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RESUMO 

LEITE, Élisson de Souza. Contribuição ao estudo químico e farmacológico de 

espécies vegetais da Amazônia contra o câncer. 2016. 106f. Dissertação – Programa 

Multi-institucional de Pós-Gaduação em Biotecnologia. Universidade Federal do 

Amazonas, Manaus. 

 

Este trabalho objetivou analisar as atividades citotóxica e antioxidante de extratos obtidos 

de 20 espécies vegetais da Amazônia. Foi demonstrada a relação entre mortalidade de 

Artemia salina com atividade antioxidante e citotoxicidade em células de cancer de boca 

e atividade antioxidante por método químico e biológico. Além disso, verificou-se a 

citotoxicidade das amostras sobre as células de câncer de mama, fibroblastos e 

macrófagos. O material botânico foi proveniente da Reserva Florestal Adolpho Ducke, 

envolvendo raízes, caules e folhas. Os extratos mais ativos foram os de elevada polaridade 

e o seu fracionamento foi realizado com Sefadex LH20 utilizando como eluente o 

metanol, acrescido de 50% de água nas ultimas duas frações. O extrato metanol das folhas 

de Inga cordatolata foi a mais ativa nos ensaios antioxidantes em nível químico e celular. 

Revelou efeito citotóxico superior às demais amostras tanto no extrato bruto, quanto nas 

suas frações. Apesar da elevada citotoxicidade observada nas células de câncer de boca, 

esta espécie não induziu a morte de macrófagos. Em pequenas concentrações este extrato 

se demonstrou antioxidante, ao passo que nas concentrações maiores apresentou 

citotoxicidade expressiva. A análise química por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência e a Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência sugere a presença de quercetina 

e isorhamnetina 3-O-glucosideo nos seus constituintes. Conclui-se que o extrato metanol 

das folhas de Inga cordatolata detém, de forma associada, as propriedades biológicas 

investigadas por este trabalho. Dentre todas as amostras analisadas, ela apresenta maiores 

probabilidades de vir a se tornar uma fonte de medicamentos antineoplásicos. Contudo, 

não é possível afirmar que esses efeitos sejam mantidos in vivo. Dessa forma, sugere-se 

a elaboração de nanocápsulas para constatar se haveria distribuição seletiva da droga entre 

os tecidos normais e cancerosos, e se a atividade desta amostra seria diferenciada em cada 

tecido.  

 

Palavras-chave: câncer; quimioterapia; fontes naturais; Amazônia.  



 
 

ABSTRACT 

LEITE, Elisson de Souza. Contribution to chemical and pharmacological study of 

plant species from the Amazon against cancer. 2016. 106f. Dissertation - Multi-

Institutional Post-Gaduação Program in Biotechnology. Federal University of Amazonas, 

Manaus. 

 

This study aimed to analyze the cytotoxic and antioxidant extracts obtained from 20 plant 

species in the Amazon. A relationship was shown between Artemia salina mortality with 

antioxidant activity and cytotoxicity in mouth cancer cells and antioxidant activity by 

chemical and biological method. Furthermore, it was found cytotoxicity of samples of 

breast cancer cells, fibroblasts and macrophages. The botanical material was from the 

Adolpho Ducke Forest Reserve, involving roots, stems and leaves. The most active 

extracts the high polarity and its fractionation was performed with Sephadex LH20 

eluting with methanol plus 50% water in the last two fractions. The methanol extract of 

Inga cordatolata leaves was the most active antioxidant in tests on chemical and cellular 

level. Showed higher cytotoxic effect to other samples both in the crude extract, as in its 

fractions. In spite of the high cytotoxicity observed in mouth cancer cells, this species 

does not induce killing of macrophages. In small concentrations of this antioxidant extract 

has been shown, whereas in higher concentrations showed significant cytotoxicity. 

Chemical analysis by High Performance Liquid Chromatography and Liquid 

Chromatography Ultra Efficiency suggests the presence of quercetin and isorhamnetin 3-

O-glucoside on their constituents. It was concluded that methanol extract of the leaves 

has Inga cordatolata, associated form, the biological properties investigated in this work. 

Among all samples, it presents more likely to turn out to be a source of anticancer drugs. 

However, it is not possible to state that these effects are maintained in vivo. Thus, it is 

suggested the preparation of nanocapsules to see if there would be selective drug 

distribution between normal and cancerous tissues, and the activity of this sample would 

be different in each tissue. 

Keywords: cancer; chemotherapy; natural sources; Amazon. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer é um grave problema mundial de saúde pública que levou a óbito cerca 

de 8,2 milhões de pessoas no ano de 2012 (WHO, 2014). Seja pelo seu impacto 

epidemiológico, social, psicológico ou emocional é considerado o imperador de todos os 

males (ROSAS et al, 2013). A elevada incidência do câncer e a mortalidade que ainda 

provoca revelam que as políticas de saúde pública para o enfrentamento deste problema 

não têm sido eficazes. Estimativas apontam para a ocorrência de 18.560  casos novos de 

câncer de boca no Brasil em 2014 (BRASIL, 2014). É o tipo de câncer mais frequente 

entre os que atingem a região da cabeça e pescoço (BALDASQUIN et al, 2013). 

As maiores taxas de incidência do câncer de cavidade oral do mundo são 

observadas entre a Índia e o Brasil, relacionadas diretamente ao aumento do consumo de 

álcool e fumo (GUERRA; GALLO; MENDONÇA, 2005). A enfermidade, incide em 

maior grau sobre pessoas com mais de 40 anos (BRENER et al, 2007), sobretudo do sexo 

masculino (ABDO; GARROCHO; AGUIAR, 2002) de baixo estrato socioeconômico, 

estando associado à pobreza, más condições e hábitos de vida (SOUZA et al, 2012). 

 A cirurgia para a ressecção tumoral é o tratamento de escolha, associada ou não 

à radioterapia conforme as necessidades apresentadas em cada caso. No entanto, a 

radiação destrói células do tecido normal adjacente ao tumor e limita a sua aplicação pelos 

efeitos adversos que pode provocar. Dentre eles destacam-se a xerostomia, mucosite, 

disfagia, perda ou alteração no paladar, periodontite, trismo, e a mais severa: a 

osteorradionecrose, que provoca fístulas intrabucal e extrabucal, secreção purulenta, 

fratura patológica e dor extrema (GRIMALDI et al, 2005). 

O forte impacto epidemiológico do câncer e a fragilidade das políticas públicas 

para o seu enfrentamento tornam imprescindíveis e inadiáveis a busca de novos 

medicamentos (OLIVEIRA; MACHADO; RODRIGUES, 2014). Neste contexto, o 

emprego de substâncias provenientes das plantas contra o câncer é bastante promissor, 

seja no aspecto curativo, para combater a doença já instalada, ou no aspecto preventivo 

como antioxidante (SILVA et al, 2014). 

A natureza produziu a maior parte das substâncias orgânicas e o reino vegetal é 

responsável pela produção da maior diversidade química conhecida, consequência de 

milhões de anos de evolução e ampliação de biomas específicos. Por outro lado, a 
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indústria farmacêutica, baseada em métodos sintéticos, tem investido cerca de 33 bilhões 

de dólares anuais em pesquisas de novos fármacos. Todavia, não se tem observado um 

crescimento proporcional de novos medicamentos no mercado (CRISP et al, 2009). Tal 

realidade tem voltado o interesse empresarial do setor para os produtos naturais como 

fonte de novos fármacos, chegando a representar mais de 60% de toda a produção 

(STEVENS; MACMILAN, 2013). 

Tais pesquisas utilizam modelos animais para a bioprospecção da atividade 

citotóxica de extratos vegetais com posteriores ensaios clínicos de eficiência e eficácia 

terapêutica. Um exemplo disso, a Vincristina e a Vimblastina foram descobrtas por meio 

deste tipo de estudo. Essas substâncias foram isoladas apartir da espécie vegetal 

Catharanthus roseus, família Apocynaceae, chegando a provocar a morte das cobaias 

testadas por infecções associadas à forte supressão da medula óssea. Tal fato motiva seu 

emprego atual contra câncer de ovário, testículo, mama, linfoma Hodgnik e 

principalmente contra a leucemia linfoblástica aguda, que se caracteriza pela elevação 

patológica da produção de leucócitos pela medula óssea (SILVA, 2013; BRANDÃO et 

al, 2010). 

Outra descoberta de grande impacto na terapêutica oncológica foi o isolamento 

dos anticancerígenos etoposídeo e o teniposídeo no gênero Podophyllum, da família 

Berberidaceae. Essas duas substâncias fazem parte do arsenal empregado contra os 

linfomas malignos, leucemia linfoblástica aguda, de alto risco, em adultos e crianças; 

neoplasias do aparelho urinário, tumores malignos intracranianos, em especial, o 

glioblastoma e o ependimoma (BRANDÃO et al, 2010). 

Outra substância anticancerígena descoberta apartir de produtos naturais foi a 

camptotecina. Alcaloide isolado de Campotheca acuminata, árvore ornamental da China. 

Encorajado por estes achados, o Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos 

realizaram um screening para detectar novas substâncias bioativas de materiais vegetais 

contra o câncer em 35 mil árvores. O resultado mais importante deste trabalho foi a 

descoberta do taxol presente nas cascas da Taxus baccata e Taxus brevufolia de 

ocorrência natural na região do Pacífico. Atualmente, o taxol é o medicamento de 

reconhecida eficácia terapêutica contra câncer avançado de ovário, pele, mama, pulmão 

e sarcoma de Kaposi (BRANDÃO et al, 2010; PRIANTE et al, 2012).   
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Apesar do histórico de descobertas apontar para a flora exótica, as espécies 

pertencentes à flora brasileira também possuem potencial imensurável, contudo ainda não 

explorado (BRAZ FILHO, 2010). Espécies do gênero Annona (Anonaceae) pertencente 

à flora brasileira, contém acetogenina. Estudos com esta substância mostraram um poder 

terapêutico mais forte do que o do taxol (CORTES et al, 2014  

Outras substâncias naturais, como a eleuterobina, podem ser até 100 vezes mais 

potentes do que o taxol. Estudos que objetivam encontrar novas fontes de substâncias 

anticâncer são prementes (SOUZA, 2004). A maior parte das pesquisas de medicamentos 

contra o câncer foi direcionada aos produtos naturais nos trinta anos compreendidos entre 

1981 a 2010 (NEWMAN; CRAGG, 2010).  

1.1 Fisiopatologia do câncer 

O câncer é uma desordem no sistema de replicação celular que promove a 

proliferação exacerbada de células anormais em sua forma, metabolismo e função. Essas 

células driblam os mecanismos de morte celular programada, formam aglomerados 

celulares denominados tumores e se perpetuam. Podem atingir a malignidade ao adquirir 

capacidade para formar metástases com consequências drásticas para todo o organismo 

(ALBERTS et al, 2010).  

Esta patologia promove angiogênese e altera a permeabilidade do endotélio 

vascular com fenestrações de 5 a 10nm nos tecidos normais até 780nm em tecidos 

neoplásicos. Objetiva sequestrar grandes quantidades de oxigênio e nutrientes com 

prejuízo para os tecidos normais (POMPILHO; BORGES; MIGUEL, 2013). Entretanto, 

o tumor pode apresenta adaptação metabólica frente à escassez destes nutrientes, 

tornando-se resistente (MACHADO et al, 2010).    

No processo de proliferação celular desordenada estão envolvidos pró-oncogenes, 

genes supressores de tumor e proteínas específicas. A progressão do ciclo celular depende 

da formação de complexos entre as proteínas ciclinas e quinases dependentes de ciclinas. 

Por outro lado, a inibição do ciclo necessita da ligação competitiva de quinases 

dependentes de ciclina à proteína p16 para a supressão oncogênica. Todavia, a metilação 

do gene p16 pode inativar sua atividade regulatória, restando à quinase ligar-se à cilina 

D1. A formação deste complexo proteico induzirá a célula a passar da fase G1 à fase S, 

acelerando a multiplicação celular (GUERRA et al, 2005).  
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Dentre os fatores que contribuem para a oncogênese estão a exposição aos raios 

ultravioleta, alimentação pobre em frutas e verduras, estilo de vida, e contato com 

produtos químicos, inclusive álcool e cigarro, estando diretamente relacionados com a 

gravidade e evolução da doença (PAPA et al, 2013).  

O consumo de álcool está envolvido na base carcinogênica da cavidade oral 

devido a sua conversão em acetaldeido pela enzima álcool desidrogenase e o acúmulo 

deste no epitélio bucal. A enzima aldeído desidrogenase, que faria a conversão do 

acetaldeido em acetato, para a biotransformação em energia, apresenta-se hipoativa na 

boca favorecendo a ação tóxica do acetaldeido sobre a dupla fita de DNA, promovendo a 

sua quebra nas células da mucosa bucal. Uma vez rompida, a dupla fita pode ligar-se a 

diferentes moléculas iniciando a cancerização. Associado a isso, o álcool modifica a 

seletividade das membranas celulares e facilita a entrada de substâncias cancerígenas 

provenientes da fumaça de cigarros (CARRAD et al, 2008). 

A má higiene oral também propicia o surgimento do câncer bucal por permitir que 

metabolitos tóxicos provenientes de bactérias presentes na boca permaneçam maior 

período agindo sobre as células do revestimento da cavidade oral (SANTOS et al, 2009). 

Dentre os sinais e sintomas do câncer de boca os mais comuns são o sangramento 

gengival, amolecimento dentário, áreas hiperpigmentadas na boca com superfície 

macular ou ulcerativa, bordas irregulares e lesões satélites, dor local e aftas persistentes. 

Contudo, pode desenvolver-se de forma assintomática tornando tardio o diagnóstico e 

mau o prognóstico pela agressividade já alcançada (BRENER et al, 2007).   

1.2 Potencial citotóxico da família Fabaceae 

A família Fabaceae é de ampla ocorrência na Amazônia (RODRIGUES; 

DUARTE-ALMEIDA; PIRES, 2010). Nesta família, o gênero Inga é o mais 

representativo na Reserva Florestal Adolpho Ducke quanto ao número de espécies 

catalogadas (RIBEIRO et al, 1999). Evidências arqueológicas apontam para a existência 

do gênero Inga desde o período Cretáceo (POSSETTE; RODRIGUES, 2010). Sua 

ocorrência atual é exclusiva em climas tropicais. Das 140 espécies brasileiras catalogadas, 

75 são típicas da Amazônia, todavia são pouco estudadas (MIRANDA et al, 2013).  

Os séculos de evolução possibilitaram ao gênero Inga adaptações anatômicas e 

morfológicas em algumas espécies propiciando ampla distribuição em terrenos 
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alagadiços, várzeas e terra firme (SCHULZ et al, 2014). Seus frutos são comestíveis 

(SILVA et al, 2012) e medem até um metro de comprimento (SILVA; GARCIA, 2009) 

com saponinas, esteroides, triterpenos e elevado teor de inibidores de tripsina nas suas 

sementes (CALDERON et al, 2010; NAZARÉ et al, 2014).  

Neste gênero já foram identificados polifenois, quercetina, proantocianidinas e 

galotaninos.  Também já foi comprovada atividade antioxidante importante para Inga 

edulis (DIAS; SOUZA; ROGEZ, 2010). O extrato hexano das folhas da espécie Inga alba 

apresentou 100% de citotoxicidade para Artemia salina (OSORIO et al, 2012). Extratos 

em metanol de Inga edulis, possuiem ácido gálico, catequina e epicatequina, conferindo 

à planta atividade antioxidante, antinflamatória e antiproliferativa contra células tumorais 

(POMPEU et al, 2012).  

 Já os extratos etanol da raiz de Inga laurina W. apresentaram potencial inibitório 

de 80% sobre a germinação de Panicum maximum em testes de rastreamento de atividade 

citotóxica (KUMAR et al, 2010). As cascas e frutos de I. laurina apresentam fitoquímica 

semelhante com quantidade considerável de fenóis, saponinas e elevada concentração de 

triterpenos (SILVA et al, 2013).   

 O gênero Enterolobium pertence à tribo Ingea, sendo o Brasil o seu provável 

centro de dispersão. Apresenta espécies pouco exigentes quanto às características do solo. 

Mostra grande adaptabilidade a microambientes diversos (LIMA; BORGHETTI; 

SOUZA, 1997). Possui glicosídeos cianogênicos termolábeis, taninos, catequinas e 

flavonoides (FONSECA et al, 2014).  

 A algumas espécies do gênero tem sido atribuída toxicidade elevada quando  

consumida por animais de pequeno, médio e grande porte provocando abortos em 100% 

dos animais prenhes. Já foram isoladas deste gênero as saponinas triterpênicas 

denominadas enterolosaponinas e contortosiliosides, de elevada toxidez para linfoma 

murinho (ARÉVALO et al, 2008). 

 Para a espécie Enterolobium cyclocarpum está bem estabelecida a atividade 

repelente contra insetos, não microbicida, porém bacteriostática para Klebsiella 

pneumonie e não tóxica contra Artemia salina. Modificações na estrutura química de seus 

componentes já foram realizadas e possibilitaram o aumento no rendimento e atividade 

microbicida (BLANCO; ALFARO, 2014). Nesta espécie também já foram isolados 
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inibidores de tripsina, ácido cianídrico e outros fatores antinutricionais que no seu 

conjunto resultam em ação antitumoral (ARÉVALO et al, 2008). 

 Em relação ao Enterolobium schomburgkii, uma árvore que atinge 50 metros de 

altura, natural da Amazônia, conhecido como orelha de macaco, possui interesse 

comercial e ambiental, podendo essa espécie ser utilizada em recuperação de áreas 

degradadas (RAMOS; FERRAZ, 2008). As análises fitoquímicas revelaram a 

possibilidade da presença de taninos, catequinas e flavonoides (FONSECA et al, 2014).  

O gênero Macrolobium é formado por cerca de 80 espécies distribuídas na 

America Central e América do Sul (PASTANA; XAVIER JUNIOR, 2012). Ocorre em 

áreas alagáveis do Brasil, Colômbia, Peru e Venezuela, especialmente nas áreas de 

várzeas da Amazônia. Os períodos sucessivos de alagação formam anéis na madeira que 

lhes conferem aspecto característico e mostra relação com os fatores climáticos do 

fenômeno El Niño (STADTLER et al, 2006). Neste microambiente são encontradas 

exemplares deste gênero de até 500 anos de idade (SCHONGART et al, 2005). Apesar 

dessas características, podem ser encontradas também em áreas de platôs baixos e relevo 

ondulado de solo amarelo, arenoso e aluminizados, inclusive nas savanas amapaenses 

(SILVA; COSTA NETO; SOARES, 2015). 

