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RESUMO 

 

O osteossarcoma (OSA) é um tumor muito agressivo nos cães, com baixo índice de 

sobrevida e tratamento pouco efetivo. Na busca de fontes alternativas de terapia, o 

bioma brasileiro torna-se uma esperança científica, por apresentar uma diversidade de 

plantas medicinais de conhecimento e utilização popular. No entanto, elas podem 

apresentar funções biológicas controversas. O objetivo deste estudo foi verificar a 

bioatividade das folhas de Campomanesia adamantium e de Hymenaea martiana 

Hayne sobre células de Osteossarcoma Canino (OC) de cultura estabelecida e células 

endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC). As células foram cultivadas e 

submetidas ao tratamento com as concentrações de C. adamantium (1 µg/mL, 10 

µg/mL, 100 µg/mL, 1000 µg/mL) e H. martiana Hayne (10μL/mL, 100μL/mL, 

1000μL/mL, 2000μL/mL e 5000μL/mL), nos tempos de exposição de 24h, 48h e 72h 

em normoxia e 24h para células expostas ao estresse oxidativo, induzido por peróxido 

de hidrogênio. Os resultados foram obtidos por meio da análise da viabilidade celular 

e citotoxicidade pelo método de redução do tetrazólio (MTT). Este estudo traz 

resultados inéditos em relação aos efeitos dos extratos, pois foi possível demonstrar 

que possuem pouca ação citotóxica. Além disso, foi observado que, quanto maior a 

dosagem e maior o tempo de exposição, maior a atividade proliferativa, com aumento 

da viabilidade celular no grupo de 72 horas. Nas células endoteliais, de forma similar, 

não houve atividade citotóxica, além da ocorrência do aumento da viabilidade celular, 

inclusive após a submissão ao estresse oxidativo. O extrato de folhas de C. 

adamantium aumentou a viabilidade e não apresentou ação citotóxica nas células de 

osteossarcoma canino e nas células endoteliais sob estresse oxidativo. O extrato 

etanólico bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, aumentou a viabilidade 

celular das células de osteossarcoma canino e das células endoteliais de veia umbilical 

humana, submetidas ao estresse oxidativo.  

 

Palavras-chave: cultivo celular, D 17, tumores ósseos, plantas do cerrado. 
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ABSTRACT 

 

Osteosarcoma (OSA) is a very aggressive tumor in dogs, with low survival rate and 

ineffective treatment. In the search for alternative sources of therapy, the Brazilian 

biome becomes a scientific hope, presenting a diversity of medicinal plants of popular 

knowledge and use. However, they can have controversial biological functions. The 

aim of this study was to verify the bioactivity of the leaves of Campomania 

adamantium and Hymenaea martiana Hayne on canine osteosarcoma (OC) cells from 

cell cultures and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). As cells were 

cultured and subjected to treatment with C. adamantium (1 µg / mL, 10 µg / mL, 100 

µg / mL, 1000 µg / mL) and H. martiana Hayne (10μL / mL, 100μL / mL, 1000μL / 

mL , 2000μL / mL and 5000μL / mL), in the 24h, 48h and 72h exposure periods in 

normoxia and 24h in cells exposed to oxidative stress, induced by hydrogen peroxide. 

The results were analyzed by analyzing cell viability and cytotoxicity using the 

tetrazolium reduction method (MTT). This study brings unprecedented results in 

relation to extractive effects, as it was possible to demonstrate that they have little 

cytotoxic action. In addition, it was observed that the higher the dosage and the longer 

the exposure time, the greater the proliferative activity, with increased cell viability in 

the 72-hour group. In endothelial cells, similarly, there was no cytotoxic activity, in 

addition to the occurrence of increased cell viability, even after submission to 

oxidative stress. C. adamantium leaf extract increased viability and did not show 

cytotoxic action in canine osteosarcoma cells and endothelial cells under oxidative 

stress. The crude ethanolic extract of the leaves of Hymenaea martiana Hayne, 

increased the cell viability of canine osteosarcoma cells and human umbilical vein 

endothelial cells, submitted to oxidative stress. 

 

Keywords: cell culture, cerrado plants, D 17, bone tumors. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CAPÍTULO 1- CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 A formação de uma nova célula acontece por meio da duplicação de uma 

célula pré-existente. O ciclo celular é o processo no qual o DNA é duplicado e a divisão 

celular (mitose) resulta na formação de uma nova célula. Essa reprodução envolve uma 

sequência organizada de eventos; porém, quando erros acontecem nesta sequência, um 

dos mecanismos de regulação deste DNA alterado é a morte celular programada 

denominada apoptose1,2. Quando os mecanismos de regulação falham, o DNA alterado 

leva a formação de doenças como, por exemplo, o câncer3.  

Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de duzentas doenças que tem 

em comum a agressividade causada pela desordem do ciclo celular e na multiplicação 

das células. O câncer atualmente é a principal causa de morte por doenças não 

transmissíveis em todo o mundo e assim se apresenta como um problema de saúde 

pública, tanto em países desenvolvidos como em países subdesenvolvidos ou em 

desenvolvimento4,5,6. 

O principal tratamento contra o câncer é a cirurgia, seguida da 

quimioterapia, a radioterapia, terapia hormonal e imunoterapia5,7. A quimioterapia é 

uma técnica que consiste na destruição das células cancerígenas, que se caracteriza por 

apresentar uma divisão mais rápida que a divisão de uma célula normal. Porém, ainda 

é uma técnica que causa efeitos adversos em células normais devido à sua alta 

toxicidade. É consenso entre pesquisadores e profissionais de saúde a necessidade de 

empregar medicamentos que apresentem maior eficiência e menor efeito adverso para 

o tratamento do câncer. Nesse sentido, diversos centros de excelência em pesquisa têm 

buscado o desenvolvimento de novos quimioterápicos a partir de plantas, atualmente 

60% das drogas utilizadas em ensaios clínicos são derivados de produtos naturais8. 

Os estudos com substâncias conhecidas como metabólitos secundários, 

que são extraídas de plantas, possibilitaram a descoberta de produtos químicos que 

possuem fundamental importância no tratamento de determinados tipos de câncer. 

Dentre esses, encontram-se os quimioterápicos como a vincristina e a vimblastina, que 

foram isoladas da vinca (Catharanthus roseus); os derivados da podofilotoxina, 

procedidos de rizomas de Podophyllum peltatume e  P. hexandrum; os oriundos da 

camptotecina, obtidos da Campotheca acuminata; o taxol e o docetaxol extraídos de 

Taxus brevifolia e T. baccata 3. 
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                 O uso de substâncias obtidas de fontes naturais no tratamento de 

enfermidades é uma prática comum desde a antiguidade9,10,11. Um dos relatos mais 

antigos que se tem notícia, da utilização de plantas para fins terapêuticos, data de 3.000 

a.C., na obra Pen Ts’ao, do chinês Shen Nung11. Estima-se que medicamentos 

derivados de produtos naturais possam ser empregados como tratamento de 87% das 

doenças humanas13.  

Na atualidade, diversos medicamentos utilizados na terapia de várias 

doenças são derivados direta ou indiretamente de fontes naturais como vegetais, micro-

organismos, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados terrestres14. Por seu 

potencial de apresentar efeitos adversos mais brandos, essas substâncias se apresentam 

como promissoras alternativas à medicina tradicional, diante da tecnologia e 

diversidade de estratégias e métodos disponíveis para a descoberta de novos 

fármacos15. 

O presente estudo teve por objetivo investigar a ação do extrato etanólico 

bruto das folhas de Campomanesia adamantium e Hymenaea martiana Hayne, em 

células de osteossarcoma canino (D-17) e células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo. Considerando o potencial terapêutico dos 

gêneros Campomanesia e Hymenaea. 

 

1. CICLO CELULAR 

 

As células se dividem constantemente para manter o número ou para 

renovar as que não mais mantém seu estado metabólico. Para que isso aconteça, uma 

sequência de eventos ocorre de forma organizada, duplicando o conteúdo celular e 

originando duas células filhas, geneticamente idênticas16. A divisão celular é induzida 

por fatores internos e externos à célula. Os fatores internos são os produtos gênicos 

que induzem a reprodução nos tecidos que não sofreram ou estão em fase inicial de 

diferenciação celular. Os fatores externos são influenciados por substâncias que agem 

tanto no ponto de partida do ciclo celular como nos fatores de crescimento16,17. 

