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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administração oral diária de extrato etanólico de R.officinalis no 

desenvolvimento do Tumor Sólido de Ehrlich. Camundongos Swiss foram separados em três grupos A, B e C 

(n=6). Os animais do grupo A (controle) ingeriram solução salina durante todo o experimento. Os animais do 

grupo B, a partir do 1º dia, receberam diariamente, por gavagem, uma dose de 100 mg/kg do extrato etanólico 

de R.officinalis. Os animais do grupo C iniciaram, no 21º dia, a ingestão diária desse extrato. No 21º dia, todos 

os camundongos foram inoculados subcutaneamente no coxim plantar esquerdo com 2 x 106 células do Tumor 

de Ehrlich. No 42º dia, os animais foram sacrificados e suas patas foram removidas para análise histopatológica. 

Os resultados obtidos, através da mensuração da espessura das patas, mostraram que o grupo controle e os 

grupos que receberam o extrato, apresentaram o mesmo crescimento tumoral. Nas análises histopatológicas, 

não foram observadas diferenças na morfologia das células tumorais entre os grupos. A administração oral diária 

de 100 mg/kg de extrato etanólico de Rosmarinus officinalis não afetou o potencial proliferativo de tumor. Outras 

concentrações do extrato etanólico de Rosmarinus officinalis serão estudadas em experimentos futuros. 

Palavras-chave: Tumor Sólido de Ehrlich. Rosmarinus officinalis. Atividade antitumoral. Histopatologia. 

Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effects of daily oral administration of ethanol extract of R.officinalis in 

the development of Ehrlich solid tumor. Swiss mice were divided into three groups A, B and C (n = 6). The animals 
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of group A (control) received saline throughout the experiment. The animals of group B, from day 1, received 

daily by gavage, a dose of 100 mg/kg of R.officinalis ethanol extract. The animals of group C, on day 21, began 

the daily intake of this extract. At day 21, all mice were inoculated with 2 x 106 Ehrlich tumor cells in the left 

footpad. On day 42, the animals were sacrificed; their footpads were measured and removed for histopathological 

analysis. The results showed that the control group and the groups receiving the extract, before and after tumor 

inoculation, presented the same tumor growth. Furthermore, the histopathological analysis showed no 

differences in the morphology of tumor cells between groups. The daily oral administration of 100 mg/kg ethanol 

extract of Rosmarinus officinalis did not affect the proliferative potential of tumor. Other concentrations this 

ethanol extract times will be studied in future experiments. 

Keywords: Ehrlich solid tumor. Rosmarinus officinalis. Antitumor activity. Histopathology. 

Introdução 

O câncer é uma das principais causas de mortalidade 

em todo o mundo. Os tratamentos utilizados, como 

os quimioterápicos e radioterápicos, têm efeitos 

colaterais indesejáveis e, muitas vezes, deficientes 

respostas terapêuticas. Portanto, há uma incessante 

busca por fármacos mais eficientes, que tenham 

baixa toxicidade e, consequentemente, causem o 

mínimo de efeitos colaterais (ZUANAZZI e 

MAYORGA, 2010). 

A quimioprevenção do câncer é um dos métodos 

promissores para o controle do câncer. Nas últimas 

décadas, ocorreu um grande aumento no número de 

estudos relacionados com a atividade biológica de 

substâncias naturais derivadas de plantas 

medicinais. Em particular, a descoberta de produtos 

naturais com ação específica para certos tipos de 

tumores seria útil na quimioprevenção e na 

quimioterapia do câncer (RAHNAMA et al., 2014). 

Desta forma, há um incentivo muito grande na busca 

de drogas antitumorais, e as plantas são constituídas 

de diversos compostos farmacologicamente ativos 

(ZHOU e WU, 2006). 

O Brasil é um país de grande biodiversidade vegetal, 

com inúmeras plantas sendo utilizadas por grande 

parte da população, na forma de fitoterápicos e 

nutracêuticos (BOLIGON et al., 2008). A espécie 

Rosmarinus officinalis L., pertencente à família 

Lamiaceae, conhecida popularmente como alecrim, é 

originária da Região Mediterrânea, sendo uma planta 

aromática e cultivada em ambientes domésticos em 

muitas partes do mundo. A planta possui porte 

subarbustivo lenhoso, ereto e pouco ramificado de até 

1,5 m de altura. As folhas são lineares, coriáceas e 

muito aromáticas, medindo 1,5 a 4 cm de comprimento 

por 1 a 3 mm de espessura (LORENZI e MATOS, 

2008). Rosmarinus officinalis apresenta grande 

importância econômica, sendo cultivado para 

utilização na indústria de alimentos, cosméticos e 

também para fins medicinais (CASTRO e LIMA, 2011). 