Existem poucas pesquisas sobre o gênero Macrolobium, entretanto, já se revela 

com enorme potencial farmacológico tendo em vista as classes de substâncias químicas 

já isoladas. Foram encontrados em óleos deste gênero o ácido palmítico, ácido linoleico, 

ácido eicosanóico, docosanóico e tetracosanóico, ácido mirístico e γ-sitosterol 

(BEHRENS et al, 2006).  

Para a espécie Macrolobium microcalyx não foi encontrado nenhum trabalho, 

aguçando a curiosidade científica em relação ao projeto proposto. Pois, estudos com 

espécies pouco conhecidas são fundamentais para a descoberta de propriedades químicas 

e biotecnológicas, principalmente com famílias e gêneros com amplo histórico de 

substâncias químicas e funções biológicas já identificadas (BARBOSA et al, 2006).   

1.3 Potencial anticâncer da família Apocynaceae 

A família Apocynaceae pertence à ordem Gentiales, subclasse Asteridae, sendo 

considerada como espécies dicotiledôneas bem evoluídas e geralmente possuem látex. 

Contém de 3700 a 5100 espécies em 250 a 550 gêneros, mais frequentes em regiões 
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tropicais. O Brasil possui mais de 400 espécies distribuídas em 41 gêneros, dos quais, 32 

são encontrados apenas na Amazônia, com aplicações medicinais diversas (GOMES et 

al, 2010). 

Do gênero Aspidosperma já foram isolados alcaloides indólicos que justificam          

seu emprego popular contra a malária. Este gênero apresenta mais de 200 alcaloides. 

Alguns, com atividade antimalárica que se compara a atividade da cloroquina e atividades 

antimicrobiana, antileshmania e antitumoral nas folhas, caules e raízes da planta. São 

frequentemente isolados a partir de espécies como: A. gilbertii, 

A. nigricans, A. excelsum,A.australe, A. dasycarpon, A. eburneum ,  A. formosanum,  A. 

gomezianum, A. multiflorum,  A. olivaceum, e A. parvifolium. Os alcaloides elipticina e 

N-metiltetra-hidroelipticina são encontrados em A. vargasii e a aspidocarpina encontrada 

em Aspidosperma desmanthum com propriedades antitumorais (HENRIQUE; 

NUNOMURA; POHLIT, 2010; DOLABELA et al, 2012).  

Himatanthus sucuuba é de ampla ocorrência na Amazônia (FERREIRA et al, 

2007). É empregada pela medicina popular como antimicrobiana, antifúngica, vermífuga 

e para o tratamento de câncer (AMARAL et al, 2007). Sua ação fungitóxica foi 

estabelecida em cerca de cinco vezes superior ao do antimicrobiano Nistatina®. 

Apresenta nos seus constituintes químicos uma mistura de esteres triterpenicos (SILVA 

et al, 1998). 

A espécie H. sucuuba possui atividade antinflamatória similar a indometacina 

associada a inibição de citocinas pro-inflamatorias (LUCETTI et al, 2010). Ela possui 

iridoide plumerídeo como componente majoritário das cascas, representando cerca de 

79% dos constituintes (MORAGAS et al, 2005; WALTEMBERGE et al, 2012). Isso 

confere à espécie potente ação inibitória do fator de necrose tumoral e dessa forma, 

intercepta o processo inflametório comum a várias doenças (ATANASOV et al, 2012).   

Apesar disso, as informações e aplicações de H. sucuuba são contraditórias. Pois, 

em algumas regiões ela é utilizada como remédio para: cicatrização de feridas, 

afrodisíaca, alucinógena e contra o câncer. Contudo, em outros locais é considerada como 

uma espécie tóxica (WOOD et al, 2011).   
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Da fração hexânica desta espécie já foram isolados os iridoides, plumericina e 

isoplumericina, que agem sinergicamente produzindo excelente atividade citotóxica, 

provavelmente, por inibição da topoisomerase II em leveduras (SILVA et al, 2010).  

As topoisomerases são enzimas responsáveis por aliviar a tensão torsional da 

dupla hélice de DNA e se dividem em topoisomerase I e II. A primeira possui uma 

subdivisão em tipo IA e IB. As do tipo IA, rompem uma fita do DNA com uma ligação 

covalente 5’-fosfotirosil e relaxam o DNA por permitirem a passagem de uma fita sobre 

a outra. Enquanto as do tipo IB, liga-se à extremidade 3’ e relaxa o DNA por torção 

controlada. Já a topoisomerase II, promove a quebra e o reparo das duas fitas de DNA 

momentaneamente. Quando esta enzima é bloqueada, o dano permanece por um tempo 

maior fazendo com que a célula desencadeie apoptose. Este mecanismo também é o 

responsável pela potente ação de quimioterápicos como etoposídeo e teniposídeo  

(BRANDÃO; NASCIMENTO; DAVID, 2010).  

A streptonigrina é um medicamento disponível no mercado com mecanismo de 

ação semelhante de inibição da enzima topoisomerase II (BOLZÁN; BIANCHI, 2001).  

Iridoides glicosilados com elevada atividade biológica também já foram identificados do 

látex de H. sucuuba (BARRETO et al, 2007), sendo referendado como material promissor 

para novas pesquisas (OLIVEIRA; AMARAL; SILVA, 2011). 

O gênero Geissospermum também é frequente na floresta amazônica, atrai a 

atenção de pesquisas em várias áreas da ciência (FAUSTIN et al, 2015) e apresenta 

substâncias de grande aplicação para futuros fármacos, ao que parece, sem efeitos tóxicos. 

Este gênero apresenta atividade anticolinesterásica importante (LIMA et al, 2009). Tem 

sido utilizado popularmente para o tratamento de várias doenças, constituindo-se fonte de 

alcaloides (REINA et al, 2012) presentes em medicamentos empregados rotineiramente 

para o tratamento de Síndrome da Imunodeficiência Adquirida e câncer de próstata. 

Mostrou-se capaz de impedir a metástese de câncer de próstata em casos resistentes in 

vitro (CHANG et al, 2014). 

As espécies mais conhecidas deste gênero são: G. argenteum, G. fuscum, G. laeve, 

G. reticulatum, G. sericeum, e G. urceolatum. A espécie G. argenteum possui atividade 

antimicrobiana bem estabelecida contra microrganismos multirresistentes e G. 

reticulatum apresenta atividade contra Leishmania e Trypanosoma cruzi. Já foi 

demonstrada excelente atividade antimalárica para G. leaeve (MUÑOZ et al, 2000), além 
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de sua importância na redução do antígeno prostático específico, marcador biológico do 

câncer de próstata. Associado a isso, esta espécie também apresenta excelente sinergismo 

quando administrada conjuntamente com o medicamento carboplantina (CAMARGO et 

al, 2013), quimioterápico de primeira linha utilizado contra o câncer de colo uterino 

(GARCES et al, 2013).  

1.4 A família Lauraceae 

 A família Lauraceae possui distribuição pantropical com presença no norte da 

América do Sul, sudoeste da Ásia e Mandagascar (ALVES; FRISON; LEHN, 2012). 

Revela-se economicamente importante e possui gêneros amplamente utilizados na 

medicina popular para o tratamento de diversas doenças, outros empregados na 

elaboração de fragrâncias pela indústria cosmética e na indústria alimentícia. No total, 

perfazem cerca de 50 gêneros com aproximadamente 2500 espécies (GARCIA et al, 

2012).  

No Brasil, ocorrem 19 gêneros estando o Mezilaurus entre os mais estudados 

(ORLANDO; SILVA; PARREIRA, 2006). Dentre os constituintes destacam-se os 

monoterpenos, sesquiterpenos e benzenoides. O gênero Mezilaurus é encontrado na 

região amazônica, em especial em áreas próximas de rios. Parcos dados sobre este gênero 

dificultam a ampliação do emprego em outros segmentos de interesse científico, apesar 

do seu enorme potencial já demonstrado em áreas como a construção civil, movelaria e 

indústria farmacêutica (SILVA; PASTORE; PASTORE JUNIOR, 2007).  

 O gênero Endlicheria tem despertado o interesse de pesquisadores há muito 

tempo. Estudos anteriores relatam o isolamento de lignanas e neolignanas, cumarinas e 

terpenos (SUAREZ, 1978) neste gênero, o que o inclui entre aqueles que podem 

apresentar atividade antitumoral (PARREIRA et al, 2006). Na América do Sul, 

encontram-se cerca de 60 espécies deste gênero em diferentes biomas como cerrado, 

pantanal e mata atlântica (ALVES; FRISON; LEHN, 2012).  

 Apresenta constituição química variável pela sazonalidade das chuvas. Foram 

observadas quantidades expressivas de monoterpenos pineno e felandreno no período 

chuvoso, enquanto que em períodos de estiagem os sesquiterpenos cariofileno e selineno 

são os mais frequentes (FERREIRA; AMARAL; SILVA, 2014). A espécie Endlicheria 

bracteolata possui características químicas favoráveis ao transporte intracelular de seus 
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metabólitos, tendo sido comprovada a sua promissora ação contra parasitas intracelulares 

obrigatórios. Já houve comprovação da atividade antitumoral para o gênero Endlicheria 

(WEN; KOZLOWSKI; MCLAUGHLIN, 1991). Apesar disso, não são encontrados dados 

literários sobre a citotoxicidade de Endlicheria bracteolata contra células tumorais 

humanas. 

1.5 Família Melastomaceae 

 Esta família é formada por 166 gêneros e cerca de 4500 espécies distribuídas 

especialmente nas regiões tropicais. Podem crescer em solos pobres em nutrientes, ácidos, 

ricos em alumínio, regiões húmidas, frias e em savanas. O gênero Bellucia faz parte desta 

família e seu potencial químico para a utilização pelo homem está comprovado pela 

presença de polifenois, flavonóis e antocianinas. É um gênero de valor econômico 

(PAULA, 2003), eficiente quanto à acumulação de nutrientes (SILVA et al, 2006), 

chegando algumas espécies a serem consideradas invasoras. Apresenta atividade 

antinflamatoria e alelopatica moderada em algumas espécies revelando o potencial 

citotóxico dos seus metabólitos secundários (MOURA et al, 2014).  

Espécies do gênero Bellucia são utilizadas pela medicina tradicional dos povos 

ribeirinhos no estado do Pará contra acidente ofídico. Foram identificados taninos e 

flavonoides nesta espécie e comprovada a sua ação anti-hemorrágica e antinflamatória 

por agir inibindo a enzima Fosfolipase A2. Entretanto, poucos estudos estão disponíveis 

na literatura atual sobre este gênero (MOURA et al, 2014).    

1.6 A família Myrtaceae 

 A família Myrtaceae é uma das mais representativas na flora brasileira 

compreendendo cerca de 100 gêneros e 3.500 espécies de ocorrência especialmente em 

regiões tropicais. Apesar disso, poucos gêneros têm sido estudados, revelando pequena 

variabilidade genética em contraste com a diversidade morfológica, especificamente no 

gênero Myrciaria (VILELA et al, 2012). Nele foram isoladas substâncias como ácido 

ascórbico, antocianidinas, carotenoides e substâncias fenólicas (OLIVEIRA et al, 2013).  

 Substâncias com atividade antioxidante, antinflamatoria, hipoglicêmica, 

hipocolesterolêmica, antifúngica, antiproliferativa, antibacteriana, anticolinesterásica, 

antiplasmódica e gastroprotetora já foram identificadas no gênero Myrciaria. Tais 

achados o colocam em patamar privilegiado para o desenvolvimento de pesquisas nas 
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quais se pretendam encontrar novos usos e aplicações quando se trata de química de 

produtos naturais (BORGES; CONCEIÇÃO; SILVEIRA, 2014).  

A espécie Myrciaria dubia é uma planta amazônica que possui elevado teor de 

acido ascórbico e potente ação antioxidante, antimutagênica e antigenotóxica eliminando 

radicais livres. Mostrou-se protetora contra danos induzidos por brometo de potássio no 

DNA de cobaias evidenciando que altas concentrações de acido ascórbico intracelular 

podem reduzir as mutações causadas pelo estresse oxidativo provocado pelo brometo de 

potássio (RAFAEL et al, 2010).  

 Plinia cauliflora, Myrciaria cauliflora, Myrtus cauliflora, Eugenia cauliflora, 

Myrciaria jaboticaba, Myrciaria tenella e Myrciaria trunciflora são sinônimos 

científicos para uma mesma espécie arbórea de folhagem simples. Pode atingir 15 metros 

de altura, cujas flores e frutos emergem junto ao tronco duas ou mais vezes a cada ano, 

ricos em antocianinas (BORGES; CONCEIÇÃO; SILVEIRA, 2014). É utilizada pela 

medicina tradicional contra problemas intestinais e dermatológicos, além de enriquecer a 

alimentação humana. Em sua constituição química verificou-se a presença de fenóis, 

taninos, alcaloides, esteroides, lactonas sesquiterpenicas e terpenóides (MOREIRA et al, 

2010).  

Já foi identificada atividade antimicrobiana da espécie Myrciaria cauliflora em 

bactérias do biofilme dental (MACEDO-COSTA et al, 2009) e em Escherichia coli 

(BONA et al, 2014). Também, ação antioxidante promovida por compostos fenólicos 

presentes nas cascas dos seus frutos revelando amplas possibilidades de aplicações pela 

indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica (PORFIRIO et al, 2014).   

Os alcaloides e saponinas isoladas desta espécie também foram encontrados nas 

cascas dos frutos. A primeira classe é constituída por substâncias complexas, que 

proporcionam propriedades químicas relacionadas à elevada toxicidade e ação 

farmacológica notável. A segunda, é constituida de substâncias capazes de formar 

ligações com esteroides, proteínas e membranas celulares, podendo alterar sua 

conformação e função, bem como destruí-la. Por outro lado, a citotoxicidade do extrato 

das folhas desta espécie permanece controversa (CHAVASCO et al, 2014). 

Os frutos de Myrciaria vexator possuem substâncias com atividade expressiva 

contra a doença pulmonar obstrutiva crônica, por inibir a ação proteolítica do processo 
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inflamatório subjacente à doença e neutralizar espécies reativas de oxigênio 

exacerbadoras da patologia. A análise química demonstrou a ocorrência de ácido elágico, 

cianidin-3-O-glicosideo, delfinidin-3-O-glicosideo, galactosideo cianidina, arabinose 

cianidina, quercetin-3-O-glicosideo, quercetina e rutina (DASTMALCHI et al, 2012). 

Estas substâncias ocorrem em outras espécies de Myrciaria e possuem valor importante 

para a saúde humana, uma vez que exercem função antioxidante e antinflamatória (WU 

et al, 2012).   

Entretanto, a similaridade morfológica entre os frutos de Myrciaria cauliflora e 

Myrciaria vexator, associado à sinonímia, é fator de confusão para a coleta do verdadeiro 

espécime que se deseja estudar, podendo, este aspecto, estar no nascedouro da 

controvérsia. O marcador químico delfinidin-3-O-glicosideo, na primeira e cianidin-3-O-

glicosideo conjuntamente ao delfinidin-3-O-glicosideo na segunda, podem ser de grande 

valia para guiar o pesquisador, pelo menos em relação a estas duas espécies (WU et al, 

2013).   

1.7 Família Malvaceae 

A família Malvaceae possui cerca de 119 gêneros e 1500 espécies, amplamente 

distribuídas em todo o mundo com representantes de considerável valor econômico. A 

espécie Theobroma cacao é uma delas (YANG et al, 2011). Endêmica da América do 

Sul, é cultivada neste continente há cerca de 3 mil anos. Alguns genes de resistência a 

doenças são mais antigos do que a divergência entre angiospermas e gimnospermas 

(ARAUJO et al, 2011). 

A composição química de suas sementes inclui triglicerídeos, ácidos graxos, 

substâncias polifenólicas, taninos condensados, teobromina, catequina e epicatequina 

(PEREIRA-CARO et al, 2013), cafeína, adenina, guanina, além de teofilina (OLIVEIRA, 

2014). Apresentou importante atividade antioxidante e antienvelhecimento em ratos 

submetidos à exposição ultravioleta (SILVA et al, 2013). A suplementação de extrato de 

cacau para ratos diabéticos teve efeito de curto prazo sobre o controle da glicose pós-

prandial por inibir a enzima α-amilase. Provocou a diminuição de biomarcadores de 

estresse pela ação de seus polifenóis e metilxantinas (SARMADI et al, 2012). 

Entretanto, os estudos realizados com a espécie Theobroma cacao têm 

privilegiado a identificação de substâncias no fruto e nas sementes (AFOAKWA et al, 
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2013) em detrimento de outras partes da planta, motivando a escolha das folhas para esta 

análise.  

1.8 Potencial da família Annonaceae 

 A família Annonaceae possui cerca de 112 gêneros e 2.440 espécies, com 

distribuição pantropical. No Brasil ocorrem 29 gêneros e 386 espécies, 

predominantemente na Amazônia e em menor quantidade na mata atlântica (DUTRA; 

SALIMENA; MENINI NETO, 2012). Essa família botânica têm demostrado ser 

detentora de várias espécies produtoras de metabólitos com uma gama apreciável de 

atividades farmacológicas, por exemplo, bioinseticida, vermicida, antimicrobiana, 

imunossupressora, antiemética, antimalárica, e antitumoral com elevada citotoxicidade 

(KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).  

 A utilização de espécies desta família na medicina tradicional, provavelmente, 

decorre dos efeitos desencadeados pelos seus constituintes químicos. A maior parte deles 

é formada por alcaloides, acetogeninas, flavonoides, esteroides, taninos e triterpenos. A 

acetogenina é uma classe de substâncias exclusivas dessa família apresentando descrição 

crescente de estruturas e funções biológicas. Dentre elas, a antifilariose, antitripanossoma, 

anti-inflamatória e antineoplásica atribuídas ao pilocarpol (SILVA et al, 2015).  

 O gênero Bocageopsis pertence a esta família (MASS; WESTRA; VERMEER, 

2007). Poucos estudos têm sido realizados com este gênero apesar do seu elevado 

potencial antinflamatorio já identificado em estudos anteriores. Na espécie Bocageopsis 

pleiosperma foi encontrado β-bisaboleno em todas as partes da planta, cuja maior 

concentração foi constatada na parte foliar (SOARES et al, 2015).   