                O ciclo celular compreende o período de vida da célula desde o seu 

surgimento até sua divisão em células filhas, ou seja, este ciclo compreende os eventos 

de duplicação do DNA e divisão celular18. O ciclo celular acontece em duas etapas, a 

interfase e a divisão. A interfase é o período entre duas divisões sucessivas da célula. 
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Nessa fase, a célula passa a maior parte de seu tempo de sobrevivência e ocorre intenso 

metabolismo17.  

A interfase é dividida nas fases G0, G1, S e G2. Na fase G0 a célula não 

se replica. Na fase G1 ocorre o crescimento celular, a diferenciação e produção de 

proteínas, enzimas e RNA. A fase S tem como evento predominante a duplicação do 

material genético. Durante a fase G2 acontece o término da duplicação dos 

componentes do citoplasma e um intervalo metabólico, para que ocorra a verificação 

do DNA duplicado e se a célula está preparada para mitose16,17,18. 

Na etapa de divisão ocorre a mitose, que corresponde a fase M, onde a 

célula passa pelo processo de produção do fuso mitótico e divisão do núcleo e do 

citoplasma. A separação final das células filhas é chamada de citocinese16. Entre os 

mecanismos reguladores da multiplicação da célula, estão presentes nas fases do ciclo 

celular os chamados pontos de checagem, que podem interromper o progresso do ciclo 

celular e ativar os mecanismos de reparo16. Após os pontos de checagem, a célula passa 

para a fase seguinte e este processo é irreversível (Figura 1). O que ocorre com a célula 

neoplásica é que as falhas não são reparadas e ela permanece no ciclo celular de forma 

indefinida, geneticamente instável, proliferando de forma descontrolada e ignorando 

os pontos de checagem19. 
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FIGURA 1 - Ciclo celular na fase G1 ocorre a descondensação dos cromossomos e a síntese 

de RNA e proteínas; na transição da fase G1 ocorre o primeiro ponto de 

checagem; durante a interfase o DNA nuclear é duplicado; a fase G2 é 

caracterizada pelo crescimento celular e síntese de DNA; na fase G2 está o 

segundo ponto de checagem; na fase M a célula é dividida em duas células 

filhas.  

Fonte: Adaptado de Belizario16. 

 

A morte celular programada ou apoptose é outro mecanismo regulador da 

multiplicação das células que podem levar à morte células que apresentam a 

possibilidade de se tornarem alteradas e levar a doenças 17.  É um processo fundamental 

no desenvolvimento e na homeostasia tecidual ocorrendo nos organismos 

multicelulares como resposta a estímulos intra ou extracelulares. 

 Durante a vida de um indivíduo, a apoptose é essencial como estratégia 

de defesa na remoção de células com mutação ou infectada, como resposta a 

fenômenos de citotoxidade ou para desenvolvimento embrionário normal. Quando 

acontecem falhas na regulação da morte celular programada, os resultados são 

alterações como defeitos de desenvolvimento, doenças autoimunes, neurodegeneração 

ou câncer16. 

Em contrapartida durante a respiração fornecemos às nossas células 

oxigênio necessário para produção de energia através um processo que recebe o nome 
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de metabolismo oxidativo. Nesse processo o oxigênio é reduzido e as ligações 

covalentes da glicose são quebradas liberando gás carbônico, água e energia20. A 

mitocôndria é a principal organela celular envolvida, onde atuam várias enzimas 

responsáveis por catalisar esse processo. Na maior parte dessas etapas há a formação 

de subprodutos benéficos, porém cerca de 5% podem ser tóxicos para célula em altas 

concentrações21, causando o estresse oxidativo. 

 

1.1. Estresse oxidativo e vias de ativação da apoptose 

 

O oxigênio durante o transporte de elétrons na mitocôndria pode ser 

parcialmente reduzido gerando as espécies reativas de oxigênio (EROs), como por 

exemplo o ânion superóxido (O2), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila 

(H’) e peróxidos orgânicos21. O estresse oxidativo é definido como o desequilíbrio 

grave entre as espécies reativas de oxigênio e o sistema oxidante, ou seja, produção e 

eliminação da EROs22,23. 

 A produção da EROs ocorre a partir de fontes endógenas ou fontes exógenas. 

As fontes endógenas incluem tanto organelas intracelulares, bem como fontes 

inflamatórias. Fontes exógenas incluem xenobióticos, produtos farmacêuticos e 

radiação. A inibição de defesas oxidantes pode resultar no estresse oxidativo que pode 

gerar mutação em genes e ter como resultado a carcinogênese24.  

Diversos tipos de câncer incluindo, mamário, leucemias, carcinomas 

gástricos, prostático, e de cólon, apresentam elevados níveis de células neoplásicas que 

estão geralmente expostas a condições de estresse, como hipóxia e perda de célula-

célula e célula-matriz extracelular, desbalanço no metabolismo oxidativo e entre 

outros fatores ambientais25.  

As EROs regulam várias etapas de transdução de sinais, e ainda podem 

participar de diferentes etapas de transformação e progressão de neoplasias, como a 

autossuficiência em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais antiproliferativos, 

evasão da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogênese sustentada, invasão e 

metástase, metabolismo e inflamação26. 

Entre as vias reguladoras das EROs as que se destacam são as proteínas 

quinase ativada por mitógeno (MAPK) e fosfoinsitídeo-3-quinase (PI3K). A MAPK 

tem papel na formação de tumores principalmente por ativar fatores de transcrição 

como c-jun e c-fos, que atuam na expressão de genes envolvidos em proliferação 
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celular, diferenciação, transformação, inflamação, entre outros. Enquanto isso PI3K 

está relacionada à via de RAS, que tem papel fisiológico importante na sobrevivência 

celular. Entretanto vários mecanismos podem levar a sua desregulação e contribuir 

para o desenvolvimento de neoplasias. Ainda como função já relatada do estado 

oxidativo no controle da viabilidade celular é a relação do ciclo celular, umas das 

proteínas que atuam na checagem é a quinase ataxia-telangiectasiamutada (ATM), da 

mesma família da PI3K 20,26. 

O estresse oxidativo é um dos fatores que desencadeiam a apoptose. Vários 

fatores desencadeiam a apoptose, junto dele ainda estão: a ligação de moléculas a 

receptores de membrana, danos ao DNA, agentes quimioterápicos, a radiação 

ionizante, falta de controle dos fatores de crescimento, falta de nutrientes 20,27.  

 O processo de sinalização que desencadeia a via intrínseca é tão 

homogêneo quanto os estímulos iniciadores, e todos os mecanismos estão associados 

a uma mitocôndria23. A via extrínseca é desencadeada por sinais de estresse 

extracelulares, que são sentidos e difundidos pelos receptores transmembranares 

específicos como o fator de necrose tumoral (TNF) 28. 

A Via de apoptose extrínseca é mediada pelos receptores de morte: fator 

de necrose tumoral (TNF), ligante de fator de apoptose (TRAIL), receptor do fator de 

necrose tumoral (TNFR1) e ácido graxo sintase (Fas). Tais receptores estão presentes 

na membrana plasmática, porém na via intrínseca a mediação acontece por meio da 

mitocôndria,40. As duas vias têm grupos independentes de caspases iniciadoras (casp2, 

8, 9 e 10) e grupos comuns de caspases efetoras (casp3, 6 e 7). Ambas executam 

eventos que levarão a apoptose celular28. 

A via extrínseca é estimulada quando os sinais de morte celular 

FASL/CD95 (receptor de superfície envolvido na ativação da apoptose), TNRF, ou 

TRAIL fazem interação28. A estimulação do ligante de morte tem como consequência, 

a oligomerização dos receptores, recrutamento da proteína domínio de morte associada 

a Fas (FADD), e recrutamento da caspase iniciadora (casp8), constituindo o complexo 

de sinais que induzem a morte. A auto-ativação da casp8 no sinal de indução de morte, 

é seguida pela a ativação das caspases efetoras à jusante, levando a célula a 

apoptose28,29,30 (Figura 2).  
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FIGURA 2 - Via extrínseca da apoptose desencadeada pela ligação de                             

receptores de fator de necrose  tumoral da membrana que 

ativa a cascata  das Caspases levando a célula a  apoptose.  

Fonte: adaptado de Rao et al.30. 

