linhagem U-251, TG1 e OB1. 

Essas alterações sugerem um potencial morfogênico que foi comprovado através 

da marcação para as proteínas nestina, Bmi1, GFAP e β-3 tubulina. O potencial 

morfogênico de flavonoides extraídos da C. betulaster Mull tem sido demonstrado 

em culturas primárias de neurônios corticais de ratos (SPHOR, 2010), e cultura de 

células de GL-15 (NONES et al., 2010). Além do mais, os nossos resultados 

corroboram com os da literatura indicando que os flavonoides apresentam 

propriedades morfogênicas e indutoras de morte celular programada. Nas células 

de U-251, TG1 e OB1 foram observadas inibição da proliferação celular e indução 

de diferenciação, além do aumento da morte celular por apotose e indução 

autofágica. Estas propriedades são essenciais para um fármaco com atividade 

antitumoral e podem ser utilizadas na terapia adjuvante dos gliomas. 
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           Este flavonoide possui em sua estrutura quantidades variadas de 

grupamentos hidroxila e metil. Diversas pesquisas apontam esta característica 

como um fator importante para as propriedades antitumorais desses compostos 

(SANTOS et al., 2015). Além do mais já foi descrito a passagem deste composto 

pela barreira hematoencefálica (POPOVIC et al., 2014)  

 

A maioria dos experimentos com estereotaxia utilizam o xenotransplante, em 

especial com células tumorais humanas para desenvolvimento do tumor no SNC. 

Esta metodologia é mais eficaz, pois compara os resultados obtidos nos animais 

com o desenvolvimento da biologia tumoral dos humanos, principal objetivo dessas 

pesquisas científicas (KANTELHARDT et al., 2010; GARCIA et al., 2014). Novas 

metodologias utilizam biópsia de gliomas extraídas de pacientes humanos e as 

injetam diretamente nos cérebros de ratos para o estudo do comportamento 

tumoral individualizado, evitando assim controversas devido a utilização de 

linhagens diferentes estabelecidas a muito tempo nos laboratórios (WANG et al., 

2009).  

 

Os resultados obtidos nos experimentos de xenotransplante de células de 

glioblstoma humano em ratos mostraram-se semelhantes aos descritos na 

literatura, tendo em vista a formação e desenvolvimento do tumor em condições 

pré-estabelecidas. Nestas condições o glioblastoma não é capaz de metastizar e 

mantém suas características próprias ao apresentar uma grande densidade celular, 

pleomorfismo nuclear, presença de necrose e de células multinucleadas, indicando 

uma alta atividade mitótica (CALDOLFI et al., 2007; WANG et al., 2009). Igush et 

al. (2007) e Garcia et al. (2014) demonstraram, de maneira semelhante ao nosso 

trabalho, a capacidade dos astrócitos em realizar astrogliose na próximidade do 

tumor. Entretanto, esta reação não é uniforme ao longo dos hemisférios cerebrais, 

o que, de certa forma, demonstra um perfil de resposta diferenciado em cada 

região cerebral. As células da microglia comportaram-se na região tumoral com um 

fenótipo ameboide, expressando maior quantidade do marcador IBA-1. Nos nossos 

experimentos com animais que receberam células tratadas com apigenina, o 

comportamento celular no hemisfério contralateral ao implante das células tumorais 

foi semelhante ao encontrado por Garcia et al. (2014).  
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 Albulescu et al.2013 verificaram no soro de pacientes com glioblastomas 

humanos que os níveis das citocinas IL1-β, TNF e IL-10 estavam elevadas, sendo 

estas envolvidas na progressão e agressividade tumoral, diferentemente da IL-4 

que mostrou-se com os níveis baixos. Em nossos experimentos demonstramos que 

o pré-tratamento de células de glioma U-251 com apigenina resultou na redução da 

expressão gênica dessas citocinas nos encéfalos de ratos xentransplatados, 

alterando o perfil TH2 para TH1 no microambiente cerebral. As citocinas 

inflamatórias IL1-β e TNF estão envolvidas diretamento na progressão e 

malignidades dos glioblastomas. A IL1-β regula a sobrevivência e invasão das 

células de glioblastoma (PAUGH et al., 2009). Esta citocina relaciona-se 

diretamente com a IL-6 e IL-8, que estão envolvidas no processo de migração 

tumoral (YEUNG et al., 2012). De maneira semelhante o TNF por estar hiper 

regulado induz invasão tumoral através da ativação de metaloproteinases através 

da produção de NFκB pelas células tumorais. Neste sentido, tratamentos que 

reduzam a produção de TNF, como o resveratrol, tiveram a capacidade em inibir a 

invasão de células de glioblastomas da linhagem U-373 e C6 (RYU et al., 2011). 

Nossos resultados com a apigenina, portanto, mostraram-se eficazes na inibição da 

produção de TNF nos encéfalos de ratos e estão relacionados com o pouco 

crescimento de massa tumoral nos animais xenotransplantados. 