1.9 A família Astraceae 

 A família Astraceae compreende aproximadamente 117 gêneros e 4000 espécies 

que vivem em ambientes diversificados em terra firme, aquáticos ou como epífitas. 

Existem vestígios arqueológicos de sua existência desde o período Cretácio (GALLEGO 

et al, 2014). A versatilidade e resistência dessas espécies permite que sejam encontradas 

desde os ambientes já citados até em montanhas de 3.000 metros de altitude (LINGÁN, 

2006).  
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 Algumas espécies desta família, sobretudo do gênero Colocasia apresentam 

estreita semelhança (PEDRALLI et al, 2002). O grande problema é que algumas dessas 

espécies são altamente tóxicas (MARTINS; GERON, 2014), enquanto outras são 

utilizadas na alimentação humana (DÍAZ et al, 2011) e representam importância 

socioeconômica e cultural em países como Nigéria e China (OSAWARU; OGWU, 2014). 

 Da espécie Colocasia esculeta já foram isolados taninos, saponinas, alcaloides, e 

flavonoides com atividade hipoglicemiante e hipocolesterolêmica (ELEAZU; ELEAZU; 

IROAGANACHI, 2015).  A espécie Colocasia antiquorum é utilizada na África do Sul 

contra reumatismo e picada de cobra (FAWOLE et al, 2012). No Brasil, apresenta 

registros de notificação na Agência Nacional de Vigilância Sanitária por intoxicação 

humana (BALBINO; DIAS, 2010). Por outro lado, representa importante fonte de estudos 

já tendo sido isolado o monoglicerideo (2’S)-1-O-9-Oxo-(10E, 12E)-octadecadienoila 

glicerol, com atividade inibitória contra a biosíntese de melanina e pode estar relacionado 

a diferentes processos biológicos (ZHU; WU, 2014).  

 A melanina é sintetizada por células especializadas denominadas melanócitos por 

meio de reações enzimáticas que convertem a tirosina em melanina por meio da enzima 

tirosinase. Este processo está alterado em certos tipos de câncer, constituindo-se em 

marcador biológico de câncer (ALBERTS et al, 2010).  

1.10 A atividade antioxidante  

A atividade antioxidante se faz importante para a prevenção do câncer, pois, 

impede danos no DNA precursores de câncer. Estas lesões são causadas pelo estresse 

oxidativo, que é um balanço desfavorável entre a produção de espécies reativas de 

oxigênio, nitrogênio e a neutralização destes radicais. Quimicamente, os radicais livres 

podem ser definidos como portadores de um ou mais elétrons desemparelhados e por isso, 

altamente reativos e instáveis. Por esta razão, precisam estabelecer ligação química com 

outras substâncias para se estabilizarem (SANTOS; CRUZ, 2001).  

Neste processo se combinam com as bases nucleotídicas do DNA originando as 

lesões precursoras do câncer. Entretanto, a relação entre antioxidantes e câncer é bem 

mais abrangente, uma vez que o mecanismo de ação dos antioxidantes interfere na 

produção dos radicais livres, na neutralização dos que são produzidos e no reparo dos 

danos que eles causam (LOPEZ-ALARCÓN; DENICOLA, 2013).  
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Aliado a isso, os antioxidantes também podem minimizar os efeitos tóxicos 

produzidos pelos fármacos antineoplásicos. Potencializam o mecanismo de ação dos 

antitumorais, produzem maior regressão do tumor e aumentam a sobrevida do paciente 

com maior qualidade de vida (SANTOS; CRUZ, 2001). Portanto, o medicamento ideal 

contra o câncer deveria combinar os mecanismos da citotoxicidade com os efeitos 

positivos dos antioxidantes presentes nos produtos naturais. Contudo, apenas uma em 

cada 5 mil substâncias testadas é convertida em medicamento (BRANDÃO et al, 2010). 

O principal desafio é encontrar aquela que provoque efeito citotóxico seletivo (CASTRO 

et al, 2007), que apresente boa solubilidade, carga elétrica favorável ao seu transporte 

para o meio intracelular e não induza à resistência tumoral (FOREZI, 2011).  

A possibilidade da descoberta desta ação combinada nos produtos naturais é 

proveniente da presença de substâncias fenólicas amplamente distribuídas na natureza, as 

quais já são conhecidas pelo seu elevado poder antioxidante. Essas moléculas possuem 

anel aromático com um ou mais grupos hidroxílicos e apresentam estrutura química 

variável, o que lhes confere propriedades biológicas multifuncionais (ANGELO; JORGE, 

2007). 

As substâncias fenólicas são essenciais para o crescimento dos vegetais, havendo 

cerca de cinco mil já descritas. Dentre elas destacam-se os flavonoides, os ácidos 

fenólicos, os fenóis simples, as cumarinas, taninos, ligninas e tocoferóis. Podem 

apresentar-se na forma simples ou com elevado grau de polimerização associados a 

açúcares e proteínas (ANGELO; JORGE, 2007). 

Dessa forma, populações que baseiam sua dieta alimentar em vegetais podem 

adquirir estes compostos antioxidantes na alimentação (GANDRA et al, 2013). Este fato 

tem propiciado impacto epidemiológico de câncer menor do que naquelas populações 

com outros hábitos alimentares. Muitos dessas substâncias apresentam maior efeito na 

sua forma combinada in natura do que seus componentes isolados (AGGARWAL et al, 

2013). 

 No entanto, já foram identificadas em plantas substâncias fenólicas capazes de 

reduzir a incidência tumoral e o tamanho do tumor, bem como a sua agressividade, 

especialmente em câncer de boca, considerado o mais frequente da cabeça e pescoço e de 

pior prognóstico (BALDASQUÍN, 2013).  
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Isso acontece porque os antioxidantes agem por três mecanismos distintos sobre 

o câncer, a saber: a) impedem a formação do radical livre quando o citocromo C, presente 

na membrana mitocondrial interna, transporta os elétrons na respiração celular; b) uma 

vez formados os radicais livres, os antioxidantes os neutralizam impedindo a sua ligação 

e subsequentes lesões precursoras de câncer ao DNA celular; c) induzindo a ação da 

enzima topoisomerase para o reparo do DNA lesionado por algum radical livre que tenha 

conseguido driblar os dois mecanismos de defesa anteriores. Emerge daí a relação dos 

antioxidantes com o câncer, seja no seu aspecto preventivo ou na doença já instalada 

(LOPEZ-ALARCÓN; DENICOLA, 2013). Neste sentido, avaliar a capacidade de 

neutralização destes radicais livres formados é fundamental para correlacionar o efeito 

antioxidante deste objeto de estudo com a sua citotoxicidade.  

1.11 Artemia salina - o organismo teste para citotoxicidade 

 Artemia salina é um artópode muito primitivo com cerca de 10 milhões de anos. 

Habita águas com elevado teor de salinidade, originária do mediterrâneo, mas pode ser 

encontrada em outros continentes. Pode tolerar, deficiência de oxigênio, soluções de 

permanganato de potássio e nitrato de prata, todavia é sensível ao iodo.  O macho adulto 

mede de 8-10mm de comprimento e a fêmea de 10-12mm. Os adultos têm três olhos e 11 

pares de pernas. Podem ser ovíparos e ovovivíparos, segundo as condições ambientais. 

Seus ovos permanecem viáveis por anos até encontrar condições favoráveis para eclodir 

nauplios em torno de 24 a 36 horas, atingindo a fase adulta em três semanas. São 

frequentemente utilizados para testes de citotoxicidade de produtos químicos pela sua 

elevada resiliência. Pertence ao reino Animalia; filo Arthropoda; subfilo Crustacea; classe 

Branchiopoda; ordem Anostraca; família Artemide; gênero Artemia; espécie Artemia 

salina (ATES et al, 2015). 

 Esta espécie tem sido utilizada como eficiente método para avaliar a impregnação 

de alumínio bem como seus efeitos sobre organismos vivos. Mostrou-se eficaz na 

avaliação de mutagenicidade, toxicidade e possíveis danos induzidos pelo sulfato de 

cobre, sendo recomendado para futuras análises envolvendo a avaliação de citotoxicidade 

de extratos vegetais (LEITE et al, 2015). 

 O ensaio de citotoxicidade com A. salina é considerado simples, eficiente e 

essencial como bioensaio preliminar além de ser um método que permite adaptações, é 

rápido e de baixo custo. Estas características popularizaram a sua utilização 
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principalmente a partir de 1990, quando passou a ser empregado para verificar a 

toxicidade da exposição a metais pesados, algas marinhas, toxinas fúngicas, materiais 

dentários, pesticidas, novos fármacos antiespasmódicos, antimaláricos e rastrear 

citotoxicidade em células tumorais humanas (RAJABI; RAMAZANI; NAJI, 2015). A 

citotoxicidade não difere estatisticamente de forma significativa quando analisada em A. 

salina e em células tumorais (MESARIC et al, 2015). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Ao câncer é atribuído o título de imperador de todos os males, seja pela sua 

elevada frequência, pelo seu efeito avassalador na vida do doente ou pelas perdas 

familiares, sociais, emocionais e econômicas que causa. Apresenta variadas formas de 

acordo com o órgão comprometido podendo metastizar para outros locais e originar novos 

tumores. Pode ser considerada também doença infecciosa pela presença de vírus na base 

oncogênica de cânceres específicos. No entanto, na maioria dos casos relaciona-se aos 

fatores genéticos e epigenéticos distintos dificultando o seu controle (KETTELHUT; 

MODENA, 2008). 

Atualmente, o tratamento disponível produz efeitos colaterais (TANGERINA; 

SANNOMIYA; VILEGAS, 2011) como teratogenicidade (KETTELHUT; MODENA, 

2008; MONTEIRO et al, 2013a), problemas bucais, infertilidade (OLIVEIRA; 

OSELAME; NEVES, 2014), cardiotoxicidade, que no seu conjunto, tornam quase 

inaplicáveis em casos específicos (SANTOS, 2013). Esses efeitos decorrem da 

citotoxicidade indiscriminada dos medicamentos, pois matam células cancerígenas, mas 

também aquelas que são saudáveis com consequências drásticas para todo o organismo 

(POMPILHO; BORGES; MIGUEL, 2013) 

Apesar dos fortes efeitos indesejáveis da quimioterapia, ainda pode haver 

recorrência tumoral (TANAKA; TORRES; TENÓRIO, 2012) e um gasto de até 3,9 

milhões de reais ao ano para evitá-la em um único paciente (MARTINS; YAMAMOTO, 

2008). O elevado custo do tratamento tem resultado em ações judiciais da ordem de 500 

milhões de reais contra o governo federal (LOPES et al, 2010).  

Contudo, há variabilidade de resposta individual e o sucesso do tratamento 

atualmente disponível não é garantido (MONTEIRO et al, 2013b). Por essas razões, 

torna-se premente a busca de novos agentes farmacológicos para diminuir a resistência 

tumoral, a mortalidade e as sequelas físicas, sociais e emocionais que causa (LIMA et al, 

2010). 

 O estigma produzido por esta doença tem levado a um grande esforço científico 

mundial, com destaque para os Estados Unidos (MORAIS; SIMÕES; PESSOA, 2012), 

na busca do entendimento dos fatores relacionados à oncogênese (PERON; 
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CAMILLOTO; VICENTINI, 2008) e a uma crescente medicalização da sociedade numa 

íntima relação com o lucro (SPADACIO; BARROS, 2009).  

O mercado farmacêutico mundial movimentou 505 bilhões de dólares relativos ao 

ano de 2004 apontando para factibilidade de pesquisas com este enfoque. Pois, representa 

amplas possibilidades de detectar substâncias já preparadas pela natureza e que podem 

ser utilizadas pelo homem para tratar ou prevenir esta doença com menor custo de 

produção (BRAZ FILHO, 2010) e maior eficácia terapêutica (RODRIGUES; FEITOZA; 

FLORES, 2014). 

Neste sentido, os compostos citotóxicos aliados aos antioxidantes assumem 

significativa relevância. Isso coloca a região Amazônica em destaque pelo potencial 

farmacêutico exacerbado advindo da imensa biodiversidade que possui cuja maior parte 

ainda é desconhecida (BRAZ FILHO, 2010). 

Dessa forma, espera-se que os resultados aqui descritos possam contribuir com o 

conhecimento químico e farmacológico de espécies vegetais da Amazônia numa tentativa 

de ampliar as ferramentas de enfrentamento contra esta doença. A perspectiva 

investigativa deste estudo, portanto, foi a de analisar as atividades antioxidante e 

citotóxica em associação para apontar uma possível fonte de fitoterápicos antineoplásicos 

com mínimos efeitos adversos.      
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral:   

Analisar as atividades citotóxica e antioxidante de extratos obtidos de 20 espécies 

vegetais da Amazônia. 

3.2 Específicos: 

Obter os extratos vegetais das espécies identificadas. 

Testar a atividade citotóxica das espécies selecionadas contra Artemia salina e células 

tumorais humanas. 

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos e frações das espécies selecionadas para o 

estudo. 

Realizar análise cromatográfica dos extratos e frações ativos.  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Local de estudo 

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratório de Química de Produtos 

Naturais para análises químicas. Para os ensaios biológicos foram utilizados os 

laboratórios da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, ambos da Universidade Federal do 

Amazonas.  

4.2 Material Botânico 

O material botânico selecionado para o presente projeto foi coletado na Reserva 

Florestal Ducke, localizada no Km 26 da Rodovia AM 010, ao norte de Manaus, sob as 

coordenadas geográficas 03o00”00” a 03o08”00”S e 59o52”40” a 59o52”00”W (PINTO; 

MORELLATO; BARBOSA, 2008). No total, foram analisadas 43 amostras de material 

botânico constituído conforme demonstra o quadro 1: 

Quadro 1: Descrição do material botânico em estudo 

Ordem  Espécie utilizada Parte da planta 

01 Ampelozizyphus amazonicus (espécime 1) Raiz 

02 A. amazonicus (espécime 1) Cascas da raiz 

03 A. amazonicus (espécime 2) Raiz 

04 A. amazonicus (espécime 2) Cascas da raiz 

05 A. amazonicus (espécime 3) Raiz 

06 A. amazonicus (espécime 3) Cascas da raiz 

07 Aspidosperma marcgravianum Cascas 

08 A. marcgravianum Folhas  

09 A. schultesii Cascas 

10 A. schultesii Folhas  

11 Bellucia dichotoma (extrato diclorometano) Cascas 
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12 B. dichotoma (extrato hexano) Cascas 

13 B. dichotoma (extrato metanol) Cascas 

14 Bocageopsis multijuga (extrato diclorometano) Folhas 

15 Bocageopsis pleiosperma (extrato diclorometano) Folhas  

16 C. antiquorum (coletado na montanha) Folhas 

17 C. antiquorum (coletado na várzea) Folhas 

18 C.antiquorum (coletado terra firme) Folhas  

19 Couma guianensis Cascas 

20 C.guianensis Folhas  

21 Endlicheria bracteolata (extrato diclorometano 1) Folhas 

22 E. bracteolata (extrato diclorometano 2) Folhas 

23 E. bracteolata (extrato hexano) Folhas 

24 E. bracteolata (extrato metanol 1) Folhas 

25 E. bracteolata (extrato metanol 2) Folhas 

26 Enterolobium schomburgkii Folhas 

27 Geissospermum argenteum Folhas 

28 G. argenteum Cascas 

29 G. urceolatum Folhas 

30 G. urceolatum Cascas 

31 Himatantus sucuuba Caule  

32 H. sucuuba Raiz  

33 Ingá chrysanta  Folhas 
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34 Ingá cordatolata Folhas 

35 Macrolobium microcalyx Folhas 

36 Mezilaurus duckei (extrato hexano) Folhas 

37 M. duckei (extrato metanol) Folhas 

38 Myrciaria cauliflora (extrato diclorometano) Folhas 

39 M. cauliflora (extrato hexano) Folhas 

40 M. cauliflora (extrato metanol) Folhas 

41 M. cauliflora (óleo essencial) Folhas 

42 M. floribunda (óleo essencial) Folhas  

43 Theobroma cacao Folhas 

 Destas 43 amostras, 23 são provenientes de trabalho prévio do grupo de pesquisa 

do Laboratório de Cromatografia de responsabilidade do Prof. Dr. Jefferson Rocha de 

Andrade Silva, docente da Universidade Federal do Amazonas à qual está vinculada esta 

pesquisa. As outras 20 foram coletadas e preparadas na vigência deste estudo. 

 O material botânico foi submetido à secagem em ar ambiente por um período de 

36 horas, após o qual foi encaminhado para a estufa de material botânico com circulação 

de ar e permaneceu secando a 400C por um período de 6 horas. Após moagem, foram 

pesados e retirados 100g de cada amostra, sendo o restante do material mantido sob 

refrigeração a -60C.  

4.3 Produção de extratos e frações  

Inicialmente foram pesados 100g de cada amostra acondicionadas em frascos 

âmbar de 1 litro revestidos de papel alumínio aos quais adicionou-se metanol. Procedeu-

se à maceração a frio com agitação seguindo três ciclos de 72h e rotaevaporação à 40oC 

com pressão reduzida ao final de cada ciclo. 

Os extratos considerados promissores passaram por maceração a frio com hexano, 

diclorometano, acetato de etila e metanol em três ciclos de 48h. Foram rotaevaporados à 

40oC com pressão reduzida ao final de cada ciclo para concentração e posterior secagem.  
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Das massas obtidas, que apresentaram alguma atividade, foram pesadas cinco 

gramas para realizar o fracionamento com Sephadex LH20. As frações foram reunidas 

segundo o perfil apresentado na Cromatografia em Camada Delgada passando por 

secagem por período variável até a retirada dos solventes residuais, como ilustra o 

esquema 1:  

 

 

      

      Coluna de vidro com Sephadex LH20  

                                                 Eluente: metanol (50% de água 2 ultimas frações). 

 

       

                                                   Reunião das subfrações   

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Fracionamento cromatográfico dos extratos polares ativos. 

4.4 Análises Químicas  

A obtenção do perfil cromatográfico dos extratos e frações foi realizado 

inicialmente por meio de CCD (Cromatografia em Camada Delgada). As análises para o 

desenvolvimento do perfil cromatográfico foram realizadas em cromatofolhas com fase 

estacionária normal ou inversa, sendo as amostras aplicadas com capilares com volume 
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fixo ou seringas. A revelação das cromatofolhas foi realizada em lâmpada UV ou 

reagentes químicos, segundo as características apresentadas por cada amostra.  