 

A ativação da via de apoptose intrínseca ocorre por estresse intracelular ou 

extracelular, como a desregulação dos fatores de crescimento, radiações, hipóxia, 

alterações no DNA ou ativação da oncogenes28. Os sinais que são traduzidos em 

reposta à ativação convergem para a mitocôndria, que integra os estímulos de morte 

da célula, induz a permeabilização mitocondrial e a liberação de moléculas pró-

apoptóticas31.  Assim que os sinais de morte chegam à mitocôndria, ocorre o colapso 

do potencial da membrana interna, bem como a transição da permeabilidade 

mitocondrial. Simultaneamente, a água do espaço entre as membranas passa para a 

matriz mitocondrial. Isso leva à ruptura da organela, o que resulta na perda da 

homeostase celular, na interrupção da síntese de ATP e no aumento da produção de 

EROs31. Aumentado o nível de EROs, ocorre a oxidação dos lipídeos, das proteínas e 

dos ácidos nucléicos, elevando o colapso da membrana interna30.  

A resposta da mitocôndria ao dano oxidativo é a via de início da apoptose. 

Durante a apoptose, é formado um megasporo, que possui uma diversidade de 

proteínas e abrange as membranas da mitocôndria. É por ele que ocorre a liberação do 

citocromo c e proteínas ativadoras de apoptose para o citosol.  No citosol, o citocromo 

c forma um complexo com o fator de ativação de protease associada a apoptose 1 

(APAF-1) e a caspase- 9, o denominado apoptossomo, que faz a clivagem da pró-
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caspase-9, e libera a caspase-9 ativa. Quando ativada, a caspase -9 faz a ativação da 

caspase-3 que induz a apoptose30 (Figura 3). 

 

 
FIGURA 3 -  Esquema do processo de ativação da apoptose pela via 

ntrínseca que ocorre   quando há    a retirada dos fatores  

de crescimento ou danos ao DNA, as moléculas  pró-

apoptóticas    como  o citocromo c são ativadas,  

resultando    na  ativação das caspases iniciadores e  

efetoras,   levando a  célula a apoptose. 

          Fonte: Adaptado de http://ormigta-.blogspot.com 

 

2. CÂNCER 

 

A palavra câncer, de origem latina, é a tradução do termo grego carcinoma, 

que significa caranguejo. Essa analogia foi utilizada pela primeira vez na antiga Grécia 

por Hipócrates, que associou a semelhança entre as patas do crustáceo e a 

vascularização em volta de um tumor32. Descobertas em múmias egípcias demonstram 

que a doença já atingia o homem há mais de 3 mil anos antes de Cristo no “papiro de 

Georg Elbers”, que data 1600 a.C, é relatado um tratamento de um tumor mamário à 

base de mel e ervas e que não funcionou. Segundo Hipócrates o câncer seria causado 

pelo excesso de bile negra, substância produzida no baço e no estômago. No século 

XVII foi provada que essa afirmação era falsa33.  

Aproximadamente em 1915 um experimento com ratos comprovou que 

agentes químicos podem induzir o câncer, comprovando a teoria de Percoival Pott, que 

no século XVIII, observou que limpadores de chaminés da Inglaterra, quando 

comparado a outras pessoas, tinham maiores chances de desenvolver câncer45. Em 

http://ormigta-/
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1955 o Instituto Nacional do Câncer dos EUA (INC) deu início ao programa de 

pesquisas de medicamentos com capacidade de combate ao câncer. O INC já testou 

mais de 500 mil tipos de diferentes substâncias em animais34. 

No início dos anos 60 descobriu-se que o tabaco é um agente causador de 

câncer. Atualmente há discussões que a tumorigênese esteja associada a padrões 

alimentares como produtos alimentícios ricos em carboidratos (batata, pães e cereais 

prontos para consumo). Ainda se discute sobre carnes e produtos à base de proteínas, 

pois eles poderiam causar tumorigênese devido ao conteúdo conservante genotóxico e 

carcinogênico35,36.  

O desenvolvimento de instrumentos cirúrgicos e a inovação do 

microscópio auxiliou não somente os médicos a detectarem os tumores, mas também 

os mecanismos envolvidos na formação das neoplasias37. A descoberta da 

radioatividade pela polonesa Marie Curie e colaboradores, contribuiu para a 

idealização da radioterapia, este foi o primeiro tratamento capaz de tratar as células 

cancerosas. Nessa época ainda não havia drogas para quimioterapia38. 

              O câncer se caracteriza por uma proliferação desordenada de 

células, que possuem a tendência de invadir tecidos e órgãos vizinhos4,23,24. Mesmo 

com todos os avanços no tratamento, o câncer ainda é um problema de saúde pública, 

principalmente nos países em desenvolvimento, e é uma das maiores causas de morte 

em todo mundo39,40,41. 

O surgimento do câncer no organismo acontece a partir de mutações em 

genes essenciais ao funcionamento da célula, que de forma coletiva, contribuem para 

o desenvolvimento de tumores malignos42. Essas alterações mutagênicas podem 

propiciar às células neoplásicas propriedades como a autossuficiência em relação aos 

sinais de crescimento, a falta de sensibilidade a sinais que inibem o crescimento, 

evasão a apoptose, ilimitado potencial de replicação, angiogênese sustentada, invasão 

tecidual e metástase42,43. 

Segundo Naoum e Naoum44, o processo que leva à formação do câncer 

recebe o nome de carcinogênese. Este processo ocorre de forma lenta e pode levar 

muitos anos para que um conjunto de células neoplásicas se torne um tumor detectável 

clinicamente. A carcinogênese consiste nos estágios de iniciação, promoção e 

progressão42. 

Na iniciação, as células sofrem o efeito do agente carcinogênico ou 

“oncoindicador”, que causa alteração em alguns genes. Nesse estágio, mesmo que a 
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célula esteja geneticamente modificada, ainda não é possível a detecção clínica de um 

tumor. Esse estágio pode ser facilitado quando houver suscetibilidade genética e/ou 

latência, tornando-se um risco para o desenvolvimento do câncer em uma fase tardia. 

Os agentes carcinogênicos ou “oncoindicadores” podem ser endógenos, quando se 

referem a herança genética, erros na replicação do DNA e alterações dos radicais livres 

durante o metabolismo celular; ou exógenos, quando relativos à radiação ionizante e 

agentes químicos cancerígenos44,45. 

Na promoção, as células que foram alteradas geneticamente passam pelos 

efeitos dos agentes “oncopromotores” ou cancerígenos. Ao sofrer esse processo, a 

célula vai se transformando lentamente e gradualmente em célula maligna. Para 

acontecer a transformação é necessária a exposição longa e continuada ao agente 

carcinogênico promotor. Caso seja suspenso o contato com este agente, ainda pode 

ocorrer a interrupção do processo carcinogênico nesse estágio44. 

Na progressão, ocorre o descontrole durante a multiplicação celular. Esta 

etapa é irreversível, ou seja, a neoplasia maligna está instalada e as manifestações 

clínicas da doença começam a surgir. Na fase de progressão ocorre a perda da 

sensibilidade aos sinais que inibem a proliferação, em função das alterações que 

ocorrem nos mecanismos regulatórios que controlam a multiplicação celular44,45. 

Células normais necessitam de sinais mitogênicos de crescimento e, assim, 

passam do estado quiescente para a proliferação ativa. A sinalização é transmitida para 

o interior da célula através de receptores transmembrana, que ativam diferentes classes 

de moléculas, como fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular e 

moléculas de adesão46. A aquisição de autonomia de sinais de crescimento foi a 

primeira capacidade adquirida pela célula tumoral, a ser definida de forma clara pelos 

pesquisadores em câncer47. Três estratégias moleculares comuns para a autonomia 

envolvem alterações em sinais de crescimento extracelulares, em transdutores 

transcelulares da sinalização, ou de circuitos intracelulares que traduzem estes sinais 

em ação47. 

Os diferentes tipos de câncer são classificados de acordo com o tipo de 

tecido onde eles se originam. Se derivar dos tecidos epiteliais, a neoplasia é 

denominada carcinoma, tipo de câncer mais comum em humanos. Caso seja originada 

de tecido mesenquimal, recebe o nome de sarcoma. Quando se inicia no sistema 

linfático, é denominado linfoma e há ainda a leucemia, que é a neoplasia maligna da 

medula óssea45. 
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Os tipos principais de tratamento para o câncer são a quimioterapia, a 

radioterapia, cirurgia, terapia hormonal e imunoterapia5,7. A quimioterapia consiste na 

destruição das células cancerígenas, que se caracterizam por apresentar uma divisão 

com rapidez maior que a células com divisão normal. Porém, este tipo de tratamento 

apresenta constantemente efeitos adversos em células normais, principalmente 

gastrointestinais, capilares e do sistema imunológico3,19.  

