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RESUMO 

 

ISHIKAWA, T. Estudo fitoquímico e biológico do cambucá - Plinia edulis (Vell.) 

Sobral – Myrtaceae. 2008. 203 p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 

 

Plinia edulis (Myrtaceae), espécie arbórea popularmente conhecida como cambucá, 

é nativa da Mata Atlântica brasileira. Apesar do emprego na medicina tradicional em 

diversas moléstias, incluindo distúrbios gástricos, não existem estudos relacionando 

as atividades biológicas e os constituintes químicos da espécie. Esta tese relata a 

avaliação da gastroproteção, da atividade antioxidante, da citotoxicidade e da 

mutagenicidade do extrato etanol/água de folhas de P. edulis e das frações. Com o 

objetivo de correlacionar os metabólitos secundários com a eficácia da droga vegetal 

na medicina tradicional, o extrato foi submetido à partição e posterior fracionamento 

cromatográfico. O extrato apresentou atividade gastroprotetora significativa em 

modelo de indução de úlceras por etanol acidificado em ratos em doses de 100, 200 

e 400 mg/kg via oral, sendo mais ativo que o fármaco de referência lansoprazol. 

Entre as frações, a hexânica (100 mg/kg p.o.) foi a mais eficaz, mas apresentou 

menor atividade do que o extrato bruto. A gastroproteção do ácido ursólico também 

foi avaliada, mas embora outros triterpenos sejam conhecidos como 

gastroprotetores, o ácido ursólico (50 mg/kg p.o.) reduziu a área lesionada, mas não 

apresentou atividade significativa no modelo empregado. O extrato não evidenciou 

mutagenicidade na concentração de 20 mg/placa no Ensaio de Ames e apresentou 

atividade antioxidante pronunciada, com CE50 de 5,75 g/mL no ensaio com DPPH e 

valor de ORAC de 3.948 mol de Trolox/g de extrato. O extrato e as frações foram 

avaliados quanto à citotoxicidade em linhagens de células tumorais humanas de 

UACC62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI 460 (pulmão), OVCAR03 (ovário), PC-03 

(próstata), HT-29 (cólon), 786-0 (rins), NCI-ADR (mama com fenótipo de resistência 

a múltiplos fármacos) e linhagem de células normais de ovário de hamster chinês 

(CHO) in vitro. O extrato e as frações apresentaram citotoxicidade seletiva dose-

dependente em células cancerígenas e atividade proliferativa em células normais. A 

partir das frações de hexano e acetato de etila foram identificados -amirina, lupeol, 

-sitosterol, ácido oleanólico, ácido ursólico, ácido maslínico, ácido corosólico, galato 



 

de etila, ácido gálico, quercitrina, miricitrina e quercetina por meio de análises 

espectrométricas. Estes resultados dão suporte à utilização popular desta espécie e 

estão provavelmente associados à presença dos flavonóides e triterpenos 

identificados no extrato. 

 

Palavras-chave: Plinia edulis. antiúlcera. citotoxicidade. triterpenos. flavonóides. 



 

ABSTRACT 

 

ISHIKAWA, T. Phytochemical and Biological Studies of “cambucá” - Plinia edulis 

(Vell.) Sobral – Myrtaceae. 2008. 203 p. Thesis (Doctoral) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 

 

Plinia edulis (Myrtaceae), an arboreous species popularly known as “cambucá”, is 

native in Brazilian Atlantic Rain Forest. Despite its traditional uses in many diseases, 

which include gastric disorders, no reports are available on the relationship between 

the biological activities of its extract and its chemical constituents. This thesis reports 

the evaluations of the the aqueous ethanol extract of leaves of P. edulis and its 

fractions on gastroprotective effect, antioxidant capacity, cytotoxicity and 

mutagenicity of. In order to correlate the secondary metabolites and the efficacy of 

the crude drug in traditional medicine, the extract was submitted to solvent partition 

followed by chromatographic fractionation. The extract exhibited significant 

gastroprotective effect on HCl/ethanol-induced ulcers in rats at doses of 100, 200 

and 400 mg/kg p.o., even more active than the reference drug lansoprazole. Among 

the fractions, the hexane fraction (100 mg/kg p.o.) was the most effective, but 

showed lower activity than the crude extract. In addition, the gastroprotective effect of 

ursolic acid was evaluated. Although others triterpenes are well known as 

gastroprotective agents, ursolic acid (50 mg/kg p.o.) reduced the lesion area, but did 

not show significant activity on this model. The extract did not show mutagenicity at 

the concentration of 20 mg/plate in the Ames test and exhibited high antioxidant 

activity, with EC50 of 5.75 g/mL on the DPPH assay and ORAC value of 3948 mol 

Trolox/g of extract. The extract and its fractions were evaluated for cytotoxic activity 

against human tumour cell lines as UACC62 (melanoma), MCF-7 (breast), NCI 460 

(lung, non-small cells), OVCAR03 (ovarian), PC-03 (prostate), HT-29 (colon), 786-0 

(renal), NCI-ADR (breast expressing phenotype multiple drugs resistance) and CHO 

(Chinese Hamster Ovary) normal cell line in vitro. The extract and its fractions 

showed selectively dose-dependent cytotoxicity against cancer cells and proliferative 

activity in normal cells. The hexane and ethyl acetate fractions yielded -amyrin, 

lupeol, -sitosterol, oleanolic acid, ursolic acid, maslinic acid, corosolic acid, ethyl 

gallate, gallic acid, quercitrin, myricitrin and quercetin, which were identified based on 



 

spectrometric analyses. These results provide scientific support to the traditional use 

of this species, which are probably associated with the flavonoids and triterpenoids 

identified in the extract. 

 

Keywords: Plinia edulis. antiulcer. cytotoxicity. triterpenoids. flavonoids. 
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É melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a vida passar. 

É melhor tentar, mesmo em vão, que sentar-se fazendo nada até o final. 

Eu prefiro na chuva caminhar, que em dias tristes em casa me esconder. 

Prefiro ser feliz, embora louco, que em conformidade viver. 

 

Martin Luther King 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A utilização de plantas na cura de enfermidades é provavelmente tão 

antiga quanto à própria humanidade (LIPP, 2002). Até o início do século XX, 

aproximadamente 80% dos medicamentos eram de origem vegetal e até os dias de 

hoje a flora apresenta-se potencialmente importante como fonte para a obtenção de 

substâncias biologicamente ativas e de moléculas protótipo para a síntese de um 

grande número de fármacos (MC CHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).  

A recente implementação da fitoterapia no sistema de saúde do país 

destaca a importância desta ferramenta na complementação dos tratamentos 

existentes, tendo em vista a grande disposição da população brasileira em utilizar 

produtos medicinais de origem vegetal (DI STASI, 2007). 

No entanto, o insuficiente investimento financeiro em ciência e tecnologia 

e uma legislação que, ao invés de favorecer estudos na área, ajuda a inibir a 

atividade de pesquisadores, contribuem para o volume reduzido de pesquisas 

envolvendo plantas medicinais da flora nacional (PIVETTA, 2006; SIMÕES; 

SCHENKEL, 2002). 

Considerando-se o Brasil como representante de uma das maiores 

diversidades vegetais do mundo, com elevado número de espécies endêmicas 

(TONHASCA Jr., 2005), é um contra-senso a estimativa de que apenas 10% das 

espécies brasileiras empregadas na medicina tradicional foram estudadas do ponto 

de vista químico-farmacológico (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).  

A perda crescente de informações sobre espécies nativas, causada pela 

progressiva destruição, tanto dos vegetais como da própria cultura tradicional, 



Introdução 4 

agrava ainda mais a escassez de estudos na área de plantas medicinais (ALMEIDA, 

2003). 

Restam hoje menos de 10% de remanescentes da Mata Atlântica 

brasileira e este número continua a diminuir (Figuras 1 e 2) (WUETHRICH, 2007). 

Os índices alarmantes de desmatamento, a megadiversidade e a alta taxa de 

endemismo tornaram este conjunto de ecossistemas uma prioridade de conservação 

mundial (MYERS et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Domínio da Mata Atlântica conforme Decreto 750/93: área original e 
situação atual. Imagem: SOS Mata Atlântica (2008). 
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Do ponto de vista econômico, o mercado de fitoterápicos mundial em 2001 

movimentou cerca de 19,6 bilhões de dólares, dos quais aproximadamente 12% (2,3 

bilhões de dólares) foram arrecadados somente pelo Japão e apenas 3% foram 

obtidos por todos os países da América do Sul (figura 3) (FUNARI; FERRO, 2005). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Venda mundial de fitoterápicos em 2001. Valores expressos em bilhões de 
dólares (adaptado de Funari e Ferro, 2005). 

 

A ausência de políticas públicas para produção de medicamentos 

fitoterápicos e a quase inexistência de instrumentos para a interação entre 

universidades e indústrias farmacêuticas nacionais podem ser explicações possíveis 

para a deficiência na obtenção de divisas com a venda destes produtos no Brasil 

(SIMÕES; SCHENKEL, 2002). 

A espécie selecionada para o desenvolvimento deste trabalho, Plinia 

edulis, é nativa e endêmica da mata atlântica brasileira, com ocorrência do Rio de 

Janeiro até o Rio Grande do Sul (LORENZI et al., 2006). É considerada vulnerável à 

extinção (INSTITUTO DE BOTÂNICA, 2008) e conhecida popularmente como 

cambucá, cambucá verdadeiro e cambucazeiro (LORENZI, 1992; CORRÊA, 1926). 

A palavra cambucá é de origem tupi-guarani (DICIONÁRIO BRASILEIRO, 

1976; BUENO, 1968). Sua etimologia representa a união de ka’a (árvore, erva, mata) 

e puka (abrir-se), fazendo referência aos frutos que se partem quando maduros 

(BUENO, 1968; BOUDIN, 1966). 

Venda Mundial de Fitoterápicos em 2001 

América do Sul

US$ bi 0,6

América do Norte

US$ bi 3,9

Ásia

US$ bi 7,4

Europa

US$ bi 6,9

Demais países

US$ bi 0,8
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Eugenia edulis Vellozo (INDEX KEWENSIS, 1995; LORENZI, 1992; 

SOBRAL, 1985), Marlierea edulis Niedenzu (SOBRAL, 1985), Myrciaria edulis 

(Vellozo) Skeels (SOBRAL, 1985), Myrciaria plicato-costata Berg. (LORENZI, 1992) 

e Rubachia glomerata Berg. (SOBRAL, 1985) constam como sinônimos científicos. 

P. edulis apresenta de 5 a 10 metros de altura, tronco curto, copa densa e 

piramidal, sendo conveniente para o paisagismo, embora seu crescimento seja lento 

(figura 4). Pode ainda ser empregada em reflorestamentos mistos destinados à 

recomposição de áreas degradadas (LORENZI et al., 2006; LORENZI, 1992). 

Os frutos de cambucá, fixados nos caules e ramos, são muito saborosos 

para consumo in natura, sendo apreciados por várias espécies de pássaros (figura 

4) (LORENZI, 1992). São considerados benéficos à saúde, sendo empregados na 

medicina popular como tônicos, antitérmicos, antigripais, diuréticos e 

hipoglicemiantes (CRAVO, 2003; DONATO, 2003; GONSALVES, 2002; CRUZ, 

1979). 

As cascas dos frutos são utilizadas no preparo de xaropes para tosses e 

coqueluches pela população nativa da Ilha Grande (RJ) (MACIEL; CARDOSO, 

2003). As folhas da espécie também são usadas, sob forma de infusos, no 

tratamento de afecções da garganta por populações caiçaras dos estados de São 

Paulo e Rio de Janeiro. 

P. edulis também é utilizada no tratamento de distúrbios gástricos e 

diarréia (CRAVO, 2003; NASCENTE, 2008; GONSALVES, 2002) e apresentou 

resultados promissores em estudos anteriores envolvendo o extrato liofilizado de 

folhas, especialmente no que se refere às atividades antiúlcera e antioxidante 

(ISHIKAWA, 2004; ISHIKAWA; KATO; BACCHI, 2003). 
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O extrato etanol/água (70%) apresentou atividade gastroprotetora 

extremamente significativa em relação ao controle, em modelo de indução por etanol 

acidificado (ISHIKAWA; KATO; BACCHI, 2003). Além disso, não foram observados 

efeitos tóxicos por via oral em camundongos em uma dose de até 5g/kg do extrato 

(ISHIKAWA et al., 2008). 

Do ponto de vista fitoquímico, a espécie foi muito pouco estudada. Na 

literatura e bancos de dados consultados foram encontrados relatos apenas sobre a 

composição do óleo volátil de P. edulis, caracterizado majoritariamente por 

sesquiterpenos (APEL et al., 2006), e sobre a presença de pectinas nos frutos 

(BELESKI-CARNEIRO et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Plinia edulis: hábito e ramo frutificado. 
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A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltará ao seu tamanho original. 

 

Albert Einstein 
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2. Revisão 

 

 

2.1. Myrtaceae 

 

 

Os insetos são os principais componentes da diversidade do planeta, 

apresentando entre 5 e 10 milhões de espécies (TONHASCA Jr., 2005). 

Nas florestas tropicais, ao contrário do que ocorre em florestas 

temperadas, onde o vento é o principal agente de polinização, mais de 90% de 

plantas que produzem flores são polinizadas por animais, sobretudo insetos, tendo 

em vista que a exuberante vegetação nos trópicos representa um importante 

obstáculo para a transferência de pólen (TONHASCA Jr., 2005). 

Enquanto atuam positivamente para a multiplicação da flora na Mata 

Atlântica, agindo como polinizadores, os insetos são também os principais 

herbívoros das florestas tropicais, consumindo de 8 a 12% de toda matéria verde 

(TONHASCA Jr., 2005). 

O impacto predatório exercido pelos insetos herbívoros, maior nas 

florestas tropicais do que nas temperadas, pode ter contribuído no desenvolvimento 

do metabolismo secundário da flora da Mata Atlântica (TONHASCA Jr., 2005). 

Metabólitos secundários vegetais fornecem produtos que, embora não 

sejam necessariamente essenciais, garantem vantagens adaptativas para a planta 

(SANTOS, 2007). 

Aos triterpenos, por exemplo, são atribuídas propriedades de proteção 

contra herbivoria (SIMÕES; SPITZER, 2007; PUNGITORE et al., 2005; THOISON et 
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al., 2004) e adaptação ao estresse salino (OKU et al., 2003). Existem evidências de 

que alguns insetos seqüestram triterpenos das plantas para defenderem-se de seus 

predadores (PLASMAN et al., 2001). 

Os flavonóides, além de protegerem os vegetais de herbívoros e 

microrganismos, promovem atração de polinizadores, atuam como agentes 

alelopáticos e protegem contra raios ultravioleta e visível (HARBORNE; WILLIAMS, 

2000). 

A riqueza dos metabólitos secundários, segundo Harborne (1988), ocorre 

pelo simples fato de que as plantas geralmente não se deslocam em relação ao 

substrato em que se encontram e, portanto, não respondem ao ambiente pelas vias 

possíveis aos animais. Isto torna a diversidade molecular de produtos naturais muito 

superior à de produtos derivados de síntese (MC CHESNEY; VENKATARAMAN; 

HENRI, 2007; GUERRA; NODARI, 2007).  

Apenas considerando os terpenos, são conhecidas, até os dias atuais, 

aproximadamente 30.000 substâncias, entre as quais se destacam os esqueletos 

triterpênicos com mais de 4.000 estruturas já identificadas (DZUBAK et al., 2006). 

Os flavonóides também representam uma das classes de produtos 

naturais mais importantes e diversificadas, com mais de 4.200 estruturas diferentes 

conhecidas, número que continua a crescer (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). 

Por serem fatores de interação entre organismos, flavonóides e 

triterpenos, freqüentemente encontrados em Myrtaceae (ITO et al., 2004), 

apresentam geralmente atividades farmacológicas importantes, despertando o 

interesse como fonte promissora para obtenção de moléculas úteis ao homem 

(GUERRA; NODARI, 2007; SANTOS, 2007). 
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Os flavonóides parecem reduzir a incidência de diversas patologias, tais 

como câncer, aterosclerose, osteoporose e mal de Alzheimer (USTUN et al., 2006). 

Aos triterpenos são atribuídas propriedades antiinflamatórias, gastro e 

hepatoprotetoras, analgésicas, antimicrobianas, hipocolesterolêmicas, antivirais e 

antitumorais, entre outras (DZUBAK et al., 2006; SUDHAHAR; KUMAR; 

VARALAKSHMI, 2006; TOLSTIKOVA et al., 2006; CHENG et al., 2005; URECH et 

al., 2005). 

Myrtaceae compreende em torno de 100 gêneros e 3.500 espécies 

distribuídas principalmente na América tropical e Austrália (APG II, 2003; JOLY, 

1985; BARROSO, 1984). Na Mata Atlântica da Ilha do Cardoso, em Cananéia (SP), 

Melo (1993) observou predominância de espécies da família. Fato semelhante foi 

relatado por Mantovani (1993) na Juréia (SP). 

Embora ainda seja predominante, com a destruição da composição 

florística original, diversas mirtáceas estão ameaçadas e um levantamento, apenas 

da flora paulista, apontou 55 espécies da família vulneráveis à extinção (INSTITUTO 

DE BOTÂNICA, 2008). 

Entre os gêneros com ocorrência na floresta pluvial atlântica, destaca-se 

Plinia, representado por cerca de 20 espécies com distribuição na América Central, 

do Caribe ao Brasil (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). 

Apesar dos inúmeros relatos de utilização popular, a literatura sobre 

composição química ou atividades farmacológicas de espécies de Plinia é escassa. 

Theoduloz et al. (1988), estudando P. rivularis e P. trunciflora, verificaram que os 

extratos polares destas plantas, constituídos de misturas complexas de flavonóides, 

apresentaram atividade inibitória sobre a enzima xantina oxidase. 
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Serafin et al. (2007) observaram potente analgesia de extratos polares 

obtidos de P. glomerata, atribuindo esta atividade a derivados do ácido 

flavanelágico. 

A partir de órgãos aéreos de P. pinnata foram isolados diversos polifenóis 

conhecidos, assim como duas substâncias inéditas: um diidroflavonol (3-O-α-

ramnopiranosil-5,7,2’,5’-tetraidróxi-flavananol) (Tabela 4) e um triterpeno 

(2α,3β,23,30-tetraidróxi-olean-12-eno) (Tabela 11) (MENDEZ et al., 1997; 1994). 

Em Myrtaceae são mais comuns flavonóis do que flavonas (AMARAL et 

al., 2001). Flavonóides C-metilados com pouca ou nenhuma oxigenação do anel B 

parecem ser distintivos da família (MUSTAFA; PERRY; WEAVERS, 2005; 

WOLLENWEBER et al., 2000). A presença destes tipos de estruturas indica que as 

mirtáceas são quimicamente primitivas, apresentando baixo nível evolutivo 

(AMARAL et al., 2001; GOTTLIEB; BORIN, 1998). 

Em relação aos triterpenos, os ácidos não glicosilados com esqueleto 

ursano, oleanano e lupano (FRIGHETTO et al., 2005) são mais comuns em 

Myrtaceae, embora saponinas triterpênicas já tenham sido descritas na família 

(GALLO et al., 2006; DJOUKENG et al., 2005; JUNGES et al., 1999). 

As tabelas e figuras a seguir consistem em um levantamento sobre os 

flavonóides e triterpenos encontrados em Myrtaceae. 
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Tabela 1 - Flavonóis identificados em Myrtaceae (continua). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R3 R5 R6 R7 R8 R3’ R4’ R5’ Referência 

Agliconas 

canferol H H H H H H H H SHAN et al., 2005 

quercetina H H H H H OH H H 
AMARAL et al., 

2001 

miricetina H H H H H OH H OH 
TIMBOLA et al., 

2002 

pinoquercetina H H CH3 H H OH H H ITO et al., 2004 

7-metóxi-canferol H H H CH3 H H H H SON et al., 2006 

3-metóxi-quercetina CH3 H H H H OH H H 
CAMPOS; WEBBY; 
MARKHAM, 2002 

ramnetina H H H CH3 H OH H H LEE et al., 2006 

ramnazina H H H CH3 H OCH3 H H LEE et al., 2006 

8-desmetil-latifolina CH3 H CH3 CH3 H H H H 
WOLLENWEBER 

et al., 2000 

3,7,3'-trimetóxi-
pinoquercetina 

CH3 H CH3 CH3 H OCH3 H H 
WOLLENWEBER 

et al., 2000 

3,5-dimetóxi-
gossipetina 

CH3 CH3 H H OH OH H H 
HUSSEIN et al., 

2003 

3,5,3’-trimetóxi-
miricetina 

CH3 CH3 H H H OCH3 H OH 
HUSSEIN et al., 

2003 

Monoglicosídeos 

3-O--arabinosil-
canferol 

L-arabinosila H H H H H H H 
HUSSEIN et al., 

2003 

3-O--galactosil-
canferol 

D-galactosila H H H H H H H 
MAHMOUD et al., 

2002 

3-O--glicosil-canferol D-glicosila H H H H H H H 
RUBILAR et al., 

2006 

quercitrina L-ramnosila H H H H OH H H GALLO et al., 2006 

3-O--glicosil-
quercetina 

D-glicosila H H H H OH H H PARK et al., 2004 

3-O--galactosil-
quercetina 

D-galactosila H H H H OH H H 
JOSEPH; PICHON-
PRUM; RAYNAUD, 

1989 

O

OOR
5

R
7
O

OR
4
'

R
3
'

R
5
'

OR
3

R
6

R
8
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Tabela 1 - Flavonóis identificados em Myrtaceae (continuação). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R3 R5 R6 R7 R8 R3’ R4’ R5’ Referência 

Monoglicosídeos 

guaijaverina L-arabinosila H H H H OH H H 
YOSHIKAWA et al., 

1998 

reinoutrina D-xilosila H H H H OH H H 
RUBILAR et al., 

2006 

3-O--(6''-galoil-
glicosil)-quercetina 

(2''-O-galoil)-
D-glicosila 

H H H H OH H H 
MAHMOUD et al., 

2002 

3-O--(6''-galoil-
galactosil)-quercetina 

(2''-O-galoil)-
D-galactosila 

H H H H OH H H 
PICHON-PRUM et 

al., 1989 

3-O--arabinosil-5-
galoil-quercetina 

L-arabinosila galoil H H H OH H H 
TORRES-

MENDOZA et al., 
2006 

miricitrina L-ramnosila H H H H OH H OH 
YOSHIKAWA et al., 

1998 

3-O--arabinosil-
miricetina 

L-arabinosila H H H H OH H OH 
SCHMEDA-

HIRSCHMANN et 
al., 1996 

3-O--galactosil-
miricetina 

D-galactosila H H H H OH H OH ITO et al., 2004 

3-O--glicosil-
miricetina 

D-glicosila H H H H OH H OH PARK et al., 2004 

3-O--xilosil-miricetina D-xilosila H H H H OH H OH 
RUBILAR et al., 

2006 

desmantina-1 
(2''-O-galoil)-
L-ramnosila 

H H H H OH H OH 
YOSHIKAWA et al., 

1998 

3-O--(6''-galoil-
galactosil)-miricetina 

(2''-O-galoil)-
D-galactosila 

H H H H OH H OH 
PICHON; JOSEPH; 
RAYNAUD, 1993 

3-O-(4''-acetil)--
ramnosil-miricetina 

(4''-acetil)-L-
ramnosila 

H H H H OH H OH 
TIMBOLA et al., 

2002 

3-O--3'’acetil-
arabinosil-miricetina 

(3''-acetil)-L-
arabinosila 

H H H H OH H OH 
TORRES-

MENDOZA et al., 
2006 

3-O--3'’,5’’-diacetil-
arabinosil-miricetina 

(3'',5’’-
diacetil)-L-
arabinosila 

H H H H OH H OH 
TORRES-

MENDOZA et al., 
2006 

O

OOR
5

R
7
O

OR
4
'

R
3
'

R
5
'

OR
3

R
6

R
8
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Tabela 1 - Flavonóis identificados em Myrtaceae (conclusão). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R3 R5 R6 R7 R8 R3’ R4’ R5’ Referência 

Monoglicosídeos 

3-O--glicosil-
isoramnetina 

D-glicosila H H H H CH3 H H SON et al., 2006 

mearnsitrina L-ramnosila H H H H OH CH3 OH 
YOSHIKAWA et 

al., 1998 

5-O--glicosil-
3,8-dimetóxi-
gossipetina- 

CH3 
D-

glicosila 
H H OCH3 OH H H 

HUSSEIN et al., 
2003 

Diglicosídeos 

rutina 
D-glicosil-L-
ramnosila 

H H H H OH H H 
PARK et al., 

2004 

dirramnosil- 
quercetina 

L-ramnosila H H 
L-

ramnosila 
H OH H H 

RUBILAR et al., 
2006 

3-O-rutinosil-
miricetina 

D-glicosil-L-
ramnosila 

H H H H OH H OH 
VAISHNAV; 
SAHU, 2006 

3-O-rutinosil-
isoramnetina 

D-glicosil-L-
ramnosila 

H H H H CH3 H H 
VAISHNAV; 
SAHU, 2006 

3-O-robinosil-
miricetina 

D-galactosil-
L-ramnosila 

H H H H OH H OH 
VAISHNAV; 
SAHU, 2006 

dirramnosil- 
miricetina 

L-ramnosila H H 
L-

ramnosila 
H OH H OH 

RUBILAR et al., 
2006 

O

OOR
5

R
7
O

OR
4
'