4.5 Extração dos óleos essenciais 

As folhas das espécies vegetais foram separadas manualmente e lavadas em água 

corrente. O material fresco (500g) foi seco em estufa de circulação a 35oC e moído. As 

folhas frescas/secas de cada espécie foram colocadas em um balão de fundo redondo de 

5000 mL contendo água destilada (100g/1000mL). A hidrodestilação foi realizada 

durante 4 horas a 100o C no aparelho do tipo Clevenger. Aos óleos voláteis obtidos foi 

adicionado cerca 1 mg de sulfato de sódio anidro (Na2SO4) e após centrifugação foram 

armazenados em frascos de vidro âmbar, sob refrigeração.  

4.6 CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) – Analítica  

As análises para desenvolvimento de perfil cromatográfico foram realizadas em 

coluna RP18. O sistema de solventes foi composto por acetonitrila e água com ácido 

fórmico a 0,05%. Utilizou-se o fluxo de 0,5ml/minuto iniciando o gradiente com 5% de 

água deionizada contendo 0,05% de ácido fórmico. Elevando até 100% de água aos 18 

minutos da corrida, retornando a 60% de água e 40% de acetonitrila ao final de 20 

minutos. O volume total de injeção da amostra foi de 2μL e os cromatogramas e 

respectivos espectros dos principais sinais e dos padrões isolados foram detectados pelos 

detectores DAD (LANÇAS, 2009). 

4.7 CLUE e Espectrometria de Massas 

Foi empregado sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE - 

Shimadzu) acoplado com um espectrômetro de massa de alta resolução (Q Tof Bruker 

compact) controlada pela análise de dados Compass 4.2. Q Tof Bruker compact, corrida 

no modo ESI negativo, 4500 tensão capilar, tensão de carregamento 2000V, nebulizador 

em 5,5 bar, aquecedor a 220° C, gás seco a 12,0 L / min e massa de m/z 50-1500. A 

separação foi realizada numa coluna Shim Pack ODS III (2,0 x 100 mm, 2µm de 

partícula). O fluxo foi de 0,4 mL/min com um gradiente de ácido fórmico a 0,1% (fase 

A) e acetonitrila (fase B) como fases móveis. O gradiente iniciou-se com 3% até 70% da 

fase B em 10 min. Esta análise foi realizada pela Fiocruz no Rio de Janeiro. 

4.8 CG-EM (Cromatografia com fase gasosa acoplada a Espectometria de Massas) 
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A análise dos extratos apolares foi realizada em CG-EM (Cromatografia com fase 

gasosa acoplada a Espectometria de Massas) – da marca Shimadzu com coluna capilar 

(30 m × espessura de 0,25 mm, espessura de filme 0,25 μm), usando He como o gás de 

arraste (1,0 mL min-1). As temperaturas do injetor e detector foram de 230 °C e 280 °C, 

respectivamente. 

A identificação dos componentes foi baseada na comparação entre os índices de 

retenção, análise do padrão de fragmentação observado no espectro de massas e dados da 

literatura (ADAMS, 2009) e com as informações da biblioteca do aparelho, Wiley (275). 

Para comparação entre os tempos de retenção com os diferentes componentes obtidos da 

literatura, foi utilizado o índice de retenção de Kovats, que utiliza uma série de alcanos 

saturados de cadeia normal (ADAMS, 2009).  

4.9 Toxicidade em Artemia salina  

 O ensaio de letalidade de Artemia salina é considerado uma ferramenta importante 

na determinação preliminar de toxicidade de extratos de plantas. Esse método é bem 

difundido nos laboratórios de Química de Produtos Naturais por ser um teste biológico 

rápido, reprodutível, não dispendioso, além de utilizar pouca quantidade de amostra 

(MEYER et al, 1982).  

A solução salina foi preparada solubilizando 35,0 g de sal marinho em 1000 mL 

de H2O deionizada. Em seguida, os ovos de A. salina (10,0 mg) foram incubados na 

solução marinha por 24 horas sob iluminação artifical e temperatura controlada a 28 ºC. 

Após este período, os náuplios foram separados e incubados em solução salina por mais 

24 horas, nas mesmas condições descritas anteriormente, para garantir a formação do 

estágio larval metanáuplio.   

As amostras analisadas foram preparadas em triplicata inicialmente na 

concentração de 500µg/mL, após o que sofreram ajustes para adequar-se ao cálculo da 

Concentração Letal para 50% dos indivíduos expostos. O solvente utilizado na diluição 

das amostras foi o dimetilsulfóxido (DMSO) ou metanol, segundo as características de 

polaridade de cada amostra e colocadas em tubos de ensaio. Em cada um foi adicionado 

5,0 mL de solução salina e 10 larvas de A. salina no estágio metanáuplios. Os frascos 

permaneceram sob iluminação artificial (lâmpada de 40W) a 28 ºC e, após 24 horas, foi 

realizada a contagem das larvas de A. salina vivas e mortas.  
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Os valores de CL50 (Concentração Letal para 50%) foram obtidos após análise dos 

dados no programa Excel 2010, com intervalos de confiança de 95%. Para a comparação 

da toxicidade dos extratos foi adotado o parâmetro estabelecido por Padmaja e 

colaboradores (2002) que correlacionou a toxicidade dos extratos da seguinte forma:                      

1000 µg/ mL > CL50 > 500 µg/ mL baixa toxicidade; 

500 µg/ mL > CL50 > 100 µg/ mL moderada toxicidade e;  

100 µg/ mL > CL50 > 0 µg/ mL altamente tóxicos. 

4.10 Atividade Antioxidante pela Redução do Radical DPPH e ABTS 

A atividade sequestrante do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi 

determinada de acordo com a literatura (SOUZA et al, 2007). O DPPH é um radical 

estável de coloração violeta que na presença de um antioxidante é reduzido adquirindo 

uma coloração amarela. 

  Inicialmente foram preparadas soluções estoques das amostras e padrão na 

concentração 1mg/mL utilizando metanol como solvente. O ensaio foi realizado em 

microplaca de 96 poços com 300µL de volume total, onde foram adicionados 30 µL da 

amostra ou padrão e 270 µL da solução de DPPH e após diluições sucessivas foi obtida a 

faixa de atividade com sete pontos nas concentrações de 1mg/mL, 500µg/mL, 250 µg/mL, 

125µg/mL, 62,5 µg/mL, 31,25 µg/mL e 15,62 µg/mL. Posteriormente, a reação foi 

incubada por 30 minutos na ausência de luz. Após a incubação foi realizada a leitura da 

microplaca no espectrômetro de ultravioleta em 517 nm. O ensaio foi realizado em 

triplicata. 

Foi utilizada a quercetina como padrão de referência. O controle negativo 

constituiu-se de 270 µL da solução metanólica de DPPH e 30 µL de metanol. Foi feita a 

leitura da microplaca no espectrômetro de ultravioleta em 517 nm onde a concentração 

da solução metanólica de DPPH (2mg/ mL) foi ajustada até a obtenção da absorbância 

aproximadamente 1,00 (± 0,5). 

A capacidade de capturar o radical foi expressa em termos de CE50 (μg/mL) 

(Concentração Eficiente para 50%) calculado através de uma curva de regressão linear 

feita com o programa Excel, 2010. A atividade antioxidante foi calculada pela equação: 
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        AA (%) = 100 - [(ABSamostra - ABSbranco) * 100] / ABScontrole)    onde, 

ABSamostra =  absorbância em 517 nm de 30 µL de amostra + 270 µL da                            

                     solução metanólica de DPPH; 

ABSbranco   =  absorbância em 517 nm de 30 µL de metanol + 270 µL de  

                    DPPH;      

            ABScontrole  = absorbância em 517 nm de 30 µL de metanolica de 

quercetina + 270 µL da solução metanólica de radical; 

O método de redução do ABTS (ácido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico) foi realizado conforme descrito por Re et al., (1999) com modificações. Foi 

preparada uma solução catiônica de ABTS (7 mM, 50% de solução de ABTS, 50% 

solução de persulfato de potássio 2,45 mM), que reagiu por 14 horas, em temperatura 

ambiente e ausência de luz. Antes de usar a solução catiônica de ABTS, realizou-se a 

diluição com etanol até a absorbância de 0,700 ± 0,02. Esta solução foi monitorada pela 

leitura em 734 nm no leitor de microplaca (Biochrom ASYS UVM 340). O ensaio foi 

realizado em microplaca de 96 poços onde adicionou-se 270 µL da solução etanólica de 

ABTS mais 30µL de etanol como controle negativo. Em seguida, 270 µL da solução 

etanólica de ABTS foi adicionado, assim como 30 µL das amostra em diluição seriada 

iniciando em 30μg/mL até 0,46875μg/mL com ajustes para a execução do cálculo de 

CE50. A reação foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente ao abrigo de luz. 

Após esse período realizou-se a leitura no leitor de microplaca em 734 nm. Para expressar 

a atividade antioxidante foi calculado a CE50 utilizando-se o trolox como controle 

positivo. 

4.11 Atividade antioxidante em nível celular 

Na atividade antioxidante celular o diacetato de diclorofluoresceína pode ser 

desacetilada nas células e reagir com radicais quantitativamente intracelulares, derivados 

principalmente de H2O2 e são convertidos em seu produto fluorescente. A 

diclorofluoresceína é, então, retida no interior das células (WOLFE; LIU, 2007). Assim, 

as células J774 (6 x 104 células/ poço em placas de 96 cavidades) foram incubadas a 37°C 

com 10 pM de diacetato de diclorofluoresceína, durante 1 h. Depois as células foram 

lavadas com tampão de Hank e tratadas com a amostra nas concentrações de: 50, 5, 0,5, 
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0,05 e 0,005µg/mL e 250 µM de H2O2. A fluorescência foi medida imediatamente com 

comprimento de onda de excitação de 485 nm e emissão de comprimentos de onda de 

520nm utilizando um leitor de microplacas (DTX 800, Beckman, CA, EUA). Controles 

com e sem diacetato de diclorofluoresceína foram feitos e a quercetina foi utilizada como 

controle positivo. Actividade antioxidante intracelular foi expressa como a percentagem 

de inibição de ROS intracelulares produzidos pelo H2O2-exposição. 

4.12 Determinação da atividade citotóxica 

O método de avaliação da atividade citotóxica foi o colorimétrico utilizando o 

Alamar Blue. O cultivo celular empregou meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM) complementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina e 0,024 

M de 2- (4 (2-hidroxietil) -1-piperazina) ácido etano-sulfônico (HEPES), em placa de 96 

poços contendo 5x103 células/poço incubada sob condições padrão de 37oC e 5% de CO2 

numa atmosfera úmida.  

A redução de reagente Alamar Blue foi quantificada por leitura da absorbância na 

faixa de 590nm. O controle positivo utilizado foi a Doxorrubicina e o negativo solução 

fisiológica estéril (IBÁÑES-COSTA et al, 2015). Neste ensaio, foram utilizadas duas 

linhagens celulares neoplásicas, à saber: CAL-27 (câncer de boca); MCF-7 

(adenocarcinoma de Mama) e uma não neoplásica (MRC5 – fibroblasto humano). 

Inicialmente foi realizada uma avaliação citotóxica preliminar frente a fibroblastos 

humanos saudáveis e células de câncer de boca. As amostras que demonstraram efeito 

importante tiveram suas frações testadas em células MCF-7 de câncer de mama.  

As células foram primeiramente descongeladas e mantidas em meio de cultura 

enriquecido com glicose. Após um período de uma semana foi adicionado tripsina para 

promover o crescimento adequado da célula de forma que ela se desprendesse da 

superfície do recipiente. Em seguida passaram por um processo de distribuição em 

cubetas sendo adicionadas em placas de 96 poços totalizando 5x103células/poço da 

linhagem CAL-27 ou MRC-5. Cada poço recebeu 50µg do extrato bruto ao qual as células 

ficaram expostas por um período de 24h, com leitura de absorbância na faixa de 580nm 

para a contagem da viabilidade celular. 

Para as células de câncer de mama foram seguidos os procedimentos iniciais de 

preparo e tripsinização celular dando sequência ao teste com a dose 25μg das amostras 
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consideradas de alta citotoxicidade no ensaio anterior. Esses extratos brutos promissores 

também tiveram suas frações testadas em células da linhagem MCF-7. A preferência por 

este método se justifica por ser amplamente referendado pela literatura, apesar de não 

esclarecer o mecanismo da morte celular (DUTRA et al, 2012; SANTANA et al, 2012). 

Os ensaios biológicos de citotoxicidade contra células tumorais foram realizados na 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do Amazonas.   
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 O screening inicial 

Neste estudo foram avaliadas 43 amostras de extratos vegetais amazônicos na 

tentativa de encontrar uma que pudesse conter as atividades biológicas: antioxidante e 

citotóxica. Para realizar essa triagem, empregou-se uma pequena quantidade de material 

botânico para a maceração. Como o grupo de pesquisa forneceu 23 amostras, foram 

obtidos inicialmente 20 extratos brutos, como mostra a tabela 1: 

Tabela 1: Rendimento das amostras submetidas à maceração a frio com metanol 

Ordem Amostra Massa 

(g) 

Solvente Rendeu 

(%) 

01 Folhas de Macrolobium microcalyx 100 Metanol 6,85 

02 Folha de Eenterolobium schomburgkii  100 Metanol 9,41 

03 Raiz de Himatanthus sucuuba 100 Metanol 9,27 

04 Caule de H. sucuuba 100 Metanol 25,78 

05 Folhas  de Inga chrysanta 100 Metanol 16,48 

06 Folhas de Geissospermum argenteum 100 Metanol 6,37 

07 Cascas de G. argenteum 100 Metanol 4,47 

08 Folhas de Inga cordatolata 100 Metanol 5,43 

09 Folhas de Couma guianensis 100 Metanol 12,36 

10 Cascas de C. guianensis 100 Metanol 13,25 

11 Folhas de Aspidosperma schultesii 100 Metanol 11,97 

12 Cascas de A. schultesii 100 Metanol 5,2 

13 Folhas de A. marcgravianum  100 Metanol 13,65 

14 Cascas de A. marcgravianum  100 Metanol 4,55 

15 Folhas de Geissospermum urceolatum  100 Metanol 5,83 

16 Cascas de G. urceolatum 100 Metanol 1,20 

17 Folhas de Theobroma cacao 100 Metanol 4,84 

18 Folha Colocasia antiquorum- planalto  100 Metanol 7,15 

19 Folha C. antiquorum- várzea  100 Metanol 9,85 

20 Caule de C. antiquorum- planalto 

 

100 Metanol 7,36 



44 
 

 Os extratos que apresentaram maior rendimento foram provenientes do caule de 

H. sucuuba, com quase 26% de material extraído e das folhas de I. crysanta das quais foi 

possível a obtenção de aproximadamente 16% de extrato bruto, seguida pela espécie A. 

marcgravianun que apresentou mais de 13% de rendimento nas folhas. 

 Estes extratos brutos foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante pelo 

método químico; atividade citotóxica em A. salina, em fibroblastos humanos saudáveis 

(MRC-5) e em células tumorais humanas da boca (CAL-27). Este screening possibilitou 

identificar as amostras que apresentaram maior atividade nestes ensaios visando à seleção 

da espécie a ser estudada mais detalhadamente, conforme se descreve a seguir. 

5.1.2 Citotoxicidade frente à Artemia salina  

 O estudo de potenciais substâncias anticancerígenas tem sido facilitado pela 

utilização de bioensaios.  Eles oferecem vantagem especial na padronização e controle de 

qualidade. Podem envolver organismos inferiores, como o microcrustáceo marinho 

Artemia salina Leach, que permite avaliar a toxicidade geral preliminar no estudo de 

extratos com potencial atividade biológica. Trata-se de um teste simples, sensível, rápido, 

preciso e de baixo custo sugerido como uma pre-avaliação de ensaios mais onerosos, 

trabalhosos e demorados (MESARIC et al, 2015). 

 Para as amostras analisadas, pôde-se verificar uma variedade de respostas da 

Artemia salina segundo o material botânico em teste. A Concentração Letal para matar 

50% dos indivíduos expostos (CL50) ficou definida conforme se observa no quadro 02:  

Quadro 02: CL50 das amostras analisadas para a mortalidade de Artemia salina: 

Ordem    Espécie em análise Parte da planta CL50 (µg/ml) 

01 Ampelozizyphus amazonicus (espécime 1) Raiz 62,5 

02 A. amazonicus (espécime 1) Cascas da raiz 31,2 

03 A. amazonicus (espécime 2) Raiz 125,0,3 

04 A. amazonicus (espécime 2) Cascas da raiz 83,30 

05 A. amazonicus (espécime 3) Raiz  125 
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06 A. amazonicus (espécime 3) Cascas da raiz 41,7 

07 Aspidosperma marcgravianum Cascas 41,7 

08 A. marcgravianum Folhas  41,7 

09 A. schultesii Cascas 41,7 

10 A. schultesii Folhas   215 

11 Bellucia dichotoma (extrato 

diclorometano) 

Cascas 31,5 

12 B. dichotoma (extrato hexano) Cascas 31,5 

13 B. dichotoma (extrato metanol) Cascas  24,0 

14 Bocageopsis multijuga (extrato 

diclorometano) 

Folhas 25,0 

15 Bocageopsis pleiosperma (extrato 

diclorometano) 

Folhas  12,5 

16 C. antiquorum (coletado na montanha) Folhas 300,0 

17 C. antiquorum (coletado na várzea) Folhas  50,0 

18 C.antiquorum (coletado terra firme) Folhas   250 

19 Couma guianensis Cascas 100,0 

20 C.guianensis Folhas   31,2 

21 Endlicheria bracteolata (extrato 

diclorometano 1) 

Folhas  62,5 

22 E. bracteolata (extrato diclorometano 2) Folhas 50,0 

23 E. bracteolata (extrato hexano) Folhas  125,0 

24 E. bracteolata (extrato metanol 1) Folhas 62,5 

25 E. bracteolata (extrato metanol 2) Folhas 62,5 
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26 Enterolobium schomburgkii Folhas 25,0 

27 Geissospermum argenteum Folhas 27,8 

28 G. argenteum Cascas 125,0 

29 G. urceolatum Folhas 125,0 

30 G. urceolatum Cascas 31,25 

31 Himatantus sucuuba Caule  125,0 

32 H. sucuuba Raiz  62,5 

33 Ingá chrysanta  Folhas 500,0 

34 Ingá cordatolata Folhas 125,0 

35 Macrolobium microcalyx Folhas 50,0 

36 Mezilaurus duckei (extrato hexano) Folhas 50,0 

37 M. duckei (extrato metanol) Folhas 34,7 

38 Myrciaria cauliflora (extrato 

diclorometano) 

Folhas 125 

39 M. cauliflora (extrato hexano) Folhas 41,7 

40 M. cauliflora (extrato metanol) Folhas 31,2 

41 M. cauliflora (óleo essencial) Folhas 0,4 

42 M. floribunda (óleo essencial) Folhas  0,8 

43 Theobroma cacao Folhas 125 

44 Lapachol  - 3,9 

Dentre todas as amostras em estudo, constatou-se que a maior atividade citotóxica 

frente a A. salina é proveniente do óleo essencial de Myrciaria cauliflora que matou 50% 

dos organismos expostas à menor concentração testada, ou seja 0,4µg/ml. A segunda 

espécie mais tóxica foi a M. floribunda, que manteve sua toxicidade até 0,7µg/ml 
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suficiente para matar 50% dos microcrustáceos expostos. Estas espécies mantiveram o 

efeito superior ao Lapachol, utilizado como controle positivo, mesmo na menor 

concentração.  As espécies do gênero Myrciaria deste estudo já haviam sido identificadas 

como microbicidas (BONA et al, 2014). Já foram isolados alcaloides e saponinas destas 

espécies. Essas substâncias encontram facilidade para se diluir nas membranas celulares 

e alcançar seu sítio ativo na célula (CHAVASCO et al, 2014). 