Os fármacos quimioterápicos mais utilizados no tratamento do câncer 

humano são a mercaptopurina, tioguanina (antimetabólitos que causam principalmente 

a inibição da síntese das purinas), hidroxiureia, fluruoracila (agem inibindo a formação 

dos dexorribonucleotídeos), Cisplatina (modificação do DNA por alquilação), 

bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposídeo (interação com topoisomerase 

II), actinomicina D, vincristina e vimblastina (inibe a síntese do RNA ou de proteínas) 

e taxanos (interação com a tubulina)3 (Figura 4). 

 

 
FIGURA 4 - Esquema representando atividade dos agentes quimioterápicos 

antineoplásicos dependendo da fase do ciclo celular.   

Fonte: Almeida et al.19. 

 

A estratégia preferencial das terapias antineoplásicas consiste na 

associação de fármacos quimioterápicos, apresentando alta incidência de reações 

adversas em decorrência da sua alta toxicidade. Ainda, a diminuição da eficácia da 

terapia associativa contra as neoplasias pode ocorrer pela resistência a multifármacos 

(multidrugresistence - MDR). A multirresistência acontece quando a célula com 

câncer fica protegida da ação tóxica dos fármacos quimioterápicos. A MDR ocorre 
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frequentemente, fazendo com que seja necessária a indicação de terapias associadas 

de mais de um fármaco48. 

As estratégias para a descoberta de novos fármacos antineoplásicos tem 

sofrido uma alteração notável que acontece devido às elucidações da base molecular 

para transformação da célula normal em célula cancerosa. Conhecer a biologia do 

câncer tem possibilitado a descoberta de alvos específicos como os receptores de 

fatores de crescimento, vias de sinalização intracelulares, processos epigenéticos, 

vascularidades dos tumores, defeitos no reparo do DNA e vias de morte celular.  Por 

exemplo, vários tumores possuem a proliferação e a sobrevida dependente de uma 

única via de fatores de crescimento, inibindo assim essa via específica, ocorrerá a 

morte celular49.  

A fotorradiação e a imunoterapia são técnicas antineoplásicas também 

muito utilizadas em associação a uma das terapias supracitadas. A fotorradiação com 

derivados hematoporfirínicos (HTP) apresenta a vantagem de selecionar melhor a 

célula a ser destruída, porém ela não pode ser utilizada internamente, somente em 

tumores que são superficiais, pois pode haver acumulação de porfirinas nos órgãos 

sadios. A imunoterapia estimula as defesas do organismo com interleucina-2, 

interferon α, e ainda o Bacilo Calmette-Guérin (BCG), técnica utilizada 

principalmente para destruir células neoplásicas remanescentes de cirurgias3,48,50. 

É consenso entre pesquisadores e profissionais de saúde que é necessário 

empregar medicamentos que apresentem maior eficiência e menor efeito adverso para 

o tratamento do câncer. Nesse sentido, diversos centros de excelência em pesquisa têm 

buscado o desenvolvimento de novos quimioterápicos a partir de plantas, já que 

diversos fitoquímicos podem apresentar atividade antiproliferativa, inativando os 

eletrófilos reativos que apresentam potencial carcinogênico e eliminando espécies 

reativas de oxigênio que poderão dar início à carcinogênese31,32. Para investigar se o 

fitoquímico pode potencialmente destruir uma célula com câncer, são realizados testes 

de citotoxicidade em linhagens neoplásicas em cultura onde o fitoquímico é colocado 

em contato direto com a cultura celular, observando-se a possível apoptose da célula52.  

A atividade antiproliferativa é parâmetro para que seja detectada atividade 

antitumoral33. Para avaliação desta atividade são realizados ensaios utilizando 

metodologias como contagem celular, ensaios clonogênicos, e medida de incorporação 

de nucleotídeos radioativos ou métodos colorimétricos53. A maioria dos métodos 
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colorimétricos avalia a taxa de crescimento e multiplicação, de forma indireta, por 

algum indicador de crescimento por meio da revelação da coloração54. 

 

3. OSTEOSSARCOMA CANINO 

 

3.1. Introdução 

O câncer acomete tanto cães de raças puras, quanto mestiços, e é um 

problema comum, porém algumas raças puras apresentam maior risco de 

desenvolverem certos tipos de tumores, sugerindo uma predisposição genética.  O 

osteossarcoma canino (OSA) é uma das neoplasias primárias mais comum em cães, 

expressando cerca de 80% das neoplasias que originam nos ossos55,56,57. Este tipo de 

tumor é agressivo nos cães, tanto localmente, quanto sistemicamente, por causa do 

desenvolvimento de metástase. Os cães são acometidos por esta neoplasia por volta 

dos sete anos de idade58,59,60. Geralmente os cães de porte grande e gigante 

desenvolvem OSA mais jovens do que os cães de porte pequeno. 

O sistema esquelético é organizado em duas divisões: esqueleto axial, e 

esqueleto apendicular que é constituído pelos membros pélvicos e torácicos61. Em 

cães, 75% dos casos acometem o esqueleto apendicular59,60,62,63, com ocorrência uas 

vezes maior em membros torácicos do que rádio, úmero proximal, fêmur distal e 

proximal os locais mais comuns 59,60 (Figura 5). Somente 25% dos casos de OSA 

canino afetam o esqueleto axial, composto por crânio, coluna vertebral e esterno, 

costelas e pelve. Embora as raças pequenas sejam pouco acometidas pelo OSA, quando 

este ocorre destaca-se uma frequência maior no esqueleto axial64. 
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  FIGURA 5- Regiões do esqueleto apendicular canino mais afetado por  osteossarcoma: 

 1 - Rádio e ulna, 2 - Fêmur, 3 - Tíbia, 4 - Escápula, 5 - Úmero 6 – Falanges.  

                    Fonte: Adaptado de Cavalcanti et al.65 

 

Como supracitado os cães de raça gigante e de grande porte são os mais 

acometidos pelo OSA, e as raças que apresentam o maior risco para desenvolver a 

neoplasia são: Rottweiler, Setter Irlandês, Boxer, Fila Brasileiro, São Bernardo, 

Doberman, Dogue alemão, Labrador Retriever, Pastor Alemão64,66. O porte 

provavelmente é maior fator predisposição67,68, bem como os machos são mais 

acometidos que as fêmeas66. 

 

3.2 Etiologia 

 O osteossarcoma apresenta etiologia desconhecida, porém segundo alguns 

autores a causa deste tipo de tumor pode ser multifatorial69,70. O que as evidências 

monstram é que há a tendência de que a neoplasia se desenvolva em ossos que 

suportam maior peso70,71, e em especial ás fises que se fecham tardiamente nos ossos 

longos e que possuem maior atividade celular. Segundo alguns autores o 

desenvolvimento de tumores pode ocorrer em cães de raças grandes e gigantes em 

razão do crescimento rápido das cartilagens epifisárias e devido à predisposição a 

pequenos e múltiplos traumas55,69,72. As neoplasias também podem se desenvolver em 

locais de velhas fraturas, principalmente aquelas de lenta cicatrização72. Fatores 

genéticos podem ser etiologicamente importantes no osteossarcoma. A radiação 

ionizante também pode induzir surgimento de tumores73. 
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3.3. Sinais clínicos 

O osteossarcoma caracteriza-se por apresentar crescimento rápido e 

progressivo e baixos índices progressivos de sobrevida75. A manifestação clínica mais 

observada geralmente é a claudicação. A claudicação aguda, em geral, ocorre devido 

à microfraturas ou fragmentação do periósteo72. Outros sinais clínicos observados 

incluem edema e dor, que geralmente estão associados distensão periósteo55,75. Junto 

a esses sinais e com o processo crônico da doença, ainda é observado muito 

comumente a atrofia muscular por desuso do membro afetado76.  

Outros sinais clínicos associados ao OSA no esqueleto axial dependerão 

de onde o tumor estará localizado. Quando localizado na mandíbula e na maxila pode 

apresentar sinais como dor, edema, sangramento oral e desconforto ao abrir e fechar a 

boca. O OSA quando localizado nos seios nasais pode apresentar sinais como epistaxe, 

exoftalmia, dispneia e deformidade facial e neoplasias na coluna vertebral que 

apresentam hiperestesia com ou sem sinais neurológicos77. Os tumores localizados nas 

costelas em sua maioria podem ser palpáveis sendo observável ainda dispneia 

secundária. Quando localizada na pelve os sinais observados são: tremores, atrofia dos 

músculos por desuso, dificuldades de levantar e incontinência urinária e fecal, letargia 

e anorexia72. As taxas de metástases são altas e acontecem por via hematógena para 

outros ossos, para órgãos viscerais, pele, pulmões, cérebro, linfonodos64. 