R
3
'

R
5
'

OR
3

R
6

R
8
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Tabela 2 - Flavonas identificadas em Myrtaceae. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Nome R5 R6 R7 R8 R3’ R4’ R5’ Referência 

Agliconas 

luteolina H H H H OH OH H 
CAMPOS; WEBBY; MARKHAM, 

2002 

tricetina H H H H OH OH OH 
CAMPOS; WEBBY; MARKHAM, 

2002 

6,8-dimetil-apigenina H CH3 H CH3 H OH H WOLLENWEBER et al., 2000 

tectocrisina H H CH3 H H H H AMARAL et al., 2001 

6-metil-tectocrisina H CH3 CH3 H H H H AMARAL et al., 2001 

8-metil-tectocrisina H H CH3 CH3 H H H AMARAL et al., 2001 

5,7-dimetóxi-flavona CH3 H CH3 H H H H 
HAEBERLEIN; TSCHIERSCH; 

SCHAEFER, 1994 

6-metil-5,7-dimetóxi-
flavona 

CH3 H CH3 CH3 H H H 
HAEBERLEIN; TSCHIERSCH; 

SCHAEFER, 1994 

5-hidróxi-6,8-dimetil-7-
metóxi-flavona 

H CH3 CH3 CH3 H H H 
HAEBERLEIN; TSCHIERSCH; 

SCHAEFER, 1994 

eucaliptina H CH3 CH3 CH3 H OCH3 H WOLLENWEBER et al., 2000 

8-desmetil-eucaliptina H CH3 CH3 H H OCH3 H WOLLENWEBER et al., 2000 

8-desmetil-sideroxilina H CH3 CH3 H H OH H SARKER et al., 2001 

sideroxilina H CH3 CH3 CH3 H OH H WOLLENWEBER et al., 2000 

O

OOR
5
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Tabela 3 - Flavanonas identificadas em Myrtaceae (continua). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R5 R6 R7 R8 R3’ R4’ R6’ Referência 

Agliconas 

5,7-diidróxi-flavanona OH H OH H H H H 
HOANG; NGUYEN, 

2006 

naringenina OH H OH H H OH H LEE et al., 2006 

eriodictiol OH H OH H OH OH H LEE et al., 2006 

6,8-diidróxi-5-metil-
flavanona 

CH3 OH H OH H H H 
HOANG; NGUYEN, 

2006 

criptostrobina OH H OH CH3 H H H 
CANNON; 

MARTÍN, 1977 

desmetoxi-mateucinol OH CH3 OH CH3 H H H 
CANNON; 

MARTÍN, 1977 

6-metóxi-flavanona H OCH3 H H H H H 
HOANG; NGUYEN, 

2006 

pinostrobina OH H OCH3 H H H H 
CANNON; 

MARTÍN, 1977 

5-hidróxi-6-metil-7-
metóxi-flavanona 

OH CH3 OCH3 H H H H 
HAEBERLEIN; 
TSCHIERSCH; 

SCHAEFER, 1994 

5-hidróxi-6,8-dimetil-7-
metóxi-flavanona 

OH CH3 OCH3 CH3 H H H 
HOANG; NGUYEN, 

2006 

7-hidróxi-6,8-dimetil-5-
metóxi-flavanona 

OCH3 CH3 OH CH3 H H H YE; LU; WEI, 2004 

6-metil-7-metóxi-
naringenina 

OH CH3 OCH3 H H OH H 
WOLLENWEBER 

et al., 2000 

8-metil-7-metóxi-
naringenina 

OH H OCH3 CH3 H OH H 
WOLLENWEBER 

et al., 2000 

6,8-dimetil-7-metóxi-
naringenina 

OH CH3 OCH3 CH3 H OH H 
WOLLENWEBER 

et al., 2000 

5,7-dimetóxi-flavanona OCH3 H OCH3 H H H H 
HOANG; NGUYEN, 

2006 

6-metil-5,7-dimetóxi-
flavanona 

OCH3 CH3 OCH3 H H H H 
HAEBERLEIN; 
TSCHIERSCH; 

SCHAEFER, 1994 

8-formil-5,7-diidróxi-6-
metil-flavanona 

OH CH3 OH CHO H H H YE; LU; WEI, 2004 

8-formil-5-hidróxi-6-
metil-7-metóxi-flavanona 

OH CH3 OCH3 CHO H H H YE; LU; WEI, 2004 

O
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5

R
7

R
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'

R
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R
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'
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Tabela 3 - Flavanonas identificadas em Myrtaceae (conclusão). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 4 - Diidroflavonóis identificados em Myrtaceae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R5 R6 R7 R8 R3’ R4’ R6’ Referência 

Monoglicosídeo 

mirciatrina I OH CH3 O-D-glicosila CH3 OH H OH 
YOSHIKAWA et al., 

1998 

Diglicosídeo 

hesperetina OH H 
O-D-glicosil-
L-ramnosila 

H OH OCH3 H 
MARTÍN et al., 

1999 

Nome R3 R2’ R3’ R4’ R5’ Referência 

Aglicona 

taxifolina H H OH OH H LEE et al., 2006 

Monoglicosídeos 

3-O--ramnosil-diidrocanferol  L-ramnosila H H OH H LEE et al., 2006 

3-O--ramnosil-5,7,2',5' tetraidróxi-
flavananol  

L-ramnosila OH H H OH MENDEZ et al., 1994 
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Tabela 5 - Chalconas identificadas em Myrtaceae 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 6 - Diidrochalconas identificadas em Myrtaceae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R3 R4 R2’ R3’ R4’ R5’ R6’ Referência 

Agliconas 

calitropsina OH OH H H CH3 H H BEUTLER et al., 1993 

2',4'-diidróxi-3'-metil-6'-
metóxi-chalcona 

H H H CH3 H H OCH3 
MUSTAFA; PERRY; 

WEAVERS, 2005 

2',6'-diidróxi-3'-metil-
4'metóxi-chalcona 

H H H CH3 CH3 H OH 
MUSTAFA; PERRY; 

WEAVERS, 2005 

2',4'-diidróxi-3',5'-dimetil-
6'-metóxi-chalcona 

H H H CH3 H CH3 OCH3 YE; LU; WEI, 2004 

2'-hidróxi-3'-metil-4',6'-
dimetóxi-chalcona 

H H H CH3 CH3 H OCH3 AMOR et al., 2005 

3'-formil-4',6'-diidróxi-5'-
metil-2'-metóxi-chalcona 

H H CH3 CHO H CH3 OH YE; LIU; WEI, 2007 

Diglicosídeo 

metil-chalcona-
hesperidina 

OH OCH3 CH3 H 
D-glicosil-L-
ramnosila 

H OH MARTÍN et al., 1999 

Nome R3 R4 R R3’ R4’ R6’ Referência 

diidrocalitropsina OH OH H H H H BEUTLER et al., 1993 

-hidróxi-chalcona H H OH CH3 CH3 OCH3 MAYER, 1993 
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Tabela 7 - Antocianinas identificadas em Myrtaceae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 8 - Catequinas identificadas em Myrtaceae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R3 R5 R3’ R5’ Referência 

Monoglicosídeos 

3-glicosil-pelargonidina D-glicosila H H H LOWRY, 1976 

3- glicosil -cianidina D-glicosila H OH H LOWRY, 1976 

3- glicosil -delfinidina D-glicosila H OH OH LOWRY, 1976 

3- glicosil -peonidina D-glicosila H OCH3 H LOWRY, 1976 

3- glicosil -malvidina D-glicosila H OCH3 OCH3 LOWRY, 1976 

Diglicosídeos 

3,5-diglicosil-pelargonidina D-glicosila D-glicosila H H LOWRY, 1976 

3,5-diglicosil-cianidina D-glicosila D-glicosila OH H LOWRY, 1976 

3,5-diglicosil-peonidina D-glicosila D-glicosila OCH3 H LOWRY, 1976 

3,5-diglicosil-malvidina D-glicosila D-glicosila OCH3 OCH3 LOWRY, 1976 

Nome R3 R3 R5’ Referência 

epicatequina OH H H RUBILAR et al., 2006 

galocatequina H OH OH BELLOSTA et al., 2003 

3-O-galato-epigalocatequina O-galoila H OH HUSSEIN et al., 2003 
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Tabela 9 - Isoflavonas identificadas em Myrtaceae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Cunzeagina A: Biflavonóide identificado em Myrtaceae (ITO et al., 2004). 
 

Nome R5 R6 R7 R4’ Referência 

Agliconas 

daidzeína H H H H LAPCÍK et al., 2005 

genisteína OH H H H LAPCÍK et al., 2005 

formononetina H H H CH3 LAPCÍK et al., 2005 

isoformononetina H H CH3 H LAPCÍK et al., 2005 

biochanina A OH H H CH3 LAPCÍK et al., 2005 

prunetina OH H CH3 H LAPCÍK et al., 2005 

Monoglicosídeos 

daidzina H H D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

genistina OH H D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

ononina H H D-glicosila CH3 LAPCÍK et al., 2005 

sissotrina OH H D-glicosila CH3 LAPCÍK et al., 2005 

glicitina H OCH3 D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-malonato-daidzina H H (2’’-O-maloil)-D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-malonato-genistina OH H (2’’-O-maloil)-D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-malonato-glicitina H OCH3 (2’’-O-maloil)-D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-acetato-daidzina H H (2’’-O-acetil)-D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-acetato-genistina OH H (2’’-O-acetil)-D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-acetato-ononina H H (2’’-O-acetil)-D-glicosila CH3 LAPCÍK et al., 2005 

6’’-O-acetato-glicitina H OCH3 (2’’-O-acetil)-D-glicosila H LAPCÍK et al., 2005 

L-ramnose

L-ramnose

O

O
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OH
OH

OH

OCH
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O
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OH
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Tabela 10 - Triterpenos com esqueleto lupano e norlupano identificados em 
Myrtaceae. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nome R2 R6 R27 R28 R R’ Referência 

Triterpenos 

lupeol H H CH3 CH3 CH2 CH3 
FERNÁNDEZ 

et al., 2001 

ácido betulínico H H CH3 COOH CH2 CH3 
SETZER et al., 

2000 

ácido 6-hidróxi-betulínico H OH CH3 COOH CH2 CH3 
LUNARDI et al., 

2001 

ácido platânico H H CH3 COOH O CH3 
LUNARDI et al., 

2001 

ácido melalêucico H H COOH COOH CH2 CH3 
VIEIRA et al., 

2004 

betulina H H CH3 CH2OH CH2 CH3 
VIEIRA et al., 

2004 

ácido afitólico OH H CH3 COOH CH2 CH3 
AGUIRRE et 

al., 2006 

Monoglicosídeo 

29-hidroxiplatan-28-ato de -D-glicosila H H CH3 
COO-D-
glicosila 

O CH2OH 
JUNGES et al., 

1999 

 
 

R
27

OH

R
28

R'

R

R
6
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2
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Tabela 11 - Triterpenos com esqueleto oleanano identificados em Myrtaceae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R2 R2 R3 R6 R23 R28 R30 Referência 

Triterpenos 

-amirina H H OH H CH3 CH3 CH3 
GALLO et al., 

2006 

acetato da -amirina H H OOCCH3 H CH3 CH3 CH3 
KUIATE et al., 

2007 

ácido oleanólico H H OH H CH3 COOH CH3 SON et al., 2006 

ácido maslínico OH H OH H CH3 COOH CH3 SON et al., 2006 

ácido arjunólico OH H OH H CH2OH COOH CH3 
VIEIRA et al., 

2004 

ácido terminólico OH H OH OH CH2OH COOH CH3 
DJOUKENG et 

al., 2005 

acetato do ácido 
oleanólico 

H H OOCCH3 H CH3 COOH CH3 
SETZER et al., 

2000 

ácido-2-hidróxi-
oleanólico 

OH H OH H CH3 COOH CH3 
DJOUKENG et 

al., 2005 

oleanolato de metila H H OH H CH3 COOCH3 CH3 
WU; HUANG, 

2006 

2,3,23,30-tetraidroxi-
olean-12-eno 

OH H OH H CH2OH CH3 CH2OH 
MENDEZ et al., 

1997 

Monoglicosídeos 

2,3,6-triidroxi-olean-

12-eno-28 ato de -D-
glicosila 

OH H OH OH CH3 
COO-D-
glicosila 

CH3 
GALLO et al., 

2006 

2,3,23-triidroxi-olean-

12-eno-28 ato de -D-
glicosila 

OH H OH H CH2OH 
COO-D-
glicosila 

CH3 
DJOUKENG et 

al., 2005 

quebulosídeo II OH H OH OH CH2OH 
COO-D-
glicosila 

CH3 
GALLO et al., 

2006 
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Tabela 12 - Triterpenos com esqueleto ursano identificados em Myrtaceae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome R2 R3 R6 R23 R23 Referência 

Triterpenos 

-amirina H OH H CH3 CH3 GALLO et al., 2006 

ácido ursólico H OH H CH3 COOH 
COURTNEY; LASSAK; 

SPEIRS, 1983 

acetato do ácido ursólico H OOCCH3 H CH3 COOH VIEIRA et al., 2004 

cumarato do ácido ursólico H O-p-cumaroil H CH3 COOH SETZER et al., 2006 

ácido madecássico OH OH OH CH2OH COOH GALLO et al., 2006 

ácido asiático OH OH H CH2OH COOH AGUIRRE et al., 2006 

ácido corosólico OH OH H CH3 COOH AGUIRRE et al., 2006 

obtusina H OH H 
CH2OOCC2H2 

(4-hidroxifenil) 
COOH 

BEGUM; SIDDIQUI; 
HASSAN, 2002 

Monoglicosídeo 

2,3,23-triidroxiurs-12-

eno-28 ato de -D-
glucopiranosila 

OH OH H CH2OH 
COO-D-
glicosila 

DJOUKENG et al., 
2005 

 
 

Tabela 13 - Triterpenos com esqueleto ursadieno identificados em Myrtaceae. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nome R3 Referência 

ácido goreichico I H BEGUM; SIDDIQUI; HASSAN, 2002 

Ácido guajavanóico p-E-cumaroil BEGUM; SIDDIQUI; HASSAN, 2002 
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Figura 5. Friedelina - triterpeno com esqueleto de friedelano identificado em 
Myrtaceae (COURTNEY; LASSAK; SPEIRS, 1983). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Ácido 3-hidróxi-19-metil-urs-20-eno-28-óico – triterpeno com esqueleto 
de urs-20-eno identificado em Myrtaceae (LOBO-ECHEVERRI et al., 2005). 

 
 

 

2.2. Úlceras Pépticas 

 

 

Estima-se que as úlceras pépticas afetem 5% da população global 

(AJAIKUMAR et al., 2005). No Brasil os dados não são precisos, mas nos Estados 

Unidos estatísticas apontam que em 2003, 14,5 milhões de pessoas foram afetadas 

por esta patologia e que o índice de mortalidade em 2002 foi superior a 4 mil mortes, 

com mais de 400 mil internações no mesmo ano (UNITED STATES, 2008). 

O

OH

COOH
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As úlceras tornaram-se uma patologia dos tempos modernos, 

relacionadas a uma dieta inapropriada e estilo de vida estressante (ANDREO et al., 

2006). Além disso, o crescente consumo de álcool e antiinflamatórios não esteroidais 

(AINEs) observado nos dias de hoje aumentou o risco de incidência da doença 

(OLALEYE; FAROMBI, 2006). 

A etiologia das úlceras não foi completamente estabelecida e parece estar 

relacionada a um desequilíbrio entre os mecanismos agressores (ácido e pepsina) e 

protetores da mucosa gastrintestinal (bicarbonato, mucina, prostaglandinas, óxido 

nítrico e outros peptídeos e fatores de crescimento) (GOODMAN et al., 2007; 

ARRIETA et al., 2003). 

Entre os mecanismos agressores, a secreção de ácido clorídrico pelas 

células parietais é particularmente importante na etiologia das úlceras pépticas e, 

portanto, mecanismos reguladores são alvos específicos para a ação de fármacos 

(RANG et al., 2008). 

A secreção de ácido clorídrico ocorre quando, no interior da célula 

parietal, o ácido carbônico, formado a partir da água e do dióxido de carbono por 

intermédio da anidrase carbônica, dissocia-se em íons hidrogênio e bicarbonato. O 

bicarbonato é então trocado pelo íon cloro presente no plasma, que por sua vez é 

ativamente transportado para os canalículos existentes nas células parietais que se 

comunicam com a luz das glândulas gástricas e, portanto, com a luz do estômago. A 

secreção do íon cloro é acompanhada de íon potássio, o qual em seguida é trocado 

por íon hidrogênio por intermédio de uma K+/H+ -ATPase (figura 8) (RANG et al., 

2008). 
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Figura 7. Esquema da secreção de ácido clorídrico pela célula parietal gástrica 
(adaptado de Rang et al., 2008). 

 

A gastrina, a acetilcolina e a histamina são citadas como os principais 

mediadores químicos que regulam a secreção ácida (RANG et al., 2008). 

A gastrina é o mais potente indutor da secreção de ácido e age sobre os 

receptores CCK2 de forma indireta, induzindo a liberação de histamina, e de forma 

direta sobre as células parietais, estimulando a K+/H+ -ATPase (GOODMAN et al., 

2007). 

A acetilcolina estimula diretamente a secreção de ácido gástrico agindo 

nos receptores muscarínicos M3 presentes na membrana das células parietais. 

Indiretamente atua promovendo liberação de histamina e gastrina (GOODMAN et al., 

2007). 

A histamina, por sua vez, ativa os receptores H2 nas células parietais, 

estimulando a secreção ácida (RANG et al., 2008). 

Um importante fator envolvido na agressão da mucosa consiste na 

infecção por Helicobacter pylori, bactéria gram negativa associada à formação de 
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úlceras pépticas e diversas outras patologias, tais como gastrite e câncer gástrico 

(USTUN et al., 2006). 

H. pylori diminui a produção de somatostatina, substância que inibe a 

secreção de ácido gástrico por meio de supressão da liberação da gastrina 

(GOODMAN et al., 2007). Além disso, esta bactéria diminui também os fatores 

protetores da mucosa, reduzindo a produção duodenal de bicarbonato (GOODMAN 

et al., 2007).  

O muco, os íons bicarbonato e as prostaglandinas configuram como os 

principais agentes de proteção da mucosa gástrica, que apresenta ainda outros 

componentes de defesa, tais como o óxido nítrico e a capsaicina. 

O muco, secretado por células epiteliais superficiais, forma com o 

bicarbonato, um gel que protege a superfície da mucosa estomacal da ação do suco 

gástrico, criando um gradiente de pH 6-7 na superfície mucosa enquanto que na luz 

estomacal o pH é de 1 a 2 (GOODMAN et al., 2007). 

As prostaglandinas endógenas atuam na proteção do estômago contra 

vários agentes agressores, mantendo a integridade da mucosa e acelerando a cura 

de lesões causadas por estresse (RODRÍGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-

HIRSCHMANN, 2003). 

As prostaglandinas E2 e I2 são inibidoras da secreção de ácido, além de 

estimularem a liberação de muco e bicarbonato e promoverem a dilatação dos vasos 

sanguíneos da mucosa (GOODMAN et al., 2007; RANG et al., 2008). 

O álcool e AINEs inibem a formação das prostaglandinas, diminuindo a 

secreção de muco e bicarbonato e predispondo ao desenvolvimento de doença 

ácido-péptica (GOODMAN et al., 2007). 
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O óxido nítrico promove regulação do fluxo sanguíneo local e das 

secreções de ácido, de muco e de bicarbonato (NAVARRETE et al., 2005). Inibe a 

adesão de leucócitos na microcirculação gastrintestinal e conseqüentemente acelera 

a cicatrização de úlceras gástricas (OLALEYE; FAROMBI, 2006). 

Além disso, existem evidências de que o óxido nítrico atua como 

antioxidante na disfunção da mucosa induzida por etanol ou indometacina e 

ocasionada por reperfusão isquêmica ou outras condições inflamatórias do trato 

gastrintestinal (DENIZBASI et al., 2000). 

Observou-se que os neurônios aferentes primários sensíveis à capsaicina 

exercem um papel crucial na integridade do estômago (OLIVEIRA et al., 2004b). A 

capsaicina, ao se ligar às terminações nervosas na mucosa gástrica promove 

aumento no fluxo sanguíneo, além de um aumento da secreção de muco e 

bicarbonato (OLIVEIRA et al., 2004b). 

O tratamento das úlceras pépticas é atualmente promovido com a 

utilização de inibidores da bomba de prótons (mais comumente empregados) e de 

antagonistas dos receptores de histamina H2, além da erradicação do H. pylori com 

a utilização de agentes antimicrobianos (RANG et al., 2008). 

 

 

2.3. Câncer 

 

 

Em 2005, o câncer causou a morte de 7,6 milhões de pessoas, 13% de 

um total de 58 milhões de mortes ocorridas no mundo (BRASIL, 2008). Estima-se 

ainda que em 2020, 60% dos 15 milhões de novos casos anuais de câncer 
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acometerão pessoas que vivem em países em desenvolvimento (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2006). 

No Brasil, estima-se que ocorrerão mais de 466 mil novos casos de câncer 

em 2008 (estatística válida também para 2009), com maior incidência de câncer de 

pele do tipo não melanoma (115 mil novos casos), tumores de próstata e de mama 

feminina (Figura 8) (BRASIL, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Estimativa dos tipos de câncer mais incidentes na população 

brasileira para o ano de 2008, com exceção de câncer de pele não melanoma 
(adaptado de Brasil, 2008). 

 

A etiologia do câncer é extremamente complexa e consiste em uma inter-

relação de inúmeros fatores de risco, tanto genéticos como ambientais (SERAFINI et 

al., 2006). 

O câncer caracteriza-se pela multiplicação descontrolada de formas 

anormais das próprias células corporais (VILE, 1992). As células cancerosas 

apresentam propriedades de proliferação descontrolada, desdiferenciação e perda 

de função, além de poder de invasão e de disseminação em outras partes do corpo 

(metástases) (RANG et al., 2008). 

Tipos de Câncer Mais Incidentes no Brasil em 2008
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As características celulares anormais são um reflexo de alterações dos 

padrões de expressão gênica nas células cancerosas em função de mutações 

genéticas associadas a danos no DNA, estresse oxidativo ou inflamações crônicas 

(DE FLORA; FERGUSON, 2005). 

As mutações genéticas podem ocasionar o desenvolvimento de câncer por 

meio da transformação de proto-oncogenes em oncogenes ou inativação dos genes 

supressores tumorais (anti-oncogenes) (CARMELIET; JAIN, 2000). 

Os proto-oncogenes, em condições normais, controlam a divisão, a 

apoptose e diferenciação celular. Por ação de alguns tipos de vírus ou substâncias 

carcinogênicas, são convertidos em oncogenes, conferindo a propriedade de 

proliferação descontrolada nas células cancerosas (RANG et al., 2008). 

Com a multiplicação celular anormal, há necessidade de formação de 

novos vasos sanguíneos para a nutrição das células neoplásicas em um processo 

denominado angiogênese (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

As células do câncer são geralmente menos especializadas nas suas 

funções do que suas correspondentes normais e podem acarretar, portanto, perda 

das funções nos tecidos invadidos, ocasionando falência do órgão atingido e, em 

último caso, morte do indivíduo (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

Os genes supressores tumorais ou anti-oncogenes presentes nas células 

normais são capazes de suprimir alterações malignas e, sendo assim, mutações que 

causem perda da função destes podem ser determinantes na carcinogênese (VILE, 

1992). 

A carcinogênese em geral ocorre lentamente, sendo dividida em três 

estágios de desenvolvimento: iniciação, promoção e progressão (ALMEIDA, V. et al., 

2005). 
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O estágio de iniciação consiste na fase inicial onde as células estão 

geneticamente alteradas pela ação de um agente onco-iniciador, mas ainda não é 

possível detectar um tumor clinicamente (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

No estágio de promoção os agentes cancerígenos denominados de 

oncopromotores agem sobre as células geneticamente alteradas, transformando-as 

em malignas por meio de um processo lento e gradual (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

Finalmente, a progressão do câncer caracteriza-se por um estágio de 

multiplicação descontrolada irreversível, onde o câncer instalado evolui até o 

desenvolvimento das primeiras manifestações clínicas da doença (ALMEIDA, V. et 

al., 2005). 

Existem inúmeros tipos de câncer que podem ser classificados de acordo 

com o tipo de célula normal que deu origem à neoplasia (classificação primária) 

(ALMEIDA, V. et al., 2005).  