Estudos fitoquímicos com a espécie Rosmarinus 

officinalis detectaram várias classes de compostos 

responsáveis por atividades medicinais, dentre elas 

a atividade antitumoral (CHEUNG e TAI, 2007; 

KONTOGIANNI et al., 2013). Vários estudos 

experimentais demonstram essa atividade 

antitumoral, a partir dos compostos presentes no 

alecrim, como: ácido carnósico, carnosol e rosmanol, 

e os constituintes fenólicos, como: o ácido 

rosmarínico, destacando o seu potencial 

antigenotóxico e antioxidante (PARMAR et al., 2011; 

PETIWALA et al., 2014).  
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Sancheti e Goyal (2007) avaliaram os efeitos do 

extrato metanólico de alecrim sobre a carcinogênese 

na pele de rato, e constataram que a administração 

desse extrato inibiu a iniciação tumoral. O estudo 

realizado por Huang e colaboradores (1994) mostrou 

que o carnosol, in vivo, inibiu a invasão de células 

B16/F10 de melanoma metastático em modelos 

animais. Rahnama e colaboradores (2014) 

mostraram que o carnosol, administrado durante sete 

dias por via intraperitoneal, em camundongos 

portadores de fibrossarcoma, foi capaz de causar 

uma supressão significativa do crescimento tumoral. 

Segundo Parmar e colaboradores (2011), o carnosol 

representa uma classe de agente quimiopreventivo 

que pode ter uma importante função, modulando o 

processo de carcinogênese, sendo atribuído ao seu 

grande potencial antioxidante. O carnosol apresenta 

reconhecida capacidade antitumoral em diversas 

linhagens de células tumorais humanas, como por 

exemplo, em cânceres de pulmão, adenocarcinoma de 

mama, carcinoma hepatocelular, câncer de próstata e 

leucemia mielóide crônica (YESIL-CELIKTAS et al., 

2010; WEI et al., 2008; TAI et al., 2012).  

Portanto, a partir do provável potencial antitumoral do 

extrato de Rosmarinus officinalis, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar o efeito da administração 

oral de extrato etanólico de Rosmarinus officinalis no 

desenvolvimento do Tumor Sólido de Ehrlich. 

Materiais e Métodos 

Animais 

Foram utilizados dezoito camundongos fêmeos da 

linhagem Swiss, com peso em torno de 25-30 g e 

idade entre três e quatro meses, fornecidos pelo 

Biotério Central da Universidade Federal de Minas 

Gerais (CEBIO). Durante todo o período de 

experimentação, os animais permaneceram no 

Biotério de Experimentação do Campus Centro-

Oeste Dona Lindu (CCO), da Universidade Federal 

de São João Del Rei (UFSJ), em Divinópolis. Os 

animais foram mantidos em condições ambientais 

padronizadas, alimentados com dieta balanceada e 

água ad libitum. Todos os procedimentos realizados 

neste experimento foram avaliados pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da UFSJ – CEUA/UFSJ 

(Nº 25/2011). 

Coleta do material vegetal 

Partes aéreas da espécie Rosmarinus officinalis L. 

(alecrim), em estádio adulto, foram coletadas na 

cidade de Carmópolis de Minas (coordenadas “-20° 

32’ 44.57”, “-44° 38' 37.09"), Minas Gerais, Brasil, 

entre março e abril de 2012, e uma exsicata foi 

depositada no Herbário do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais, 

com o número de registro BHCB 147245, sendo 

identificada pelo Prof. Dr. Alexandre Salino. 

Preparação e partição do extrato vegetal 

Um total de 206,84 g de material vegetal fresco foi 

triturado e deixado em maceração por 10 dias, em 

etanol P.A. Após esse período, o material foi filtrado 

e seco em rotavapor, obtendo-se 10,56 g de extrato 

etanólico. As soluções para o tratamento dos animais 

foram obtidas pela ressuspensão desse extrato 

etanólico em solução salina (NaCl 0,9%). 