 

3.4. Diagnóstico 

O diagnóstico do OSA é realizado com base no histórico clínico, exame 

físico, exame radiográfico71,72,77, cintilografia, tomografia computadorizada, 

ressonância magnética72, mensuração da fosfatase alcalina e análise citológica. 

Entretanto, a biópsia do tecido neoplásico e avaliação histopatológica são as formas 

mais eficientes para o diagnóstico definitivo72,73. 

O exame radiográfico apresenta grande relevância para determinação da 

extensão do envolvimento ósseo e distinção dos tumores ósseos de outras 

enfermidades não neoplásicas tais como fraturas, osteomielite e doenças ósseas 

metabólicas. Radiograficamente a lesão causada pelo OSA canino apresenta aspecto 

agressivo podendo ser lítica, proliferativa ou mista, com lise de osso cortical ou 

medular e produção de novo tecido ósseo no interior do tumor ou sob periósteo, 

demonstrando-se com aspecto que se assemelha a “explosão solar”78,79. 



16 

 

  A cintilografia é altamente sensível para diagnosticar metástases ósseas. 

Ela é utilizada para avaliar a remodelação óssea78,80, e apresenta eficácia para 

identificação de lesões não neoplásicas como osteoartrose e osteomielite81.  A 

utilização da tomografia computadorizada é principalmente para a caracterização de 

lesões primárias de OSA em cães, porém ela ainda avalia a distribuição de metástases 

81,82, sendo mais eficaz para a identificação de metástases pulmonares78.  A tomografia 

ainda e pode avaliar a lise óssea e é útil nos casos em que o esqueleto axial está 

acometido78. Pode ser utilizada ainda para identificar o OSA localizado no periósteo 

devido à visualização da porção cortical do osso78.  

A ressonância magnética pode ser utilizada para avaliação da extensão do 

tumor e sua relação com estruturas adjacentes, sendo necessária em casos em que o 

tumor está localizado no esqueleto axial devido à proximidade com o canal vertebral, 

demonstrando ser a melhor utilização para diagnóstico nestes casos79. A ressonância 

possibilita a visualização da imagem em diversos cortes e planos, demonstrando 

melhor resolução de tecidos moles. O ponto negativo desta técnica é o custo elevado 

e seu acesso é limitado na medicina veterinária82. 

A fosfatase alcalina sérica quando em valores elevados pode estar 

associada a um diagnóstico ruim em cães acometidos por OSA71,75,83. Animais com 

fosfatase alcalina óssea e total normais antes e durante o tratamento sobrevivem 

significativamente mais do que os animais que possuem essa taxa elevada82.  Em casos 

de níveis elevados depois de 40 dias de remoção cirúrgica há chances altas de 

desenvolvimentos de metástases a curto prazo75. 

     A análise citológica abrange a biópsia óssea para o exame histopatológico 

como padrão para o diagnóstico de OSA em cães e a citologia aspirativa com agulha 

fina (CA)72. A avaliação histopatológica apresenta precisão para obtenção do 

diagnóstico. Classifica-se o tumor baseado na formação de diferentes tipos de matriz 

nos subtipos osteoblástico, fibroblástico, condroblástico ou telangiectásico71 não 

sendo observada diferença em relação ao comportamento biológico entre esses 

subtipos em cães72. Porém, não permite uma avaliação da graduação da morfologia do 

tecido, particularmente no que se refere à invasibilidade de tecidos adjacentes e se os 

vasos linfáticos foram comprometidos. 

 

3.5. Estadiamento 
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O estadiamento clínico conhecido como Sistema TNM, é estabelecido a 

partir de dados dos exames do primeiro diagnóstico e antes do primeiro tratamento 

antineoplásico83. O TNM estabelecido pela Organização Mundial da Saúde (OMS) as 

siglas incluem, tamanho do tumor primário (T), o envolvimento de linfonodos 

regionais (N) e a presença ou ausência de metástases à distância (M)84. O 

conhecimento do estadiamento tumoral é de fundamental importância para que seja 

estabelecido o diagnóstico e a terapia que deverá ser utilizada. Segundo Loukopoulos 

& Robinson83 algumas características clínicas determinam maior malignidade ao OSA, 

dentre elas pode-se citar cães com menos de quatro anos, os OSA osteoblásticos e 

tumores distais. 

 

3.5. Tratamento 

 

O tratamento de OSA canino quando acomete o esqueleto apendicular o 

tratamento utilizado é amputação do membro ou ressecção do tumor combinada com 

a cirurgia buscando poupar o membro, quimioterapia e radioterapia63,85,86. Para esse 

tipo de tumor é indicada a cirurgia para remoção do tumor primário e alívio da dor64,79. 

A radioterapia é oferecida como tratamento paliativo com o objetivo e controle do 

tumor localmente e da dor, aproximadamente 70% dos pacientes apresentam resposta 

positiva ao tratamento.  

A quimioterapia é utilizada para diminuir a incidência das metástases 

pulmonares e ósseas, a resposta de cada animal ao tratamento quimioterápico é 

variável, podendo resultar em insucesso72. Cisplatina, doxorrubicina ou carboplatina 

são utilizadas, individualmente ou associadas, na prevenção a recorrência e o 

desenvolvimento de metástases após a cirurgia63,79. Após o tratamento, a sobrevida 

média proporcionada por todos os protocolos quimioterápicos descritos é em por volta 

de um ano e nenhum dos protocolos se apresenta de forma mais eficaz. 

Apesar dos avanços científicos relacionados aos diversos tipos de terapia, 

o prognóstico para OSA é ruim57, com uma sobrevida média que vai de três meses a 

um ano, sendo que menos que 20% dos cães sobreviverão por mais que dois anos a 

partir do diagnóstico71. A busca de novos medicamentos é importante e cada vez mais 

intensa, pois ainda não há um tratamento efetivo que seja seletivo. É necessário inovar 

nas estratégias de impedimento do avanço do câncer, por meio da seleção de moléculas 

que possuam mecanismo específico para cada tipo de neoplasia. Extratos obtidos de 
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plantas, que apresentam uma variedade de moléculas que atuam por diversos 

mecanismos, têm sido progressivamente úteis como terapia anticâncer11. Entre as 174 

drogas anticâncer que foram comercialmente disponibilidade nas últimas décadas, 

10% são de origem e 25% são derivados de produtos naturais13.  

 

4. METABOLISMO SECUNDÁRIO DAS PLANTAS 

  

 

 O metabolismo é o conjunto de reações químicas que ocorre 

ininterruptamente em cada célula. Essas reações visam, primariamente, o 

aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigências fundamentais das células54. 

As plantas continuamente produzem muitos componentes orgânicos que são 

classificados em metabólitos primários e secundários. Para sua sobrevivência, as 

plantas realizam o processo denominado fotossíntese, em que a energia luminosa é 

transformada em energia química, utilizando a energia do sol para oxidar água, fazer 

a liberar oxigênio, produzir dióxido de carbônico e compostos orgânicos como glicose 

e outros carboidratos. Estes compostos são chamados de metabólitos primários 

orgânicos formando o conjunto de processos metabólicos que desempenham uma 

função essencial à vida do organismo produtor. São usados como fonte de energia na 

respiração, no crescimento e como precursores na síntese, por meio de reações 

enzimáticas, de outros compostos e do metabolismo secundário54,87. 

O metabolismo secundário pode ser definido como um conjunto 

metabólico cujos produtos não são essenciais à vida do produtor e que garantem 

vantagens na sobrevivência e na perpetuação da espécie em seu ecossistema. É um 

arsenal de metabólitos como enzimas e coenzimas que tem a capacidade de produção, 

transformação e acumulação de inúmeras substâncias. Essas substâncias exercem 

funções como defesa contra herbívoros e microorganismos, proteção contra radiação 

ultravioleta (UV), competição entre plantas, atração de polinizadores ou animais 

dispersores de sementes. Outra característica interessante do metabolismo secundário 

é sua alta capacidade biossintética, tanto relacionada com a quantidade de substâncias 

produzidas quanto na variedade numa mesma espécie88. 

A disponibilidade dos metabólitos pode ser alterada pelo ritmo circadiano 

da sua biossíntese por ser diretamente ligado pela interação entre a planta e meio em 

que vive. Haverá variações decorrentes de fatores como o desenvolvimento da planta, 
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temperatura, altitude, índice pluviométrico, raios UV, macro e micronutrientes, 

altitude, condições ecológicas ou ambientais, estímulos mecânicos ou ataque de 

patógenos. Por outro lado, resultados de análises laboratoriais de metabólitos podem 

sofrer a influência dos métodos de coleta, estabilização e estocagem88. 