Desta forma, os tipos de câncer podem ser classificados como carcinomas 

(são os mais comuns e originam-se de células que revestem o corpo); sarcomas 

(malignidade dos tecidos de suporte); linfomas (originam-se de linfócitos); leucemia 

(malignidade de células da medula óssea que produzem glóbulos brancos); 

mielomas (malignidade de células plasmáticas da medula óssea que produzem os 

anticorpos); tumores de células germinativas (desenvolvem-se a partir de células de 

testículos ou ovários); melanomas (malignidade dos melanócitos); gliomas (originam-

se a partir de células do tecido de suporte cerebral ou da medula espinhal) e 

neuroblastomas (tumor geralmente pediátrico derivado de células malignas 

embrionárias) (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

Atualmente o tratamento do câncer é principalmente realizado por meio de 

excisão cirúrgica, radioterapia e quimioterapia (RANG et al, 2008). Mais 
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recentemente tem sido empregada a terapia de fotorradiação com derivados 

hematoporfirínicos e a imunoterapia, além de terapia combinada, associando-se 

mais de um tipo de tratamento (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

Caso não haja metástase, a excisão cirúrgica associada, por exemplo, à 

radioterapia têm alcançado sucesso em ao menos um terço dos pacientes 

(ALMEIDA, V. et al., 2005) e a fotorradiação tem sido eficaz no tratamento de 

tumores superficiais, assim como a imunoterapia tem sido empregada como técnica 

antineoplásica adjuvante, usada especialmente na destruição de células cancerosas 

residuais após intervenção cirúrgica ou outro tratamento (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

Entretanto, quando a neoplasia é caracterizada pela presença de 

metástases, é necessária uma abordagem sistêmica com a utilização de 

quimioterápicos (ALMEIDA, V. et al., 2005). 

A maioria dos agentes antineoplásicos citotóxicos utilizados no tratamento 

do câncer afetam o processo de divisão celular (antiproliferativos), afetando 

consequentemente todos os tecidos normais do corpo que se dividem rapidamente 

(RANG et al, 2008). 

Desta forma, agentes antiproliferativos causam efeitos tóxicos gerais 

graves, tais como mielossupressão com conseqüente diminuição da resistência a 

infecções, deficiência na cicatrização, alopécia, lesão do epitélio gastrintestinal, 

depressão do crescimento em crianças, esterilidade e teratogenicidade. Além disso, 

praticamente todos os agentes citotóxicos causam náuseas e vômitos intensos, 

dificultando a adesão do paciente ao tratamento e podem ainda tornarem-se 

carcinogênicos e causarem lesão renal (RANG et al, 2008). 

Neste contexto, faz-se necessária a busca por novos fármacos no 

tratamento de neoplasias malignas, mais específicos e menos tóxicos, além da 
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necessidade de ampliação do conhecimento das bases moleculares do câncer, que 

possam fornecer subsídios para novas terapias gênicas (MENDELSOHN et al., 

2001). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Justificativa e Objetivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acima da verdade estão os deuses. A nossa ciência é uma falhada cópia da certeza 

com que eles sabem que há o universo. 

 

Ricardo Reis 
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

 

Embora P. edulis seja nativa, ameaçada de extinção, usada na medicina 

tradicional e tenha apresentado resultados interessantes em ensaios preliminares, 

estudos que correlacionem a composição química da espécie e as atividades 

observadas não foram reportados na literatura até o presente momento. 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo o estudo fitoquímico e 

biológico de P. edulis, sob propósitos específicos: 

 

3.1. Isolar e identificar substâncias possivelmente responsáveis pelas atividades 

farmacológicas; 

3.2. Quantificar fenóis totais, flavonóides e taninos nas frações polares do extrato 

etanol/água (70%) liofilizado (EEAL); 

3.3. Avaliar a capacidade antioxidante do EEAL fracionado; 

3.4. Avaliar a atividade antiúlcera aguda do EEAL fracionado e de substâncias 

isoladas a partir do mesmo; 

3.5. Avaliar a citotoxicidade e a mutagenicidade do EEAL fracionado. 
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Aventurar-se causa ansiedade, mas deixar de arriscar-se é perder a si mesmo... e 

aventurar-se no sentido mais elevado é precisamente tomar consciência de si 

próprio. 

 

Soren A Kierkgaard 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Materiais e Equipamentos Empregados 

 

 

4.1.1. Instrumentos 

 

 

Para trituração da droga vegetal empregou-se moinho de facas e martelos 

da marca Thomas. Para liofilização dos extratos e frações foi utilizado liofilizador da 

marca Edwards e para concentrar extratos e frações empregou-se rotavapor da 

Büchi a 40-45 °C operando sob pressão reduzida. 

A tamisação foi realizada empregando-se tamis nº 40, abertura de 0,417 

mm, marca Tyler. 

Nos processos cromatográficos utilizou-se bomba peristáltica Pharmacia, 

modelo P1-18-1110-91 e coletor automático Redifrac (Pharmacia). 

Para centrifugação das amostras foi utilizada centrífuga de bancada com 

capacidade de seis tubos da Bio Agency modelo DW-41.  

Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) foram obtidos em 

equipamento Bruker modelo DPX-300 (operando em 300 MHz para RMN de 1H e 75 

MHz para RMN de 13C). 

Os espectros de massa foram obtidos utilizando-se cromatógrafo à gás 

equipado com coluna capilar de sílica fundida DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25 



Materiais e Métodos 44 

mm de diâmetro acoplado à um analisador de massas CG-MS-Shimadzu 14B/QP-

5050A com analisador tipo quadrupolo operando por impacto eletrônico (IE) a 70 eV. 

As medidas de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro da 

Shimadzu, modelo UV-mini-1240 utilizando-se cubetas de vidro. Para os ensaios em 

cultura de células, utilizou-se placa de 96 poços com volume de 200 L (Corning) e 

leitor de microplacas ELx 800 Reader (MTX Lab Systems) (células tumorais) ou 

MR4000 (Dynatech) (CHO). 

As medidas de pH foram realizadas por meio de pH-metro modelo 654 

acoplado a eletrodo de vidro combinado modelo EA-120 da Metrohm. 

Os procedimentos sob condições estéreis foram realizados em fluxo 

laminar Veco, classe IIB2. 

As análises de fluorescência foram realizadas em placas de 96 poços com 

volume de 200 µL (Fisher Scientific) e leitor de placas Multi-Detection Microplate 

Reader Synergy (Biotek) com excitação em 493 nm (filtro 485/20) e emissão em 515 

nm (filtro 528/20). 

 

 

4.1.2. Solventes, Ácidos e Bases 

 

 

Os solventes empregados na extração, partição e processos 

cromatográficos em coluna foram devidamente tratados e destilados segundo 

procedimentos usuais (VOGEL, 1988). Para as análises por cromatografias em 

camada delgada (CCD), líquida de alta eficiência (CLAE) e gasosa (CG) foram 

utilizados solventes grau P.A. das marcas Merck, Carlo Elba e Synth ou gás de 
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pureza 5. Nas análises por CLAE e preparo de tampões foi utilizada água Milli-Q. 

Para as análises de ressonância magnética nuclear (RMN) foram utilizados 

solventes deuterados das marcas Aldrich e Cil. 

Nas determinações colorimétricas e demais ensaios in vivo e in vitro 

foram utilizados álcoois, ácidos, trietanolamina, anisaldeído e anidrido acético grau 

P.A. da Merck. 

No ajuste de pH foram utilizadas soluções de hidróxido de sódio ou ácido 

clorídrico grau P.A. da Merck. 

Nos ensaios in vivo foi utilizada água filtrada e Tween 80 (Labsynth) para 

preparo das amostras. 

 

 

4.1.3. Sais, Reagentes e Padrões 

 

 

Foram utilizados sais grau P.A. da Merck para o preparo de todos os 

tampões e nos ensaios colorimétricos. Os reagentes e padrões 

difenilboriloxietilamina (NP), polietilenoglicol (PEG), metenamina, ácido gálico, ácido 

tânico, albumina do soro bovino (BSA), dodecil sulfato de sódio (SDS), radical 2,2-

difenil-1-picril hidrazila (DPPH), fluoresceína sódica, 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)-

dicloridrato (AAPH), ácido-6-hidróxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox) e 

ácido ursólico apresentavam grau analítico da Sigma-Aldrich. Foram empregados 

rutina da Sankyo e lansoprazol da Hexal. 
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4.1.4. Cultura Celular e Bacteriana 

 

 

As células de ovário de hamster chinês (CHO) foram adquiridas da 

American Type Culture Collection (ATCC CHO K1). As linhagens celulares tumorais 

são originárias de neoplasias humanas e foram cedidas pelo National Cancer 

Institute (NCI) norte-americano. 

Foram utilizadas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de 

Salmonella typhimurium gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade 

de Berkeley. 

A fração pós-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a 

partir de fígado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas aroclor 

1254 (S9) foi obtida da Moltox. 

Na solubilização das amostras foi utilizado dimetilsulfóxido (DMSO) da 

Sigma. Foram utilizados meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (SFB), 

solução salina tamponada (PBS), tampão de Hank’s e tripsina, todos da Gibco ou 

Dubelco. 

A gentamicina, sulforrodamina B (SRB) e Trizma base utilizadas 

apresentavam grau analítico Sigma. O corante supravital tetrazólio (MTS) e o 

metassulfato de fenazida (PMS) utilizados são da Promega e a doxorrubicina da 

Boehringer-Ingelheim. Foi utilizado ácido tricloroacético (TCA) da Merck. 

Foram utilizados -nicotinamida adenina dinucleotídeo-fosfato (NADP), D-

glicose-6-fosfato, L-histidina monoidratada e D-biotina da Sigma. Empregou-se caldo 

nutriente Oxoid n. 2 e Bacto Agar Difco. 
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A 4-nitrodifenilenodiamina (NPD), azida sódica, daunomicina e 2-

antramina foram obtidas da Sigma. 

 

 

4.1.5. Colunas e Placas Cromatográficas 

 

 

Nos processos cromatográficos em coluna, foram empregados gel de 

sílica 60G, partículas de 63-210 m (Merck), e Sephadex LH-20, partículas de 25-

100 m (Pharmacia). 

As análises cromatográficas em camada delgada foram realizadas em 

placas de gel de sílica F254 sobre suporte de alumínio (Merck e Sorbent). 

As placas preparativas foram confeccionadas utilizando-se gel de sílica 

PF254, tamanho de partícula 5-40 m (Merck), em suspensão em água destilada, 

aplicado sobre placas de vidro formando camadas de 1 mm de espessura. 

Para revelação das placas cromatográficas empregou-se visualização no 

ultravioleta (254 e 360 nm) com ou sem aspersão dos seguintes reveladores: 

- solução de ácido sulfúrico 25% (25 mL de ácido em 100 mL de solução 

aquosa) e aquecimento a 100 ºC; 

- solução de anisaldeído sulfúrico (0,85 mL de anisaldeído, 85 mL de 

metanol, 10 mL de ácido acético e 5 mL de ácido sulfúrico) e aquecimento a 100 

ºC.; 

- reagente de Liebberman-Burchard (5 mL de anidrido acético, 5 mL de 

ácido sulfúrico e 50 mL de etanol) e aquecimento a 100 ºC; 
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- solução de NP/PEG (100 mg de NP e 500 mg de PEG em 20 mL de 

metanol) (WAGNER, 1996; STAHL, 1969). 

 

 

4.10. 4.2. Animais 

 

 

Nos ensaios in vivo foram utilizadas ratas Wistar Hannover pesando entre 

150 e 180g provenientes do Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo. 

 

 

4.3. Coleta e Identificação da Espécie Vegetal 

 

 

O material vegetal foi coletado em Trindade, 2º Subdistrito de Paraty, Rio 

de Janeiro, Brasil. Os ramos, floridos e/ou frutificados, foram preparados visando a 

obtenção de exsicatas. A espécie foi identificada pela Dra. Lúcia Rossi e a exsicata 

foi depositada no herbário do Instituto de Botânica de São Paulo, tendo sido 

registrada como SP-356.472. 
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4.4. Material Botânico 

 

 

As folhas de P. edulis empregadas no preparo do extrato etanol/água 

(70%) liofilizado (EEAL) foram coletadas no período da tarde, no mês de janeiro e 

submetidas à secagem em estufa com circulação forçada de ar a 40-45 °C. A seguir, 

foram reduzidas a pó semifino (FARMACOPÉIA, 1959) em moinho de facas e 

martelos. 

 

 

4.5. Extrato Etanol/Água (70%) Liofilizado (EEAL) 

 

 

 A droga vegetal pulverizada e tamisada foi submetida à percolação 

segundo método descrito na Farmacopéia Brasileira (1959).  

Em um percolador, 2.870 g do pó da droga foram mantidos em 

maceração com etanol 70% por 24 horas. Foi realizada a percolação com fluxo de 3 

mL/min usando o mesmo solvente como extrator (30 L.). A solução hidroetanólica foi 

concentrada em evaporador rotativo para a eliminação do etanol e em seguida foi 

liofilizada. 

O extrato foi homogeneizado por meio de tamis e armazenado em 

dessecador (975,0 g). 
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4.6. Partição do EEAL 

 

 

Cem gramas do EEAL foram solubilizados em 1000 mL de metanol/água 

(1: 1) e a solução foi submetida à extração em funil de separação com 330 mL de 

hexano. A partição foi repetida por 3 vezes com porções de 330 mL de solvente. A 

solução hidrometanólica foi rotavaporada para retirada do hexano residual e 

submetida ao mesmo processo de partição usando-se como extratores o 

diclorometano e o acetato de etila. 

As soluções obtidas foram concentradas em rotavapor, assim como a 

solução metanol/água. A água restante desta solução foi liofilizada. 

Foram obtidas as frações de hexano (FH) (4,60 g), de diclorometano (FD) 

(2,99 g), de acetato de etila (FA) (15,86 g) e de metanol (FM) (72,96 g). 

 

 

4.7. Análise Fitoquímica da Fração de Hexano (FH) 

 

 

4.7.1. Cromatografia em Coluna de FH 

 

 

Três gramas de FH foram submetidos à cromatografia em coluna de gel 

de sílica 60 G. A cromatografia foi realizada em funil de Büchner (diâmetro interno de 

15 cm e altura de 10 cm) sob vácuo. Utilizaram-se como eluentes misturas de 
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solventes de polaridades crescentes: hexano, hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3) 

e acetato de etila. 

Foram obtidas as frações FH1 (66,6 mg), FH2 (1438,3 mg), FH3 (341,0 

mg), FH4 (310,3 mg) e FH5 (571,1 mg). 

As frações foram analisadas por cromatografia em camada delgada 

(CCD) em placas de sílica utilizando-se diferentes fases móveis (hexano/acetato de 

etila 99:1, 9:1, 8:2 e 7:3; clorofórmio/metanol 99:1, 9:1, 8:2) e reveladas com ácido 

sulfúrico 25% e aquecimento. 

Após a avaliação do perfil cromatográfico das cinco frações, 

selecionaram-se as frações FH2, FH3 e FH4 para continuidade dos processos 

cromatográficos. 

 

 

4.7.2. Cromatografia em Coluna de FH2, FH3 e FH4 

 

 

A fração FH2 (1438,3 mg) foi submetida à cromatografia em coluna de gel 

de sílica 60 G. A coluna apresentava diâmetro interno de 2,5 cm e altura de 50 cm. 

Utilizaram-se como eluentes misturas de solventes de polaridades crescentes: 

hexano, hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3) e acetato de etila. Foram obtidas 62 

frações (FH2-01 a FH2-62).  

As frações FH3 (341,0 mg) e FH4 (310,3 mg) foram submetidas à 

cromatografia em coluna, separadamente, usando o mesmo adsorvente descrito 

anteriormente. Cada coluna apresentava diâmetro interno de 1 cm e altura de 40 cm. 

Utilizaram-se como eluentes misturas de solventes de polaridades crescentes: para 
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a fração FH3: hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3; 6:4) e acetato de etila, obtendo-

se 25 frações (FH3-01 a FH3-25); para a fração FH4: hexano/acetato de etila (8:2; 

7:3; 6:4; 5:5) e acetato de etila, obtendo-se 25 frações.  

Todas as frações obtidas foram analisadas por cromatografia em camada 

delgada (CCD) em placas de sílica utilizando-se diferentes fases móveis 

(hexano/acetato de etila 99:1, 9:1, 8:2 e 7:3; clorofórmio/metanol 99:1, 9:1, 8:2). As 

placas foram visualizadas no ultravioleta (254 e 360 nm) e reveladas por aspersão 

de ácido sulfúrico 25% ou reagente de Liebermann-Burchard seguido de 

aquecimento. 

As frações FH3-18, FH3-20, FH4-13 e FH4-16 foram submetidas a 

purificações em placas preparativas de gel de sílica 60G usando como fase móvel 

clorofórmio/metanol (98:2 e 90:10). 

Depois de purificadas, foram selecionadas as frações FH2-42 (235,0 mg), 

FH2-48 (34,9 mg), FH3-18 (16,4 mg), FH3-20 (17,6 mg), FH4-13 (12,7 mg) e FH4-16 

(15,8 mg) para a realização de análise por ressonância magnética nuclear de próton 

e de carbono 13. A fração FH2-42 foi também submetida à cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (Figura 9). 

 

 

4.7.3. Análise Espectrométrica de FH2-42, FH2-48, FH3-18, FH3-20, FH4-13 

e FH4-16 

 

 

As análises das frações FH2-42, FH2-48 e FH3-18 foram realizadas 

empregando-se clorofórmio deuterado. Para análise da fração FH4-13 foi utilizada 
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uma mistura de clorofórmio deuterado e metanol deuterado e para análises das 

frações FH3-20 e FH4-16 foi utilizada piridina deuterada como solvente. 

 

 

4.7.4. Análise de FH2-42 por Cromatografia Gasosa Acoplada à 

Espectrometria de Massas (CG-EM) 

 

 

As condições empregadas na análise foram: injetor automático: 150 C, 

temperaturas programadas: 60 C (2 minutos), 60 - 250C (10 C/minuto), 250 C 

(10 minutos). 

 

 

4.8. Análise Fitoquímica da Fração de Acetato de Etila (FA) 

 

 

4.8.1. Cromatografia em Coluna de FA 

 

 

Três gramas de FA foram solubilizados em 3 mL de metanol e a solução 

foi centrifugada. O sobrenadante recolhido foi centrifugado mais duas vezes. A 

solução livre de precipitado foi então submetida à cromatografia em permeação em 

gel em coluna de vidro (diâmetro interno de 2 cm e altura de 80 cm) empacotada 

com Sephadex LH-20. O metanol utilizado como solvente foi bombeado na coluna 
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por meio de bomba peristáltica a um fluxo de 0,5 mL/min. As frações com 

aproximadamente 2 mL foram coletadas em coletor automático. 

Foram obtidas 197 frações e após a avaliação do perfil cromatográfico 

selecionaram-se as frações FA-57 (33,3 mg), FA-66 (157,1 mg), FA-80 (41,2 mg), 

FA-90 (37,4 mg) e FA-147 (47,3 mg) para a realização de análise por RMN de 1H e 

de 13C. 

 

 

4.8.2. Análise Espectrométrica de FA-57, FA-66, FA-80, FA-90 e FA-147 

 

 

Os espectros foram obtidos utilizando-se dimetilsulfóxido deuterado como 

solvente. 

 

 



Materiais e Métodos 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Fluxograma do isolamento de substâncias a partir da droga vegetal 
constituída de folhas secas de Plinia edulis. EEAL: extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis; FH: fração de hexano; FD: fração de diclorometano; FA: 
fração de acetato de etila; FM: fração de metanol; CC: cromatografia em coluna. 
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4.9. Doseamentos nas Frações Polares (FA e FM) 

 

 

4.9.1. Fenóis Totais 

 

 

O doseamento de fenóis totais foi realizado conforme preconizado por 

Waterman e Mole (1994), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. Foram utilizadas as 

frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). A porcentagem de fenóis totais 

de cada fração foi calculada em relação ao ácido gálico. As análises foram 

realizadas em triplicatas e os resultados expressos como média ± desvio padrão. 

 

 

4.9.1.1. Preparo do Reagente de Folin-Ciocalteau 

 

 

Em um balão de fundo redondo de 250 mL contendo 70 mL de água 

destilada, adicionaram-se 10 g de tungstato de sódio, 2,5 g de ácido fosfomolíbdico, 

10 mL de ácido clorídrico concentrado e 5 mL de ácido ortofosfórico 85%. Refluxou-

se por 10 horas sob aquecimento com pérolas de vidro e foram acrescentados 15 g 

de sulfato de lítio. Adicionaram-se algumas gotas de bromo líquido até que a solução 

final ficou com uma coloração amarela. A solução foi fervida na capela para retirada 

do excesso de bromo e então transferida para um balão volumétrico de 100 mL e 

completada com água destilada. 
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4.9.1.2. Preparo da Solução de Carbonato de Sódio 

 

 

Vinte gramas de carbonato de sódio anidro foram solubilizados com água 

destilada em um balão volumétrico de 100 mL. 

 

 

4.9.1.3. Curva Padrão de Ácido Gálico 

 

 

Dez miligramas de ácido gálico foram solubilizados em 80 mL de água 

destilada. A solução foi transferida para balão volumétrico de 100 mL e o volume foi 

completado com água (100 g/mL). Em balões volumétricos de 50 mL foram 

adicionados 30 mL de água destilada e acrescentados de 0,25 mL a 3,0 mL da 

solução do padrão (concentrações de 25 a 300 g de ácido gálico por balão). Em 

seguida foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 7,5 mL de 

solução saturada de carbonato de sódio. Os volumes dos balões foram completados 

com água destilada e as soluções foram mantidas em repouso por 2 horas. As 

absorbâncias foram lidas em 760 nm. 
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4.9.1.4. Doseamento 

 

 

Foram dissolvidos 100 mg da fração de acetato de etila (FA) em 40 mL de 

etanol 70%. A solução foi transferida para balão volumétrico e o volume foi 

completado para 50 mL utilizando-se o mesmo solvente. Cem microlitros desta 

solução foram transferidos para balão volumétrico de 50 mL contendo 30 mL de 

água destilada. A solução foi agitada e em seguida foram adicionados 2,5 mL do 

reagente Folin-Ciocalteau e depois de 1 minuto foram adicionados 7,5 mL da 

solução saturada de carbonato de sódio. O volume foi completado com água 

destilada e a solução permaneceu em repouso por duas horas antes da leitura da 

absorbância a 760 nm. Utilizaram-se as amostras sem adição do reagente Folin-

Ciocalteau como branco. 

O mesmo procedimento foi repetido utilizando-se 100 mg da fração de 

metanol (FM). 

 

 

4.9.1.5. Cálculo 

 

 

A média das leituras em triplicatas foi confrontada com os dados da curva 

padrão de ácido gálico e o cálculo da porcentagem de fenóis totais foi baseado na 

equação de linearidade da reta do padrão. 
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4.9.2. Taninos 

 

 

O doseamento de taninos foi realizado conforme preconizado por 

Waterman e Mole (1994), baseado na precipitação com albumina do soro bovino 

(BSA). Foram utilizadas as frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). A 

porcentagem de taninos de cada fração foi calculada em relação ao ácido tânico. As 

análises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos como média ± 

desvio padrão. 

 

 

4.9.2.1. Preparo da solução de BSA 

 

 

Em um béquer 1,64 g de acetato de sódio foram solubilizados em 

aproximadamente 80 mL de água. O pH foi ajustado para 7,0 e a solução foi 

transferida para um balão volumétrico e completada com água para 100 mL. Nesta 

solução foram solubilizados 994,5 mg de cloreto de sódio e 100 mg de BSA. 

 

 

4.9.2.2. Preparo da Solução de SDS 

 

 

Em um béquer contendo 60 mL de água foi solubilizado 1 g de dodecil 

sulfato de sódio (SDS). Acrescentou-se 5 mL de trietanolamina e 20 mL de 
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isopropanol. A solução foi transferida para balão volumétrico e completou-se o 

volume com água destilada para 100 mL. 

 

 

4.9.2.3. Preparo do Reagente Cloreto Férrico 

 

 

Uma massa de 162,5 mg de cloreto férrico (Merck) foi solubilizada em 100 

mL de uma solução de ácido clorídrico 0,01 N. 

 

 

4.9.2.4. Curva Padrão de Ácido Tânico 

 

 

Quinhentos miligramas de ácido tânico foram solubilizados em 80 mL de 

metanol 50%. A solução foi transferida para balão volumétrico e o volume acertado 

com o mesmo solvente para 100 mL. Diluições foram feitas para obtenção de 

concentrações de 0,10 a 0,85 mg/mL, utilizando-se o metanol 50% como solvente. 

Em tubos de ensaio, 1 mL de cada uma das soluções de ácido tânico foi misturado 

com 2 mL da solução de BSA. Após 10 minutos a mistura foi centrifugada por 10 

minutos a 5000 rpm, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 4 mL da 

solução de SDS em cada tubo. O material foi ressuspenso com auxílio de vórtex e 

adicionou-se 1 mL de reagente de cloreto férrico em cada tubo. Após 15 minutos as 

absorbâncias foram lidas em 520 nm. 
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4.9.2.5. Doseamento 

 

 

Foram dissolvidos 100 mg da fração de acetato de etila (FA) em 80 mL de 

metanol 50%. A solução foi transferida para balão volumétrico e o volume foi 

completado para 100 mL utilizando-se o mesmo solvente. Um mililitro desta solução 

foi misturado a 2 mL da solução de BSA em tubo de ensaio. Após 10 minutos, a 

mistura foi centrifugada por 10 minutos à 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 

foram adicionados 4 mL da solução de SDS. O material foi ressuspenso com auxílio 

de vórtex e adicionou-se 1 mL de reagente cloreto férrico em cada um dos tubos. 