5.2 Espécies citotóxicas promissoras apontadas pela triagem inicial com A. salina 

 As amostras que apresentaram elevada letalidade contra A. salina foram em 

seguida selecionadas para a extração com maior quantidade de material botânico. 

Excepcionalmente, utilizou-se menor quantidade de material botânico das raízes de H. 

sucuuba pela impossibilidade de ser realizada uma coleta mais volumosa sem provocar a 

mortalidade da planta. Os solventes utilizados foram o hexano, diclorometano, acetato de 

etila e metanol. Foi obtido o seguinte rendimento: 

Tabela 2: Rendimento dos extratos vegetais obtidos com os solventes hexano, 

diclorometano e acetato de etila. 

Amostr

a 

Quantidad

e utilizada 

(%) 

Rendiment

o com 

Hexano 

(%) 

Rendimento 

com 

Diclorometan

o (%) 

Rendiment

o com 

Acetato de 

Etila (%) 

Rendiment

o com 

Metanol 

(%) 

E1F 500 0,79 1,0 0,37 1,07 

E2F 1000 0,24 0,37 0,16 0,53 

E3R 80 1,16 0,59 0,37 0,62 

E3T 500 0,45 0,21 0,22 1,85 

E11F 1000 0,5 1,37 0,77 4,86 

E12F 1000 0,2 0,83 2,16 2,81 

E14F 1000 0,67 1,87 1,51 2,02 

E15F 1000 4,43 0,87 1,27 2,39 

E16F 1000 0,61 1,36 1,12 3,07 

E16C 780 0,05 0,12 0,21 1,07 

E17F 900 0,53 1,1 1,22 1,94 

E1F: folhas de Macrolobium Microcalyx; E2F: folhas de Enterolobium schomburgkii; E3R: raízes de 

H. sucuuba; E3T: tronco de H. sucuuba; E11F: folhas de Inga chysanta; E12F: folhas de 

Geissospermum argenteum; E14F: folhas de Couma guianensis; E15F: folhas de Aspidosperma 

schultesii; E16C: cascas de Aspidosperma marcgravianum; E17F: folhas de Geissospermum 

urceolatum. 
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Procedeu-se ao teste de citotoxicidade contra A. salina com os extratos das 

espécies identificadas como mais relevantes no ensaio preliminar para verificar qual o 

extrato seria mais ativo. Aquelas amostras que apresentaram mortalidade muito alta 

sofreram nova diluição em busca dos valores adequados para o cálculo de CL50.  Por outro 

lado, as que apresentaram pequena mortalidade foram experimentadas em concentrações 

maiores. O resultado deste ensaio está demonstrado resumidamente na tabela 3: 

Tabela 3: Mortalidade provocada pelos extratos brutos obtidos com hexano, 

diclorometano acetato de etila e metanol sobre Artemia salina. 

Ordem CL50 (μg/mL) 

extrato   

hexano    

CL50 (μg/mL) 

extrato   

diclorometano 

CL50 

(μg/mL) 

extrato   

acetato de 

etila 

CL50 

(μg/mL) 

extrato   

metanol 

A. marcgravianum 

(folhas) 

46,9 56,6 52,6 46,9 

A. marcgravianum 

(cascas) 

56,6 46,9 52,6 38,4 

A. schultesii (folhas) 62,5 29,8 15,6 9,6 

C. guianensis (folhas) 67,0 74,3 99,9 7,2 

E. schomburgkii 

(folhas) 

56,6 33,5 60,2 44,4 

G. argenteum (folhas) 15,6 62,5 50,8 25,7 

G. argenteum (cascas) 259,1 306,8 225,1 76,0 

G. urceolatum (folhas) 31,2 19,2 17,7 15,6 

H. sucuuba (caule) 5,4 5,5 30,5 81,5 

H. sucuuba (raiz) 31,4 15,6 56,6 59,3 

I. cordatolata (folhas) 225,0 225,1 113,8 15,6 

I. chrysanta (folhas) 77,9 62,5 82,8 0,0 

M. microcalyx (folhas) 46,9 75,4 42,4 34,8 

Lapachol  4,2 3,9 4,0 3,6 

 

 Dentre os extratos analisados, aquele obtido com diclorometano a partir das cascas 

de Geissospermum argenteum foi o que promoveu menor mortalidade sobre os 

microcrustáceos. Somente conseguiu eliminar 50% da população exposta quando atingiu 

a concentração de 306,8μg/mL. Juntamente com os extratos hexano e acetato de etila 
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foram classificados como pertencentes ao grupo de moderada letalidade. Já o extrato 

metanol deste mesmo material foi classificado dentre os que induzem à alta mortalidade. 

 Constatou-se apenas três amostras para as quais o extrato metanol demonstrou-se 

menos ativo do que as massas extraídas com outros solventes, são elas:  H. sucuuba 

(caule); H. sucuuba (raiz) e I. chrysanta (folhas), a qual não foi capaz de induzir nenhuma 

mortalidade com seu extrato metanol. Já a espécie A. marcgravianum (folhas) 

demonstrou a mesma toxicidade nos estratos hexano e metanol.  

As demais amostras exibiram maior efeito na porção extraída com metanol. A 

atividade citotóxica mais forte das amostras promissoras deste grupo foi constatada no 

extrato metanol das folhas de Couma guianensis, seguida pelo extrato metanol das folhas 

de Aspidosprema schultesii e Inga cordatolata. 

 Não foram encontrados estudos de atividade biológica ou de fitoquimica da 

espécie Couma guianensis. Todos os extratos desta espécie mostraram-se altamente 

tóxicos contra Artemia salina. Entretanto, foi na porção extraída com metanol que se 

observou a maior atividade para esta espécie dentre todos os extratos obtidos por 

maceração. A dose deste extrato necessária para eliminar 50% dos indivíduos expostos 

foi calculada em 7,2µg/mL. Apesar da sua potente toxicidez, o controle positivo foi duas 

vezes mais forte do que a amostra. 

Várias espécies do gênero Aspidosperma possuem substâncias com elevado poder 

biológico. Muitas, com atividade demonstrada como bactericida, leshmanicida, 

antitumoral e antimicrobiana (KRENTKOWSKI; DUARTE, 2012). Entretanto, é a 

primeira descrição dessa espécie quanto a essa atividade observada.  

As atividades observadas na espécie Inga cordatolata também apresentam 

descrição inédita e sua ação telvez se justitique pela presença de saponinas, esteroides, 

triterpenos e elevado teor de inibidores de tripsina apresentados no gênero (CALDERON 

et al, 2010; NAZARÉ et al, 2014), para o qual,  também já foi comprovada atividade 

antioxidante e antitumoral importantes (DIAS; SOUZA; ROGEZ, 2010; POMPEU et al, 

2012).  

5.2.1 Toxicidade das frações do extrato metanol sobre Artemia salina 
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As amostras mais promissoras na atividade citotóxica em células tumorais CAL-

27, e ação antioxidante pelo método químico foram as cascas de Geissospermum 

argenteum, cascas de Bellucia dichotoma e as folhas de Inga cordatolata. Essas amostras 

são provenientes do extrato metanol e tiveram suas frações testadas contra Artemia salina 

para verificar a sua toxicidade. A tabela 4 mostra a citotoxicidade provocada pelas frações 

de Bellucia dichotoma sobre este organismo: 

Tabala 4: Mortalidade das frações do extrato metanol sobre A. salina. 

Fração Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

 1000µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

500µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

250µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

125µg/ml 

1 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 

5 60 40 20 10 

6 0 0 0 0 

7 70 40 10 10 

8 80 60 20            10 

9 20 0 0 0 

10 30 0 0 0 

11 90 60 20            10 

12 0 0 0 0 

13 0 0 0 0 

14 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 

16 0 0 0 0 

17 100 70 60 40 

18 90 60 20            10 

19 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 

21 0 0 0 0 

22 0 0 0 0 
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23 0 0 0 0 

24 0 0 0 0 

25 0 0 0 0 

26 0 0 0 0 

27 0 0 0 0 

28 100 80 40 30 

Lapachol  100 100 100 100 

 

 A Concentração Letal necessária para matar 50% da população de A. salina 

exposta (CL50) foi calculada para as frações de Bellucia dichotoma que apresentaram 

atividade tóxica contra o organismo teste. A fração 5 do extrato metanol das cascas desta 

espécie apresentou CL50 somente quando atingiu a concentração de 780µg/mL, com um 

coeficiente de determinação calculado em 96%. 

 A fração 7 do extrato metanol das cascas de Bellucia dichotoma também 

apresentou baixa atividade contra A. salina. Foram necessários 688,5µg/mL desta 

amostra para produzir mortalidade de 50% dos indivíduos expostos. O coeficiente de 

determinação de dependência entre as variáveis dose/mortalidade mostrou-se superior a 

99%.  

 A fração 8 também demonstrou baixa atividade citotóxica pelo teste com Artemia 

salina. Somente ao atingir a concentração de 560,8µg/mL a amostra conseguiu eliminar 

50% dos indivíduos expostos.  

A fração 11 não apresentou mortalidade significativa sobre Artemia salina. A 

toxicidade constatada nesta amostra possibilitou classifica-la no grupo daquelas que 

apresentam baixa citotoxicidade, por apresentar CL50 maior do que 500µg/mL. Esta 

análise foi realizada com coeficiente de determinação superior a 95% e demonstrou a 

eliminação de 50% da população exposta com 522,5µg/mL do extrato. 

 A fração 17 desempenhou uma atividade citotóxica melhorada em relação às 

outras frações desta espécie. Produziu a morte de 50% dos microrganismos em teste na 

concentração de 192,3µg/mL com coeficiente de determinação entre as variáveis 

dose/mortalidade superior a 96%. A CE50 da fração 18 foi determinada em 522,4µg/mL, 

sendo classificado no grupo de baixa citotoxicidade. A outra fração que apresentou 

mortalidade foi a 28, com CE50 estabelecida em 315,1µg/mL. Já as frações de 



52 
 

Geissospermum argenteum que mostraram mortalidade significativa foram apenas as de 

número 3; 4 e 10, conforme mostra a tabela 5: 

Tabela 5: Mortalidade das frações de Geissospermum argenteum contra A. salina. 

 

 

Fração 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

1000µg/ml  

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

500µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

250µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

125µg/ml 

1 20 0 0 0 

2 10 0 0 0 

3 60 40 20 10 

4 80 60 30 10 

5 20 0 0 0 

6 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 

9 30 0 0 0 

10 100 80 60 40 

11 0 0 0 0 

Lapachol  100 100 100 100 

 

A fração 3 do extrato metanol das cascas de Geissospermum argenteum 

apresentou mortalidade de 50% dos indivíduos expostos ao atingir a concentração de 

780µg/mL, com coeficiente de determinação das variáveis do teste superior a 96% . A 

fração 4 apresentou coeficiente de determinação maior do que 90% e CE50 determinada 

em 534,2µg/mL. Já a fração 10  deste extrato foi a que demonstrou maior mortalidade 

nesta espécie. Todavia, seu efeito foi considerado moderado por apresentar CL50 de 

156,2µg/mL.  

 As frações de Inga cordatolata que apresentaram mortalidade sobre Artemia 

salina foram: 4; 5; 6; 7; 8 e 9, conforme mostra a tabela 6: 
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Tabela 6: Mortalidade das frações do extrato metanol das folhas de Inga cordatolata 

em elevadas concentrações sobre Artemia salina. 

Fração Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

1000µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

500µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

250µg/ml 

Mortalidade 

(%) 

observada 

com dose de 

125µg/ml 

1 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 

3 30 0 0 0 

4 100 100 100 100 

5 100 100 100 100 

6 100 100 80 60 

7 100 100 100 100 

8 100 100 90 60 

9 100 100 90 0 

Lapachol  100 100 100 100 

 

As frações de Inga cordatolata apresentaram toxicidade mais pronunciada em 

ralação às outras espécies e necessitaram passar por novo ensaio em menores 

concentrações para possibilitar o cálculo da dose necessária para matar 50% da população 

exposta. Esta nova análise é mostrada na tabela 7: 

Tabela 7: Mortalidade provocada por baixas concentrações das frações de Inga 

cordatolata sobre Artemia salina: 

 

Fração 

Morte (%) 

observada 

com 

62,5µg/ml 

Morte (%) 

observada 

com 

31,25µg/ml 

Morte (%) 

observada 

com 

15,62µg/ml 

Morte (%) 

observada 

com 

7,812µg/ml 

Morte (%) 

observada 

com dose 

de 3,9µg/ml 

4 70 40 20 0 0 

5 100 80 60 40 10 

6 40 20 0 0 0 

7 100 100 80 60 40 

8 30 10 0 0 0 

9 30 10 0 0 0 
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A fração 4 do extrato metanol das folhas de Inga cordatolata ficou com CL50 

determinada em 48,0µg/mL. A fração 5 foi capaz de provocar a morte da metade dos 

indivíduos expostos com apenas 9,8µg/mL, sendo classificadas no grupo de elevada 

toxicidade sobre o microrganismo teste. Apesar do seu efeito pronunciado, foram menos 

ativas do que o controle positivo utilizado no teste. A CL50 do lapachol foi estabelecida 

em 3,6µg/mL com um coeficiente de determinação maior do que 97%.  

Já a fração 6 do extrato metanol das folhas de Inga cordatolata apresentou 

moderada toxicidade sobre A. salina. Somente ao atingir 117,2µg/mL foi capaz de induzir 

a mortalidade de 50% dos indivíduos expostos. O poder letal da fração 7 desta espécie 

definiu sua CL50  em 4,9µg/mL. Foi o que mais se aproximou o efeito produzido pelo 

controle positivo, todavia, ainda inferior a ele. Já a fração 8 e 9 apresentaram moderada 

citotoxicidade com CL50 estabelecida em 124,2µg/mL para a primeira e 150,5µg/mL para 

a segunda, com coeficiente de determinação superior a 95% e 97%, respectivamente.  

 A mortalidade induzida pelo material botânico em teste é um método eficiente de 

rastrear atividade citotóxica (RAJABI; RAMAZANI; NAJI, 2015). Neste trabalho 

mostrou-se capaz de correlacionar os resultados possibilitando otimizar recursos e ganhar 

tempo para outras análises. 

 As amostras que continuaram apresentando atividade tóxica contra o 

microrganismo teste após as sucessivas macerações foram submetidas ao ensaio 

antioxidante pelo método químico.  

5.3 Atividade antioxidante do material botânico avaliado por método químico.  

Para avaliar a capacidade antioxidante destas amostras pelo método químico 

foram empregados dois ensaios. Cada teste verificou a habilidade da amostra em 

neutralizar um radical livre diferente. Inicialmente, foi utilizado o radical livre DPPH para 

rastrear a atividade no material botânico em análise. Posteriormente, as amostras que 

apresentaram efeito antioxidante expressivo foram submetidas à confirmação da 

atividade por meio do ensaio de captura do radical ABTS. 

5.3.1 Capacidade do material botânico para inibir os radicais livres DPPH.  

Os extratos que seguiram para o ensaio antioxidante tiveram respostas variadas e 

na maioria das vezes não correlacionadas com a toxicidade em Artemia salina. Embora 
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tenha havido uma expressiva atividade tóxica dos óleos do gênero Myrciaria sobre os 

microcrustáceos, não foi encontrada atividade antioxidante em nenhum destes óleos. Os 

efeitos observados nas demais amostras estão relacionados no quadro 3: 

Quadro 3: Atividade antioxidante constatada na triagem inicial pelo método do 

radical DPPH. 