Os metabólitos secundários nas plantas são classificados em três grandes 

grupos: terpenos, compostos fenólicos e alcaloides. Os terpenos derivam do isopreno 

e são produzidos a partir do ácido mevalônico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato. Os 

compostos fenólicos derivam do ácido chiquímico ou do ácido mevalônico. Os 

alcaloides, por sua vez, se originam de aminoácidos, como os aromáticos (triptofano, 

tirosina) derivados do ácido chiquímico, ou podem ter sua biossíntese mediada por 

aminoácidos alifáticos54,87,88 (Figura 5).  

 

 
FIGURA 5 –    Esquema do ciclo biossintético dos metabólitos secundários dos vegetais.          

Fonte: Simões & Guerra54. 

 

Os terpenos estão presentes nos óleos essenciais, que são conhecidos 

também como óleos voláteis ou etéreos, por evaporar rápido quando expostos ao ar. 

Os óleos essenciais são encontrados em diversas partes da planta e são eles que 

conferem o odor característico dos vegetais. Nas plantas eles servem para atrair 
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polinizadores e também como repelente de insetos e herbívoros. Entre as propriedades 

medicinais estão o uso como antisséptico, anti-inflamatório e antipirético54.   

Além dos aminoácidos, outros percussores como os terpenos esteroides 

participam da formação da estrutura final dos alcaloides. Estes podem ser encontrados 

em qualquer parte da planta e estão presentes em representantes de todos os grupos 

vegetais, porém sua maior ocorrência é nas angiospermas54. Plantas produtoras de 

alcaloides são evitadas na dieta de animais e insetos e são repelidas por herbívoros, 

provavelmente devido à toxicidade ou ao gosto amargo da maioria dos alcaloides. 

Ainda assim, são utilizados por determinado grupo de borboletas para defesa contra 

predadores e até como síntese de feromônios por aranhas. Uma possível função deste 

metabólito para o vegetal seria a proteção contra radiação UV, pois seu núcleo 

aromático possui alta capacidade de absorção dessa radiação54.  

Diversos alcaloides são utilizados na terapêutica, puros, em associação e 

como matéria-prima para a síntese de fármacos. Como exemplo de maior importância 

nesse grupo podem ser citados os alcaloides da vinca (Catharanthus roseus) como a 

vincristina e vimblastina, que são utilizados como antineoplásicos87.   

Os flavonoides são os que estão presentes em maior abundância entre os 

metabólitos, sendo conhecidos mais de 6.000 flavonoides diferentes. São formados 

pela combinação de uma unidade de ácido chiquímico e uma ou mais unidades de 

acetato ou derivados deste, por biossíntese mista. São responsáveis pela proteção das 

plantas contra a radiação UV, insetos, fungos, vírus e bactérias, além de controle da 

ação dos hormônios vegetais. A proteção contra a fotodestruição proporcionada por 

esses compostos ocorre devido às suas propriedades de absorver e dissipar a energia 

solar. Os flavonoides que são encontrados nas folhas podem ser diferentes dos 

presentes nas demais partes da planta. Este metabólito apresenta propriedades 

medicinais como: anticarcinogênico, anti-inflamatório, antialérgico, antiulcerogênico, 

antitrombótica, vasoprotetora, e antivirais54,87,88.  

Entretanto, ainda são poucas as pesquisas referentes ao conhecimento 

cientifico de compostos bioativos produzidos pelas espécies vegetais, o bioma cerrado 

brasileiro é um exemplo, embora exista uma utilização em ampla escala de plantas 

medicinais pelo conhecimento popular, ainda existem lacunas no campo cientifico o 

que torna importante o aprofundamento em estudos89. Um exemplo disso são as 

plantas conhecidas popularmente como gabirobeira e jatobá.   
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4.1. Campomanesia spp. 

 

As plantas conhecidas popularmente como gabiroba, gabiroba-do-mato, 

ou guavira pertencem a espécies do gênero Campomanesia (família Myrtaceae) e 

compreendem mais de 30 espécies, das quais 24 ocorrem no Brasil90. São subarbustos 

a arbustos decíduos, apresentando altura de 0,5 a 1,5 m, encontrados com grande 

abundância na região do Cerrado. O florescimento ocorre geralmente de agosto a 

outubro, e a frutificação de novembro a dezembro.  As flores são brancas e solitárias. 

Os frutos exalam aroma agradável e cítrico, possuem formato redondo e coloração que 

varia do verde escuro ao verde claro e amarelo91 (Figura 6). 

 

 
FIGURA 6 - A) frutos de gabiroba (Campomanesia adamantium); B) flor da                    

gabirobeira; C) gabirobeira. 

              Fonte: arquivo pessoal  

 

Na medicina popular as cascas e folhas das espécies de Campomanesia, são 

preparadas por infusão e utilizadas como depurativo, antidiarreico, antirreumático, 

antiinflamatório, antipirético, antisséptico das vias urinárias, no tratamento de 



22 

 

diabetes, de problemas estomacais e para redução dos níveis sanguíneos de 

colesterol92,93,94,95,96,97.  

Estudos realizados com extratos bioativos de frutos de C. pubescens mostraram 

seu efeito citotóxico in vitro nas células cancerosas humanas U251 (glioma), UACC-

62 (melanoma), MCF-7 (mama), NC1-ADR/RES (ovário resistente), 786,0 (rim), 

NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células), PC-3 (próstata), OVCAR-3 (ovário), 

HT-29 (cólon), K562 (leucemia) e em VERO (linhagem celular não cancerígena, 

epitelial de rim de macaco verde).  O extrato hexânico e os compostos isolados de 

chalconas 1e 2 monstraram efeito antiproliferativo potente contra linhagens de células 

cancerosas com valores de inibição de crescimento total (TGI) menores do que aqueles 

observados na linhagem celular controle. A atividade mais elevada das chalconas 1e 2 

foi detectada nas células MCF-7, PC-3 e HT-2998. 

 Estudos confirmaram que os extratos de folhas e frutos de C. xanthocarpa 

possuem amplo espectro de efeitos terapêuticos, incluindo: propriedades 

antioxidantes99, efeitos antibacterianos100, efeitos antiulcerogênicos101, efeitos 

antidiabéticos102, redução dos níveis de colesterol103 e obesidade104.  No entanto, a 

maioria dos estudos anteriores focou apenas na baixa massa molar compostos e os 

benefícios de saúde acima mencionados foram atribuídos à presença de vitaminas 

(principalmente ácido ascórbico), flavonoides, óleos voláteis, carotenoides e fenólicos 

compostos Um estudo mais profundo foi realizado com o isolamento da pectina do 

extrato bruto de frutos da C. Xanthocarpa, e mesmo em pequena quantidade as 

pectinas purificadas apresentaram efeito citotóxico sobre a linhagem de 

Glioblastoma105,106.   

Pesquisas com o óleo essencial e o extrato bruto das folhas de outra 

espécie, a C. phaea, contra bactérias e fungos como o Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, demonstraram que o óleo teve ação 

inibitória para S. aureus, C. albicans e A. niger, e o extrato bruto inibiu o crescimento 

de P. aeruginosa96. A extração com acetona 80% em frutos da C. cambessedeaba, 

apresentou atividade antiproliferativa em células tumorais hepáticas (HepG2)107. 

A partir da investigação química do extrato metanólico das sementes de 

Campomanesia lineatifolia, foram isolados três pigmentos do tipo β-tricetonas. Estes 

pigmentos apresentaram atividade antimicrobiana frente aos microorganismos: 

Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Seraatia marcescens, 

Pseudomonas aeruginosas, Candida albicans, Streptococcus  faecalis108. 
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 Na medicina tradicional as folhas e frutas de C. adamantium são usados 

como antiinflamatório, antidiarreico e são eficazes contra doenças infecciosas 

urinárias, e as raízes são utilizadas no tratamento do diabetes96. 

 Vallilo e colaboradores (2006)91 em pesquisa com frutos da C. adamantium 

demonstraram o potencial no tratamento de câncer de próstata, pâncreas e mama, 

decorrente da presença do D-limonemo. Outros estudos ainda relatam eficácia como 

antimicrobianos98,109, antiproliferativa110,111, antiinflamatório, antidepressivo, anti-

hiperalgésico, e atividades antidiarréicas dos frutos112,113. Uma pesquisa com os óleos 

essenciais das sementes e frutos demonstraram atividade anticeptiva e 

antiinfamatória114. As raízes exibem atividades antioxidantes e efeitos anti-

hiperlipidémicos115.  O óleo essencial das folhas apresentam atividade antimicrobiana 

e propriedades antioxidante116
. Os extratos foliares apresentam propriedades 

antiinflamatórias, antinociceptivo117, antioxidante110,116 e atividade antiproliferativa 

contra as células cancerígenas da próstata diminuiu a expressão de NFkB1 e indução 

de apoptose110. Extratos aquosos das folhas e raízes de C. adamantium causaram 

citotoxicidade dependente da concentração em células Jurkat (linfoma das células 

T)118. 