Depois de 15 minutos as absorbâncias foram lidas a 520 nm utilizando-se as 

amostras sem adição de cloreto férrico como branco. 

O mesmo procedimento foi repetido utilizando-se 100 mg da fração de 

metanol (FM). 

 

 

4.9.2.6. Cálculo 

 

 

A média das leituras em triplicatas foi confrontada com os dados da curva 

padrão de ácido tânico e o cálculo da porcentagem de taninos foi baseado na 

equação de linearidade da reta do padrão. 
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4.9.3. Flavonóides 

 

 

O doseamento de flavonóides foi realizado conforme preconizado pela 

Farmacopéia Brasileira (AGÊNCIA NACIONAL, 2003). Foram utilizadas as frações 

de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). A porcentagem de flavonóides de cada 

fração foi calculada em relação à quercetina. As análises foram realizadas em 

triplicatas e os resultados expressos como média ± desvio padrão. 

 

 

4.9.3.1. Preparo da Solução de Metenamina 

 

 

Dissolveu-se 0,1 g de metenamina em água e o volume foi completado 

para 20 mL com o mesmo solvente. 

 

 

4.9.3.2. Preparo da Solução de Cloreto de Alumínio 

 

 

Dissolveram-se 2 g de cloreto de alumínio em metanol e o volume foi 

completado para 100 mL utilizando-se o mesmo solvente. 
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4.9.3.3. Preparo da Solução Metanólica de Ácido Acético 

 

 

Em um balão volumétrico de 100 mL, foram adicionados 5 mL de ácido 

acético e o volume foi completado com metanol. 

 

 

4.9.3.4. Determinação de Água 

 

 

Meio grama de cada fração foi levado à estufa a 100-105 ºC, 

separadamente, por 5 horas. Após resfriamento em dessecador, as frações foram 

pesadas até que a massa entre as pesagens não diferisse em mais de 5 mg em 3 

pesagens consecutivas. A determinação de água foi calculada em porcentagem em 

relação à massa da amostra inicial através da fórmula: 

 

 

 

onde: Pd = determinação de água em porcentagem; mi = massa inicial da amostra 

em gramas; mf = massa final da amostra, após a secagem, em gramas. 

 

 

Pd = 100 – (mf x 100/ mi) 
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4.9.3.5. Doseamento 

 

 

Uma massa de 0,1 g da fração de acetato de etila (FA) foi aquecida à 

fervura sob refluxo durante 30 minutos com 20 mL de acetona, 1 mL da solução de 

metenamina e 2 mL de ácido clorídrico. A mistura foi filtrada por algodão para balão 

volumétrico de 100 mL. O resíduo da amostra e o algodão foram extraídos mais 

duas vezes usando-se porções de 20 mL de acetona com aquecimento à fervura 

sob refluxo por 10 minutos. Os filtrados foram reunidos no balão e o volume foi 

completado para 100 mL com acetona. 

A 20 mL da solução obtida foram adicionados 20 mL de água e 15 mL de 

acetato de etila, em funil de separação. A fase de acetato de etila foi recolhida e 

procederam-se mais 3 extrações empregando-se porções de 10 mL de acetato de 

etila. Após a reunião das fases de acetato de etila, foram realizadas 2 lavagens com 

porções de 50 mL de água. A fase orgânica foi completada com acetato de etila em 

balão volumétrico de 50 mL (solução mãe). 

A 10 mL da solução mãe foi adicionado 1,0 mL da solução de cloreto de 

alumínio e o volume foi completado para 25 mL em balão volumétrico com a solução 

metanólica de ácido acético. Foi preparada uma solução de comparação (branco) 

diluindo-se 10 mL da solução mãe a 25 mL em balão volumétrico com solução 

metanólica de ácido acético. 

Após 30 minutos foi lida a absorbância da amostra a 425 nm, utilizando-se 

a solução sem a adição do cloreto de alumínio como branco. 

O mesmo procedimento para o doseamento de flavonóides foi realizado 

partindo-se de 0,2 g da fração metanólica (FM). 
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4.9.3.6. Cálculo 

 

 

O teor de flavonóides foi calculado em porcentagem como quercetina 

através da equação: 

 

 

 

 

onde: A = absorbância da amostra a 425 nm; m = massa da amostra em gramas; Pd 

= determinação de água da amostra em porcentagem. 

 

 

4.10. Atividade Antioxidante 

 

 

4.10.1. Avaliação do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio com DPPH 

 

 

O radical 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH) é um radical livre estável à 

temperatura ambiente que produz uma solução violácea em etanol. Em presença de 

substâncias antioxidantes, a solução etanólica torna-se incolor, podendo-se avaliar o 

potencial antioxidante das amostras colorimetricamente (GORINSTEIN et al., 2003; 

LEE et al., 2003; MASUDA et al., 2003). 

% flavonóides =         A x 62.500   

      500 x m x (100-Pd) 
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O ensaio foi realizado empregando-se o extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis (EEAL) e as frações de acetato de etila (FA) e de metanol 

(FM). 

 

 

4.10.1.1. Preparo da Solução 0,3 mM de DPPH 

 

 

Em um béquer contendo 80 mL de etanol foram adicionados 11,8 mg de 

DPPH sob agitação até completa dissolução. A solução foi transferida para balão 

volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com etanol. 

 

 

4.10.1.2. Preparo das Amostras 

 

 

Cem miligramas do EEAL foram solubilizados em etanol para volume de 

100 mL em balão volumétrico (1 mg/mL). Volumes diferentes desta solução foram 

diluídos com etanol para obtenção de amostras de EEAL nas seguintes 

concentrações: 20 g/mL, 10 g/mL, 4 g/mL, 2 g/mL e 1 g/mL. O mesmo 

procedimento foi realizado com a rutina. 

Para as frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) foram obtidas 

soluções de concentrações de 10 g/mL, 7,5 g/mL, 5 g/mL, 2,5 g/mL e 1 g/mL 

utilizando-se etanol como solvente. 
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4.10.1.3. Ensaio 

 

 

A 1 mL da solução de DPPH foram adicionados 2,5 mL das soluções de 

amostras. Após 30 minutos a temperatura ambiente, as absorbâncias foram medidas 

a 518 nm, utilizando-se etanol para calibrar o aparelho (MENSOR et al., 2001). 

A solução usada como branco foi obtida adicionando-se 1 mL de etanol a 

2,5 mL da solução das amostras em diferentes concentrações. A solução controle foi 

obtida através da adição de 1 mL da solução de DPPH a 2,5 mL de etanol 

(MENSOR et al., 2001). 

 

 

4.10.1.4. Cálculo 

 

 

A atividade antioxidante (AA%) expressa em porcentagem, foi calculada 

em relação aos controles, aos quais não foram adicionadas as amostras, a partir de 

uma média de 3 leituras.  

 

AA% = 100  -    (Absamostra – Absbranco)  x 100 
       Abscontrole 

 

onde AA% = atividade antioxidante medida em porcentagem; Absamostra = 

Absorbância da amostra; Absbranco = Absorbância do branco; Abscontrole = 

Absorbância do controle (MENSOR et al., 2001). 
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Através da equação da reta de linearidade do gráfico foi obtida a 

concentração do extrato, da rutina e de cada fração com atividade antioxidante de 

50% em relação ao controle (CE50), adotando-se valores de r2 ≥ 0,9. 

 

 

4.10.2. Avaliação do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio da Capacidade 

de Absorção do Radical de Oxigênio (ORAC) 

 

 

No método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), radicais 

peroxila reagem com um indicador fluorescente para formar um composto não 

fluorescente. Na presença de substâncias antioxidantes o tempo e o grau de inibição 

da oxidação são medidos durante a reação por fluorescência (HUANG et al., 2002). 

O ensaio foi realizado empregando-se o extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis (EEAL). 

 

 

4.10.2.1. Preparo da Solução Tampão Fosfato 75 mM (pH 7,0) 

 

 

Em um béquer com aproximadamente 200 mL de água foram adicionados 

1,59 g de fosfato sódico monoidratado, 1,03 g de fosfato dissódico. O pH foi ajustado 

para 7,0, a solução foi transferida para balão volumétrico de 250 mL e o volume foi 

completado com água. 
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4.10.2.2. Preparo da Solução de Fluoresceína Sódica 40 nM 

 

 

Um miligrama de fluoresceína sódica foram solubilizados em 1 mL de 

solução tampão. A 602 L desta solução foram adicionados 3,398 mL de tampão. 

 

 

4.10.2.3. Preparo da Solução de AAPH 153 mM 

 

 

Em 2 mL de solução tampão foram solubilizados 82,98 mg de 2,2’-azobis-

(2-amidinopropano)-dicloridrato (AAPH). 

 

 

4.10.2.4. Preparo das Soluções de Padrão Trolox 

 

 

Um miligrama de Trolox foram solubilizados em 1 mL de tampão. A 100 

L desta solução foram adicionados 300 L de tampão (solução 100 M de Trolox). 

Sucessivas diluições com tampão foram feitas para obtenção de soluções de Trolox 

a 50 M, 25 M, 12,5 M e 6,25 M. 
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4.10.2.5. Preparo das Amostras 

 

 

Três miligramas e meio de EEAL foram solubilizados em 2 mL de 

acetona/água (50%). Esta solução foi agitada em vórtex até completa solubilização. 

Volumes diferentes desta solução foram diluídos com solução tampão para obtenção 

de amostras de EEAL nas seguintes concentrações: 20 g/mL, 17,5 g/mL, 15 

g/mL, 12,5 g/mL, 10 g/mL e 5 g/mL. 

 

 

4.10.2.6. Ensaio 

 

 

O ensaio foi realizado em placa de 96 poços. Em cada poço foram 

adicionados 25 L da solução de EEAL nas diferentes concentrações ou 25 L de 

soluções do padrão Trolox e 150 L de fluoresceína. 

A placa foi incubada por 30 minutos a 37°C. Após este período 

adicionaram-se 25 L da solução de AAPH. A placa foi agitada por 10 segundos em 

velocidade alta no próprio equipamento e a leitura foi efetuada com sensibilidade de 

60 bottom durante uma hora a cada minuto.  

O branco consistiu em 200 L de tampão fosfato e, no controle positivo, o 

Trolox foi substituído pelo mesmo tampão. Os poços externos àqueles que estavam 

sendo lidos foram preenchidos com 300 L de água. 
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As análises foram realizadas em triplicatas, com exceção do padrão de 

Trolox que foi submetido a nove análises em duplicatas para validação do método 

(RIVELLI et al., 2008). 

 

 

4.10.2.7. Cálculo 

 

 

O valor final é calculado através da equação de regressão entre a 

concentração de Trolox e a área sob a curva de decaimento de fluorescência (AUC). 

Sendo expresso o resultado em micromoles equivalentes de Trolox/g da amostra. A 

área sob a curva foi calculada conforme a equação (BIOTEK, 2007): 

 

 

onde AUC = área sob a curva; f0: leitura da fluorescência inicial (t = 0 minutos); fn = 

leitura da fluorescência de cada amostra (t = n minutos). 

 

O valor relativo de ORAC foi calculado conforme a equação: 

 

  

 

 

AUC = 1 +  f1 / f0  +   f2 / f0  + + f3 / f0  + .... + fn/ f0 

_(AUC amostra - AUC branco)    X  __molaridade Trolox__ 
   (AUC trolox - AUC branco )        concentração amostra 



Materiais e Métodos 72 

4.11. Atividade Antiúlcera Aguda 

 

 

Todos os protocolos experimentais estão de acordo com os Princípios 

Éticos de Experimentação Animal adotados pelo Colégio de Experimentação Animal 

(COBEA) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas sob protocolo nº 128. 

A avaliação da atividade antiúlcera foi efetuada através do modelo de 

indução com ácido clorídrico e etanol (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004). 

 

 

4.11.1. Avaliação Dose/Resposta do EEAL 

 

 

O ensaio foi realizado empregando-se o extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis (EEAL). 

 

 

4.11.1.1. Preparo das Amostras 

 

 

O EEAL foi solubilizado em água nas concentrações de 10, 20 e 40 

mg/mL. O lansoprazol foi solubilizado em água na concentração de 3 mg/mL. As 

soluções foram mantidas sob agitação, em agitador magnético durante a 

administração. 
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4.11.1.2. Ensaio 

 

 

Os animais foram divididos em grupos com n de 7. As ratas foram 

mantidas em jejum durante 12 horas. Em seguida, foram administradas doses do 

EEAL ou do lansoprazol em um volume de 10 mL/kg aos animais por via oral (doses 

de 100, 200 e 400 mg/kg do EEAL e de 30 mg/kg do lansoprazol). Como controle 

negativo foi administrado o mesmo volume de água (10 mL/kg). 

Trinta minutos depois, foi administrado, via oral, 1 mL de HCl 0,3M em 

etanol 60% como agente ulcerogênico. Após uma hora, os animais foram mortos em 

cuba de gás carbônico. Seus estômagos foram retirados, abertos pela curvatura 

maior e fixados entre placas de vidro para avaliar as ulcerações. 

 

 

4.11.2. Avaliação das Frações e do Ácido ursólico 

 

 

O ensaio foi realizado empregando-se o extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis (EEAL), as frações de hexano (FH), de diclorometano (FD), de 

acetato de etila (FA) e de metanol (FM) e o ácido ursólico. 
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4.11.2.1. Preparo das amostras 

 

 

O EEAL, as frações de hexano (FH), de diclorometano (FD), de acetato 

de etila (FA) e de metanol (FM) foram solubilizados em uma solução de Tween 80 

(5% em água) na concentração de 10 mg/mL. O lansoprazol e o ácido ursólico foram 

solubilizados na mesma solução aquosa de Tween 80 nas concentrações de 3 

mg/mL e 5 mg/mL respectivamente. As soluções foram mantidas sob agitação, em 

agitador magnético durante a administração. 

 

 

4.11.2.2. Ensaio 

 

 

Os animais foram divididos em grupos com n de 7. As ratas foram 

mantidas em jejum durante 12 horas. Em seguida, foram administradas doses do 

EEAL, das frações, do ácido ursólico ou do lansoprazol em um volume de 10 mL/kg 

aos animais por via oral (doses de 100 mg/kg do EEAL e das frações, de 50 mg/kg 

do ácido ursólico e de 30 mg/kg do lansoprazol). O grupo controle recebeu o mesmo 

volume de solução de Tween 80 (5% em água) (10 mL/kg). 

Trinta minutos depois, foi administrado, via oral, 1 mL de HCl 0,3M em 

etanol 60% como agente ulcerogênico. Após uma hora, os animais foram mortos em 

cuba de gás carbônico. Seus estômagos foram retirados, abertos pela curvatura 

maior e fixados entre placas de vidro para que as ulcerações fossem avaliadas. 
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4.11.3. Cálculo 

 

 

A avaliação das ulcerações foi realizada através de dois parâmetros: Área 

Total de Lesão e Área Relativa de Lesão. 

A Área Total de Lesão foi calculada somando-se as áreas de todas as 

úlceras e foi expressa em mm2. Para a medida das áreas foi utilizado o programa 

Image Pro Plus. 

A Área Relativa de Lesão foi calculada através da fórmula: 

 

 

onde ARL = Área Relativa de Lesão expressa em porcentagem; ATL = Área Total de 

Lesão em mm2; AT = Área Total do estômago em mm2. 

 

 

4.11.4. Análise Estatística 

 

 

Os resultados foram avaliados através de análise de variância, com nível 

crítico igual ou menor a 0,05 (5%) para rejeição da hipótese de nulidade, seguido de 

Tukey (SOKAL; ROHLF, 1969). Os dados expressos em porcentagem (Área Relativa 

de Lesão) foram previamente transformados em arcosseno para posterior análise 

estatística. 

 

 

ARL = ATL/AT x 100 
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4.12. Citotoxicidade 

 

 

4.12.1. Citotoxicidade de Células CHO 

 

 

A citotoxicidade do extrato etanol/água (70%) liofilizado de P. edulis 

(EEAL) e das frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) foi avaliada em 

cultura de células de ovário de hamster chinês (CHO) conforme preconização da 

ISO 10993-5 (INTERNATIONAL STANDARD ORGANIZATION, 1992). A 

citotoxicidade do DMSO utilizado na diluição das amostras também foi avaliada. 

 

 

4.12.1.1. Preparo do Corante 

 

 

O corante supravital tetrazólio (MTS), por ação de desidrogenases 

presentes nas células biologicamente ativas, é bioreduzido, transformando-se em 

formazam, um produto solúvel no meio de cultura e cuja concentração pode ser 

avaliada por absorbância. Sendo assim, A quantidade de formazam produzida é 

diretamente proporcional ao número de células vivas (PROMEGA CORPORATION, 

2007). 

Separadamente, 200 g de MTS e 90 g de metassulfato de fenazida 

(PMS) foram solubilizados em 100 L de solução salina tamponada (PBS) (soluções 
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0,2% de MTS e 0,09% de PMS). Aos 100 L da solução de MTS foram adicionados 

5 L da solução de PMS (20:1). Esta solução final foi utilizada como corante. 

 

 

4.12.1.2. Preparo das Amostras 

 

 

O EEAL foi solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) para obtenção de 

uma solução na concentração de 100 mg/mL. O pH da solução foi medido para 

garantir amostras com pH superior a 5,5. Em ambiente estéril, a solução foi filtrada 

em membrana esterilizante e volumes diferentes foram diluídos com solução tampão 

para obtenção de amostras de EEAL nas concentrações: de 1,95 g/mL a 500 

g/mL. 

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado para as frações FA e 

FM. O DMSO foi diluído com tampão nas mesmas condições empregadas para as 

amostras para concentrações finais de 0,02% a 5,00% (v/v). 

 

 

4.12.1.3. Cultura das Células 

 

 

As culturas de CHO foram obtidas por incubação a 37 C em ambiente 

úmido, em meio de cultura com 10% de soro fetal bovino (SFB) e atmosfera de 5% 

de CO2. Após propagação celular em monocamada, o meio de cultura foi removido e 

as células lavadas com PBS. 
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Para o destacamento das células da garrafa de cultura, foi adicionada 

solução de tripsina a 0,25%. Em seguida as células foram transferidas para tubo 

plástico, centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS. As células foram então 

ressuspensas em meio de cultura e a concentração celular foi ajustada para 60.000 

células/mL. 

 

 

4.12.1.4. Ensaio 

 

 

O ensaio foi realizado em placa de 96 poços. Em cada poço foram 

adicionados 50 L de suspensão celular (3.000 células) e 50 L das soluções das 

amostras (EEAL, FA e FM) nas diferentes concentrações ou 50 L de soluções de 

DMSO utilizadas para diluição das amostras. O branco de cada amostra consistiu 

em 50 L da amostra e 50 L do meio de cultura. O controle negativo consistiu em 

50 L da suspensão celular e 50 L de meio de cultura (viabilidade celular 100%). 

Como branco das leituras foi utilizado 100 L de meio de cultura, sem adição da 

suspensão celular (DOS SANTOS et al., 2006). 

Todas as análises foram realizadas em quadruplicatas. 

A microplaca foi incubada a 37 C, em atmosfera de 5% de CO2 e 

ambiente úmido por 72 horas. Passado o período de incubação, adicionaram-se 20 

L do corante. A placa foi novamente incubada por duas horas e as absorbâncias 

foram medidas a 490 nm, comparativamente ao branco (meio de cultura). 
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4.12.1.5. Cálculo 

 

 

A viabilidade celular expressa em porcentagem, foi calculada em relação 

aos controles, aos quais não foram adicionadas as amostras, a partir de uma média 

de 4 leituras. 

 

VC = (Absamostra – Absbranco)  x 100 
 Abscontrole 

 

onde VC = viabilidade celular medida em porcentagem; Absamostra = absorbância da 

amostra; Absbranco = absorbância do branco de cada amostra; Abscontrole = 

absorbância do controle. 

 

Através da equação da reta de linearidade do gráfico foi obtida a 

concentração do EEAL, FA e FM com citotoxicidade de 50% em relação ao controle 

(DL50), adotando-se valores de r2 ≥ 0,9. 

 

 

4.12.1.6. Análise Estatística 

 

 

Os resultados foram avaliados através de análise de variância, com nível 

crítico igual ou menor a 0,05 (5%) para rejeição da hipótese de nulidade, seguido de 

Tukey (SOKAL; ROHLF, 1969). 
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4.12.2. Citotoxicidade de Células Tumorais 

 

 

A citotoxicidade do extrato etanol/água (70%) liofilizado de P. edulis 

(EEAL) e das frações de hexano (FH), diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e 

metanol (FM) foi avaliada em cultura de células tumorais humanas conforme 

preconizado por Monks et al. (1991). 

Foram selecionadas linhagens neoplásicas humanas de leucemia (K-562), 

mama (MCF-7), mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), 

melanoma (UACC-62), pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), cólon (HT-29), ovário 

(OVCAR-03) e rim (786-0) (DENNY et al., 2008). 

 

 

4.12.2.1. Preparo do Meio de Cultura 

 

 

O meio de cultura utilizado consistiu de meio RPMI com 10% de SFB e 

gentamicina (50 g/mL). 

 

 

4.12.2.2. Preparo do Corante 

 

 

A sulforrodamina B (SRB) é um corante protéico que se liga aos 

aminoácidos nas células previamente fixadas com ácido tricloroacético. Desta forma, 
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a concentração de SRB medida por absorbância é diretamente proporcional ao 

número de células vivas (MONKS et al., 1991). 

Em 100 L de uma solução aquosa de ácido acético a 1% foram 

solubilizados 400 g de SRB. 

 

 

4.12.2.3. Preparo das Amostras 

 

 

O extrato (EEAL), as frações (FH, FD, FA e FM) e a doxorrubicina foram 

solubilizados em DMSO na concentração de 100 mg/mL. Para adição nas culturas 

celulares, estas soluções foram diluídas no mínimo 400 vezes em meio de cultura, 

evitando a citotoxicidade do DMSO. As concentrações finais das amostras foram de 

0,50 g/mL a 500 g/mL. 

 

 

4.12.2.4. Cultura das Células 

 

 

As culturas celulares foram obtidas por incubação a 37 C em ambiente 

úmido, em meio de cultura e atmosfera de 5% de CO2. Com exceção da K-562, que 

cresce em suspensão, após propagação celular em monocamada, o meio de cultura 

foi removido e as células lavadas com tampão de Hank’s. 

Para o destacamento das células da garrafa de cultura, foi adicionada 

solução de tripsina a 0,25%. As células foram então ressuspensas em meio de 
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cultura e as concentrações celulares foram ajustadas de acordo com a preconização 

do NCI: 40.000 células/mL (NCI-460 e UACC-62), 45.000 células/mL (PC-03), 

50.000 células/mL (786-0, HT-29 e NCI-ADR), 60.000 células/mL (K-562 e MCF-7) 

e 70.000 células/mL (OVCAR-03). 

 

 

4.12.2.5. Ensaio 

 

 

O ensaio foi realizado em placa de 96 poços. Em cada poço foram 

adicionados 100 L de suspensão celular em suas respectivas densidades de 

inoculação. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 C, em ambiente úmido e 

atmosfera de 5% de CO2, para readaptação ao ambiente. 

Uma placa controle (T0), para cada uma das culturas celulares, foi fixada 

através da adição de 50 L de uma solução aquosa de ácido tricloroacético (TCA) 

50% em cada poço para determinação da quantidade de células no momento da 

adição das amostras. Para a cultura de K-562 adicionaram-se 50 L de uma solução 

aquosa de TCA 80%. 

Nas demais placas, foram adicionados 100 L das amostras nas 

diferentes concentrações (EEAL, FH, FD, FA e FM). O branco de cada amostra 

consistiu em 100 L da amostra e 100 L do meio de cultura. O controle negativo 

consistiu em 100 L da suspensão celular e 100 L de meio de cultura (viabilidade 

celular 100%). O controle positivo consistiu 100 L de suspensão celular e 100 L de 

diferentes concentrações de doxorrubicina. Como branco das leituras foi utilizado 

200 L de meio de cultura, sem adição da suspensão celular. 
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Todas as análises foram realizadas em triplicatas. 

A microplaca foi incubada a 37 C, em atmosfera de 5% de CO2 e 

ambiente úmido por 48 horas. Passado o período de incubação, as placas foram 

centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm e adicionaram-se 50 L de solução aquosa 

de TCA 50% ou TCA 80% (K-562). Para completar a fixação celular, as placas foram 

incubadas por 1 hora a 4 C. 

Depois de fixadas, as placas foram lavadas com água destilada para 

remoção do TCA, meio de cultura, SFB e amostras residuais. Após secagem à 

temperatura ambiente, adicionaram-se 50 L do corante em todos os poços e as 

placas foram novamente incubadas a 4 C por 30 minutos. 

As placas foram novamente lavadas com uma solução aquosa de ácido 

acético 1%, o resíduo da solução de lavagem foi removido e realizou-se nova 

secagem à temperatura ambiente. 