Amostra testada Parte da 

planta 

CE50 

extrato 

hexano 

(µg/mL) 

CE50 

extrato 

DCM 

(µg/mL) 

CE50 

extratoa

cetato 

de etila 

(µg/mL) 

CE50 

extrato 

metanol 

(µg/mL) 

Ampelozizyphus 

amazonicus (espécime 1) 

Raiz - - - 14,3 

A. amazonicus 

 (espécime 1) 

Cascas da 

raiz 

- - - 17,2 

A. amazonicus  

(espécime 2) 

Raiz - - - 19,8 

A. amazonicus 

 (espécime 2) 

Cascas da 

raiz 

- - - 13,1 

A. amazonicus 

 (espécime 3) 

Raiz - - - 14,9 

A. amazonicus  

(espécime 3) 

Cascas da 

raiz 

- - - 15,3 

Aspidosperma 

marcgravianum 

Cascas 49,2 39,0 19,3 23,3 

A. marcgravianum Folhas  34,2 47,9 34,1 5,7 

Aspidosperma schultesii Cascas - - - 8,7 
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A. schultesii Folhas  26,0 101,9 99,5 4,5 

Bellucia dichotoma  Cascas 96,8 21,7 - 2,6 

Bocageopsis multijuga  Folhas - - - 20,1 

Bocageopsis 

pleiosperma  

Folhas  - 22,9 - 2,7 

Colocasia antiquorum 

(coletado terra firme) 

caule - - - 52,8 

C. antiquorum (coletado 

na várzea) 

Folhas - - - 15,3 

C. antiquorum (coletado 

terra firme) 

Folhas  - - - 49,5 

Couma guianensis Cascas - - - 1,9 

C. guianensis Folhas  21,1 97,1 93,6 2,6 

Endlicheria bracteolata 

(extrato 1) 

Folhas 83,1 5,5 - 8,7 

E. bracteolata (extrato 2) Folhas - 93,6 - 11,3 

Enterolobium 

schomburgkii 

Folhas 54,8 4,7 39,7 2,5 

Geissospermum 

argenteum 

Folhas 59,4 55,6 87,7 42,8 

G.argenteum Cascas - - - 5,6 
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Geissospermum 

urceolatum 

Folhas 7,1 55,4 98,9 23,8 

G. urceolatum Cascas - - - 19,4 

Himatantus sucuuba Caule  130,2 86,1 48,7 43,8 

H. sucuuba Raiz  70 54,4 55,9 22,4 

Ingá chrysanta  Folhas 30,8 53,2 41,6 2,1 

Ingá cordatolata Folhas - - - 2,3 

Macrolobium microcalyx Folhas 24,5 23,3 41,1 14,2 

Mezilaurus duckei  Folhas 53,2 - - 7,2 

Myrciaria cauliflora  Folhas 11,3 57,6 - 1,4 

M. cauliflora  

(óleo essencial) 

Folhas 0,0 0,0 0,0 0,0 

M. floribunda 

 (óleo essencial) 

Folhas 0,0 0,0 0,0 0,0 

Theobroma cacao Folhas - - - 15,8 

Quercetina     2,8 

 

 O extrato diclorometano obtido das folhas de Enterolobium somburgkii demostrou 

atividade antioxidante importante no ensaio com DPPH. Com um desvio padrão de 0,491 

e coeficiente de determinação de dependência entre as variáveis dose/resposta superior a 

93% a CE50 desse extrato foi determinada em 4,7µg/mL, aproximando-se da quercetina, 

substância de referencia utilizada no teste que apresentou CE50 na concentração de 

2,8μg/mL. 
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 Por outro lado, o extrato metanol das folhas de Enterolobium schomburgkii 

revelou-se altamente antioxidante com CE50 em 2,5µg/mL, superando o efeito da 

quercetina. O coeficiente de determinação do ensaio mostrou-se maior que 94% com 

desvio padrão de 0,485. A atividade antioxidante observada em Enterolobium 

schomburgkii possivelmente se deva aos compostos flavonoídicos de potente ação 

antioxidante presentes no gênero (FONSECA et al, 2014). 

 Apenas o extrato metanol das folhas de Myrciaria cauliflora revelou atividade 

antioxidante significativa nesta espécie. Sua CE50 foi definida em 1,4µg/mL com 

R2superior a 97% e desvio padrão de 0,132. Estes achados confirmam os dados da 

literatura sobre o gênero Myrciaria. Pois, já foram isoladas substâncias fenólicas de 

elevado efeito antioxidante em outras espécies (OLIVEIRA et al, 2013). 

 O extrato diclorometano das folhas de Endlicheria bracteolata proveniente da 

Reserva Florestal Ducke revelou discreta ação contra os radicais livres de DPPH 

neutralizando 50% da concentração desses radicais com 5,5µg/mL do extrato testado. 

Com coeficiente de determinação superior a 95% e desvio padrão de 0,342 foi possível  

demonstrar que o espécime 1, coletado da região na floresta mais fechada possui maior 

poder antioxidante do que o espécime 2, de área mais próxima da ação antrópica.  

Na espécie Bocageopsis pleiosperma somente o extrato metanol das folhas 

revelou capacidade elevada para capturar os radicais livres. Sua CE50 foi estabelecida em 

2,7µg/mL com desvio padrão de 0,263 e coeficiente de determinação maior que 97%, o 

que permite afirmar que a espécie possui efeito discretamente superior à quercetina. Já o 

extrato metanol das folhas de Bocageopsis multijuga não teve atividade antioxidante 

significativa neste estudo.  

 Na espécie Inga chrysanta somente o extrato metanol das folhas demonstrou 

atividade antioxidante expressiva. A sua concentração eficiente para estabilizar 50% dos 

radicais livres (CE50) foi estabelecida em 2,6µg/mL com R2definido em 98,2% e desvio 

padrão de 0,142. Esta amostra, portanto apresentou-se mais ativa do que a quercetina que 

apresentou CE50 em 2,8μg/mL. A potente ação antioxidante dos flavonoides encontrados 

no gênero (GANDRA et al, 2013) podem ter sido responsáveis pela ação observada.  

 A outra espécie deste gênero foi ainda mais ativa no extrato metanol das folhas. 

Fenóis e flavonoides já foram encontrados neste gênero, sendo que substâncias fenólicas 

podem ser responsáveis por significativa atividade antioxidante. Inga cordatolata 
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apresentou efeito antioxidante expressivo com Concentração Eficiente para neutralizar 

50% dos radicais livres (CE50) determinada em 2,3µg/mL, com desvio padrão de 0,112 e 

R2definido em 99,5%.  

Por outro lado, a espécie Geissospermum argenteum não apresentou atividade 

antioxidante muito importante. Apenas o extrato metanol de suas cascas apresentou 

atividade mais próxima ao controle positivo. A CE50 desta amostra foi calculada em 

5,6µg/mL com desvio padrão de 0,098  e coeficiente de determinação definido em 98,9%.

   

 Para a espécie Couma guianensis tanto o extrato metanol das folhas quanto o das 

cascas demonstraram expressiva atividade antioxidante. A Concentração Eficiente para 

neutralizar 50% dos radicais livres (CE50) foi estabelecida em 2,6µg/mL no extrato das 

folhas com R2de 96,7% e desvio padrão de 0,248. No teste com as cascas ficou definida 

a CE50 em 1,9µg/mL com coeficiente de determinação 98,2% e desvio padrão de 0,432. 

Tais achados permitem afirmar que a atividade antioxidante demonstrada por Couma 

guianensis é maior do que a apresentada pela quercetina, com mais eficácia nas cascas do 

que nas folhas. Não foram encontrados estudos fitoquímicos sobre esta espécie, o que 

evidencia a importância de trabalhos mais aprofundados para o conhecimento de suas 

propriedades e constituição química. Também a possível aplicação biotecnológica de 

espécies que demonstram elevada atividade biológica (BORGES; CONCEIÇÃO; 

SILVEIRA, 2014).  

Todas as amostras que apresentaram ação antioxidante e citotóxica importantes 

foram provenientes dos extratos obtidos com metanol. Assim, foram fracionadas com 

sephadex LH20 e suas frações passaram pelo rastreamento dessas atividades para 

identificar a fração mais ativa. Os resultados do ensaio antioxidante dessas frações podem 

ser observados na tabela 8:  
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Tabela 8: Atividade antioxidante das frações das espécies promissoras contra o 

radical livre DPPH expressa em CE50 (μg/mL). 

Fr 

 

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 

1 390,2 43,2 40,1 54,4 55,4 39,6 22,8 28,5 

2 213,9 18,7 41,7 51,6 57,4 23,2 77,4 27,7 

3 103,1 3,5 34,2 27,2 48,8 16,1 113,7 35,8 

4 217,5 2,2 26,3 22,2 0,6 17,7 88,0 13,6 

5 103,8 2,6 13,6 62,5 0,3 92,4 41,8 7,2 

6 22,5 49,4 0,0 73,4 2,1 172,8 463,0 12,6 

7 12,2 57,2  59,4 0,14 237,6 3,5 40,3 

8 2,1 147,2  80,9 1,5 119,4 2,6 88,1 

9 3,3 178,1  54,1 2,3 215,5 6,9 185,9 

10 3,4 166,2  16,8 58,2 223,7 6,8 208,2 

11 3,6 299,0  45,3   4,1 184,1 

12 17,6 290,1     11,0 176,1 

13 83,3 141,4     10,5  

14 114,6 136,1     10,0  

15 116,6 192,1     89,2  

16 113,0 289,4     110,3  

17 108,4 279,7     108,6  

18 99,4 163,7     70,1  

19 215,7 170,1     8,9  

20 186,2 159,1     28,6  

21 194,0      20,5  

22 104,0      5,7  

23 97,0      3,3  

24 70,9      5,1  

25 97,1        

26 86,4        

27 88,0        

29 212,6        

Q  2,7 2,9 3,5 4,8 2,8 5,8 2,8 4,9 

Fr: fração; E1: B. dichotoma; E2: C. guianensis; E3: E. bracteolata; E4: G. argenteum; E5: I. 

cordatolata; E6: M. duckei; E7: M. cauliflora; E8: T. cacao; Q: quercetina. 
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De forma geral, as amostras que apresentaram expressiva capacidade antioxidante 

podem possuir substâncias flavonoídicas e fenólicas que além de serem excelentes 

antioxidantes também possuem habilidade em se dissolver nas biomembranas, penetrar 

na célula e alterar seu metabolismo (GANDRA  et al, 2013), podendo levá-la à morte 

(ALBERTS et al, 2010).   

5.3.2 Atividade antioxidante das frações promissoras contra o radical livre ABTS 

 As amostras que mais apresentaram atividade antioxidante pelo método de 

inibição do radical livre DPPH foram submetidas à outro método de análise antioxidante 

para a confirmação da atividade, utilizando-se para isso o radical livre ABTS. Foi 

observada uma correlação importante dos resultados entre os dois métodos. Entretanto, o 

ultimo produziu efeitos mais pronunciados do que o primeiro. Os resultados do teste 

antioxidante por ABTS estão consolidados na tabela 9:  

Tabela 9: Atividade antioxidante das amostras promissoras contra o radical livre 

ABTS.  

Amostra Equivalente  

de Trolox  

(µg/mL) 

Desvio 

padrão  

Coeficiente de 

determinação  

A. schultesii (extrato metanol das folhas) 526,7 4,7 92% 

B. dichotoma (extrato metanol das 

cascas) 

551,2 4,1 90% 

C. guianensis (extrato metanol das 

cascas) 

41,3 4,9 97% 

E. schomburgkii (extrato metanol das 

folhas) 

526,7 4,2 91% 

G. argenteum (extrato metanol das 

folhas) 

18,2 4,6 96% 

I. chrysanta (extrato metanol das folhas) 105,8 4,4 95% 

I. cordatolata (extrato metanol das 

folhas) 

241,8 3,2 93% 

I. cordatolata fração 4 101,7 2,6 95% 

I. cordatolata fração 5 191,1 2,9 96% 

I. cordatolata fração 6 145,4 1,9 93% 

I. cordatolata fração 7 551,2 2,4 92% 
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I. cordatolata fração 8 221,5 3,8 96% 

I. cordatolata fração 9 18,0 4,2 97% 

M. duckei (extrato metanol das folhas) 22,8 3,5 99% 

M. cauliflora (extrato metanol das folhas)  127,4 4,3 97% 

T. cacao (extrato metanol das folhas) 12,8 4,1 92% 

  

O controle positivo empregado neste ensaio foi o trolox, com leitura da 

absorbância realizada decorridos 30 minutos após a placa de 96 poços ter sido preparada. 

A utilização do ABTS para detecção de atividade antioxidante em extratos brutos vegetais 

é controversa. Pois, apesar do seu consagrado uso, a literatura aponta a possibilidade de 

que ocorra impedimento estérico por parte de substâncias com estruturas químicas 

extensas, muito prováveis em extratos brutos. Essas substâncias acabariam por bloquear 

a reação de inibição do ABTS que ocorreria após o primeiro minuto, sendo desnecessário 

esperar maior período para o ocorrer a reação (TIAN; SCHAICH, 2013).  

Coadunando-se com os dados da literatura, neste trabalho, a leitura da absorbância 

no primeiro minuto ou com 30 minutos não demonstrou diferença significativa. 

Entretanto, foi utilizado o período de 30 minutos para esta análise por ser considerado 

mais usual.  

Pelo método do ABTS, quanto maior os valores de equivalentes de trolox mais 

intensa é a atividade antioxidante (RABELO et al, 2013). Assim, as amostras que 

demonstraram maior atividade antioxidante neste ensaio foram o extrato metanol das 

cascas de B. dichotoma com 551,2μg/mL equivalentes de trolox e CE50 definida em 

2,6μg/mL pelo ensaio do DPPH; a fração 7 do extrato metanol das folhas de I. cordatolata 

que também atingiu 551,2μg/mL equivalentes de trolox e CE50 estabelecida no DPPH em 

0,14 μg/mL.   

O extrato metanol das folhas de E. schomburgkii e o extrato metanol das folhas 

de I. cordatolata apresentaram equivalentes de trolox em 526,7μg/mL e 241,8μg/mL, 

respectivamente. Já no método que emprega o DPPH, as CE50 dessas espécies foram 

determinadas em 2,5μg/mL, para a primeira e 2,3μg/mL para a segunda. Tais achados 

demonstram a elevada capacidade antioxidante dessas amostras, que tiveram seu efeito 

confirmado pelos dois métodos. 

5.3.3 Atividade antioxidante em nível celular 
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Como os resultados foram muito expressivos nos ensaios antioxidantes pelos 

métodos químicos já descritos, foram solicitados ensaios antioxidantes biológicos 

independentes em nível celular. Objetivou-se verificar se esses efeitos antioxidantes 

seriam mantidos na célula viva. 

Uma vez que as amostras promissoras apresentaram grande atividade citotóxica 

em células humanas cancerosas, poderiam não ser antioxidantes, mas somente citotóxicas 

em nível celular. Isso inviabilizaria a produção de um medicamento antitumoral com 

características diferenciadas dos quimioterápicos usuais e seus efeitos indesejavéis. 

Cinco extratos brutos obtidos com metanol foram considerados promissores, haja 

vista a associação das atividades antioxidante e citotóxica dessas amostras nos ensaios 

anteriores. Assim, a mensuração foi balizada utilizando-se a quercetina como controle 

positivo. Neste ensaio, 50µg/mL de quercetina foram capazes de inibir 97% dos radicais 

hidroxilas formados na célula. Na concentração de 5µg/mL ela conseguiu inibir 77% 

desses radicais. Com 0,5µg/mL, a quercetina neutralizou 20% do desses radicais livres e 

na dose de 0,05µg/mL não houve inibição, como mostra a figura 1: 

  

Figura 1: Atividade antioxidante da quercetina contra radicais hidroxilas em nível celular. 
 

 Partindo da potente ação da quercetina como referência, buscou-se avaliar a 

similaridade do efeito das amostras em teste com essa resposta promovida em nível 

celular pela quercetina. Seu desvio padrão foi de 0,4%, 0,6%, 0,9 % para as triplicatas 

ativas e 4,03% para a que não apresentou atividade.  
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O extrato metanol das folhas de Aspidosperma schultesii apresentou inibição de 

48% dos radicais livres formados com a maior concentração testeda, à saber 50µg/mL. 

Na concentração de 5µg/mL apenas conseguiu inibir 29% desses radicais e não 

apresentou nenhuma atividade nas concentrações menores. O desvio padrão das 

triplicatas viáveis para o cálculo ficou determinado em 4,5%.  

Tais achados são muito inferiores aos demonstrados pelo controle positivo 

deixando a espécie em desvantagem para o seguimento deste estudo, uma vez que em 

pequenas concentrações não apresentou capacidade de neutralizar os radicais livres de 

hidroxilas formados pelos macrófagos utilizados neste ensaio. O resultado do 

experimento realizado pode ser visualizado na figura 2:  

 

Figura 2: Atividade antioxidante do extrato metanol das folhas de Aspidosperma schultesii contra 

radicais hidroxilas intracelulares. 
 

 Já o extrato metanol das cascas de Couma guianensis que havia apresentado 

atividade antioxidante expressiva no método químico, não foi capaz de sustentar esse 

efeito em macrófagos humanos. Na maior concentração, este extrato demonstrou inibição 

de somente 27% dos radicais hidroxilas formados pelas células. Por outro lado, não 

apresentou nenhuma atividade nas doses menores, como pode ser constatado ao exame 

da figura 3: 
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Figura 3: Atividade antioxidante do extrato metanol das cascas de Couma guianensis contra o radical 

hidroxila em nível celular. 

 

 Tais achados evidenciam o baixo potencial do extrato metanol das cascas de 

Couma guianensis para ser empregado em sistemas biológicos como antioxidante. Uma 

vez que não manteve sua ação no meio intracelular pelo período transcorrido para efetivar 

a reação, pode-se inferir a neutralização das substâncias presentes nas menores 

concentrações deste extrato.  

Provavelmente, caso houvesse maior tempo de reação, poderia ser constatada a 

neutralização de maior quantidade dessas substâncias com consequente perda desta 

atividade residual observada. 

 O extrato metanol das cascas de Bellucia dichotoma apresentou atividade 

antioxidante na concentração de 50µg/mL capaz de neutralizar 56% dos radicais 

hidroxilas intracelulares. Na dose de 5µg/mL inibiu 30% dos radicais e nas concentrações 

de 0,5µg/mL e 0,05µg/mL não houve nenhuma atividade observada. O desvio padrão foi 

definido em 1% e 4% nas concentrações ativas respectivamente. A figura 4 ilustra os 

resultados obtidos nesta análise: 
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Figura 4: Atividade antioxidante do extrato metanol das cascas de Bellucia dichotoma contra o 

radical hidroxila intracelular. 

 

 Muito embora tenha apresentado elevada atividade citotóxica em células tumorais 

e antioxidante pelos dois métodos químicos anteriores, neste ensaio, o extrato metanol 

das cascas de Bellucia dichotoma foi menos ativo do que a quercetina e não sustentou a 

atividade antioxidante em nível celular. 

 O extrato metanol das cascas de Geissospermum argenteum apresentou excelente 

atividade citotóxica contra células cancerígenas da boca, sendo considerada uma espécie 

promissora. Entretanto, nos ensaios antioxidantes pelos métodos químicos empregados 

neste estudo, sua atividade foi considerada mais discreta. Dessa forma, procedeu-se à 

análise antioxidante em nível celular para constatar se esta espécie teria ou não a 

associação das duas atividades biológicas investigadas.   

 Na concentração de 50µg/mL, o extrato metanol das cascas de Geissospermum 

argenteum atingiu a inibição de 30% dos radicais hidroxilas produzidos pelos 

macrófagos. Com 5µg/mL houve a inibição de apenas 8% dos radicais livres 

intracelulares. Por outro lado, nas concentrações menores não apresentou nenhuma 

inibição, como é demonstrado pela figura 5: 
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Figura 5: Atividade antioxidante do extrato metanol das cascas de Geissospermum argenteum contra 

o radical livre hidroxila intracelular. 
 