 

4.2.  Hymenaea spp. 

 

As espécies do gênero Hymenaea são conhecidas popularmente como 

“jatobás” e ocorrem na Floresta Amazônica, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlântica e 

Pantanal. O gênero Hymenaea é representado por 12 espécies no Brasil, podemos citar 

como exemplos a Hymenaea aurea, H. courbaril, H. intermedia, H. maranhensis, H. 

stigonocarpa e H. martiana Hayme 119. 

As árvores de “jatobás” possuem troncos retos e cilíndricos, de súber liso 

e de coloração cinza. A floração e a frutificação iniciam entre oito e doze anos de idade 

da planta, o fruto possui forma de legume unicarpelar e apresenta sabor adocicado, 

aspecto farináceo, e apresenta alto valo nutritivo para alimentação humana e 

animal120,121. Paes et al.122 relatam que as espécies desse gênero têm elevado valor 

econômico, devido à alta resistência ao ataque de insetos e fungos que costumam 

destruir a madeira (Figura 7). 
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  FIGURA 7 - A) Árvore do jatobá Hymenaea spp.; B) tronco do jatobá; C)    Folhas de   

Hymenaea spp.; D) frutos de Hymenaea spp.; F) flores de Hymenaea spp. 

FONTE: www.taodocerrado.eco.br  

 

As plantas do gênero Hymenaea são utilizadas como medicinais no 

tratamento de processos inflamatórios e infecções bacterianas123.  Estudo realizado por 

Souza et al.124 (2009) demonstrou atividade antifúngica e antimicrobiana. Outras 

pesquisas apresentaram atividade antibacteriana124 larvicida125; antimicrobiana126; 

antinflamatório e antioxidante128,129 , tratamento de diabéticos130.  A maioria dos usos 

tradicionais de Hymenaea spp. foram substanciadas por estudos farmacológicos. A 

literatura revelou que Hymenaea spp. apresenta atividades biológicas, incluindo 

antibacteriano131,132,133, antidiarreico128, antifúngico134, antiinflamatório135, 

antileishmanial136, antinociceptivo137, antioxidante126,138,139,140, antiplasmodial141, 

antiproliferativo142,143,144, antiulcera145, antiviral146, hepatoprotetor147, larvicida126,148 e 

atividades miorelaxantes149, antimicrobiana150,151,152. 

 

5. OBJETIVOS  

 

O presente estudo teve por objetivo investigar a ação do extrato etanólico 

bruto das folhas de Campomanesia adamantium e Hymenaea martiana Hayne, em 

células de osteossarcoma canino (D17) e células endoteliais de veia umbilical humana 

http://www.taodocerrado.eco.br/
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(HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo. Considerando o potencial terapêutico dos 

gêneros Campomanesia e Hymenaea. 

 

5.1. Objetivos específicos  

 

• Avaliar a ação do extrato de Campomanesia adamantium em células de 

osteossarcoma canino de cultura estabelecida. 

• Avaliar a ação do extrato Campomanesia adamantium em células endoteliais de 

veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo por peróxido 

de hidrogênio 

• Avaliar a ação do extrato de Hymenaea martiana Hayne em células de 

osteossarcoma canino de cultura estabelecida. 

• Avaliar a ação do extrato e Hymenaea martiana Hayne em células endoteliais 

de veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo por 

peróxido de hidrogênio  
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CAPÍTULO 2 – BIOATIVIDADE DAS FOLHAS DE GABIROBEIRA 

(Campomanesia adamantium) EM CÉLULAS DE OSTEOSSARCOMA 

CANINO E CÉLULAS ENDOTELIAIS DE VEIAS DE CORDÃO UMBILICAL 

HUMANO IN VITRO 

 

RESUMO 

 

O câncer acomete tanto cães de raças puras, quanto mestiços, e é um problema comum. 

O osteossarcoma canino é um tipo de tumor agressivo, tanto localmente como 

sistemicamente, devido ao desenvolvimento de metástase. A busca por novos 

medicamentos é importante pois ainda não há um tratamento efetivo que seja seletivo. 

O objetivo deste estudo foi verificar a bioatividade das folhas de Campomanesia 

adamantium sobre células de Osteossarcoma Canino (OC) de cultura estabelecida e 

células endoteliais humanas submetidas a estresse oxidativo. As células OC foram 

cultivadas e submetidas ao tratamento com o extrato, de acordo com diferentes 

concentrações (1 µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL, 1000 µg/mL) e tempos de exposição 

(24h, 48h e 72h). As células endoteliais foram submetidas ao estresse oxidativo com 

peróxido de hidrogênio e tratadas com o extrato nas mesmas concentrações que 

osteossarcoma por 24 h. Os resultados foram obtidos por meio da análise da 

viabilidade celular e citotoxicidade pelo método de redução do tetrazólio (MTT). Os 

efeitos do extrato de folhas de C. adamantium sobre células de osteossarcoma canino 

de cultura estabelecida, apresentou aumento da viabilidade celular com o aumento do 

tempo de exposição ao extrato, e foi possível demonstrar que o extrato tem pouca ação 

citotóxica. Aumento da atividade proliferativa foi maior no tempo de exposição 72 

horas, tanto nas células de osteossarcoma como nas células endoteliais. Nas células 

endotelias não houve nenhuma atividade citotóxica.  

Palavras-chave:  cultivo celular, D17, tumores ósseos, plantas do cerrado. 
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CHAPTER 2 – BIOACTIVITY OF GABIROBEIRA (Campomanesia 

adamantium) LEAVES IN CANINE OSTEOSSARCOM CELLS AND IN VITRO 

HUMAN UMBILICAL CORD VENEUS CELLS 

 

ABSTRACT 

 

Cancer affects both purebred and crossbred dogs, and is a common problem. Canine 

osteosarcoma is an aggressive type of tumor, both locally and systemically, due to the 

development of metastasis. The search for new drugs is important because there is still 

no effective treatment that is selective. The aim of this study was to verify the 

bioactivity of Campomanesia adamantium leaves on Canine Osteosarcoma (OC) cells 

from established culture and human endothelial cells subjected to oxidative stress. OC 

cells were cultured and subjected to treatment with the extract, according to different 

concentrations (1 µg / mL, 10 µg / mL, 100 µg / mL, 1000 µg / mL) and exposure 

times (24h, 48h and 72h). Endothelial cells were subjected to oxidative stress with 

hydrogen peroxide and treated with the extract in the same concentrations as 

osteosarcoma for 24 h. The results were obtained by analyzing cell viability and 

cytotoxicity using the tetrazolium reduction method (MTT). The effects of the leaf 

extract of C. adamantium on canine osteosarcoma cells of established culture, showed 

an increase in cell viability with the increase in the time of exposure to the extract, and 

it was possible to demonstrate that the extract has little cytotoxic action. Increased 

proliferative activity was greater in the 72 hour exposure time, both in osteosarcoma 

cells and in endothelial cells. In the endothelial cells there was no cytotoxic activity 

 

Keywords: bone tumors, cell culture, cerrado plants, D 17. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O estado de Goiás possui um bioma com potencial terapêutico vegetal de 

grande importância. O Cerrado é a principal vegetação nativa do centro oeste e ocupa 

cerca de dois milhões de quilômetros quadrados. Representa 23% do território 

brasileiro, aproximadamente 40% de suas plantas de características endêmicas1. A área 

apresenta fragilidade, pois tem sido devastada progressivamente nos últimos anos, 

principalmente para ser substituída por pastagens artificiais, monocultura de grãos e 

silviculturas de Eucalyptus spp. e Pinus spp., em um ritmo que poderá extinguir o 

bioma até 20302,3. Essa situação preocupante poderá apresentar como uma das 

consequências a perda do potencial terapêutico de sua biodiversidade vegetal, muito 

utilizado pela sabedoria popular e pouco explorado no meio científico3, como é o caso 

das plantas do gênero Campomanesia. 