Adicionaram-se 150 L de uma solução aquosa de Trizma base (10 M, 

pH 10,5) em cada poço e as placas foram submetidas a ultra-som por 5 minutos. As 

absorbâncias foram medidas a 540 nm, comparativamente ao branco (meio de 

cultura). 

 

 

4.12.2.6. Análise dos Resultados 

 

 

Foram calculadas as médias das absorbâncias das amostras subtraídas 

de seus respectivos brancos. Os resultados obtidos foram analisados considerando-

se: 
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- atividade proliferativa: (Absamostra - Absbranco) > Abscontrole; 

- atividade citostática: Abscontrole > (Absamostra - Absbranco) ≥ AbsT0; 

- atividade citocida: (Absamostra - Absbranco) < AbsT0; 

 

Para amostras que apresentaram atividade citostática a porcentagem de 

inibição do crescimento (IC) foi calculada como média de três leituras por meio da 

fórmula: 

 

IC = (Absamostra – Absbranco – AbsT0)  x 100 
(Abscontrole – AbsT0) 

 

 

Para amostras que apresentaram atividade citocida a IC foi calculada 

como média de três leituras por meio da fórmula: 

 

IC = (Absamostra – Absbranco – AbsT0)  x 100 
(AbsT0) 

 

onde, Absamostra = absorbância da amostra; Absbranco = absorbância do branco de 

cada amostra; Abscontrole = absorbância do controle; AbsT0 = absorbância do controle 

da placa T0 (dia da adição das amostras). 

 

As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibição de 

crescimento maior que 50% de forma dose-dependente. 

Para cada amostra e cada linhagem neoplásica foram determinadas 

faixas de concentração que promoveram inibição do crescimento de 50% (IC50) 

inibição total do crescimento (ITC) e morte celular de 50% (DL50). 
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4.13. Mutagenicidade – Teste de Ames 

 

 

Empregou-se o Teste de Ames para avaliar o potencial mutagênico do 

extrato etanol/água (70%) liofilizado de P. edulis (EEAL). 

O teste de Ames caracteriza-se pela utilização de linhagens mutantes de 

Salmonella typhimurium incapazes de crescerem na ausência de histidina. Na 

presença de substâncias mutagênicas, estas linhagens passam a formar colônias 

em meio desprovido desse aminoácido (ZEIGER, 2001). 

A adição de enzimas metabolizadoras (Fração S9) obtidas de fígado de 

ratos visa promover a identificação de substâncias mutagênicas de ação indireta, 

que necessitam de metabolização para tornarem-se mutagênicas (MORTELMANS; 

ZEIGER, 2000). 

 

 

4.13.1. Preparo dos Meios de Cultura 

 

 

Os meios de cultura e soluções necessários para os ensaios de mutação 

reversa foram preparados de acordo com as especificações de Maron e Ames 

(1983).  

O caldo nutriente foi preparado solubilizando-se 0,75 g de caldo em 30 

mL de água. 

O ágar glicose foi prepara com a solubilização de 20 g de glicose e 15 g 

de Bacto ágar em 980 mL de água destilada. O Meio Vogel Bonner foi preparado 
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acrescentando-se 1,0 g de sulfato de magnésio heptaidratado, 10,0 g de ácido 

cítrico, 17,5 g de fosfato de sódio e amônio e 50,0 g de fosfato de potássio dibásico 

a 67 mL de água aquecida a 45 C. 

O ágar mínimo glicosado (AMG) usado nos ensaios foi preparado 

misturando-se 980 mL de ágar glicose e 20 mL de meio Vogel Bonner. 

O ágar de superfície (top-ágar) foi preparado adicionando-se 0,5 g de 

cloreto de sódio e 0,6 g de Bacto ágar a 100 mL de água destilada. A esta mistura 

acrescentou-se 10 mL de solução aquosa de L-histidina (960 g/mL) e D-biotina 

(123 g/mL). 

Os meios de cultura preparados foram esterilizados em autoclave a 121 

°C por 15 minutos. 

 

 

4.13.2. Preparo da Fração S9 

 

 

Em recipiente mantido em banho de gelo, misturou-se 19,75 mL de água 

estéril, 25 mL de tampão fosfato 0,2 M (pH 7,4), 2 mL de solução aquosa de -

nicotinamida adenina dinucleotídeo-fosfato (NADP) 0,1 M (76,54 mg/mL), 250 L de 

solução aquosa de D-glicose-6-fosfato 1 M (282,1 mg/mL), 500 L de solução 

aquosa de cloreto de magnésio 0,4 M (81,3 mg de cloreto de magnésio 

hexaidratado/mL), 500 L de solução aquosa de cloreto de potássio 1,65 M (123 

mg/mL) e a fração S9 diluída em 2 mL de água estéril. 
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A fração foi mantida em banho de gelo durante todo o ensaio, preparada 

sempre imediatamente antes do uso e utilizada por um período não excedente a 3 

horas do preparo. 

 

 

4.13.3. Preparo das Amostras 

 

 

O DMSO foi empregado na solubilização de todas as amostras. O EEAL 

foi solubilizado até o limite de solubilidade (200 mg/mL). 

Para os ensaios sem ativação metabólica, foram utilizados como controles 

positivos a 4-nitro-1,2-fenilenodiamina (NPD) (100 g/mL) para as linhagens TA97a 

e TA98, azida sódica (12,5 g/mL) para a linhagem TA100 e daunomicina (30 

g/mL) para a linhagem TA102. Nos ensaios com ativação metabólica foi 

empregado a 2-antramina (12,5 g/mL) para todas as linhagens. 

 

 

4.13.4. Preparo dos Inóculos 

 

 

Foram utilizadas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de 

Salmonella typhimurium (SANTOS et al., 2006). 

Com auxílio de alça de inoculação, pequena quantidade de cultura de 

estoque congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente e incubada a 37 °C, 
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por 12 a 16 horas, em banho-maria sob agitação (160 rpm), de modo a obter uma 

densidade de 1-2 x 109 bactérias/mL. 

 

 

4.13.5. Ensaio 

 

 

Foram testadas 5 diferentes concentrações de EEAL: 20 mg/placa, 15 

mg/placa, 10 mg/placa, 5 mg/placa e 2,5 mg/placa. Em tubos de ensaio, diferentes 

concentrações de EEAL, de DMSO (100 L) ou de soluções dos controles positivos 

(100 L) foram misturados a 500 L de tampão fosfato 0,2 M (pH 7,4) e 100 L de 

cultura bacteriana. Os tubos foram incubados por 20-30 minutos a 37 °C. Nos 

ensaios com ativação metabólica, foram adicionados, em substituição ao tampão 

fosfato, 500 L da fração S9. 

Após a incubação, adicionaram-se em cada tubo 2 mL de top-ágar, 

contendo traços de L-histidina e D-biotina. O conteúdo dos tubos foi homogeneizado 

em vórtex e vertido sobre a superfície de uma placa contendo AMG. Após 

solidificação do top-ágar, as placas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C. 

Realizou-se então a contagem do número de colônias revertentes por 

placa. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 
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4.13.6. Análise dos Resultados 

 

 

Os dados da mutagenicidade foram analisados pelo programa estatístico 

Salanal elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle 

Institute, na Carolina do Norte, por intermédio da Dra. Maria Inês Sato (CETESB). 

Esse programa permite avaliar o efeito dose-resposta através do cálculo da análise 

da variância (ANOVA) entre as médias do número de revertentes nas diferentes 

doses testadas e o controle negativo, seguido de uma regressão linear. Para a 

análise subseqüente dos dados foi selecionado o modelo Bernstein (Bernstein et al, 

1982). 

Além da análise de variância foi calculada a razão de mutagenicidade 

(RM) para cada dose analisada, que é a média do número de revertentes na placa 

teste dividido pela média do número de revertentes na placa do controle negativo 

(reversões espontâneas). 

As amostras foram consideradas mutagênicas quando a RM foi maior ou 

igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e quando houve uma relação 

dose-resposta entre as doses testadas e o número de revertentes induzidos. 

Os resultados foram considerados negativos quando as amostras não 

induziram aumento significativo no número de revertentes, comparativamente ao 

controle e as RM foram todas menores que 2. 

Quando houve diferença estatisticamente significativa entre o grupo 

tratado e o controle negativo, mas a RM foi menor que 2, as amostras foram 

consideradas como causadoras de indícios de mutagenicidade. Isso significa dizer 
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que a amostra apresenta capacidade de ocasionar danos ao DNA, mas nas 

condições empregadas, sua mutagenicidade não foi efetiva. 
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Não entendo. Isso é tão vasto que ultrapassa qualquer entender. Entender é sempre 

limitado. Mas não entender pode não ter fronteiras. Sinto que sou muito mais 

completa quando não entendo. Não entender, do modo como falo, é um dom. Não 

entender, mas não como um simples de espírito. O bom é ser inteligente e não 

entender. É uma benção estranha, como ter loucura sem ser doida. É um 

desinteresse manso, é uma doçura de burrice. Só que de vez em quando vem a 

inquietação: quero entender um pouco. Não demais: mas pelo menos entender que 

não entendo. 

 

Clarice Lispector 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. Análise Fitoquímica da Fração de Hexano (FH) 

 

 

5.1.1. Análise Espectrométrica de RMN e de Massas de FH2-42, FH2-48, 

FH3-18, FH3-20, FH4-13 e FH4-16 

 

 

 Através da análise dos dados obtidos nos espectros de massas, RMN de 

1H, RMN de 13C e comparação com dados descritos na literatura foram identificadas 

a -amirina e o lupeol em mistura (FH2-42), o -sitosterol (FH2-48), o ácido 

oleanólico (FH3-18), o ácido ursólico (FH3-20), o ácido maslínico (FH4-13) e o ácido 

corosólico (FH4-16). As estruturas das substâncias identificadas podem ser 

observadas nas figuras 10 e 11 e os espectros de RMN de 13C nas figuras 12 a 17. 

Os dados de deslocamentos químicos obtidos estão expressos nas Tabelas 14-17. 

O cromatograma à gás da fração FH2-42 pode ser observado na figura 

18, apresentando dois picos (1 e 2) de maior abundância. Nas figuras seguintes 

observam-se os espectros de massas e respectivas propostas de fragmentos dos 

picos observados. 
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Figura 10. Estruturas da -amirina (FH2-42), do ácido oleanólico (FH3-18), do ácido 
maslínico (FH4-13), do ácido ursólico (FH3-20) e do ácido corosólico (FH4-16) 

identificados na fração hexano de Plinia edulis. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estruturas do lupeol (FH2-42) e do -sitosterol (FH2-48) identificados na 
fração hexano de Plinia edulis. 
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Figura 12. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3) da fração FH2-42 de Plinia 
edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3) da fração FH2-48 de Plinia 
edulis. 
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Figura 14. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3) da fração FH3-18 de Plinia 

edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; piridina-d5) da fração FH3-20 de Plinia 
edulis. 
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Figura 16. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3 e CD3OD) da fração FH4-13 de 
Plinia edulis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Espectro de RMN de 13C (75 MHz; piridina-d5) da fração FH4-16 de Plinia 
edulis. 
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Tabela 14. Dados (ppm) do espectro de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3) da fração 
FH2-42 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono FH2-42 

-amirina 

(MAHATO; 
KUNDU, 1994) 

FH2-42 

lupeol 

(MAHATO; 
KUNDU, 1994) 

1 38,8 38,7 38,7 38,7 

2 27,4 27,3 27,4 27,4 

3 79,0 79,0 78,9 78,9 

4 38,8 38,8 38,8 38,8 

5 55,3 55,3 55,3 55,3 

6 18,4 18,5 18,3 18,3 

7 32,6 32,8 34,2 34,2 

8 38,8 38,8 40,8 40,8 

9 47,6 47,7 50,4 50,4 

10 37,7 37,6 37,3 37,1 

11 23,7 23,6 20,9 20,9 

12 121,7 121,8 25,1 25,1 

13 145,2 145,1 38,0 38,0 

14 41,7 41,8 42,8 42,8 

15 26,1 26,2 27,3 27,4 

16 26,9 27,0 35,5 35,5 

17 32,5 32,5 42,9 43,0 

18 47,2 47,4 48,2 48,2 

19 46,8 46,9 47,9 47,9 

20 31,1 31,1 150,8 150,9 

21 34,7 34,8 29,8 29,8 

22 37,1 37,2 39,9 40,0 

23 28,1 28,2 28,0 28,0 

24 15,5 15,5 15,3 15,4 

25 15,6 15,6 16,1 16,1 

26 16,8 16,9 15,9 15,9 

27 26,0 26,0 14,5 14,5 

28 28,4 28,4 18,0 18,0 

29 33,3 33,3 109,3 109,3 

30 23,7 23,7 19,3 19,3 
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Tabela 15. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 13C (75 MHz; CDCl3) das frações 
FH2-48 e FH3-18 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono FH2-48 

-sitosterol 

(KOVGANKO; KASHKAN; 
BORISOV 2000) 

FH3-18 

ácido oleanólico 

(MAHATO; 
KUNDU, 1994) 

1 37,3 37,3 38,7 38,5 

2 31,7 31,6 27,7 27,4 

3 71,8 71,8 79,0 78,7 

4 42,3 42,3 38,7 38,7 

5 140,8 140,8 55,2 55,2 

6 121,7 121,7 18,3 18,3 

7 31,9 32,1 33,0 32,6 

8 31,9 32,1 39,3 39,3 

9 50,1 50,2 47,9 47,6 

10 36,5 36,5 37,0 37,0 

11 21,1 21,1 23,6 23,1 

12 39,8 39,8 122,6 122,1 

13 42,1 42,3 143,6 143,4 

14 56,8 56,8 41,6 41,6 

15 24,3 24,3 28,1 27,7 

16 28,2 28,3 23,6 23,4 

17 56,1 56,1 46,5 46,6 

18 11,9 12,0 41,0 41,3 

19 19,3 19,1 45,9 45,8 

20 36,1 36,2 30,7 30,6 

21 18,8 18,8 33,8 33,8 

22 33,9 34,0 32,4 32,3 

23 26,0 26,2 29,7 28,1 

24 45,8 45,2 15,5 15,6 

25 29,1 29,2 15,3 15,3 

26 19,0 18,9 17,0 16,8 

27 19,3 19,1 25,9 26,0 

28 23,1 23,1 182,6 181,0 

29 11,8 11,9 32,6 33,1 

30   23,6 23,6 
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Tabela 16. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 13C (75 MHz) das frações FH3-
20 (em piridina-d5) e FH4-13 (em CD3OD e CDCl3) de Plinia edulis comparados à 

literatura. 
 

Carbono FH3-20 

ácido ursólico 

(SEEBACHER et al., 
2003) 

FH4-13 

ácido maslínico 

(TANAKA; VIDOTTI; 
SILVA, 2003) 

1 39,2 39,2 48,1 48,1 

2 28,2 28,2 69,1 69,5 

3 78,2 78,2 84,1 84,5 

4 39,6 39,6 40,1 40,5 

5 55,9 55,9 56,1 56,7 

6 18,9 18,8 19,1 19,5 

7 33,6 33,7 33,5 33,9 

8 40,0 40,1 38,8 39,2 

9 48,1 48,1 n.o. 49,0 

10 37,4 37,5 38,8 39,2 

11 23,7 23,7 24,0 24,0 

12 125,7 125,7 122,8 123,6 

13 139,3 139,3 144,8 145,5 

14 42,6 42,6 42,1 42,6 

15 28,9 28,8 28,4 28,8 

16 25,0 25,0 24,0 24,0 

17 48,1 48,1 47,3 47,7 

18 53,6 53,6 42,5 42,7 

19 39,6 39,5 47,2 47,2 

20 39,4 39,4 31,3 31,6 

21 31,1 31,1 34,6 34,9 

22 37,3 37,4 33,4 33,8 

23 28,9 28,8 29,1 29,3 

24 16,6 16,5 17,0 17,0 

25 15,7 15,7 17,2 17,1 

26 17,6 17,5 17,4 17,4 

27 24,0 24,0 23,9 23,9 

28 179,7 179,7 181,7 180,0 

29 17,5 17,5 33,3 33,5 

30 21,5 21,4 23,9 23,9 
n.o.: não observado devido aos sinais do solvente (CD3OD). 
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Tabela 17. Dados (ppm) do espectro de RMN de 13C (75,5 MHz; piridina-d5) da 
fração FH4-16 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono FH4-16 
ácido corosólico 

(WEN et al., 2005) 

1 48,0 48,0 

2 68,6 68,6 

3 83,8 83,8 

4 39,8 39,8 

5 55,9 55,9 

6 18,8 18,9 

7 33,2 33,5 

8 40,0 40,1 

9 47,7 47,5 

10 38,4 38,5 

11 23,9 23,8 

12 125,5 125,5 

13 139,3 139,3 

14 42,5 42,6 

15 28,8 28,7 

16 24,9 24,9 

17 48,0 48,1 

18 53,5 53,6 

19 39,4 39,4 

20 39,5 39,5 

21 30,9 31,1 

22 37,4 37,5 

23 29,3 29,4 

24 17,6 17,7 

25 16,9 17,0 

26 17,4 17,5 

27 23,9 23,9 

28 179,9 179,9 

29 21,4 21,4 

30 17,4 17,5 
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pico tempo de retenção (minutos) % 
1 50,145 71,48 
2 50,979 22,04 

 
Figura 18. Cromatograma à gás da fração FH2-42 de Plinia edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Espectro de massas por impacto eletrônico (70 eV) do pico 1 do 
cromatograma à gás da fração FH2-42 de Plinia edulis. 
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Figura 20. Espectro de massas por impacto eletrônico (70 eV) do pico 2 do 
cromatograma à gás da fração FH2-42 de Plinia edulis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 21. Proposta de fragmentação do pico 1 do cromatograma à gás da fração 
FH2-42 de Plinia edulis. Relação massa/carga (m/z) seguida da intensidade relativa 
em porcentagem, entre parênteses (ASSIMOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2005). 
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Figura 22. Proposta de fragmentação do pico 2 do cromatograma à gás da fração 
FH2-42 de Plinia edulis. Relação massa/carga (m/z) seguida da intensidade relativa 

em porcentagem, entre parênteses (HEINZEN et al., 1996). 
 

 

5.2. Análise Fitoquímica da Fração de Acetato de Etila (FA) 
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24 a 28. Os dados de deslocamentos químicos obtidos estão expressos nas Tabelas 

18-22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Estruturas do galato de etila (FA-57), do ácido gálico (FA-66), da 
quercitrina (FA-80), da miricitrina (FA-90) e da quercetina (FA-147) identificados na 

fração de acetato de etila de Plinia edulis. 
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Figura 24. Espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-d6 da 
fração FAP-57 de Plinia edulis. 
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Figura 25. Espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-d6 da 
fração FAP-66 de Plinia edulis. 
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Figura 26. Espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-d6 da 
fração FAP-80 de Plinia edulis. 
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Figura 27. Espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-d6 da 
fração FAP-90 de Plinia edulis. 
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Figura 28. Espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) em DMSO-d6 da 
fração FAP-147 de Plinia edulis. 
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Tabela 18. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) 
em DMSO-d6 da fração FAP-57 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono 
1H 

FAP-57* 

galato de etila 

(CERUKS et al., 2007) 

13C 

FAP-57 

galato de etila 

(CERUKS et al., 2007) 

1 - - 120,0 119,4 

2 6,80 s 6,92 s 109,0 108,6 

3 - - 146,0 145,6 

4 - - 138,8 138,4 

5 - - 146,0 145,6 

6 6,80 s 6,92 s 109,0 108,6 

7 - - 166,3 166,4 

8 4,06 q (7,0) 4,18 q (7,2) 60,5 60,0 

9 1,12 t (7,0) 1,25 t (7,2) 14,7 14,3 

*H multiplicidade (J em Hz); s = singleto; t = tripleto; q = quarteto. 
 

 

Tabela 19. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) 
em DMSO-d6 da fração FAP-66 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono 
1H 

FAP-66* 

ácido gálico 

(ALMEIDA, S. et al., 2005) 

13C 

FAP-66 

ácido gálico 

(ALMEIDA, S. et al., 
2005) 

1 - - 120,9 120,7 

2 6,78 s 7,08 s 109,2 109,1 

3 - - 145,9 145,1 

4 - - 138,5 138,3 

5 - - 145,9 145,1 

6 6,78 s 7,08 s 109,2 109,1 

7 - - 168,0 169,1 

*H multiplicidade (J em Hz); s = singleto. 
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Tabela 20. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) 
em DMSO-d6 da fração FAP-80 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono 
1H 

FAP-80* 

quercitrina 

(BILIA et al., 1996) 

13C 

FAP-80 

quercitrina 

(BILIA et al., 1996) 

2 - - 156,5 156,4 

3 - - 134,3 134,4 

4 - - 177,8 177,7 

5 - - 157,3 157,0 

6 6,19 d (2,0) 6,20 d (2,1) 98,7 98,6 

7 - - 164,2 164,0 

8 6,38 d (2,0) 6,36 d (2,1) 93,6 93,5 

9 - - 161,3 161,2 

10 - - 104,1 104,2 

1’ - - 120,8 120,3 

2’ 7,29 d (2,0) 7,33 d (2,1) 115,5 115,4 

3’ - - 145,2 145,1 

4’ - - 148,5 148,3 

5’ 6,86 d (8,5) 6,93 d (8,3) 115,7 115,8 

6’ 7,24 dd (2,0; 8,5) 7,30 dd (2,1; 8,3) 121,1 121,0 

ramnose     

1” 5,25 d (1,5) 5,35 d (1,8) 101,9 101,9 

2” 3,15 - 3,97 m 3,20 - 3,82 m 70,4 70,4 

3” 3,15 - 3,97 m 3,20 - 3,82 m 70,6 70,6 

4” 3,15 - 3,97 m 3,20 - 3,82 m 71,2 71,5 

5” 3,15 - 3,97 m 3,20 - 3,82 m 70,1 70,1 

6” 0,82 d (6,0) 0,95 d (6,2) 17,5 17,3 

*H multiplicidade (J em Hz); d = dubleto; dd = duplo dubleto; m = multipleto. 
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Tabela 21. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) 
em DMSO-d6 da fração FAP-90 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono 
1H 

FAP-90* 

miricitrina 

(BRACA et al., 2003) 

13C 

FAP-90 

miricitrina 

(BRACA et al., 2003) 

2 - - 156,5 158,2 

3 - - 134,3 134,4 

4 - - 177,8 178,0 

5 - - 161,3 163,2 

6 6,18 d (2,0) 6,12 d (2,0) 98,8 99,6 

7 - - 164,4 165,4 

8 6,35 d (2,0) 6,38 d (2,0) 93,6 94,5 

9 - - 157,5 157,5 

10 - - 104,0 105,2 

1’ - - 119,6 121,7 

2’ 6,86 s 7,08 s 107,9 109,4 

3’ - - 145,8 146,8 

4’ - - 136,5 137,2 

5’   145,8 146,8 

6’ 6,86 s 7,08 s 107,9 109,4 

ramnose     

1” 5,17 d (1,5) 5,32 d (1,8) 102,0 102,4 

2” 3,13 - 3,96 m 3,27 - 3,89 m 70,4 70,8 

3” 3,13 - 3,96 m 3,27 - 3,89 m 70,6 71,0 

4” 3,13 - 3,96 m 3,27 - 3,89 m 71,3 71,8 

5” 3,13 - 3,96 m 3,27 - 3,89 m 70,1 70,5 

6” 0,82 d (6,0) 0,98 d (6,5) 17,6 17,3 

*H multiplicidade (J em Hz); s = singleto; d = dubleto; m = multipleto. 
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Tabela 22. Dados (ppm) dos espectros de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) 
em DMSO-d6 da fração FAP-147 de Plinia edulis comparados à literatura. 

 

Carbono 
1H 

FAP-147* 

quercetina 

(HARBORNE, 1994) 

13C 

FAP-147 

quercetina 

(HARBORNE, 1994) 

2 - - 146,8 146,9 

3 - - 135,7 135,8 

4 - - 175,8 175,9 

5 12,41 (OH) 12,45 (OH) 160,7 160,8 

6 6,11 d (1,4) 6,20 d (2,1) 98,2 98,3 

7 - - 163,9 164,0 

8 6,33 d (1,4) 6,42 d (2,1) 93,3 93,5 

9 - - 156,1 156,2 

10 - - 103,0 103,1 

1’ - - 122,0 122,1 

2’ 7,60 d (1,4) 7,69 d (2,1) 115,1 115,2 

3’ - - 145,1 145,1 

4’ - - 147,7 147,7 

5’ 6,81 d (8,5) 6,90 d (8,5) 115,6 115,7 

6’ 7,46 dd (1,4; 8,5) 7,55 dd (2,1; 8,5) 120,0 120,1 

*H multiplicidade (J em Hz); d = dubleto; dd = duplo dubleto. 
 