Tratamento dos animais com extrato de 

Rosmarinus officinalis 

Os animais foram separados em três grupos A, B e 

C. Cada grupo composto por 6 animais. Os animais

do grupo A receberam, diariamente, solução salina 

(NaCl 0,9%), sendo, portanto o grupo controle. Os 

animais do grupo B, a partir do 1º dia, receberam 

diariamente, por gavagem, uma dose de 100 mg/kg 

do extrato etanólico de Rosmarinus officinalis. Os 

animais do grupo C, a partir do 21º dia, receberam 

diariamente, por gavagem, uma dose de 100 mg/kg 
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do extrato etanólico de Rosmarinus officinalis. O peso 

corporal de cada animal foi avaliado no início e no 

final do experimento. Todo o experimento teve uma 

duração de 42 dias. 

Preparo e inoculação do Tumor Experimental de 

Ehrlich 

As células do Tumor Experimental de Ehrlich (EET), 

um adenocarcinoma mamário, foram mantidas na 

forma ascítica por meio de inoculações semanais de 

106 células por via i.p. em camundongos Swiss. Para 

os procedimentos experimentais, a partir de 

camundongos pré-inoculados, três ml do fluido 

ascítico foram retirados, centrifugados (3 min, 200xg) 

e o sobrenadante removido. As células EET foram 

lavadas três vezes em solução salina, contadas em 

câmara de Neubauer e a viabilidade determinada 

através do método de exclusão pelo corante azul de 

tripan. No 21º dia todos os camundongos foram 

inoculados subcutaneamente com 2 x 106 células do 

Tumor Experimental de Ehrlich (0,05 mL), no coxim 

plantar esquerdo, para o desenvolvimento do tumor 

sólido (OLORIS et al., 2002; PINTO et al., 2009; 

RIBEIRO et al., 2012). 

Avaliação do crescimento tumoral 

Para a avaliação da curva de crescimento tumoral 

foram realizadas mensurações em duplicata da 

espessura dorso-plantar do membro posterior 

esquerdo de cada animal. Essa mensuração foi 

realizada com o auxílio de um paquímetro digital 

imediatamente antes e após a inoculação do tumor, 

três vezes por semana, durante 21 dias. Os valores 

médios obtidos diariamente foram considerados 

como sendo o valor do crescimento tumoral do dia. 

Após o término do experimento, no 42º dia, os 

animais foram anestesiados com solução contendo 

xilazina (0,002 mg/mL), ketamina (50 mg/mL), e 

salina na proporção de 1:0,5:3, respectivamente. 

Cada camundongo foi anestesiado com a 

administração intraperitoneal de 0,2 mL da solução 

anestésica descrita acima e sacrificados por 

deslocamento cervical. Esses animais foram 

necropsiados, para a coleta do coxim plantar 

esquerdo e dos linfonodos poplíteos esquerdos, para 

análise histopatológica. O material foi fixado em 

formol tamponado, desidratado em soluções 

sucessivas de álcoois e incluído em parafina. Os 

blocos de parafina foram seccionados em micrótomo, 

obtendo-se cortes de 4 m, que posteriormente 

foram corados por Hematoxilina-Eosina (HE) para 

avaliação qualitativa da massa tumoral, da reação 

inflamatória e das áreas de necrose (RIBEIRO et al., 

2012). A partir das lâminas histológicas coradas por 

HE, foram realizadas análises semi-quantitativas das 

áreas de necrose, através de um analisador de 

imagens digital (Programa KS300; versão 2.0, da 

Kontron Elektronik), sendo as imagens geradas por 

um microscópio Zeiss Axiolab conectado a uma 

câmera interligada a uma placa digitalizadora no 

computador. Um total de cinco campos por 

caso/lâmina foram analisados a um aumento de 

100x, sendo esses campos selecionados ao acaso. 

Análise estatística 

Os procedimentos estatísticos foram realizados com 

auxílio do Software GraphPad Prism, versão 4.0, por 

análise de variância (ANOVA), seguido do teste 

Tukey-Kramer, sendo o nível de significância de 5%. 