 O desvio padrão deste teste ficou estabelecido em 4,9% e 2,7% para a primeira e 

segunda concentração respectivamente. Portanto, ficou demonstrado que o extrato em 

questão realmente não é capaz de desempenhar um efeito antioxidante significativo em 

sistema biológico, haja vista a sua degradação física ou enzimática no macrófago.   

 O extrato metanol das folhas de Inga cordatolata foi a amostra que mais 

apresentou atividade antioxidante pelos métodos químicos utilizados neste estudo. Além 

disso, os resultados dos testes citotóxicos comprovaram a excelente atividade deste 

extrato. Como esta amostra foi capaz de lisar 95% das células cancerígenas CAL-27 e 

também 95% dos fibroblastos saudáveis MRC-5 houve a necessidade de verificar se os 

efeitos antioxidantes seriam preservados em nível celular; se a amostra provocaria a morte 

da célula testada, ou se seria degradada pelo sistema fagocíticomononuclear. 

Após a realização do teste foi confirmado que este material possui atividade 

antioxidante significativa em nível celular. Apesar de apresentar menor resposta contra 

os radicais hidroxilas nas concentrações maiores, conseguiu manter sua atividade quase 

estabilizada numa concentração onde o controle positivo demonstrou apenas 50% da 

atividade da amostra. 

Na concentração de 50µg/mL o extrato metanol das folhas de Inga cordatolata 

demonstrou inibição intracelular de 50% desses radicais. Na dose de 5,0µg/mL ainda foi 

observado 50% de inibição, com desvio padrão de 1,2% e 2,7%. Nestas duas 
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concentrações, apresentou efeito antioxidante inferior à quercetina. Contudo, na dosagem 

de 0,5µg/mL revelou inibição de 41% dos radicais livres em análise, enquanto o controle 

positivo utilizado inibiu apenas 20% desses radicais nessa mesma concentração.  Com 

0,05µg/mL não foi observada atividade antioxidante nem na quercetina e nem na amostra. 

A figura 6 ilustra esses resultados abaixo: 

 

 

Figura 6: Atividade antioxidante do extrato metanol das folhas de Inga cordatolata contra radicais 

hidroxilas intracelulares. 

 Percebeu-se que esta amostra, quando em concentrações de 50µg/mL, 

desempenhou atividade citotóxica mais importante do que o quimioterápico utilizado 

como referencia neste estudo. Por outro lado, foi constatado que em pequenas 

concentrações a amostra possui atividade antioxidante expressiva com efeito sustentado 

superior ao apresentado pelo controle positivo na concentração de 0,5µg/mL. 

Dessa forma, procedeu-se ao rastreamento de citotoxicidade das frações das 

amostras consideradas mais promissoras para detectar se estes efeitos observados residem 

em uma única fração ou se a coexistência multipla das substâncias do extrato metanol 

bruto são necessárias para a constatação das atividades encontradas. Utilizou-se 

inicialmente o teste com Artemia salina para esta finalidade com posterior confirmação 

nas células cancerígenas sempre contrastando com os efeitos produzidos nos fibroblastos 

saudáveis.  

5.4 Triagem de amostras com atividade citotóxica contra células humanas 

 Este ensaio utilizou como controle positivo o antineoplásico doxorrubicina, por 

ser considerado potente e disponível no mercado para tratamento de vários tipos de câncer 
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(SCHELIGA et al, 2011; CAVALLERO et al, 2012). Foram testados quatro linhagens 

celulares, sendo duas cancerosas e duas saudáveis. Inicialmente foram testados 

fibroblastos humanos saudáveis e células de câncer de boca. Posteriormente, as de câncer 

de mama e macrófagos saudáveis. 

5.4.1 citotoxicidade das amostras frente aos fibroblastos humanos saudáveis 

 Existe dupla importância de verificar a capacidade das amostras para produzir a 

morte dos fibroblastos saudáveis. Primeiro, porque as células saudáveis possuem 

metabolismo diferente das cancerosas, entretanto, algumas substâncias anticancerígenas 

acabam por conseguir mata-las trazendo os efeitos adversos da quimioterapia. Segundo, 

porque os tumores sólidos possuem um estroma formado por fibroblastos que os 

circundam dando sustentação ao tumor e dificultando a absorção de substâncias 

antitumorais (ALBERTS et al, 2010).  

Dessa forma, o estroma tumoral constitui-se num importante alvo terapêutico para 

combater os tumores sólidos. Procedeu-se, então, ao ensaio de citotoxicidade das 

amostras na concentração de 50µg/mL em estudo contra os fibroblastos, como pode ser 

observado no quadro 5:  

Quadro 5: Citotoxicidade comparativa do material botânico inicial contra 

fibroblastos humanos saudáveis (MCR-5) e células de câncer de boca (CAL-27). 

N     Amostra testada Morte de 

MRC-5 (%) 

 

Morte  de 

CAL-27 (%) 

 

01 Ampelozizyphus amazonicus (espécime 1) 20,0 0,0 

02 A. amazonicus (espécime 1) 30,0 25,0 

03 A. amazonicus (espécime 2) 60,0 40,0 

04 A. amazonicus (espécime 2) 25,5 40,0 

05 A. amazonicus (espécime 3) 35,0 80,0 

06 A. amazonicus (espécime 3) 20,0 65,0 

07 Aspidosperma marcgravianum (cascas) 30,0 70,0 
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08 A. marcgravianum (folhas) 20,0 80,0 

09 Aspidosperma schultesii (cascas) 50,0 60,0 

10 A. schultesii (folhas) 50,0 80,0 

11 Bellucia dichotoma (extrato 

diclorometano das cascas) 

95,0 88,0 

12 B. dichotoma (extrato hexano das cascas) 10,0 45,0 

13 Bellucia dichotoma (extrato metanol das 

cascas) 

80,0 95,0 

14 Bocageopsis multijuga (extrato 

diclorometano das folhas) 

50,0 20,0 

15 Bocageopsis pleiosperma (extrato 

diclorometano das folhas) 

10,0 70 

16 Colocasia antiquorum (extrato metanol do 

caule - terra firme) 

0,0 0,0 

17 C. antiquorum (extrato metanol das folhas- 

várzea) 

0,0 0,0 

18 C. antiquorum (extrato metanol das folhas- 

terra firme) 

0,0 10,0 

19 Couma guianensis (extrato metanol das 

cascas) 

95,0 95,0 

20 C. guianensis (extrato metanol das folhas) 0,0 0,0 

21 Endlicheria bracteolata (extrato 

diclorometano 1 das folhas) 

0,0 0,0 

22 E. bracteolata (extrato diclorometano 2 

das folhas) 

0,0 0,0 

23 E. bracteolata (extrato hexano das folhas) 0,0 0,0 
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24 E. bracteolata (extrato metanol 1 das 

folhas) 

90,0 85,0 

25 E. bracteolata (extrato metanol 2 das 

folhas) 

80,0 70,0 

26 Enterolobium schomburgkii (extrato 

metanol das folhas) 

40,0 80,0 

27 Geissospermum argenteum (extrato 

metanol das cascas) 

95,0 95,0 

28 G. argenteum (extrato metanol das folhas) 10,0 70,0 

29 Geissospermum urceolatum (extrato 

metanol das cascas) 

0,0 0,0 

30 G. urceolatum (extrato metanol das folhas) 0,0 65,0 

31 Himatantus sucuuba (extrato metanol do 

caule) 

72,0 82,0 

32 H. sucuuba (extrato metanol da raiz) 40,0 60,0 

33 Ingá chrysanta (extrato metanol das 

folhas) 

0,0 60,0 

34 Ingá cordatolata (extrato metanol das 

folhas) 

95,0 95,0 

35 Macrolobium microcalyx (extrato metanol 

das folhas) 

40,0 80,0 

36 Mezilaurus duckei (extrato hexano das 

folhas) 

0,0 0,0 

37 M. duckei (extrato metanol das folhas) 95,0 87,0 

38 Myrciaria cauliflora (extrato 

diclorometano das folhas) 

20,0 70,0 
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39 M. cauliflora (extrato hexano das folhas) 0,0 0,0 

40 M. cauliflora (extrato metanol das folhas) 60,0 86,0 

41 M. cauliflora (óleo das folhas) 35,0 60,0 

42 M. floribunda (óleo das folhas) 10,0 40,0 

43 Theobroma cacao (extrato metanol das 

folhas) 

95,0 85,0 

44 Doxorrubicina  90,0 86,0 

 

Após esta análise, constatou-se que os extratos obtidos com metanol: das cascas 

de Bellucia dichotoma; das folhas de Mezilaurus duckei; das folhas de Myrciaria 

cauliflora; das folhas de Endlicheria bracteolata; das cascas de Geissospermum 

argenteum; das folhas de Inga cordatolata; das cascas de Couma guianensis e das folhas 

de Theobroma cacao possuem maior atividade citotóxica associada com a antioxidante. 

Procedeu-se ao fracionamento destes extratos em coluna de vidro com sephadex para 

verificar se as atividades observadas concentravam-se em uma fração específica ou se a 

coexistência das múltiplas substâncias é determinante para o fenômeno em estudo.  

Os extratos que apresentaram maior atividade antioxidante aliada à atividade 

citotóxica nas células tumorais foram aqueles extraídos com metanol. Procedeu-se ao 

fracionamento destas amostras, conforme a metodologia descrita, para verificar se essas 

atividades ficariam concentradas em uma única fração.  

 As diversas frações obtidas a partir dos extratos promissores passaram então por 

novos ensaios para detectar a atividade citotóxica em Artemia salina e sua capacidade 

antioxidante para neutralizar o radical livre DPPH. Estes ensaios objetivaram detectar as 

frações mais ativas para serem testadas em cultura de células humanas saudáveis e 

tumorais. 

 Os extratos analisados, após o processo de fracionamento cromatográfico com 

Sephadex LH20, não concentrou sua atividade antioxidante em uma fração específica. 

Existe a possibilidade de que haja sinergismo das substâncias presentes no extrato bruto 

para desempenhar a atividade observada anteriormente.  
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Outra hipótese que poderia explicar tal fenômeno se baseia no possível tamanho 

diversificado das moléculas antioxidantes presentes no extrato bruto e que ao passarem 

pelo referido fracionamento tenham se distribuído em pequenas concentrações em todas 

as frações obtidas. Isso motivaria uma pequena atividade em cada uma delas sem ser 

comparável ao efeito da quercetina, sendo consideradas, por esta razão, como não 

antioxidantes. 

Todavia, não se pode descartar outras justificativas para o evento sob análise, haja 

vista a possibilidade da degradação de substâncias hipoteticamente fotossensíveis, 

responsáveis pela atividade observada nestes extratos brutos. Pois, a sua obtenção foi feita 

ao abrigo da luz, enquanto que o fracionamento não o foi. Também pode ter havido a 

remota possibilidade da interação das substâncias antioxidantes com a fase fixa da coluna 

cromatográfica impedindo a sua saída e concentração eu uma das frações obtidas ao final 

do processo. 

  A espécie Inga cordatolata também foi considerada promissora nos ensaios 

anteriores e passou pelo mesmo processo de fracionamento com Sefadex LH20. Foi 

observado que algumas frações apresentaram atividade antioxidante muito expressiva.  

5.4.2 Citotoxicidade das frações em cultura de células humanas de câncer de mama 

(MCF-7).   

As frações das espécies Bellucia dichotoma, Geissospermum argenteum e Inga 

cordatolata foram testadas na concentração de 25µg/mL em placas de 96 poços contendo 

104 células/poço. Nas frações de Bellucia dichotoma foi observada uma grande limitação 

quanto à diluição, haja vista a persistência de resíduos precipitados mesmo após a 

tentativa de diluir com solventes, tais como: água, acetona, etanol, metanol, 

diclorometano, aetato de etila, hexano e DMSO. Talvez, esta limitação tenha influenciado 

nos resultados de baixa citotoxicidade observada.  

Entretanto, os extratos das outras duas espécies não tiveram esta limitação e 

também não demonstraram nenhum efeito sobre as células cancerosas da mama. A 

doxorrubicina, empregada como controle positivo foi a única substância presente no 

ensaio que conseguiu induzir a mortalidade celular na placa. Foi observado 62% de 

células mortas, bem abaixo dos 86% apresentados nas células inicialmente utilizadas 

neste trabalho.  
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Este fenômeno demonstra a importância do metabolismo diferenciado das células 

e seus intrigados mecanismos de sobrevivência que influenciam na resistência tumoral, 

bem como na maior gravidade da doença em alguns casos de câncer (ALBERTS et al, 

2010). Pois, mesmo a espécie Inga cordatolata, considerada mais promissora nos ensaios 

químicos e biológicos realizados, não demonstrou efeito sobre as células de câncer de 

mama.  

Todavia, os efeitos constatados para essa espécie demontram seu potencial para a 

sua possível aplicação em outros tipos de câncer. Assim, houve a necessidade de testá-la, 

inicialmente, sobre um tipo de célula de defesa humana para vislumbrar o impacto que 

causaria sobre o sistema imune. 

5.4.3 Citotoxicidade do extrato metanol das folhas da espécie Inga cordatolata sobre 

células do sistema fagociticomononuclear.   

O sistema imune humano consiste de dois mecanismos de resposta imunológica. 

Uma é chamada de resposta inata e a outra, de adaptativa, além do sistema complemento. 

A resposta inata é celular, enquanto a adaptativa é humoral, envolvendo a participação de 

anticorpos e os mecanismos de expansão clonal para a resposta imune tardia (PAHAM, 

2010). 

 O macrófago é a primeira célula de defesa humana que tenta destruir o antígeno 

através de mecanismos conhecidos como fagocitose e pinocitose. O primeiro se refere à 

internalização de partículas agressivas ou que não sejam próprias do organismo, o 

segundo, quando se trata de líquidos considerados lesivos à estrutura orgânica (DELVES; 

ROITT, 2010). 

Nos dois casos, o macrófago engloba o antígeno e tenta destruí-lo com suas 

enzimas digestivas ou através da explosão respiratória com a formação de radicais livres 

para a destruição do invasor. Quando não consegue elimina-lo, externaliza em sua 

membrana plasmática uma pequena porção do agressor realizando a apresentação deste 

epítopo para que os linfócitos T CD4+ identifiquem a invasão (PAHAM, 2010). 

Feito isso, este linfócito ativa os linfócitos B através da apresentação do epítopo a 

eles, que se diferenciam em plasmócitos e passam a fabricar e a liberar anticorpos que 

combatem especificamente aquele invasor num processo chamado de opsonização 

(ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012). 
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Contido pelos anticorpos, o antígeno, então, sofre a ação de enzimas tóxicas que 

os linfócitos citotóxicos laçam sobre ele para a sua destruição. Neste processo, ocorre a 

liberação de interleucinas, linfocinas e interferons, que culminam por ativar o sistema 

complemento que são proteínas que se agrupam para destruir as ligações químicas na 

estrutura externa do invasor resultando na sua degradação (PAHAM, 2010). 

Portanto, o macrófago é uma importante célula de defesa capaz de dar origem a 

inúmeras respostas imunes do sistema inato e adaptativo. Por esta razão, este estudo 

privilegiou a sua utilização para rastrear os impactos que poderiam ser causados no 

sistema imune pela exposição à amostra. Pois, o seu poder citotóxico demonstrou-se 

expressivo em outras células testadas. Logo, esperava-se que a amostra fosse capaz de 

induzir a morte dos macrófagos, o que poderia comprometer a sua utilização terapêutica 

em sistemas biológicos.  

Entretanto, foi constatado que a amostra não induziu morte celular sobre essas 

células. O controle negativo constituiu-se de cultura celular sem adição da amostra, na 

qual não foi constatada mortalidade. À medida que foi sendo adicionada concentrações 

crescentes da amostra sobre o cultivo teste, constatou-se, ao contrário de morte celular, o 

crescimento dessas células até atingir a dose de 50μg/mL.  

Por outro lado, a cultura celular que recebeu a amostra na concentração de 

100μg/mL demonstrou uma leve inibição proliferativa, sem, contudo, ser citotóxica. Este 

fenômeno reforça a hipótese de que em baixas concentrações o espécime em estudo 

apresenta capacidade antioxidante e à medida que a concentração se eleva inicia-se o seu 

efeito tóxico sobre as células. O efeito tóxico do extrato metanol das folhas de Inga 

cordatolata sobre os macrófagos pode ser observado na figura 7:  
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Figura 7: Efeito citotóxico do extrato metanol das folhas de Inga cordatolata contra macrófagos. 

 Estes achados demonstram que o extrato metanol das folhas da espécie Inga 

cordatolata possui uma considerável atividade antioxidante em nível celular e, 

teoricamente, não seria capaz de interferir de forma negativa sobre a resposta imune por 

não causar a morte dos macrófagos. 

Acredita-se que se os efeitos observados neste estudo forem mantidos in vivo, 

haverá citotoxicidade seletiva para as células tumorais e uma ação antioxidante 

preventiva e reparadoura nos tecidos normais, impedindo a formação de novos tumores. 

Pois, as fenestrações dos vasos sanguíneos dos tecidos saudáveis possuem de 5 a 10nm 

de tamanho, enquanto os tecidos tumorais apresentam esses orifícios com até 780nm. 

Além disso, a drenagem linfática tumoral é deficiente e permite a acumulação de drogas 

até chegar a um nível tóxico para as células tumorais (MALLAPPA; KESARLA; 

BANAKAR, 2015). Isso permitiria a entrada de uma pequena quantidade das substâncias 

deste extrato para os tecidos normais e seria desenvolvido, neste ambiente, a ação 

antioxidante observada nos ensaios anteriores.  

Por outro lado, as fenestrações aberrantes dos tecidos tumorais permitiriam a 

entrada de grandes quantidades dessas substâncias no tumor. Como a drenagem linfática 

desse tecido é quase inexistente, acredita-se que poderá haver o acúmulo dessas 

substâncias até atingirem um nível tóxico para essas células, sem agredir ao sistema 

imune. Isso resultaria numa elevada ação terapêutica anticâncer sem efeitos colaterais, 

fenômeno este, aqui denominado hipótese da mínima dose. 
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5.5 Análise química dos extratos promissores 

 Dentre todas as espécies estudadas, três foram consideradas mais promissoras. A 

análise desse material mostrou a ocorrência diversificada de substâncias detectadas por 

HPLC. O extrato metanol das folhas da espécie Theobroma cacao apresentou 19 picos 

com diferentes tempo de retenção como pode ser constatado pelo cromatograma 

exemplificado na figura 8: 

 

Figura 8: Cromatograma do extrato metanol das folhas de Theobroma cacao obtido por análise em 

equipamento HPLC.  
 