 

5.3. Doseamentos de Fenóis Totais, Taninos e Flavonóides nas Frações 

Polares (FA e FM) 

 

 

A fração de acetato de etila (FA) obtida por partição do extrato 

etanol/água (70%) liofilizado de P. edulis apresentou teores superiores de fenóis 

totais e flavonóides comparativamente à fração de metanol (FM), enquanto que FM 

apresentou maior quantidade de taninos. Os teores estão expressos na Tabela 23. 
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As figuras 29 e 30 ilustram as retas de linearidade dos padrões de ácido 

gálico e de ácido tânico com as equações dos gráficos e valores de r2 para cálculo 

do teor de fenólicos totais e taninos, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29. Gráfico do padrão de ácido gálico utilizado no doseamento de fenóis 

totais pelo método de Folin-Ciocalteau. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Gráfico do padrão de ácido tânico utilizado no doseamento de taninos 
pelo método de precipitação com albumina do soro bovino. 
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Tabela 23 – Teores de fenóis totais, flavonóides e taninos nas frações de acetato de 
etila (FA) e de metanol (FM) de Plinia edulis. 

 

 FA FM 

Fenóis Totais 52,16 ± 0,36% 45,26 ± 0,92% 

Flavonóides 10,81 ± 0,08% 0,07 ± 0,01% 

Taninos 28,31 ± 0,15% 43,90 ± 0,22% 

 

 

5.4. Atividade Antioxidante 

 

 

5.4.1. Avaliação do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio com DPPH 

 

 

 Tanto o extrato etanol/água (70%) liofilizado de P. edulis (EEAL) como as 

frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) apresentaram atividade 

antioxidante superiores a da rutina utilizada como padrão no ensaio com o DPPH. A 

FA e FM apresentaram atividade antioxidante superiores a do EEAL.  

A tabela 24 expressa a concentração efetiva 50% (CE50) da rutina, do 

EEAL, da FA e da FM com os respectivos valores de desvio padrão, enquanto que a 

figura 31 mostra o gráfico da atividade antioxidante das amostras. 
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Tabela 24 – Concentração da rutina, do extrato etanol/água (70%) liofilizado de 
Plinia edulis (EEAL) e das frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) com 
capacidade antioxidante de 50 % (CE50) no ensaio com o radical 2,2-difenil-1-picril 

hidrazila (DPPH). 

 CE50 (g/mL) Desvio Padrão (g/mL) 

rutina 7,92 0,51 

EEAL 5,75 0,37 

FA 2,49 0,14 

FM 2,49 0,11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31. Gráfico da atividade antioxidante da rutina (RUT), do extrato etanol/água 
(70%) liofilizado de Plinia edulis (EEAL) e das frações de acetato de etila (FA) e de 

metanol (FM) no ensaio com o radical 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH). A 
atividade antioxidante expressa em porcentagem foi calculada como média de três 

leituras  desvio padrão. 
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5.4.2. Avaliação do Potencial Antioxidante in vitro - Ensaio da Capacidade 

de Absorção do Radical de Oxigênio (ORAC) 

 

 

Tendo em vista que o valor de ORAC é sempre calculado em 

equivalentes de Trolox, a validação do método e a obtenção da equação da reta do 

padrão de Trolox são fundamentais para a avaliação da amostra. 

Tanto o Trolox como o EEAL protegeram a fluoresceína, como observado 

nas curvas de cinética de decaimento da fluorescência, de forma dependente da 

concentração (Figuras 32 e 33). A concentração mais alta do EEAL (20 g/mL) 

apresentou proteção total da fluoresceína por mais de 10 minutos, antes que a 

intensidade de fluorescência começasse a decair, enquanto que a concentração 

mais baixa (5 g/mL) protegeu a fluoresceína por apenas alguns segundos. 

A figura 34 ilustra a reta de linearidade do padrão de Trolox com valor de 

r2 e com a equação do gráfico para cálculo do valor relativo de ORAC que, para o 

EEAL foi de 3948  225 mol de Trolox/g de extrato. 
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Figura 32. Gráfico das curvas do decaimento da fluorescência na presença de 
diferentes concentrações do padrão de Trolox no ensaio da capacidade de absorção 

do radical de oxigênio (ORAC). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 33. Gráfico das curvas do decaimento da fluorescência na presença de 
diferentes concentrações do extrato etanol/água (70%) liofilizado de Plinia edulis 

(EEAL) no ensaio da capacidade de absorção do radical de oxigênio (ORAC). 
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Figura 34. Gráfico do padrão de Trolox utilizado na avaliação da atividade 
antioxidante no ensaio da capacidade de absorção do radical de oxigênio (ORAC). 

AUC = Área sob a curva de decaimento de fluorescência. 
 

 

5.5. Atividade Antiúlcera Aguda 

 

 

5.5.1. Avaliação Dose/Resposta do EEAL 

 

 

Na avaliação da atividade antiúlcera aguda, o extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis (EEAL) apresentou atividade protetora extremamente 

significativa nas três doses empregadas, em relação ao grupo controle, 

considerando a Área Total de Lesão e a Área Relativa de Lesão (p < 0,001) (Figuras 

35 e 36).  

Não foi verificada diferença significativa entre as doses utilizadas (100, 

200 e 400 mg/kg). Em todas as concentrações, o EEAL apresentou maior atividade 

Padrão de Trolox

y = 365477,4419x + 2220027,1726

R2 = 0,9987

0

10000000

20000000

30000000

40000000

50000000

0 20 40 60 80 100 120

Concentração (M)

A
U

C



Resultados 121 

protetora comparativamente ao lansoprazol, sendo que na maior dose utilizada (400 

mg/kg), houve diferença significativa comparativamente ao padrão (p < 0,05) 

(Figuras 35 e 36). 

O extrato de P. edulis, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, foi capaz de 

reduzir a Área Total de Lesão em 73,82%, 88,64% e 98,11% e reduziu a Área 

Relativa de Lesão em 73,68%, 89,47% e 100,00% comparativamente ao controle no 

modelo utilizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35. Avaliação dose/resposta da Área Total de Lesão no ensaio antiúlcera 

agudo com modelo de indução por ácido clorídrico e etanol após a administração via 
oral de água (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 100, 200 e 400 mg/kg de extrato 
etanol/água liofilizado de Plinia edulis (EEAL). Os valores são expressos como a 

média  erro padrão (n = 7). ***P < 0,001 = resultado extremamente significativo 
comparativamente ao controle. #P < 0,05 = resultado significativo comparativamente 

ao lansoprazol. 
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Figura 36. Avaliação dose/resposta da Área Relativa de Lesão no ensaio antiúlcera 
agudo com modelo de indução por ácido clorídrico e etanol após a administração via 
oral de água (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 100, 200 e 400 mg/kg de extrato 
etanol/água liofilizado de Plinia edulis (EEAL). Os valores são expressos como a 

média  erro padrão (n = 7). ***P < 0,001 = resultado extremamente significativo 
comparativamente ao controle. #P < 0,05 = resultado significativo comparativamente 

ao lansoprazol. 
 

 

5.5.2. Avaliação das Frações e do Ácido ursólico 

 

 

Entre as frações analisadas, a de hexano (FH) apresentou maior eficácia 

tanto em relação à avaliação da área total de lesão (redução de 68,08%) como na 

avaliação da área relativa de lesão (redução de 65,02%) (Figuras 37 e 38), com 

atividade muito significativa comparativamente ao controle (P < 0,01). As frações de 

acetato de etila (FA) e de metanol (FM) apresentaram atividade significativa (P < 

0,05) comparativamente ao controle em ambos os parâmetros avaliados. Embora os 

animais tratados com o ácido ursólico e com a fração de diclorometano (FD) tenham 

apresentado redução na área total de lesão (26,06% e 43,32% respectivamente), os 

resultados não foram estatisticamente diferentes do grupo controle. 

Área Relativa de Lesão

0

5

10

15

20

25

controle lansoprazol 100 200 400

%

***

***

***

***

_________________________ 

EEAL Plinia edulis  (mg/kg)

#



Resultados 123 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 37. Avaliação da Área Total de Lesão das frações de Plinia edulis e do ácido 
ursólico no ensaio antiúlcera agudo com modelo de indução por ácido clorídrico e 

etanol após a administração via oral de água (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 50 
mg/kg de ácido ursólico e 100 mg/kg de extrato etanol/água liofilizado (EEAL) e das 

frações de hexano (FH), de diclorometano (FD), de acetato de etila (FA) e de 

metanol (FM). Os valores são expressos como a média  erro padrão (n = 7). Os 
asteriscos indicam o nível de significância comparativamente ao controle. ***P < 

0,001; ** P < 0,01; *P < 0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Avaliação da Área Relativa de Lesão das frações de Plinia edulis e do 
ácido ursólico no ensaio antiúlcera agudo com modelo de indução por ácido 

clorídrico e etanol após a administração via oral de solução aquosa de Tween 80 
(5%) (controle), 30 mg/kg de lansoprazol, 50 mg/kg de ácido ursólico e 100 mg/kg de 

extrato etanol/água liofilizado (EEAL) e das frações de hexano (FH), de 
diclorometano (FD), de acetato de etila (FA) e de metanol (FM). Os valores são 

expressos como a média  erro padrão (n = 7). Os asteriscos indicam o nível de 
significância comparativamente ao controle. ***P < 0,001; ** P < 0,01; *P < 0,05. 

 

 

Área Total de Lesão

0

50

100

150

200

250

300

350

400

co
nt

ro
le

la
ns

op
ra

zo
l

EE
AL

FH FD
FA FM

ác
id
o 

urs
ól
ic
o

mm2

***
**

** *

ns

*

ns

Área Relativa de Lesão

0

5

10

15

20

25

co
nt

ro
le

la
ns

op
ra

zo
l

EE
AL

FH FD
FA FM

ác
id
o 

urs
ól
ic
o

%

***

**
**

*

ns

*

ns



Resultados 124 

5.6. Citotoxicidade 

 

 

5.6.1. Citotoxicidade a Células CHO 

 

 

A citotoxicidade da solução aquosa de DMSO usada na diluição das 

amostras (controle) foi significativa até a concentração final de 0,31% de DMSO. 

Deste modo, a citotoxicidade das amostras só foi avaliada nas diluições 

subseqüentes do EEAL e das frações FA e FM (concentração final máxima de 15,63 

g/mL). 

As amostras apresentaram perfis de citotoxicidade muito semelhantes, 

embora o EEAL tenha se apresentado ligeiramente mais tóxico, seguido de FM e 

FA. A Tabela 25 apresenta os valores de DL50 obtidos e a Figura 39 apresenta as 

curvas de citotoxicidade das amostras. 

Nas concentrações menores (0,98 g/mL e 1,95 g/mL), todas as 

amostras apresentaram atividade proliferativa extremamente significativa (P < 0,001) 

comparativamente ao controle (solução aquosa de DMSO usada nas diluições das 

amostras) e o mesmo ocorreu na concentração final de 3,91 g/mL de FA (Figura 

39). 
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Tabela 25 – Concentração do extrato etanol/água (70%) liofilizado de Plinia edulis 
(EEAL) e das frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) com citotoxicidade 
de 50% em relação ao controle (DL50) no ensaio com cultura de células de ovário de 

hamster chinês (CHO) 

 DL50 (g/mL) Desvio Padrão (g/mL) 

EEAL 3,68 0,32 

FA 9,68 0,26 

FM 5,90 0,46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Citotoxicidade da solução aquosa de DMSO usada na diluição das 
amostras (controle), do extrato etanol/água (70%) liofilizado de Plinia edulis (EEAL) e 

das frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) no ensaio com cultura de 
células de ovário de hamster chinês (CHO). A viabilidade celular expressa em 

porcentagem foi calculada como média de quatro leituras  desvio padrão.  
*P < 0,001 = resultado extremamente significativo comparativamente ao controle. 
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5.6.2. Citotoxicidade a Células Tumorais 

 

 

As Figuras 40 a 45 representam os gráficos de concentração-resposta do 

EEAL, das frações obtidas por partição e do padrão de doxorrubicina sobre as 

linhagens tumorais, relacionando a porcentagem de crescimento das células e a 

concentração de extrato utilizado. 

Na concentração de 0,25 g/mL o EEAL apresentou atividade citostática 

apenas para a linhagem de mama (MCF-7). Na maior concentração (250 g/mL) o 

EEAL apresentou atividade citostática com inibição do crescimento superior a 50% 

para a linhagem neoplásica de pulmão (NCI-460) e com inibição do crescimento de 

100% para leucemia (K-562). Nesta concentração apresentou atividade citocida para 

todas as outras linhagens (Figura 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Citotoxicidade do extrato etanol/água (70%) liofilizado de Plinia edulis 
(EEAL) no ensaio com cultura de células neoplásicas humanas de melanoma 

(UACC-62), mama (MCF-7), mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos 
(NCI-ADR), rim (786-0), pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), 

cólon (HT-29) e leucemia (K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi 

calculada como média de três leituras  desvio padrão. 
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A fração FH apresentou, na concentração de 0,25 g/mL, atividade 

citostática com inibição do crescimento superior a 50% para 786-0 e atividade 

citocida para MCF-7. Na maior concentração (250 g/mL) a FH apresentou atividade 

citostática com inibição do crescimento abaixo de 50% para NCI-ADR e NCI-460 e 

com inibição do crescimento de 100% para K-562, apresentando atividade citocida 

para todas as outras linhagens (Figura 41). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 41. Citotoxicidade da fração de hexano de Plinia edulis (FH) no ensaio com 
cultura de células neoplásicas humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), 

mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), rim (786-0), 
pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) e leucemia 
(K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como média 

de três leituras  desvio padrão. 
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de 100% para NCI-460, apresentando atividade citocida para todas as outras 

linhagens (Figura 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Citotoxicidade da fração de diclorometano de Plinia edulis (FD) no ensaio 
com cultura de células neoplásicas humanas de melanoma (UACC-62), mama 

(MCF-7), mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), rim 
(786-0), pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) e 

leucemia (K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como 

média de três leituras  desvio padrão. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Citotoxicidade da fração de acetato de etila de Plinia edulis (FA) no 
ensaio com cultura de células neoplásicas humanas de melanoma (UACC-62), 

mama (MCF-7), mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), 
rim (786-0), pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) 

e leucemia (K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada 

como média de três leituras  desvio padrão. 
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Na concentração de 25 g/mL a fração FM apresentou atividade 

citostática para UACC-62 e MCF-7. Na maior concentração (250 g/mL) FM 

apresentou atividade citocida para todas as linhagens, com exceção de K-562 

(Figura 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Citotoxicidade da fração de metanol de Plinia edulis (FM) no ensaio com 
cultura de células neoplásicas humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), 

mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), rim (786-0), 
pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) e leucemia 
(K-562). A viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como média 

de três leituras  desvio padrão. 
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Figura 45. Citotoxicidade da doxorrubicina no ensaio com cultura de células 
neoplásicas humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), mama com 

fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), rim (786-0), pulmão (NCI-
460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) e leucemia (K-562). A 
viabilidade celular expressa em porcentagem foi calculada como média de três 

leituras  desvio padrão. 
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Tabela 26 – Avaliação da citotoxicidade do extrato etanol/água (70%) liofilizado 
(EEAL) e da fração de hexano (FH) de Plinia edulis em linhagens neoplásicas 
humanas de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), mama com fenótipo de 

resistência a múltiplos fármacos (NCI-ADR), rim (786-0), pulmão (NCI-460), próstata 
(PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) e leucemia (K-562). 

Linhagens Inibição do Crescimento 

50% (IC50) (g/mL) 

Inibição Total do 

Crescimento (ITC) (g/mL) 

Dose Letal 50% (DL50) 

(g/mL) 

 EEAL 

UACC-62 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

MCF-7 0,001 < IC50 < 0,25 0,001 < ITC < 0,25 25 < DL50 < 250 

NCI-ADR 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 DL50 > 250 

786-0 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

NCI-460 25 < IC50 < 250 ITC > 250 DL50 > 250 

PC-03 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

OVCAR-03 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

HT-29 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

K-562 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 DL50 > 250 

 FH 

UACC-62 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

MCF-7 0,001 < IC50 < 0,25 0,001 < ITC < 0,25 25 < DL50 < 250 

NCI-ADR 2,5 < IC50 < 25 ITC > 250 DL50 > 250 

786-0 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

NCI-460 25 < IC50 < 250 ITC > 250 DL50 > 250 

PC-03 0,25 < IC50 < 2,5 2,5 < ITC < 25 25 < DL50 < 250 

OVCAR-03 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 DL50 > 250 

HT-29 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

K-562 0,001 < IC50 < 0,25 25 < ITC < 250 DL50 > 250 

Destaque para as linhagens em que ocorreu atividade mais pronunciada. 
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Tabela 27 – Avaliação da citotoxicidade das frações de diclorometano (FD) e de 
acetato de etila (FA) de Plinia edulis em linhagens neoplásicas humanas de 
melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), mama com fenótipo de resistência a 

múltiplos fármacos (NCI-ADR), rim (786-0), pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), 
ovário (OVCAR-03), cólon (HT-29) e leucemia (K-562). 

Linhagens Inibição do Crescimento 

50% (IC50) (g/mL) 

Inibição Total do 

Crescimento (ITC) (g/mL) 

Dose Letal 50% (DL50) 

(g/mL) 

 FD 

UACC-62 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

MCF-7 0,001 < IC50 < 0,25 0,001 < ITC < 0,25 DL50 > 250 

NCI-ADR 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

786-0 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

NCI-460 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

PC-03 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

OVCAR-03 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

HT-29 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

K-562 0,001 < IC50 < 0,25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

 FA 

UACC-62 2,5 < IC50 < 25 2,5 < ITC < 25 25 < DL50 < 250 

MCF-7 0,001 < IC50 < 0,25 0,001 < ITC < 0,25 25 < DL50 < 250 

NCI-ADR 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

786-0 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

NCI-460 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 DL50 > 250 

PC-03 0,25 < IC50 < 2,5 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

OVCAR-03 25 < IC50 < 250 ITC > 250 DL50 > 250 

HT-29 2,5 < IC50 < 25 2,5 < ITC < 25 25 < DL50 < 250 

K-562 0,25 < IC50 < 2,5 ITC > 250 DL50 > 250 

Destaque para as linhagens em que ocorreu atividade mais pronunciada. 
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Tabela 28 – Avaliação da citotoxicidade da fração de metanol (FM) de Plinia edulis e 
da doxorrubicina (padrão) em linhagens neoplásicas humanas de melanoma (UACC-
62), mama (MCF-7), mama com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (NCI-
ADR), rim (786-0), pulmão (NCI-460), próstata (PC-03), ovário (OVCAR-03), cólon 

(HT-29) e leucemia (K-562). 

Linhagens Inibição do Crescimento 

50% (IC50) (g/mL) 

Inibição Total do 

Crescimento (ITC) (g/mL) 

Dose Letal 50% (DL50) 

(g/mL) 

 FM 

UACC-62 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

MCF-7 2,5 < IC50 < 25 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

NCI-ADR 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

786-0 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

NCI-460 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

PC-03 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

OVCAR-03 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

HT-29 25 < IC50 < 250 25 < ITC < 250 25 < DL50 < 250 

K-562 25 < IC50 < 250 ITC > 250 DL50 > 250 

 doxorrubicina 

UACC-62 0,001 < IC50 < 0,25 0,001 < ITC < 0,25 0,25 < DL50 < 2,5 

MCF-7 0,001 < IC50 < 0,25 0,001 < ITC < 0,25 0,25 < DL50 < 2,5 

NCI-ADR 0,25 < IC50 < 2,5 2,5 < ITC < 25 25 < DL50 < 250 

786-0 0,001 < IC50 < 0,25 0,25 < ITC < 2,5 2,5 < DL50 < 25 

NCI-460 0,25 < IC50 < 2,5 2,5 < ITC < 25 DL50 > 250 

PC-03 0,001 < IC50 < 0,25 0,25 < ITC < 2,5 2,5 < DL50 < 25 

OVCAR-03 2,5 < IC50 < 25 ITC > 250 DL50 > 250 

HT-29 0,25 < IC50 < 2,5 2,5 < ITC < 25 2,5 < DL50 < 25 

K-562 0,001 < IC50 < 0,25 0,25 < ITC < 2,5 25 < DL50 < 250 

Destaque para as linhagens em que ocorreu atividade mais pronunciada. 
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5.7. Mutagenicidade – Teste de Ames 

 

 

Nos ensaios de Ames, o EEAL apresentou-se como causador de indícios 

de mutagenicidade para as linhagens TA97A e TA98 com e sem ativação 

metabólica. No entanto, em todos os experimentos realizados, o EEAL não foi 

efetivamente mutagênico em nenhuma das concentrações empregadas. As tabelas 

29 e 30 apresentam os resultados obtidos. 

 

Tabela 29. Avaliação da atividade mutagênica no ensaio de Ames com as linhagens 
TA97a e TA98 de Salmonella typhimurium expostas a 5 diferentes doses do extrato 

etanol/água (70%) liofilizado (EEAL) de Plinia edulis, com (+S9) ou sem (-S9) 
ativação metabólica. Os valores são expressos pela média do número de revertentes 

(n = 3) ± desvio padrão e pela razão de mutagenicidade (RM) (valor entre 
parênteses). 

Concentração de 
EEAL (mg/placa)  

nº de revertentes/placa (RM) 

TA97a TA98 

-S9 +S9 -S9 +S9 

Controle negativo 107 ± 1 214 ± 13 25 ± 2 77 ± 6 

20,0 192 ± 3 (1,8)** 209 ± 9 (1,0) 31 ± 5 (1,3) 101 ± 2 (1,3)* 

15,0 195 ± 13 (1,8)* 295 ± 4 (1,4)** 48 ± 2 (1,9)** 90 ± 4 (1,2) 

10,0 180 ± 7 (1,7)** 263 ± 8 (1,2)* 42 ± 2 (1,7)** 89 ± 2 (1,2) 

5,0 166,± 7 (1,6)** 328 ± 6 (1,5)** 30 ± 2 (1,2) 88 ± 1 (1,1) 

2,5 175 ± 10 (1,6)* 301 ± 8 (1,3)** 25 ± 2 (1,0) 69 ± 1 (0,9)  

Controle positivo 1716 ± 69 1547 ± 27 2509 ± 46 1352 ± 66 

Controle negativo: dimetilsulfóxido (100 µL/placa); Controle positivo: 4-nitro-o-

fenilenodiamina (10,0 g/placa) (-S9) e 2-antramina (0,13 g/placa) (+S9). *P < 0,05 
(ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA). 
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Tabela 30. Avaliação da atividade mutagênica no ensaio de Ames com as linhagens 
TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium expostas a 5 diferentes doses do extrato 

etanol/água (70%) liofilizado (EEAL) de Plinia edulis, com (+S9) ou sem (-S9) 
ativação metabólica. Os valores são expressos pela média do número de revertentes 

(n = 3) ± desvio padrão e pela razão de mutagenicidade (RM) (valor entre 
parênteses). 

Concentração de 
EEAL (mg/placa)  

nº de revertentes/placa (RM) 

TA100 TA102 

-S9 +S9 -S9 +S9 

Controle negativo 144 ± 5 127 ± 7 244 ± 24 363 ± 9 

20,0 115 ± 7 (0,8) 136 ± 7 (1,1) 237 ± 9 (1,0) 380 ± 8 (1,0) 

15,0 156 ± 11 (1,1) 133 ± 8 (1,1) 280 ± 8 (1,1)  320 ± 13 (0,9) 

10,0 121 ± 1 (0,8) 133 ± 4 (1,1) 296 ± 18 (1,2) 363 ± 15 (1,0) 

5,0 131 ± 7 (0,9) 137 ± 6 (1,1) 373 ± 4 (1,5) 353 ± 17 (1,0) 

2,5 126 ± 4 (0,9) 124 ± 5 (1,0) 313 ± 12 (1,3) 354 ± 13 (1,0)  

Controle positivo 784 ± 7 1696 ± 62 2324 ± 119 1637 ± 20 

Controle negativo: dimetilsulfóxido (100 µL/placa); Controle positivo: azida sódica 

(1,3 g/placa) para TA 100 (-S9); mitomicina (0,5 g/placa) para TA102 (-S9); 2-

antramina (0,13 g/placa) (+S9). 
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“Às vezes tenho a impressão de que escrevo por simples curiosidade intensa. É que, 

ao escrever, eu me dou as mais inesperadas surpresas. É na hora de escrever que 

muitas vezes fico consciente de coisas, das quais, sendo inconsciente, eu antes não 

sabia que sabia.” 

 

Clarice Lispector 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

As plantas medicinais têm contribuído com diferentes compostos para o 

tratamento de úlceras pépticas tais como a carbenoxolona, gefarnato e a teprenona 

(SÁNCHEZ et al., 2006). Neste sentido, pode-se afirmar que o reino vegetal oferece 

uma fonte inesgotável para a descoberta de novos fármacos e de moléculas 

protótipo para a síntese de substâncias antiulcerogênicas ou, ainda, que sirvam 

como adjuvantes às terapias existentes (ARRIETA et al., 2003; BORRELLI; IZZO, 

2000). 

Mirtáceas empregadas em hiperacidez estomacal e úlceras submetidas a 

estudos in vivo e in vitro confirmam a eficácia de espécies da família na 

gastroproteção e no combate ao Helicobacter pylori (LI et al., 2005; MARKMAN; 

BACCHI; KATO, 2004; SANDOVAL; MELCHOR; OKUHAMA, 2001; HOEHNE, 

1939). 