Os dados foram expressos com a média ± erro 

padrão da média de seis animais por grupo (ARAÚJO 

et al., 2010).

Resultados e Discussão 

O Tumor de Ehrlich, derivado de um adenocarcinoma 

mamário de camundongo, tem sido usado como 

modelo de tumor transplantável para investigar os 

efeitos antineoplásicos de muitas substâncias ou 

compostos (OLIVEIRA et al., 2010).  
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O estudo mostrou que a dose diária de 100 mg/kg do 

extrato etanólico de Rosmarinus officinalis 

administrado por gavagem produziu um crescimento 

contínuo do tumor ao longo de todo o experimento, 

como avaliado através das medições da espessura 

do coxim plantar. Comparando-se o grupo controle 

com os grupos que receberam o extrato, tanto antes 

da inoculação tumoral como depois, foi constatado 

um crescimento tumoral similar em todos os grupos 

(P>0,05). No final do experimento as medidas das 

patas foram: A- 4,650,26; B- 4,640,64; C- 

4,990,69, como ilustra a FIGURA 1. 

FIGURA 1. Evolução da espessura do coxim plantar (mm) do primeiro ao 21° dia após a inoculação subcutânea de 2 x 106 

células do Tumor Experimental de Ehrlich. O grupo A representa os camundongos do grupo controle, o grupo B representa os 

camundongos que iniciaram a ingestão diária de 100 mg/kg do extrato etanólico de Rosmarinus officinalis, antes da inoculação 

do tumor, e o grupo C representa os camundongos que iniciaram a ingestão deste extrato, após a inoculação do tumor 

(ANOVA, Teste Tukey-Kramer). 

Na necropsia, os tumores, independente da 

administração ou não do extrato etanólico de 

Rosmarinus officinalis, apresentaram-se 

semelhantes, esbranquiçados e infiltrando os tecidos 

adjacentes. Nas análises histopatológicas das 

massas tumorais dos animais do grupo A (controle) e 

dos grupos que receberam o extrato, tanto antes 

(grupo B) da inoculação tumoral como depois (grupo 

C), foram observadas extensas áreas eosinofílicas e 

amorfas de necrose, localizadas preferencialmente 

na derme profunda, de aspecto granuloso e limites 

imprecisos, indicativo de danos celulares (FIGURA 

2A, 2B e 2C) As análises semi-quantitativas 

confirmaram que os animais dos grupos A, B e C não 

apresentaram diferenças significativas nas áreas de 

necrose (FIGURA 2D). 
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FIGURA 2. Análises histopatológicas do coxim plantar inoculado com células do Tumor Experimental de Ehrlich. Em (A) 

presença de extensas áreas eosinofílicas (seta) de necrose do grupo controle (grupo A; HE, 100x). Em (B) presença de 

extensas áreas eosinofílicas (seta) de necrose do grupo que iniciou a ingestão do extrato antes da inoculação tumoral (grupo 

B; HE, 100x). Em (C) presença de extensas áreas eosinofílicas (seta) de necrose do grupo que iniciou a ingestão do extrato 

depois da inoculação tumoral (grupo C; HE, 100x). Em (D) análise semi-quantitativa das áreas de necrose (µm²) (P>0,05; 

ANOVA, Teste Tukey-Kramer). 

As extensas áreas de necrose estão de acordo com 

os dados da literatura (MULTHOFF; RADONS; 

VAUPEL, 2014; VAUPEL; MAYER, 2014) que 

relatam que a necrose está diretamente associada 

com progressão tumoral, aumento da agressividade 

e potencial metastático, o que pode culminar em pior 

prognóstico. As células neoplásicas malignas 

apresentam alta taxa de multiplicação, sendo seu 

crescimento rápido. O mesmo não ocorre com o 

estroma e os vasos sanguíneos, que se desenvolvem 

mais lentamente, resultando frequentemente em 

degenerações, necroses, hemorragias e ulcerações 

(PINTO et al., 2009).  