 

Por outro lado, existem inúmeros estudos que demosntram que os 

glioblastomas secretam citocinas imunossupressoras para tornar o ambiente 

favorável ao seu crescimento e disserminação no SNC (KUMAR et al., 2006; 

COELHO et al., 2016). Em nosso modelo demonstramos que os níveis de IL-10 

estão aumentados no hemisfério cerebral que recebeu as células de glioblastoma 

U251 controle (tratadas com DMSO 0,1%). Em contrapartida, no hemisfério 

cerebral de animais que receberam xetransplantes de células pré-tradas com 

apigenina os níveis de expressão da citocinas reduziram significativamente. Qiu et 

al.,2011 através de RT-PCR indicaram que os níveis de IL-10 em células tronco de 

glioblastomas humanos estão elevados, o que está relacionado com o seu alto 

poder de renovação celular. A IL-4 por sua vez está envolvida na inibição da 

proliferação celular e regulação da adesão de moléculas, que contribuem para a 

imunosupressão local (ALBULESCU et al., 2013). De maneira semelhante à IL-10 a 

apigenina mostrou-se capaz em inibir a expressão gênica desta citocina nos 

encéfalos dos ratos xenotransplantados com células tratadas com este flavonoide. 
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Estes resultados também estão em consonância com Xue et al. (2017) que 

verificaram inibição destas citocina com a utilização do ácido clorogênico. 

 

O perfil de resposta TH1 nos glioblastomas é responsável por alterações 

imunológicas que favorecem a eliminação das células tumorais. Neste ambiente a 

produção do óxido nítrico sintase (iNOS) encontra-se elevada. Xue et al. (2017) 

mostrou aumento da expressão de iNOS após estimulo com LPS/IFNγ em co-

culturas de células de glioblastoma/microglia humanas através da modulação com 

o ácido clorogênico. Nossos resultados apresentaram também uma elevação da 

expressão de iNOS nos ecéfalos de animais xenotransplantados com células pré-

tratadas com a apigenina, sugerindo a apigenina como um bom regulador do perfil 

de resposta Th2 para TH1. 

  

Estudos recentes demonstraram a presença e importância no bloqueio da 

expressão do IGF1 em células de glioblastoma extraídos de biopsias tumorais para 

dimimuir o crescimento e sobrevivência das células (GONG et al., 2016). De modo 

semelhante, através do RT-PCR para IGF1, buscamos verificar a sua expressão 

gênica nos encéfalos de ratos. Em nossos experimentos demonstramos que as 

células pré-tratadas com o flavonoide apigenina diminuíram a expressão desta 

proteína, sugerindo um bom prognóstico a estes animais. 

 

 Os resultados aqui apresentados são muito promissores, pois mostram o 

potencial do flavonoide apigenina como uma possível estratégia terapêutica 

adjuvante futura contra os glioblastomas malignos. Por fim, estudos mais 

detalhados em nível de sinalização e receptores celulares são necessários para 

desvendar os mecanismos de ação deste flavonoide neste modelo de estudo. 
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6. CONCLUSÃO GERAL  

 

 

O presente estudo realizado com o flavonoide apigenina extraído da planta 

Croton betulaster Mull permitiu demonstrar a atividade antitumoral, 

imunomodulatória e morfogênica do flavonoide apigenina sobre as células de 

microglia, microglia/C6 e células de glioblastoma humano. Através desta pesquisa 

concluímos que este composto possui atividades biológicas essenciais para o 

controle da proliferação, indução de diferenciação e ativação imunológicas sobre as 

células de glioblastoma e microglia.  

 

A análise dos resultados experimentais demonstra que a atividade biológica 

do flavonoide sobre essass células depende do tempo de exposição e das 

concentrações adotadas. O flavonoide apigenina mostrou ser capaz de reduzir a 

celularidade em todas as culturas celulares utilizadas, induzir apoptose e autofagia, 

inibir a proliferação celular, diminuir a migração celular, além de induzir mudanças 

morfológicas nas células como diferenciação. 

 

Verificamos que o flavonide também apresenta uma grande capacidade em 

reduzir o processo de formação tumoral de células de glioblastoma em ratos. Além 

de diminuir os parâmetros relacionados com a malignidade destas neoplasias 

nesses modelos em estudo. 

 

Este composto natural mostrou alterar a produção de citocinas. Tendo em 

vista as citocinas estarem envolvidas na resposta imunológica e na interação entre 

as células do SNC, os flavonoides podem ser visto como um agente 

imunomodulador. Nesta pesquisa mostramos que a apigenina aumentou a 

secreção de citocinas do perfil inflamatório. Além disso, a apigenina alterou a 

função da microglia frente ao tumor, aumentando sua atividade de combate, função 

fagocítica e quimiotaxia.  

 

Além dos marcadores utilizados nesta pesquisa, é necessário investigar 

outras citocinas e proteínas de sinalização da resposta imune, para assim melhor 

esclarecer o papel modulador deste flavonoide. Isto possibilitará intervenções 
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precisas em etapas intracelulares fundamentais para inibição do processo 

tumorigênico, que é favorecido principalmente pelo aumento da citocina IL-10.  

 

Com base nos resultados aqui obtidos e de outros encontrados na literatura, 

o desenvolvimento deste estudo nos permite confirmar a hipótese de que o 

flavonoide apigenina é um promissor fármaco para ser utilizado em associação aos 

quimioterápicos atuais no tratamento dos gliomas. Futuramente, outras pesquisas, 

principalmente com abordagens moleculares poderão ser realizadas para 

desvendar os caminhos utilizados por estas moléculas no combate as neoplasias 

cerebrais.  

 

Concluímos, enfim, que o flavonoide apigenina, extraído da Croton betulaster Mull 

é um flavonoide que possui propriedades biológicas inibitórias, morfogênicas e 

imunomodulatórias que podem ser exploradas para o desenvolvimento de novas 

alternativas terapêuticas contra glioblastomas malignos. 
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