P. edulis, embora utilizada na medicina popular para o tratamento de 

distúrbios gástricos (CRAVO, 2003; NASCENTE, 2008; GONSALVES, 2002) foi 

pouco estudada qumicamente (APEL et al., 2006; BELESKI-CARNEIRO et al., 

2000). As mirtáceas, por sua vez, apresentam classes de substâncias de interesse 

farmacológico, tais como flavonóides, taninos e triterpenos que podem ser 

relacionadas ao uso como antiulcerogênico (SÁNCHEZ et al., 2006; PARK et al., 

2004). 

Assim, a abordagem quimiossistemática e etnofarmacológica conduziu a 

realização dos estudos de gastroproteção, utilizando-se o modelo de indução com 

etanol acidificado. Na tentativa de mimetizar condições agudas de agressão à 
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mucosa e promover a formação de úlceras gástricas, este modelo é amplamente 

utilizado (OLIVEIRA et al., 2004a).  

Neste ensaio, é avaliada a atividade gastroprotetora de extratos vegetais 

(SUFFREDINI, BACCHI e SERTIÉ, 1999). O etanol, agente agressor, remove a 

camada de muco, expondo a mucosa ao suco gástrico e induzindo à formação de 

úlcera, enquanto o ácido clorídrico apenas acelera o processo (RANG et al., 2008; 

SUFFREDINI, BACCHI e SERTIÉ, 1999). 

O ácido clorídrico e o etanol participam também de outros mecanismos na 

formação de lesões da mucosa, como a diminuição do fluxo sanguíneo gástrico, que 

contribui para o desenvolvimento de hemorragia e necrose . O conjunto dessas 

ações resulta em um aumento do fluxo de íons sódio e potássio, aumento da 

secreção de pepsina e perda de íons de hidrogênio e histamina para o lúmen 

gástrico (BATISTA et al., 2004). 

Na avaliação da atividade gastroprotetora de P. edulis, o modelo foi 

padronizado com o uso de ratas, já que a escolha do sexo dos animais parece não 

influenciar a formação de úlceras induzidas por etanol acidificado (GUARALDO; 

SERTIÉ; BACCHI, 2001; SUFFREDINI; BACCHI; SERTIÉ, 1999). 

A escolha das doses utilizadas para esse ensaio antiúlcera baseou-se na 

literatura (MARTINS; LIMA; RAO, 2002; LIU et al., 2001; PAIVA et al., 1998) e na 

sugestão de doses correlacionadas ao uso tradicional apresentada por Schmeda-

Hirschmann e Yesilada (2005), que preconizam a utilização de doses de 100 a 300 

mg/kg de extratos brutos por via oral. 

Os antagonistas dos receptores H2 de histamina, como, por exemplo, a 

cimetidina e a ranitidina, inibem a secreção de ácido estimulada pela gastrina, 

acetilcolina e histamina; conseqüentemente, reduzem a secreção de pepsina, devido 
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à diminuição do volume do suco gástrico (RANG et al., 2008). Estes fármacos são, 

portanto, inativos no modelo experimental utilizado, tendo em vista que o indutor é o 

próprio etanol acidificado administrado por via oral (SUFFREDINI; BACCHI; SERTIÉ, 

1999). 

Desta forma, o fármaco usado como referência para o ensaio foi o 

lansoprazol, um inibidor da bomba de prótons que atua por meio da inibição 

irreversível da K+/H+-ATPase, inativo em pH neutro mas que se acumula 

preferencialmente em áreas de pH muito baixos, onde é ativado (RANG et al., 2008). 

A secreção de ácido só é reiniciada após a síntese de novas moléculas 

da bomba e inserção na membrana parietal. Assim, os inibidores da bomba de 

prótons promovem a inibição prolongada da secreção ácida, independente de outros 

fatores estimulantes (GOODMAN et al., 2007). 

Embora nenhuma das frações tenha apresentado maior atividade que o 

extrato etanol/água (70%) liofilizado (EEAL) no modelo utilizado, selecionou-se a 

fração de hexano (FH), com a segunda maior atividade gastroprotetora, para o 

fracionamento em coluna. 

A presença dos triterpenos isolados e identificados em FH é coerente com 

a pressão predatória e os solos ricos em cloreto de sódio da Mata Atlântica, na qual 

P. edulis foi coletada (TONHASCA Jr., 2005), além de justificar a atividade 

gastroprotetora de FH. 

Os triterpenos apresentam atividade antiúlcera em vários modelos in vivo, 

o que sugere diferentes mecanismos envolvidos na gastroproteção (SÁNCHEZ et 

al., 2006; RODRÍGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003). 

Estudos indicam que a atividade gastroprotetora de triterpenos está 

relacionada a um aumento dos mecanismos de defesa da mucosa gástrica 
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(capacidade cicatrizante, aumento do conteúdo de prostaglandinas e aumento da 

resistência ao estresse oxidativo) e não a uma diminuição dos fatores de agressão, 

como a secreção gástrica (SÁNCHEZ et al., 2006; RODRÍGUEZ et al., 2005; 

OLIVEIRA et al., 2004a; RODRÍGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 

2003). 

Um dos fármacos pioneiros no tratamento de úlceras gástricas, a 

carbenoxolona (Figura 46), um derivado de triterpeno, tem como principal 

mecanismo de ação o aumento de prostaglandinas devido à inibição das enzimas 

catalíticas 15-hidroxi-PG-desidrogenase e 13-PG-redutase (RODRÍGUEZ; 

ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003). Outros fatores, tais como o 

conteúdo de óxido nítrico e de glutationa reduzida, parecem contribuir na atividade 

(NAVARRETE et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Estruturas do ácido glicirrético e da carbenoxolona. 

 

Uma mistura de - e -amirinas apresentou atividade significativa na 

redução de ulcerações induzidas por etanol, com gastroproteção de 50,7% 

comparativamente ao grupo controle em uma dose de 100 mg/kg (NAVARRETE; 

TREJO-MIRANDA; REYES-TREJO, 2002). No mesmo ensaio, o -sitosterol foi 
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ainda mais ativo, com gastroproteção de 85,7%, na mesma dose de 100 mg/kg 

(NAVARRETE; TREJO-MIRANDA; REYES-TREJO, 2002). 

Outro triterpeno, o ácido oleanólico, apresentou gastroproteção 

significativa (88,8%) comparativamente ao grupo controle, em uma dose de 30 

mg/kg em ensaio com indução de etanol (ARRIETA et al., 2003). Nos ensaios de 

indução de úlcera por ligação de piloro, por aspirina e por etanol acidificado, a 

atividade apresentada também foi muito significativa (P < 0,01) na proteção dos 

estômagos de animais tratados com doses de 50 a 200 mg/kg (ASTUDILLO; 

RODRÍGUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2002). 

No modelo de indução de úlceras crônicas por ácido acético, o ácido 

oleanólico foi capaz de promover a diminuição das lesões, com taxas de remissão 

de 54,5% e 76,0% em doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente (RODRÍGUEZ; 

ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003). 

Tendo em vista que o ácido oleanólico apresenta atividade antiúlcera nos 

modelos que empregam aspirina e indometacina, foi proposto que o mecanismo de 

ação possa relacionar-se ao aumento nos níveis de prostaglandinas in vivo 

(RODRÍGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003). 

O etanol, empregado no modelo de indução de úlceras, diminui os níveis 

de tióis não protéicos (na forma de glutationa reduzida) nos tecidos do estômago, e 

a manutenção destes níveis parece ser importante na gastroproteção, considerando 

que estes compostos são substratos para radicais livres (OLIVEIRA et al., 2004a). A 

diminuição desses níveis pode ser ocasionada por oxidação da glutationa por 

metabólitos tóxicos gerados após a indução por etanol, ou ainda pela ligação da 

glutationa ao acetaldeído formado por meio da oxidação do agente necrosante pela 

atividade da enzima álcool desidrogenase (LA CASA et al., 2000). 
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A redução dos níveis de glutationa pode aumentar o dano gerado pela 

peroxidação lipídica ocasionada pelo etanol, promovendo acúmulo de espécies 

reativas de oxigênio na mucosa gástrica (OLALEYE; FAROMBI, 2006). 

Na indução de úlceras por etanol, o conteúdo de glutationa de ratos 

previamente tratados com triterpenos aumentou, o que evidencia outro mecanismo 

de ação possivelmente envolvido na gastroproteção desta classe de substâncias 

(ARRIETA et al., 2003). 

Adicionalmente, a atividade gastroprotetora de triterpenos parece 

envolver, ao menos parcialmente, a ativação de neurônios aferentes primários 

sensíveis à capsaicina (OLIVEIRA et al., 2004b). 

Estudando a gastroproteção provocada pela -amirina e -amirina, 

Oliveira et al. (2004b) constataram que a atividade antiúlcera foi muito significativa, 

relativamente ao controle em uma dose de 100 mg/kg da mistura em modelo de 

indução por etanol em camundongos. 

No entanto, a gastroproteção foi sensivelmente diminuída em 

camundongos dessensibilizados com uma dose neurotóxica de capsaicina, 

comprovando que, no caso destes triterpenos, a ativação dos neurônios aferentes 

sensíveis à capsaicina está relacionada à atividade antiulcerogênica no modelo 

utilizado (OLIVEIRA et al., 2004b). 

Embora triterpenos estruturalmente semelhantes ao ácido ursólico, como 

as - e -amirinas e o ácido oleanólico tenham reportada atividade gastroprotetora 

em diferentes modelos de avaliação de ulceração (OLIVEIRA et al., 2004b; 

RODRÍGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003), incluindo o modelo 

de indução por etanol acidificado (SÁNCHEZ et al., 2006), o ácido ursólico diminuiu 
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as lesões ulcerativas, mas não apresentou atividade significativa comparativamente 

ao grupo controle. 

Tendo em vista que diversos triterpenos como a - e -amirinas, os 

ácidos oleanólico, ursólico e glicirrético, além do lupeol, apresentam atividade 

antioxidante em modelos de lipoperoxidação, a gastroproteção destas substâncias 

pode estar relacionada, ao menos parcialmente, à resistência ao estresse oxidativo 

(OLIVEIRA et al., 2004a; RODRÍGUEZ; ASTUDILLO; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 

2003). 

Assim, outros triterpenos isolados da fração hexano, como o ácido 

maslínico, ácido corosólico, ácido ursólico, além do ácido oleanólico, podem 

contribuir na atividade gastroprotetora por mecanismos adicionais. 

Montilla et al. (2003), estudando o ácido maslínico, observaram que a 

capacidade antioxidante in vitro deste triterpeno é mediada não apenas pela 

prevenção do estresse oxidativo causado por tetracloreto de carbono no plasma, 

como pela inibição da formação de radicais hidroxilas. Além desse, o ácido maslínico 

foi capaz de inibir a formação de óxido nítrico, prevenindo o estresse oxidativo em 

cultura celular (MARTÍN et al., 2006). 

O ácido corosólico também apresentou atividade antioxidante in vivo, 

sendo capaz de melhorar o metabolismo lipídico anormal e aumentar os níveis de 

antioxidantes no sangue, além de reduzir o estresse oxidativo (YAMAGUCHI et al, 

2006). 

Em modelos de lipoperoxidação não-enzimática in vitro empregando o 

AAPH como agente oxidante, o ácido ursólico e o ácido oleanólico apresentaram 

maior atividade antioxidante do que o -tocoferol (P < 0,05), além de mostrarem 

capacidade seqüestrante do ânion super-óxido, efeito quelante, atividade redutora e 
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inibição da enzima xantina oxidase de forma significativa (YIN; CHAN, 2007). Além 

disso, os dois ácidos evidenciaram atividade em relação a radicais livres, peróxido 

de hidrogênio e óxido nítrico e inibição de formação de espécies reativas do ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (CEFARELLI et al., 2006). Ensaios in vivo confirmam a 

capacidade antioxidante dos ácidos oleanólico e ursólico (SOMOVA et al., 2003). 

Na avaliação da atividade antioxidante do lupeol, da -amirina e dos 

ácidos ursólico e oleanólico, constatou-se proteção de quase 70% em relação à 

oxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL) em ensaios in vitro 

(ANDRIKOPOULOS et al., 2003). O lupeol, adicionalmente, apresentou atividade 

antioxidante in vivo, reduzindo o número de espécies reativas de oxigênio e 

aumentando os níveis de antioxidante no sangue (SUDHAHAR et al., 2007; 

SUDHAHAR; KUMAR; VARALAKSHMI, 2006; SUDHARSAN et al, 2005; NAGARAJ; 

SUNITHA; VARALAKSHMI, 2000). 

A re-epitelização, após danos na mucosa, é relacionada à cicatrização 

das lesões e, desta forma, substâncias capazes de promover a proliferação de 

células epiteliais são extremamente importantes no processo de cura de úlceras 

gástricas (SÁNCHEZ et al., 2006). 

Além de aumentar o conteúdo de prostaglandinas em cultura de células 

gástricas epiteliais humanas, o ácido oleanólico, assim como outros triterpenos, 

estimulou a proliferação de fibroblastos in vitro (SÁNCHEZ et al., 2006). Assim, 

pode-se supor que a cicatrização das úlceras gástricas in vivo pode ser um dos 

mecanismos de ação desta classe de substâncias (SÁNCHEZ et al., 2006). 

De fato, o EEAL apresentou atividade proliferativa extremamente 

significativa comparada ao controle em culturas de células CHO. 
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Associa-se a atividade proliferativa de triterpenos à presença do grupo 

hidroxila na posição C-3 (SÁNCHEZ et al., 2006). Além de existirem evidências de 

que a presença de um grupamento hidroxila no carbono 3 é importante para a 

atividade gastroprotetora de triterpenos (OLIVEIRA et al., 2004b). 

O grupo carboxílico em C-28 parece estar relacionado a um aumento da 

capacidade gastroprotetora (SÁNCHEZ et al., 2006), enquanto a presença de 

oxigênio em C-11 pode ser um indicativo de atividade mineralocorticóide, um dos 

efeitos indesejáveis da carbenoxolona (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). 

Estudos demonstram que o ácido glicirrético e a carbenoxolona (figura 46) 

inibem a 5-redutase, uma importante enzima regulatória do metabolismo de cortisol 

e aldosterona, o que pode provocar, em humanos, redução do clearance dos 

corticosteróides e aumentar o tempo de meia-vida do cortisol, ocasionando um 

aumento da atividade biológica do mesmo (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). 

Este mecanismo seria ocasionado por uma competição entre o oxigênio 

no carbono 11 do ácido glicirrético e da carbenoxolona e o oxigênio do carbono 3 

dos esteróides corticais pelo sítio de ativação da enzima redutora (FARINA; PINZA; 

PIFFERI, 1998). 

Conseqüentemente, pacientes com edema e hipertensão são submetidos 

a minucioso acompanhamento médico com a administração de altas doses da 

carbenoxolona por tempo prolongado (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). 

Desta forma, a ausência de oxigênio em C-11 parece ser um indicativo da 

atividade gastroprotetora livre dos efeitos indesejáveis de retenção de sódio 

(FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). Este é o caso da atividade da deloxolona (Figura 

47), um triterpeno semi-sintético com atividade gastroprotetora in vivo semelhante à 
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da carbenoxolona, sem, no entanto, apresentar aumento da pressão arterial por 

efeito mineralocorticóide (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Estrutura da deloxolona. 

 

A carbenoxolona e a deloxolona administradas a voluntários sadios em 
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prostaglandina E2 no suco gástrico dos pacientes do grupo tratado 

comparativamente aos do grupo controle. Este fato dá suporte à hipótese de que a 

citoproteção pode ser decorrente do aumento dos níveis gástricos de prostaglandina 

E2 (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). E, com a administração da deloxolona, foram 

observados menos efeitos indesejáveis de alteração de massa corporal, hematócrito, 

conteúdo de sódio e proteínas plasmáticas em relação aos pacientes que receberam 

carbenoxolona (FARINA; PINZA; PIFFERI, 1998). 

Os triterpenos identificados em P. edulis (figuras 10 e 11) apresentam o 

grupo hidroxila em 3 e ausência de oxigênio em C-11, o que pode indicar atividade 

antiulcerogênica sem o pseudo-aldosteronismo observado para a carbenoxolona e o 

ácido glicirrético. Além disso, os ácidos oleanólico, ursólico, maslínico e corosólico 

apresentam grupo carboxílico em C-28, o que pode representar um adicional na 

atividade gastroprotetora. 
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A administração da saponina astragalosídeo IV (Figura 48) e de 

carbenoxolona reduziu a gastroproteção em ratos tratados previamente com um 

inibidor da enzima óxido nítrico sintetase no modelo de indução por etanol 

(NAVARRETE et al., 2005; ARRIETA et al., 2003). Assim, neste modelo de indução 

a atividade antiúlcera de saponinas e de triterpenos pode estar associada à 

presença de óxido nítrico na mucosa gástrica (NAVARRETE et al., 2005; ARRIETA 

et al., 2003). 

Os triterpenos isolados e identificados em folhas de P. edulis e a 

propriedade afrogênica de seu extrato aquoso reforçam a sugestão de presença de 

saponinas no extrato, detectadas anteriormente na triagem fitoquímica, o que pode 

contribuir para a gastroproteção observada em modelo de indução por etanol 

acidificado (ISHIKAWA, 2004). 

Além da participação do óxido nítrico, a atividade gastroprotetora de 

saponinas parece estar relacionada a outros fatores de proteção da mucosa, como o 

aumento da secreção de muco, tendo em vista que estas substâncias parecem não 

promover inibição da secreção ácida (BORRELLI; IZZO, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Estrutura do astragalosídeo IV. 
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O aumento do conteúdo de prostaglandinas e a estimulação da secreção 

de muco e bicarbonato são relatados como mecanismos de ação antiulcerogênica 

dos flavonóides (PARK et al., 2004; LEWIS; SHAW, 2001; LA CASA et al., 2000). 

Os flavonóides, identificados na fração de acetato de etila (FA), 

diferentemente dos triterpenos, apresentam mecanismos antiulcerogênicos 

associados não só ao aumento da proteção gástrica, mas também a uma diminuição 

dos fatores de agressão da mucosa (PARK et al., 2004). 

Esta classe de substâncias é capaz de promover a inibição da bomba de 

prótons (REYES-CHILPA et al., 2006; DI CARLO et al., 1999) e reduzir a secreção 

de histamina (PARK et al., 2004). Apresentam ainda atividade antibiótica a 

Helicobacter pylori (USTUN et al., 2006; BAE; HAN; KIM, 1999; BEIL; BIRKHOLZ; 

SEWING, 1995). 

Os flavonóides têm propriedades estabilizantes de membrana e alguns 

são capazes de proteger a mucosa gástrica contra diferentes agentes necrosantes 

(LA CASA et al., 2000; ALARCÓN-DE-LA-LASTRA; MARTÍN; MOTILVA, 1994; IZZO 

et al., 1994; MARTÍN et al., 1994). 

Em modelos experimentais de úlcera gástrica induzida por estresse e 

ligação de piloro, assim como em modelo de indução por etanol e etanol acidificado, 

a quercetina foi capaz de prevenir a formação das lesões ulcerativas, aumentando 

as glicoproteínas na mucosa gástrica (COSKUN et al., 2004; MARTÍN et al., 1998; DI 

CARLO et al., 1999; 1994; IZZO et al., 1994; MARTÍN, MOTILVA; ALARCÓN-DE-

LA-LASTRA, 1993; ALARCÓN-DE-LA-LASTRA, MARTÍN; MARHUENDA, 1992; 

MARTÍN et al., 1988). 

Além disso, a quercetina, administrada por via oral por 14 dias 

consecutivos à indução de úlceras por injeção de ácido acético, promoveu remissão 



Discussão 151 

das mesmas e reduziu as espécies reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) na 

mucosa ulcerada (SUZUKI et al., 1998). 

A glutationa peroxidase é uma enzima que desempenha importante papel 

na eliminação de peróxido de hidrogênio e outros hidróxi-peróxidos na mucosa 

gástrica. A inibição desta enzima observada em modelos de indução por etanol 

pode, portanto, ocasionar um acúmulo de H2O2 nas células parietais, agravando o 

estresse oxidativo associado à formação de úlceras gástricas (LA CASA et al., 

2000). 

Embora não tenha aumentado os níveis de glutationa em modelo de 

indução por etanol in vivo, a quercetina foi capaz de promover um aumento dose-

dependente na atividade da glutationa peroxidase (MARTÍN et al., 1988). O mesmo 

foi observado para a rutina (LA CASA et al., 2000). 

Outro grupo de substâncias evidenciadas em P. edulis pode contribuir na 

sua ação farmacológica: os taninos, presentes em teor elevado na fração de metanol 

(FM), também apresentam atividade antiulcerogênica, correlacionada ao aumento da 

proteção da mucosa gástrica (BORRELLI; IZZO, 2000). Estas substâncias têm a 

capacidade de formar complexos com proteínas, promovendo a proteção da mucosa 

estomacal contra a ação de bactérias, irritação química e mecânica com 

conseqüente cicatrização da úlcera sob a camada protetora formada (BORRELLI; 

IZZO, 2000). 

Embora os triterpenos e flavonóides identificados no EEAL possam 

desempenhar um importante papel, assim como saponinas e taninos identificados na 

triagem (ISHIKAWA, 2004), a gastroproteção de P. edulis deve-se provavelmente à 

ação sinérgica de diferentes classes de substâncias, tendo em vista que nenhuma 

das frações apresentou melhores resultados do que o próprio extrato bruto. 
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Na indução de úlceras gástricas por etanol e etanol acidificado, a 

vasoconstrição venosa acompanhada de rápida dilatação arteriolar provocam a 

formação de espécies reativas de oxigênio (LA CASA et al., 2000). 

A reatividade dos radicais formados provoca um ataque aos constituintes 

celulares essenciais, promovendo a formação de compostos tóxicos, tais como 

epóxidos, aldeídos e novas espécies reativas de oxigênio, o que induz severas 

alterações celulares, provocando a morte celular (LA CASA et al., 2000). 

Substâncias capazes de inibir a formação ou de capturarem radicais livres formados 

são, desta forma, agentes antiulcerogênicos potenciais (LA CASA et al., 2000). 

Estando relacionadas, a avaliação da atividade antioxidante e antiúlcera 

gástrica ocorreram de forma concomitante. Foram utilizados diferentes modelos para 

avaliar a capacidade antioxidante: DPPH, ORAC e Folin-Ciocalteau. 

Devido principalmente à sua simplicidade, o ensaio mais utilizado para 

determinar atividade antioxidante de extratos e substâncias de origem natural é a 

reação com o 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH) (BUTKOVÍC; KLASINC; BORS, 

2004). 

Neste ensaio o radical pode ser neutralizado de duas formas: 

estabilização via transferência de um átomo de hidrogênio (Hydrogen Atom Transfer 

ou HAT) (Figura 49) ou por redução direta via transferência de elétrons (Single 

Electron Transfer ou SET) (Figura 50) (ZHANG; JI, 2006; PRIOR; WU; SCHAICH, 

2005). 
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Figura 49. Esquema da reação do DPPH via transferência de um átomo de 
hidrogênio (Hydrogen Atom Transfer ou HAT); AH = qualquer doador de hidrogênio 

(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 50. Esquema da reação do DPPH via transferência de elétrons (Single 
Electron Transfer ou SET); AH = qualquer doador de hidrogênio (PRIOR; WU; 

SCHAICH, 2005). 
 

A desvantagem deste ensaio é que o DPPH é um radical nitrogenado 

estável que não apresenta qualquer similaridade com radicais envolvidos na 

peroxidação lipídica e onde a acessibilidade estérica é determinante na reação 

(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Portanto, muitos antioxidantes que reagem 

rapidamente com radicais peroxila podem não reagir com o DPPH devido a 

impedimentos estéricos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 

Sendo assim, apenas o EEAL e as frações polares foram testados neste 

modelo, já que não é um método de escolha para avaliação de antioxidantes 

lipofílicos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 
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transferência de um átomo de hidrogênio (HAT) (Figura 51) (PRIOR; WU; SCHAICH, 

2005). 

A reação é iniciada pela decomposição térmica de azo-compostos, tais 

como o AAPH (Figura 52) (HUANG et al., 2002). Os radicais formados reagem com 

um composto fluorescente, como por exemplo, a fluoresceína sódica (Figura 53), 

formando um produto não fluorescente que é então quantificado (PRIOR; WU; 

SCHAICH, 2005). Até o presente, é o único método que considera o grau e o tempo 

de inibição em uma mesma avaliação (HUANG et al., 2002). 

 

 

 

 

 
Figura 51. Princípio do ensaio para avaliação da capacidade de absorção do radical 

de oxigênio (ORAC); AH = qualquer doador de hidrogênio; ROO = espécie reativa 
de oxigênio (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 

 

 

 

 
Figura 52. 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)-dicloridrato (APPH) usado como fonte de 

radicais livres no ensaio para avaliação da capacidade de absorção do radical de 
oxigênio (ORAC). 