As células tumorais mostraram-se à microscopia 

óptica uma morfologia semelhante em todos os 

grupos (FIGURAS 3A, 3B e 3C), apresentando 

pleomorfismo, citoplasma levemente basofílico e 

reduzido, núcleo oval e basofílico, com vários 

nucléolos evidentes e figuras de mitose, de acordo 

com os resultados da literatura (RIBEIRO et al., 

2012). Em todos os grupos, nas áreas de intensa 

proliferação celular, foram observados processos 

inflamatórios predominantemente mononucleares, 

como mostra a (FIGURA 3D). O desenvolvimento de 

tumores in vivo está associado com processo 

inflamatório. A análise histológica de tumores 
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extraídos de humanos e animais demonstra graus 

variados de infiltração mononuclear, sugerindo o 

recrutamento dessas células em resposta à 

proliferação neoplásica (DALTOÉ et al, 2010). 

FIGURA 3. Análises histopatológicas do coxim plantar inoculado com células do Tumor Experimental de Ehrlich. Em (A) 

morfologia das células tumorais do grupo controle (grupo A; HE, 400x). Em (B) morfologia das células tumorais do grupo que 

iniciou a ingestão do extrato antes da inoculação tumoral (grupo B; HE, 400x). Em (C) morfologia das células tumorais do 

grupo que iniciou a ingestão do extrato depois da inoculação tumoral (grupo C; HE, 400x). Em (D) presença de infiltrado 

inflamatório mononuclear (setas) em torno das células tumorais (HE, 100x). 

Na necropsia, os linfonodos poplíteos esquerdos, 

que drenavam os coxins plantares inoculados com o 

tumor, dos animais do grupo controle e dos grupos 

que receberam o extrato de Rosmarinus officinalis, 

não apresentaram aumento de volume, quando 

comparados com os mesmos órgãos contralaterais. 

As análises histopatológicas desses órgãos, não 

apresentaram infiltração de células tumorais, 

concluindo-se que não houve metástase nos órgãos 

linfoides analisados. Segundo Dagli e colaboradores 

(1992), a ocorrência de metástases não é comum no 

Tumor Experimental de Ehrlich. 

Segundo Afonso, Sant’ana e Mancini-Filho (2010), as 

propriedades antioxidantes dessa espécie têm sido 

atribuídas a uma variedade de isoprenoides, 

quinonas, diterpenos fenólicos como ácido carnósico 

e carnosol, ácido rosmarínico, além de antioxidantes 

adicionais incluindo os flavonoides e os ácidos 

fenólicos. Os flavonoides são conhecidos por afetar 

a proliferação, diferenciação e apoptose de células 
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cancerígenas (ARAÚJO et al., 2010). O aumento dos 

índices de apoptose tem sido associado à inibição do 

crescimento de células potencialmente oncogênicas 

(CAMPISI, 2005). 

Estudos, em modelos animais, mostram que as 

substâncias presentes nos extratos de Rosmarinus 

officinalis têm demonstrado uma ação quimiopreventiva 

e antitumoral em várias linhagens de células como 

câncer de mama, fígado, próstata e câncer de pulmão 

(GONZÁLEZ-VALLINAS et al., 2013). As folhas do 

Rosmarinus officinalis contêm vários compostos 

antioxidantes. Cerca de 90% dessa atividade 

antioxidante pode ser atribuída ao carnosol e ao ácido 

carnósico (GONZALEZ-VALLINAS et al., 2014).  

No presente estudo, observou-se que a 

administração oral diária de 100 mg/kg do extrato 

etanólico de Rosmarinus officinalis não alterou o 

potencial proliferativo do tumor e o padrão histológico 

das células do Tumor Sólido de Ehrlich. Os 

resultados mostraram que a concentração utilizada 

não foi capaz de induzir uma supressão do 

crescimento tumoral. Outras concentrações do 

extrato etanólico de Rosmarinus officinalis e a 

administração por via intraperitoneal serão 

estudadas em futuros experimentos, considerando 

os relatos da literatura em relação ao potencial 

antitumoral (antioxidante) da espécie.  

Conclusão 

A administração oral diária de 100 mg/kg de extrato 

etanólico de Rosmarinus officinalis não afetou o 

potencial proliferativo de tumor e o padrão histológico 

das células tumorais. Outras concentrações do 

extrato etanólico de Rosmarinus officinalis e a 

administração por via intraperitoneal serão 

estudadas em futuros experimentos, considerando 

os relatos da literatura em relação ao potencial 

antitumoral (antioxidante) da espécie.  
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