 Embora esta espécie tenha apresentado uma diversidade química interessante, sua 

atividade não foi considerada expressiva para a finalidade deste estudo. Porém, como 

contribuição para nortear outros estudos com este material transcreve-se o tempo de 

retenção observado em cada pico identificado conforme a tabela 10:  

Tabela 10: Descrição do tempo de retenção e área das substâncias encontradas no 

extrato metanol das folhas de Theobroma cacao. 

Pico  Tempo de Retenção 

  

Área 

Pico 1 1,191 12504 

Pico 2 6,052 126881 

Pico 3 6,458 15725 

Pico 4 6,544 5659 

Pico 5 6,680 5664 

Pico 6 6,848 5222 

Pico 7 6,976 5171 

Pico 8 7,028 7183 
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Pico 9 7,201 26135 

Pico 10 7,280 7316 

Pico 11 7,408 7209 

Pico 12 7,580 10419 

Pico 13 7,712 48628 

Pico 14 7,839 36624 

Pico 15 7,968 10603 

Pico 16 8,180 15644 

Pico 17 10,176 2327 

Pico 18 11,931 1668 

Pico 19 14,182 36078 

Total - 386660 

 

 Como pode ser constatado na tabela acima, a substância majoritária no extrato 

metanol das folhas de Theobroma cacao é aquela relativa ao pico 2, com área de 126881 

e tempo de retenção de 6,052 minutos. Este substância representa 32,8% do total 

detectado neste extrato. Entretanto, esta amostra não foi considerada uma das mais 

relevantes para este estudo, motivando a priorização de outras espécies mais ativas. 

 A espécie Couma guianensis, apesar dos efeitos importantes observados nos 

ensaios, também não foi importante para a continuidade do estudo por não apresentar 

associação das atividades citotóxica e antioxidante de forma significativa. Sua análise no 

HPLC evidenciou a existência de 12 substâncias no extrato metanol de suas cascas, como 

demonstra a figura 9:   

 
Figura 9: Cromatograma do extrato metanol das cascas de Couma guianensis obtido por análise em 

equipamento HPLC.  
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Muito embora haja a possibilidade de serem encontrados mais componentes 

químicos neste extrato por outros métodos, as substâncias que foram detectadas neste 

trabalho são apontadas pelos diferentes tempos de retenção de seus picos conforme revela 

a tabela 11:  

Tabala 11: Descrição do tempo de retenção e área das substâncias detectadas por 

análise de HPLC fast do extrato metanol das cascas de Couma guianensis. 

Pico  Tempo de Retenção 

  

Área 

Pico 1 1,176 15421 

Pico 2 6,900 126462 

Pico 3 7,152 14719 

Pico 4 7,498 7042 

Pico 5 7,819 7670 

Pico 6 7,904 42114 

Pico 7 8,179 9498 

Pico 8 12,105 5861 

Pico 9 12,256 19313 

Pico 10 12,350 14439 

Pico 11 12,621 5650 

Pico 12 13,164 8515 

Total - 276703 

 

 A substância relativa ao pico 2 na análise do extrato metanol das cascas de Couma 

guianensis mostrou-se mais abundante com área definida em 126462 e seu tempo de 

retenção em 6,9 minutos. Representa 45,7% do total das substâncias da amostra. Todavia 

a espécie foi retirada do estudo, haja vista não apresentar os requisitos necessários para o 

alcance dos objetivos propostos.   

Ainda no grupo das espécies que apresentaram boa atividade, sem contudo ser 

considerada importante para os fins deste trabalho, pode-se classificar o extrato metanol 

das folhas de Mezillaurus duckei. Foram identificados 17 picos neste extrato bruto que 

correspondem às espécies detectadas por esta análise. Para contribuir com futuros 

estudos, seus picos de retenção estão expressos no cromatograma da figura 10: 
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Figura 10: Cromatograma do extrato metanol das folhas de Mezillaurus duckei obtido por análise em 

equipamento HPLC.  

 

 Resumidamente, são apresentadas a sequência desses picos, bem como seus 

respectivos tempo de retenção e área relativa a cada um na tabela 12: 

Tabala 12: Descrição do tempo de retenção e área das substâncias detectadas por 

análise de HPLC fast do extrato metanol das folhas de Mezilaurus duckei. 

 

Pico  Tempo de Retenção 

  

Área 

Pico 1 1,199 11496 

Pico 2 5,487 146494 

Pico 3 6,172 4998 

Pico 4 6,390 3784 

Pico 5 6,509 3385 

Pico 6 6,665 28516 

Pico 7 6,878 43616 

Pico 8 7,004 10307 

Pico 9 7,237 10052 

Pico 10 7,381 9378 

Pico 11 7,589 4914 

Pico 12 8,218 5489 

Pico 13 9,992 16628 

Pico 14 10,177 10118 

Pico 15 10,280 5199 
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Pico 16 10,348 2075 

Pico 17 13,648 33464 

Total - 349914 

 

 O pico 2 corresponde à substância majoritária do extrato metanol das folhas de 

Mezilaurus duckei, representando 41,8% do quantitativo total das substâncias presentes 

neste material botânico analisado. Contudo, não sendo considerada essencial para este 

trabalho, esta amostra também foi eliminada para privilegiar as que apresentaram 

associação significativa da citotoxicidade com a atividade antioxidante. 

 Apenas 11 picos foram detectados pela análise do extrato metanol das cascas de 

Bellucia dichotoma. Talvez este fato se deva não à inexistência de outras substâncias 

componentes deste extrato. Existe a possibilidade de que o tratamento prévio para a 

análise tenha retido parte dessas substâncias. Seguindo este raciocínio, pode-se afirmar 

que as limitações referentes à diluição do referido extrato certamente contribuíram para 

essa pequena detecção de substâncias presentes neste material. O cromatograma obtido 

nesta análise pode ser observado na figura 11: 

 

Figura 11: Cromatograma do extrato metanol das cascas de Bellucia dichotoma obtido por análise 

em equipamento HPLC.  

 

 O pico mais representativo foi o primeiro a ser detectado. O tempo de retenção e 

a área de cada pico apontado nesta análise podem ser observados conforme relaciona a 

tabela 13: 
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Tabala 13: Descrição do tempo de retenção e área das substâncias detectadas por 

análise de HPLC fast do extrato metanol das cascas de Bellucia dichotoma. 

Pico  Tempo de Retenção 

  

Área 

Pico 1 1,005 29319 

Pico 2 1,260 5805 

Pico 3 1,532 3693 

Pico 4 1,611 2950 

Pico 5 1,968 2736 

Pico 6 4,828 2525 

Pico 7 11,054 6332 

Pico 8 12,173 2098 

Pico 9 12,386 4958 

Pico 10 12,637 3143 

Pico 11 13,376 5278 

Total - 68836 

 

 A substância majoritária do extrato metanol das cascas de Bellucia dichotoma 

representa 42,5% de todas encontradas nessa amostra. Sua área ficou determinada em 

29319 e o tempo de tetenção observado foi de 1,005 minutos correspondendo ao pico 1. 

 Já a espécie Geissospermum argenteum apresentou sete picos correspondente às 

substâncias encontradas no extrato metanol de suas cascas. Todavia, ressalta-se 

novamente a possibilidade de que haja maior diversidade de substâncias no extrato que 

podem ter sido eliminadas no processo de preparo para a injeção da amostra no 

equipamento de HPLC.  

Verificou-se também que essas substâncias possuem grande área total e que o pico 

1 sozinho representa quase a metade das substâncias presentes no extrato. O seu tempo 

de retenção foi de 0,782 minutos e sua área ficou determinada em 1452974. O 

cromatograma obtido nesta análise pode ser observado na figura 12:   
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Figura 12: Cromatograma do extrato metanol das cascas de Geissospermum argenteum  obtido por 

análise em equipamento HPLC.  

 

 Esta espécie foi considerada promissora quanto à sua citotoxicidade celular. Já na 

atividade antioxidante não apresentou efeito muito significativo. Os picos detectados 

nesta amostra estão relacionados na tabela 14 com seus respectivos tempo de retenção: 

Tabala 14: Descrição do tempo de retenção e área das substâncias detectadas por 

análise de HPLC fast do extrato metanol das cascas de Geissospermum argenteum. 

Pico  Tempo de Retenção 

  

Área 

Pico 1 0,782 1452974 

Pico 2 0,915 543484 

Pico 3 1,139 379867 

Pico 4 8,648 573946 

Pico 5 9,777 7620 

Pico 6 9,909 18312 

Pico 7 13,789 41999 

Total - 3018204 

 

 Por outro lado, o extrato metanol das folhas de Inga cordatolata apresentou 

importante atividade citotóxica e antioxidante. Esta última, através de métodos químicos 

e biológicos em nível celular. Foram detectados nove picos correspondentes às 

substâncias presentes neste extrato, conforme pode ser observado na figura 13: 
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Figura 13: Cromatograma do extrato metanol das folhas de Inga cordatolata obtido por análise em 

equipamento HPLC.  

 

 Os picos encontrados nesta análise revelam que o extrato é composto 

predominantemente pela substância do pico 3, que saiu com tempo de retenção de 14,94 

minutos. Essa afirmação se baseia no fato de sua área corresponder a 1359754 enquanto 

os demais picos possuem área menor, como pode ser observado na tabela 15: 

Tabala 15: Descrição do tempo de retenção e área das substâncias detectadas por 

análise de HPLC fast do extrato metanol das cascas de Inga cordatolata. 

Pico  Tempo de Retenção 

  

Área 

Pico 1 1,775 56079 

Pico 2 2,594 18904 

Pico 3 14,949 1359754 

Pico 4 15,518 7412 

Pico 5 15,670 8858 

Pico 6 15,776 2732 

Pico 7 15,865 3908 

Pico 8 16,126 16234 

Pico 9 16,161 24307 

Total - 1498187 
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 O pico 1 apresenta tempo de retenção indicativo de que a substância em questão 

seja a quercetina, uma vez que ela também apresentou esta retenção sob as mesmas 

condições. Isso pode ser constatado pela análise da figura 14:  

 
Figura 14: Cromatograma da substância padrão quercetina obtido por análise em equipamento 

HPLC.  

 

Tais evidências coadunam com os dados da literatura sobre o gênero Inga, pois já 

foram identificadas neste gênero substâncias fenólicas como ácido gálico, catequina, 

epicatequina e o flavonoide quercetina (DIAS; SOUSA; ROGEZ, 2010). A elevada 

atividade antioxidante encontrada no gênero é justificada pela presença dessas 

substâncias, reconhecidamente antioxidantes (SILVA, 2012).  

 Além de ter apresentado excelente efeito antioxidante e citotóxico, o extrato 

metanol das folhas de Inga cordatolata, apresenta características químicas que permitem 

supor que pelo menos uma das substâncias, possivelmente responsáveis por estas 

atividades seja a quercetina.   

Pois, os flavonoides, como a quercetina, são eficientes antioxidantes pela sua 

capacidade em sequestrar radicais livres. Este efeito é direcionado sobre o radical 

hidroxila e anion superóxido, espécies altamente reativas envolvidas na peroxidação 

lipídica. Os múltiplos grupos hidroxilas presentes na quercetina, como pode ser 

observado na figura 15, também podem atuar como pró-oxidantes e pró-apoptoticos, 

induzindo efeitos citotóxicos diferenciados em cada tecido.  
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Figura 15: Estrutura química do flavonoide quercetina.  

Portanto, a quercetina pode promover riscos oxidativos em alguns tecidos e os 

benefícios antioxidantes em outros (VERMELHO et al, 2014). Como em todos os ensaios 

realizados neste estudo houve uma comprovação contundente das atividades citotóxica e 

antioxidante, bem como o indicativo da presença dessa substância obtido na análise de 

HPLC, sugere-se que a quercetina seja uma das substâncias promotoras destes efeitos.  

Por outro lado, as análises realizadas no CG-MS basearam-se na extração de uma 

fração diclorometano a partir do extrato metanol ativo. Entretanto, não detectaram a 

presença de possíveis subtâncias de polaridade intermediária, reforçando a hipótese de 

constituintes de elevada polaridade do extrato ativo. 

Devido aos resultados promissores obtidos nos ensaios antioxidantes e citotóxicos 

o extrato metanol das folhas de Inga cordatolata foi analisado por cromatografia líquida 

de ultra eficiência acoplada com detector de arranjos de diodo e espectrômetro de massas 

(CLUE/DAD/EM). Nesta análise, apresentou características de um extrato complexo com 

31 picos detectados e características de substâncias fenólicas ou flavonoides (FINGOLO; 

SOARES; KAPLAN, 2010). O cromatograma monitorado a 270 nm e os espectros na região 

do ultravioleta dos sinais de 4 a 10 indicaram a presença de substâncias fenólicas (figura 

16). Esses constituintes foram caracterizados devido à banda de absorção característica 

do núcleo aromático em 280 nm. O sinal 4 apresentou espectro na região do ultravioleta 

característico de substância da classe química dos flavonoides. 
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Figura 16: Cromatograma de CLAE/DAD em 270 nm e os respectivos espectros UV de cada sinal 

 

No cromatograma obtido por espectrometria de massa (figura 17) o espectro de 

massas associado ao sinal 4 (espectro 9) pôde ser associado a um flavonoide descrito na 

literatura devido aos dados de massa de alta resolução (ROSSO et al, 2015). O valor 

massa/carga (m/z) de 477.1035 (M-H) observado relacionado à fórmula molecular 

C22H21O12 foi semelhante ao flavonoide isorhamnetina 3-O-glucosideo (m/z calculado 

477.1038). Estudos mostraram que esse flavonoide tem atividade imunoestimulante e que 

ele pode ser responsável pelo uso popular de Urtica dioica como anticancer (AKBAY et 

al, 2003). 
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Figura 17: Cromatogramas de massas e UV com os respectivos espectros de cada sinal 

Os resultados apresentados nas análises por CLUE/DAD/EM são promissores e 

provavelmente poderão ser associados às atividades biológicas realizadas nesse trabalho 

após o isolamento dos constituintes dos extratos. A figura 18 ilustra a estrutura química 

do isorhamnetina 3-O-glucosideo: 

 

 

Figura 18: Estrutura química do flavonoide isorhamnetina 3-O-glucosideo. 

 

Por outro lado, a análise dos óleos essenciais das espécies Myrciaria floribunda e 

Myrciaria cauliflora, demonstrou um perfil químico complexo com a identificação de 

substâncias antimicrobianas, antinflamatórias e inseticida, presentes em outras espécies 

do gênero (SCHNEIDER et al, 2008) e que justificam a atividade constatada contra 

Artemia salina neste estudo. A figura 19 apresenta o cromatograma de Myrciaria 

floribunda obtido em CG-MS: 
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Figura 19: Cromatograma do óleo essencial de Myrciaria floribunda analisado em CG-MS. 

A substância majoritária identificada foi o 1,8-cineol representando 14 % da 

constituição química deste material e o α-pineno representou 13,2% da sua constituição 

química. O óleo essencial de Myrciaria cauliflora apresentou menor complexidade 

quando comparado ao óleo essencial de Myrciaria floribunda. O cromatograma obtido 

pela análise em CG-MS pode ser observado na figura 20:  

 

Figura 20: Cromatograma do óleo essencial de Myrciaria cauliflora analisado em CG-MS. 

O perfil químico desta amostra contém variadas formas de germacreno, o que 

justifica sua ação contra o microrganismo teste neste estudo (SANTOS; BRAZ-FILHO; 

CASTRO, 2015), como mostra a tabela 16: 

Tabela 16: Substâncias majoritárias do óleo essencial de Myrciaria cauliflora 

identificadas por análise em CG-MS: 

Tempo de retenção Área % área Substância 

24.247 3015832 16.78 Germacreno B (CAS) 

22.703 2296855 12.78 Biciclogermacreno 

22.293 1995911 11.11 Germacreno-D 
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6 CONCLUSÃO 

 A presente dissertação partiu de um total de 43 amostras botânicas, envolvendo 

21 espécies vegetais da Amazônia distribuídas entre as famílias: Annonaceae; 

Apocynaceae; Astraceae; Fabaceae; Lauraceae; Malvaceae; Melastomaceae e Myrtaceae. 

As mais ativas foram Geissospermum argenteum, da família Apocynaceae; Bellucia 

dichotoma da família Melastomaceae e Inga cordatolata pertencente à família Fabaceae, 

a qual revelou atividades citotóxica e antioxidante mais pronunciadas. 

Foi demonstrada a relação entre mortalidade de Artemia salina com citotoxicidade 

em células de câncer de boca e atividade antioxidante por método químico e biológico 

para o extrato metanol das folhas da espécie Inga cordatolata. Na maioria dos ensaios, 

essa espécie demonstrou atividade superior ao controle positivo utilizado, à excessão da 

citotoxicidade em células MCF-7, para as quais se mostrou inócua, bem como suas 

frações. Existe a possibilidade de que a substância responsável pela atividade citotóxica 

tenha se perdido durante o fracionamento ou que tenha se eluido em concentrações muito 

pequenas pelas frações reduzindo seu poder citotóxico. Contudo, o seu efeito antioxidante 

foi preservado. 

Os achados obtidos neste estudo permitem inferir que o extrato metanol das folhas 

de Inga cordatolata detém, de forma associada, as propriedades biológicas investigadas 

por este trabalho. Vale ressaltar que os extratos utilizados são constituídos de várias 

substâncias e que o poder citotóxico da substância ativa pode apresentar-se muito superior 

do que ora observado, uma vez que a doxorrubicina é uma substância pura e por essa 

razão sua concentração é superior quando comparada com a do extrato bruto. Dentre todas 

as amostras analisadas, Inga cordatolata apresenta maiores probabilidades de vir a se 

tornar uma fonte de medicamentos antineoplásicos.  

Portanto, baseado nas análises químicas, biológicas e nos dados da literatura 

disponível, sugere-se que as substâncias responsáveis pelos efeitos observados sejam os 

flavonoides isorhamnetina 3-O-glucosideo e a quercetina. De forma especial, acredita-se 

que seja apropriada a elaboração de nanocápsulas para testes in vivo com a finalidade de 

constatar se haveria distribuição seletiva do princípio ativo entre os tecidos normais e 

cancerosos, e se a atividade desta amostra seria, de fato, diferenciada em antioxidante nos 

tecidos normais e citotóxica nos tecidos cancerígenos, pela diferença de tamanho da porta 

de entrada nestes tecidos.  
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