 
 

 

 

 

Figura 53. Fluoresceína sódica usada como sonda fluorescente no ensaio para 
avaliação da capacidade de absorção do radical de oxigênio (ORAC). 
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O ensaio ORAC fornece uma fonte controlável de radicais peroxila que 

mimetizam as reações de lipoperoxidação em alimentos e sistemas fisiológicos e 

pode ser adaptado para avaliar tanto antioxidantes hidrofílicos como lipofílicos 

(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 

Embora um impedimento para a realização de ORAC seja a necessidade 

de fluorímetro, equipamento mais caro e sofisticado nem sempre disponível nos 

laboratórios de pesquisa, o método tem sido amplamente aceito como uma 

ferramenta para medir a atividade antioxidante das mais diversas amostras, entre 

elas extratos vegetais (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado não só para quantificar fenóis 

totais nas frações polares do extrato, mas também para avaliar a atividade 

antioxidante das mesmas, tendo em vista que o mecanismo básico do método 

consiste em uma reação de oxi-redução (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 

Neste ensaio, a atividade antioxidante ocorre por redução direta via 

transferência de elétrons (Single Electron Transfer ou SET), onde os fenóis são 

oxidados sob condições alcalinas enquanto o reagente heteropoliânion 

molibdotungstofosfórico (3H2O-P2O5-13WO3-5MoO3-10H2O e 3H2O-P2O5-14WO3-

4MoO3-10H2O) é reduzido a uma solução azulada (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; 

WATERMAN; MOLE, 1994): 

Mo(VI) (amarelo) + e-  Mo(V) (azul) 

O método de Folin-Ciocalteu é simples, sensível e preciso, e embora 

apresente algumas desvantagens tal como a interferência de substâncias não 

fenólicas na reação de oxi-redução (açúcares, aminoácidos, vitaminas e minerais), é 

uma ferramenta útil na quantificação de fenóis e na avaliação da capacidade 
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antioxidante de extratos vegetais (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; WATERMAN; 

MOLE, 1994). 

Nos três ensaios utilizados, o EEAL apresentou elevada atividade em 

relação às substâncias de referência. Contrariamente ao ocorrido com a 

gastroproteção, na avaliação da capacidade antioxidante no modelo com o DPPH, 

houve um aumento da atividade das frações FA e FM comparativamente ao EEAL. 

Estes resultados estão em acordo com os obtidos em ensaios anteriores, 

nos quais o EEAL, avaliado em relação à capacidade antioxidante em modelo de 

lipoperoxidação espontânea em cérebro de ratos, apresentou atividade pronunciada, 

maior do que o -tocoferol utilizado como referência (ISHIKAWA, 2004). 

Na avaliação da CE50 no modelo que emprega o DPPH, tanto o EEAL 

(CE50 = 5,75 g/mL) quanto as frações avaliadas FA e FM (CE50 = 2,49 g/mL) 

apresentaram maior atividade antioxidante do que a rutina (CE50 = 7,92 g/mL). Esta 

substância, comumente empregada com propósitos medicinais, foi utilizada como 

referência (MENSOR et al., 2001). 

No ensaio ORAC o EEAL (3948  225 mol de Trolox/g de extrato) 

apresentou atividade antioxidante superior à quercetina (2134  45 mol de Trolox/g 

de quercetina ou 7,06  0,15 de Trolox equivalentes) (HUANG et al., 2002). A 

capacidade antioxidante também foi maior comparativamente a outras substâncias 

isoladas do EEAL, como o ácido gálico (233  24 mol de Trolox/g de ácido gálico), 

quercitrina (2587  300 mol de Trolox/g de quercitrina) e miricitrina (2461  423 

mol de Trolox/g de miricitrina) (SOUZA et al, 2007). 

Por muitos anos tem sido demonstrada a atividade antioxidante dos 

flavonóides, que parece envolver uma série de mecanismos de ação, incluindo a 
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estabilização dos radicais livres e a complexação com íon metálico (BUTKOVÍC; 

KLASINC; BORS, 2004; LARSON, 1997). 

Grande parte dos flavonóides apresenta alta atividade antioxidante e anti-

radicalar que depende do arranjo de grupos funcionais no núcleo fundamental 

(CUNHA, 2005).  

A relação estrutura-atividade anti-radicar de flavonóides é influenciada, 

principalmente, pelas substituições no anel B, embora múltiplas substituições no anel 

A desempenhem importante função na reação de transferência do átomo de 

hidrogênio (Figura 54) (CUNHA, 2005; BUTKOVÍC; KLASINC; BORS, 2004). 

Além disso, a hidroxila em C-3 no anel C parece aumentar a estabilidade 

do flavonóide radical formado, provocando forte influência na capacidade de 

seqüestrar radicais livres, pois torna a molécula planar. Entretanto, a ausência de 

substituinte promove uma leve torção no anel B, reduzindo a atividade antioxidante 

(BUTKOVÍC; KLASINC; BORS, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Núcleo fundamental de flavonóides. 
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Os taninos, assim como os flavonóides, interceptam as espécies reativas 

de oxigênio, formando complexos estáveis. São capazes de inibir a formação de 

radicais de ânion superóxido assim como dos radicais DPPH, sendo possivelmente 

importantes na prevenção e no tratamento de doenças causadas pela peroxidação 

de lipídeos (SANTOS; MELLO, 2007; HASLAM, 1996). 

Os resultados obtidos nos ensaios antioxidantes levaram à caracterização 

das classes de substâncias presentes nas frações e realizou-se, assim, o 

doseamento de taninos e flavonóides nas frações polares do extrato. 

O método empregado na quantificação de flavonóides totais nas frações 

polares do extrato de P. edulis foi o preconizado pela Farmacopéia Brasileira 

(AGÊNCIA NACIONAL, 2003) para caules de Baccharis trimera (Less.) DC. 

(carqueja) e baseia-se na hidrólise ácida de flavonóides O-glicosilados e posterior 

reação com cloreto de alumínio (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970) (Figura 55). 

A quantificação dos taninos nas frações polares baseou-se na 

propriedade que esta classe de substâncias tem de precipitar proteínas. A vantagem 

do método que utiliza a albumina do soro bovino é que, diferentemente de outras 

técnicas bioquímicas de precipitação de proteínas, as medições de absorbância não 

são feitas no sobrenadante, mas sim no precipitado ressuspenso, evitando-se assim 

problemas com a turbidez da solução (WATERMAN; MOLE, 1994). 

O elevado teor de flavonóides, assim como os resultados observados nos 

ensaios antiúlcera e de citotoxicidade em células CHO conduziram ao fracionamento 

em coluna da fração de acetato de etila (FA). 
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Figura 55. Esquemas das reações possíveis de flavonas e flavonóis com cloreto de 
alumínio, na presença ou ausência de ácido. 
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especialmente espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio e mecanismos de 

defesas antioxidantes do organismo) contribui para o acúmulo de mutações no 

genoma e, consequentemente está intimamente associado à carcinogênese 

(OZBEN, 2007; THOMPSON, 2006; TOYOKUNI, 2006). 

Alguns exemplos que fundamentam essa hipótese são a infecção crônica 

por Helicobacter pylori associada à alta incidência de câncer de estômago, 

exposição à radiação ultravioleta como fator de risco para câncer de pele e radiação 

 associada à ocorrência de leucemia (TOYOKUNI, 2006). 

De fato, evidências apontam que os pacientes com câncer apresentam 

níveis de espécies reativas de oxigênio maiores e menor atividade de enzimas 

antioxidantes tais como superóxido dismutase e glutationa peroxidase 

comparativamente a indivíduos saudáveis (OZBEN, 2007). 

A atividade antioxidante extremamente elevada observada nos diferentes 

ensaios, bem como a identificação de flavonóides e triterpenos no extrato de P. 

edulis, conduziram à realização dos testes de citotoxicidade em nove diferentes 

linhagens de células neoplásicas humanas. 

Dados consistentes apontam que o uso concomitante de substâncias 

antioxidantes na radio e quimioterapia não só aumentam a eficácia dos tratamentos 

convencionais, como diminuem os efeitos colaterais (OZBEN, 2007). 

Experimentos revelam que a ingestão de antioxidantes induz apoptose 

seletiva de células cancerosas, previne a angiogênese e metástases, podendo servir 

como um adjuvante na terapia do câncer (OZBEN, 2007). 

Além do uso como adjuvantes, antioxidantes poderiam ser usados em 

indivíduos saudáveis, na prevenção primária do câncer, inibindo mutações por meio 

de bloqueio ou competição com as espécies reativas de oxigênio e nas prevenções 
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secundária (câncer em estágio inicial de desenvolvimento) e terciária (pacientes 

após a terapia), inibindo a iniciação, promoção e progressão da doença (DE FLORA; 

FERGUSON, 2005). 

Inúmeros polifenóis agem como quimiopreventivos, reduzindo a incidência 

de diferentes tipos de neoplasias (PSAHOULIA et al., 2007). O ácido gálico, por 

exemplo, apresentou atividade antiproliferativa em diferentes linhagens neoplásicas 

humanas de leucemia, câncer de mama, câncer de próstata e osteosarcoma 

(SALEEM et al., 2002; SAKAGUCHI et al., 1999). 

Os flavonóides apresentam pronunciada atividade anticâncer (USTUN et 

al., 2006). A quercetina inibiu de forma significativa o crescimento de células de 

câncer de próstata muito agressivo e moderadamente agressivo, sem, no entanto, 

apresentar alteração no ciclo celular de fibroblastos não tumorais (NAIR et al., 2004). 

A mesma apoptose seletiva foi verificada em células de câncer de fígado e de ossos, 

sem alteração de células hepáticas e osteoclastos normais (FERRER et al., 2006; 

SON et al., 2004). 

A quercetina é capaz de proteger as células do dano oxidativo induzido 

por peróxido de hidrogênio, além de prevenir a transformação maligna induzida por 

lipopolissacarídeo e TPA (13-acetato de 12-O-tetradecaoilforbol) (CHEN et al., 

2006). 

Sugere-se que a atividade anticâncer da quercetina está relacionada à 

capacidade que este flavonóide tem de significativamente inibir a expressão de 

oncogenes específicos, enquanto aumenta a expressão de vários genes 

supressores tumorais (PSAHOULIA et al., 2007; NAIR et al., 2004). 

Embora a quercetina apresente potente atividade antiproliferativa em 

diversas linhagens tumorais, a glicosilação, como, por exemplo, na quercitrina e na 
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rutina, parece remover a atividade apoptótica e de prevenção na formação de 

neoplasias (CHEN et al., 2006; SHEN et al., 2003; MANTHEY; GUTHRIE, 2002). 

A literatura que reporta a atividade antitumoral de triterpenos frente a 

inúmeras linhagens de células neoplásicas humanas é vasta e consistente (DZUBAK 

et al, 2006) e parece estar relacionada não só com o aumento da expressão de anti-

oncogenes, mas também com a inibição da expressão de oncogenes (SALEEM et 

al., 2005a; 2005b). 

Em estudos in vitro e in vivo, os triterpenos foram capazes de promover a 

diferenciação de células na fase de promoção do tumor e causar apoptose seletiva 

de células neoplásicas, e, sendo assim, esta classe de substâncias poderia ser 

utilizada na prevenção e/ou intervenção nos casos de câncer (SALEEM et al., 

2005a; 2005b). 

Em estudos in vitro, a -amirina apresentou potente atividade frente a 

diferentes linhagens de células neoplásicas humanas de câncer de cólon, assim 

como moderada atividade em células de pulmão (DONG; HE; LIU, 2007; ONO et al., 

2004). 

Segundo Yoshida et al. (2005), parece não haver diferença na atividade 

antiproliferativa de triterpenos com esqueleto oleanano e ursano. De fato, o ácido 

maslínico e o ácido ursólico apresentaram atividade igualmente potente frente às 

células neoplásicas humanas de adenocarcinoma gástrico e carcinoma de útero 

(YOSHIDA et al., 2005). 

A presença de um grupo hidroxila em C-2 também não parece alterar a 

atividade antitumoral. Os ácidos corosólico e ursólico apresentaram atividade 

antiproliferativa semelhante em células humanas de leucemia, de câncer gástrico, de 

câncer de mama, de câncer cervical e de carcinoma hepático (MA et al., 2005). Os 
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ácidos maslínico e oleanólico inibiram a proliferação e induziram a apoptose de 

forma similar em células de câncer de cólon (JUAN et al., 2006). 

A presença do grupo carboxílico nos triterpenos ácidos, por sua vez, 

parece ser importante na permeabilidade da membrana e conseqüente atividade 

citotóxica em linhagens neoplásicas (AMICO et al., 2006). 

De fato, os ácidos oleanólico, ursólico e corosólico identificados no EEAL 

de P. edulis apresentaram atividade antitumoral em cultura de células de leucemia 

(HL-60), carcinoma hepático (Hep-G2) e câncer de mama (MCF-7), com valores de 

DL50 de 12-48 M (AKIHISA et al., 2006). 

Além disso, os ácidos oleanólico e ursólico foram capazes de induzir a 

apoptose e inibir o crescimento de diversas linhagens de células de leucemia, com 

índices de inibição do crescimento superiores a 90% na concentração de 5 g/mL 

(URECH et al., 2005). 

Os ácidos corosólico e maslínico também apresentaram pronunciada 

atividade frente a células Caco-2 de câncer de cólon humano (HE; LIU, 2007). 

Mostraram ainda inibição da proliferação e indução de apoptose em uma das formas 

mais agressivas de câncer, o astrocitoma, por meio da regulação de espécies 

reativas de oxigênio e ativação da caspase-3 (MARTÍN et al., 2007). 

O ácido maslínico também mostrou atividade antiproliferativa seletiva, 

induzindo apoptose e diferenciação de células de diferentes linhagens de câncer de 

cólon, sem, no entanto, provocar alteração no ciclo celular ou morte de células não 

tumorais intestinais (REYES et al., 2006). 

O lupeol, por sua vez, apresenta atividade antiproliferativa referenciada em 

inúmeros estudos in vivo e in vitro, com capacidade antitumoral seletiva, ou seja, 

promovendo a diferenciação e apoptose de células neoplásicas sem alterar o ciclo 
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celular de células não neoplásicas (CHATURVEDI; BHUI; SHUKLA, 2008; SALEEM 

et al., 2005b). 

Sugere-se que a atividade anticâncer do lupeol também está relacionada 

com a inibição da expressão de oncogenes e ativação dos anti-oncogenes 

(CHATURVEDI; BHUI; SHUKLA, 2008; KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2007; SALEEM et 

al., 2005a; 2005b). 

Além disso, tem sido reportado que o lupeol é capaz de induzir a 

diferenciação e inibir a proliferação de células de melanoma, além de induzir a 

reconstituição da epiderme (KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008). De fato, a aplicação 

tópica de lupeol antes da indução de câncer em camundongos, em diferentes 

modelos, inibiu a formação de edema, hiperplasia e a incidência de neoplasias 

(KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008). 

Diversos são os exemplos de fármacos de origem natural utilizados como 

antitumorais, tais como vimblastina, vincristina, taxol e etoposídeo (MANN, 2002). A 

importância da pesquisa de produtos naturais com atividade antineoplásica fica 

evidente quando observa-se que aproximadamente 60% dos compostos 

anticancerígenos e 75% de fármacos utilizados no tratamento de doenças 

infecciosas são de origem natural ou derivados de produtos naturais (MC 

CHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007). 

No extrato de P. edulis foram identificados triterpenos e flavonóides com 

reconhecida atividade antitumoral, o que pode justificar, ao menos parcialmente, a 

citotoxicidade observada no ensaio com as nove linhagens de células neoplásicas 

humanas. É importante ressaltar que os resultados indicam uma seletividade do 

extrato e das frações, pelas células de câncer de mama (MCF-7), com valores de 
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inibição do crescimento de 50% (IC50) que variaram de 0,001 a 0,25 g/mL, com 

exceção da fração de metanol (FM). 

Além disso, a fração de acetato de etila (FA), da qual foram isolados 

flavonóides como a quercetina, apresentou atividade citostática pronunciada em 

praticamente todas as culturas neoplásicas, com valores de IC50 de 0,001 a 25 

g/mL, com seletividade para as linhagens de câncer de mama, próstata e leucemia. 

A fração de hexano (FH), apresentando triterpenos com reconhecida 

atividade tumoral como o lupeol, também mostrou elevada atividade citostática com 

seletividade para as linhagens neoplásicas humanas de mama, próstata e leucemia, 

com valores de IC50 de 0,001 a 2,5 g/mL. 

A fração de diclorometano apresentou a mesma seletividade de FA e FH, 

enquanto o EEAL foi seletivo para as células de câncer de mama, mama com 

fenótipo de resistência a múltiplos fármacos e melanoma. 

Entre todas as frações, a que apresentou menor citotoxicidade foi a FM, 

com valores de IC50 entre 2,5 e 25 g/mL em linhagens neoplásicas de mama e 

melanoma. 

Os resultados de citotoxicidade obtidos em cultura de células tumorais 

conduziram à avaliação de citotoxicidade de células não neoplásicas de ovário de 

hamster chinês (CHO) para avaliação da toxicidade in vitro do EEAL. A baixa 

solubilidade das frações de hexano (FH) e de diclorometano (FD) impediu a 

avaliação das mesmas. 

Nas concentrações empregadas na avaliação da citotoxicidade em cultura 

de células CHO (0,98 a 1,95 g/mL), o EEAL e a fração de acetato de etila (FA) 

apresentaram atividade proliferativa extremamente significativa comparada ao 

controle, sem indícios de citotoxicidade. Nas linhagens tumorais, foram capazes de 
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inibir totalmente o crescimento das células de câncer de mama em concentrações 

inferiores às citotóxicas para as células normais (0,001 a 0,25 g/mL). 

Além disso, FA apresentou atividade citotóxica para linhagens de câncer 

de próstata e leucemia com valores de IC50 entre 0,25 e 2,5 g/mL. Na cultura de 

células não neoplásicas, mostrou atividade proliferativa extremamente significativa 

em uma concentração de até 3,91 g/mL, evidenciando assim uma possível 

seletividade na apoptose de células cancerosas sem alteração do ciclo celular de 

células normais. 

Como mencionado anteriormente, triterpenos e flavonóides apresentaram 

atividade antiproliferativa seletiva de células tumorais, sem alteração de tecidos 

normais (FERRER et al., 2006; SALEEM et al., 2005b). Além disso, os triterpenos 

apresentam atividade proliferativa que foi relacionada à capacidade de cicatrização 

das úlceras gástricas e reconstituição da epiderme (KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008; 

SÁNCHEZ et al., 2006). 

Visando ainda avaliar a segurança do uso de P. edulis pela população e 

baseando-se na consistente literatura a respeito do potencial mutagênico de alguns 

flavonóides, o EEAL foi avaliado quanto à mutagenicidade. 

O teste de Ames é amplamente aceito na identificação de substâncias 

capazes de promover danos genéticos que possam ocasionar mutações 

(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). No ensaio são empregadas linhagens de 

Salmonella typhimurium com diferentes mutações pré-existentes criadas para 

responderem a substâncias mutagênicas que agem por mecanismos diferenciados 

(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

Sendo assim, as cepas TA98 e TA97a detectam compostos mutagênicos 

que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA por inserção (TA97a) ou 
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deleção (TA98) de nucleotídeo (mutações do tipo frameshift), enquanto que a TA100 

detecta substâncias que promovem mutação por substituições de pares de bases 

(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). A cepa TA102 pode ser revertida por agentes 

mutagênicos que promovem transições ou transversões de pares de bases e que 

causam danos oxidativos, além de detectar agentes cross-linking, tais como a 

bleomicina e mitomicina (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

O EEAL de P. edulis apresentou indícios de mutagenicidade para as 

cepas TA97a e TA98, aumentando de forma significativa o número de revertentes 

em concentrações que variaram de 2,5 a 20 mg/placa. No entanto, a razão de 

mutagenicidade foi inferior a dois em todas as concentrações empregadas. A cepa 

TA97A é sensível aos mutágenos detectados em ensaios com a TA98, tendo em 

vista que respondem a substâncias que agem por mecanismo semelhante 

(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Sendo assim, era de se esperar que o indício de 

mutagenicidade observado em uma das cepas se reproduzisse na outra. 

A quercetina presente no EEAL tem sido alvo de inúmeros estudos para 

avaliação da mutagenicidade, e embora tenha sido demonstrado dano genético 

ocasionado por este flavonóide em diferentes modelos experimentais in vitro e in 

vivo, seu papel na mutagênese ainda é objeto de controvérsia, tendo em vista que a 

literatura que reporta atividade antimutagênica da quercetina é vasta (SANNOMIYA 

et al., 2007; EDENHARDER; GRÜNHAGE, 2003). 

Embora nos ensaios realizados o EEAL não tenha apresentado sinais de 

toxicidade in vivo (ISHIKAWA, 2004), os indícios de mutagenicidade observados no 

Teste de Ames reforçam o cuidado no uso de grandes quantidades de extratos de P. 

edulis. 
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Os triterpenos e flavonóides identificados no extrato etanol/água (70%) 

liofilizado de P. edulis (EEAL), assim como a pronunciada atividade antiúlcera 

gástrica observada nos ensaios realizados, corroboram a utilização popular da 

espécie no tratamento de distúrbios gástricos. 

Quanto ao uso de folhas do cambucá por populações caiçaras para o 

tratamento de afecções de garganta, tosses e coqueluches, pode estar relacionado 

com a atividade antiinflamatória de triterpenos e flavonóides encontrados em P. 

edulis, amplamente descrita na literatura e ainda com a atividade antitussígena de 

triterpenos observada em estudos in vivo (DZUBAK et al., 2006; JU et al., 2006; DI 

CARLO et al., 1999). 
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No final, conservaremos somente o que amamos, amaremos somente o que 

compreendermos, compreenderemos somente o que nos é ensinado. 

 

Baba Dioum. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

Esperamos com este trabalho contribuir para o conhecimento de P. edulis, 

uma espécie nativa brasileira em risco de extinção e ainda, despertar o interesse 

sobre a fitoquímica de uma planta tão pouco conhecida. Os resultados obtidos 

permitem as seguintes conclusões: 

 

7.1. A partir do extrato etanol/água (70%) liofilizado (EEAL) foram identificadas 12 

substâncias: -amirina, lupeol, -sitosterol, ácidos oleanólico, ursólico, 

maslínico, corosólico, galato de etila, ácido gálico, quercitrina, miricitrina e 

quercetina; 

7.2. As frações de acetato de etila (FA) e de metanol (FM) obtidas por partição do 

EEAL apresentaram teores de 52,16% e 45,26% de fenóis totais, 10,81% e 

0,07% de flavonóides e 28,31% e 43,90% de taninos, respectivamente; 

7.3. No modelo com DPPH, FA e FM apresentaram pronunciada atividade 

antioxidante, superior a da rutina utilizada como padrão, com valores de CE50 

de 2,49 g/mL; no mesmo ensaio, o EEAL apresentou CE50 de 5,75 g/mL e 

potente capacidade de absorção do radical oxigênio com valor relativo de 

ORAC de 3948 mol de Trolox/g de extrato; 

7.4. Na avaliação da gastroproteção, o EEAL apresentou atividade extremamente 

significativa (P < 0,001) comparativamente ao controle, na dose de 100 

mg/kg, com redução de 73,82% da área total de lesão (ATL); entre as frações 

obtidas, a de hexano (FH) apresentou maior atividade, com redução da ATL 

de 68,08%; no entanto, em nenhuma das frações foi observado resultado tão 



Conclusões 172 

expressivo como o do EEAL, sugerindo atividade antiúlcera gástrica por 

sinergismo dos componentes do extrato; embora o ácido ursólico tenha 

reduzido a ATL em 26,06% este resultado não foi diferente estatisticamente 

do grupo controle (P ≥ 0,05); 

7.5. Em cultura de células de ovário de hamster chinês (CHO), o EEAL e as 

frações FA e FM apresentaram citotoxicidade concentração-dependente com 

valores de DL50 de 3,68 g/mL, 9,68 g/mL e 5,90 g/mL respectivamente; 

tanto o EEAL como as frações polares apresentaram atividade proliferativa 

extremamente significativa comparativamente ao controle nas menores doses 

avaliadas (0,98 g/mL e 1,95 g/mL); 

7.6. O EEAL e as frações obtidas a partir do mesmo apresentaram atividade 

antiproliferativa pronunciada dose-dependente em 9 linhagens diferentes de 

células tumorais humanas em concentrações de 0,001 a 250 g/mL; o EEAL 

apresentou seletividade para câncer de mama, mama com fenótipo resistente 

a múltiplos fármacos e melanoma com valores de IC50 de 0,001 a 2,5 g/mL, 

enquanto FH e FA apresentaram seletividade para linhagens de mama, 

próstata e leucemia com valores de IC50 de 0,001 a 2,5 g/mL; 

7.7. No ensaio de Ames, o EEAL apresentou indícios de mutagenicidade para as 

linhagens de Salmonella typhimurium TA97A e TA98, com e sem ativação 

metabólica, nas concentrações de 2,5 a 20,0 mg/placa, sem apresentar, no 

entanto, mutagenicidade efetiva nas cepas e concentrações empregadas. 
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Não feito, não perfeito, não completo. 

Não satisfeito nunca, não contente. 

Não acabado, não definitivo: 

Eis aqui um vivo. 

Eis-me aqui. 

 

Lenine e Carlos Rennó. 
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