Estudos realizados com extratos bioativos de frutos de C. pubescens 

mostraram seu efeito citotóxico in vitro nas células cancerosas humanas U251 

(glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NC1-ADR/RES (ovário resistente), 

786,0 (rim), NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células), PC-3 (próstata), 

OVCAR-3 (ovário), HT-29 (cólon), K562 (leucemia) e em VERO (linhagem celular 

não cancerígena, epitelial de rim de macaco verde).  O extrato hexânico e os compostos 

isolados de chalconas 1 e 2 demonstraram efeito antiproliferativo potente contra 

linhagens de células cancerosas com valores de inibição de crescimento total (TGI) 

menores do que aqueles observados na linhagem celular controle. A atividade mais 

elevada das chalconas 1 e 2 foi detectada nas células MCF-7, PC-3 e HT-294. 

 Diversos tipos de câncer estão geralmente expostos a condições de 

instabilidade no metabolismo oxidativo, entre outros fatores ambientais5. O estresse 

oxidativo é definido como o desequilíbrio grave entre as espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e o sistema oxidante6.   O osteossarcoma corresponde a 6% das neoplasias e é 

o tumor ósseo maligno primário mais comum encontrado em cães, representando mais 

de 80% de incidência5,7,8.  No tratamento, a amputação ajuda a amenizar a dor, porém 

sem a função de prolongar a vida dos cães, pois frequentemente a neoplasia evolui 

para metástase. Desta forma, é necessário o estabelecimento de um programa agressivo 

de quimioterapia simples ou combinada, além da utilização da imunoterapia e 

radioterapia, quando possível9.  
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As drogas mais utilizadas para quimioterapia incluem a carboplatina, 

cisplatina e doxorrubicina, essas drogas associadas aos procedimentos cirúrgicos 

reduzem a ocorrência de metástases, mas vários são os efeitos tóxicos dos 

medicamentos utilizados10. Nesse sentido, diversos centros de excelência em pesquisa 

têm buscado o desenvolvimento de novos quimioterápicos a partir de plantas11,12. 

Os estudos experimentais podem ser realizados em testes in vitro, com 

utilização de linhagens de células neoplásicas, para avaliar extratos e substâncias puras 

isoladas. Sendo assim, os ensaios biológicos para investigação de possíveis atividades, 

que são ou não atribuídas a várias espécies vegetais, tornam-se importantes e até 

mesmo um instrumento essencial para seguimento de estudos visando à busca por 

substâncias bioativas 13. 

O presente estudo teve por objetivo investigar a ação do extrato etanólico 

bruto das folhas de C. adamantium, em células de osteossarcoma canino (D17) e 

células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse 

oxidativo. Considerando o potencial anticancerígeno do gênero Campomanesia. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O experimento foi desenvolvido no Laboratório Multiusuário de Avaliação de 

Moléculas, Células e Tecidos, na Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Federal de Goiás. 

 

2.1. Material botânico e obtenção do extrato  

 

O extrato etanólico bruto das folhas da gabirobeira (EBFG) foi obtido a partir 

de folhas secas e fragmentadas da C. adamantium, através do método de extração por 

maceração. As folhas foram coletadas no início do mês dezembro, no período de 

frutificação (vegetativo) da planta, na região de mata, dentro da Universidade Federal 

de Goiás, Campus Jataí (UFG) (S 16° 17’ 26.6”, W 048° 57’ 21.1”) e identificado pela 

Profª. Drª. Luzia Francisca de Souza.  

As folhas foram lavadas e secas em estufa a 35°C por sete dias, a fim de 

eliminar a umidade e estabilizar o conteúdo enzimático. Posteriormente, foram 

trituradas em moinho elétrico de facas. A extração do extrato ocorreu por meio da 

maceração do material vegetal em álcool absoluto, na proporção de 2.200mL de 
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álcool/480g de pó, durante 72 horas à temperatura ambiente. Em seguida, o extrato foi 

filtrado e concentrado em rota-vapor (Modelo Ika-Werk) a uma temperatura constante 

de 45ºC. 

2.2. Cultivo celular 

As células de Osteossarcoma (D-17, BCRJ 0276, Lote 000573, Passagem 239, 

Espécie Canis familiaris) e as células endoteliais (EA. Hy 926, BCRJ 0345, Lote 

001100) originárias da ATCC (American Type Culture Collection -Manassas, VA, 

USA) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ –Rio de Janeiro, 

Brasil). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modificado de Eagle 

(DMEM) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e 

estreptomicina (10.000 U.I./ml -10 mg/ml), anfotericina B e L glutamina (todos os 

reagentes da Cultilab, Campinas, Brasil) e mantidas em incubadora umidificada a 37ºC 

com uma atmosfera de 5% de CO2, de acordo com adaptação de YU et al.14 e Manea 

et al.15 

2.3. Delineamento experimental 

 

Os ensaios foram realizados em quintuplicata, com 3 experimentos 

independentes. Após a etapa de cultivo, as células foram quantificadas na câmara de 

Neubauer e semeadas em placas de 96 poços contendo 200μL de meio DMEM, na 

concentração de 1x104  por poço, respectivamente, para o ensaio da viabilidade celular 

pelo método de redução do tetrazólio [MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-diphnyl-

2H-tetrazólio]. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 37ºC e atmosfera de 

5% de CO2, por 24 horas.  

 Em seguida, o meio foi desprezado e os poços tratados ou não com o extrato 

das folhas da gabirobeira (EBFG), por 24 (G24), 48 (G48) e 72 horas (G72), nas 

concentrações de 1μL/mL, 10μL/mL, 100μL/mL e 1000μL/mL. O grupo controle 

(GC) negativo, foi tratado unicamente com dimetilsulfóxido (DMSO, Cultilab, 

Campinas, Brasil), com a finalidade de verificar se a viabilidade presente nos grupos 

tratados com os extratos é decorrente unicamente ao efeito desses, uma vez que os 

extratos são diluídos no DMSO. Os poços foram tratados de forma aleatória (Figura1). 
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FIGURA 01 - Distribuição aleatório do tratamento de células   de 

Osteossarcoma canino em placa de 96 poços. Em 

amarelo, controle sem DMSO; em  vermelho, controle 

com DMSO (0,3 μL/mL); em verde, tratamento   1 (0,1 

μL/mL); em azul, tratamento 2 (10µg/mL); em roxo, 

tratamento   3 (100 µg/mL); em marrom, tratamento 4 

(1000µg/mL). 

 

 Ao término do período de tratamento, o meio foi descartado e foi adicionado 

10μl de tetrazólio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazólio) em 

cada poço. As placas foram incubadas por três horas. A fim de parar a reação, 

acrescentou-se 50μl de sodium dodecyl sulfato (SDS – Vivantis Biochemical) a 10% 

diluído em HCl (0,01N) por poço e as placas permaneceram incubadas por 24 horas 

em temperatura ambiente.  

O ensaio de estresse oxidativo, da mesma forma, foi realizado em três 

experimentos independentes e o tratamento em quintuplicata, as células foram 

semeadas em placas de 96 poços contendo 200μL de meio DMEM, na concentração 

de 1x104 por poço. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 37ºC e atmosfera 

de 5% de CO2, por 24 horas. Após as 24 horas o meio foi descartado e 200 μL da 

solução previamente preparada de Peróxido de hidrogênio a 1%, foi colocada em cada 

poço. Nessa fase do experimento a luz do fluxo e da sala foram apagadas para evitar a 

oxidação da solução. Após o tratamento de todos os poços, a placa foi envolvida em 

papel alumínio e colocada novamente na incubadora. Após 6 horas foi iniciado o 

protocolo padrão do MTT, onde o meio foi descartado e foi adicionado 10 μl de 

tetrazólio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazólio) em cada poço. 

As placas foram incubadas por três horas. A fim de interromper a reação, acrescentou-

se 50μl de sodium dodecyl sulfato (SDS – Vivantis Biochemical) a 10% diluído em 
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HCl (0,01N) por poço e as placas permaneceram incubadas por 24 horas em 

temperatura ambiente. 

A densidade óptica foi quantificada em espectofotômetro (Awareness 

Technology Ine/ Stat Fax 2100, 425nm - 540nm, Palm City, FL, USA). Os resultados 

obtidos do espectrofotômetro foram transformados em porcentagens para análise, 

através das equações seguintes: 

            Análise de variância e teste de Tukey (5% de significância) para comparar 

médias de viabilidade celular (%). 

A citotoxidade foi determinada pela seguinte equação: 

             % CT = 100 - [(abs tratamento / abs controle) x 100] 

            na qual, CT é a citotoxicidade; e abs é a absorbância. 

A viabilidade celular foi determinada pela seguinte equação: 

% VC= (abs tratamento / abs controle) x 100 

na qual, VC é a viabilidade celular; e abs é a absorbância. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O efeito do extrato bruto de folhas da Campomanesia adamantium em células 

de osteossarcoma in vitro encontra-se tabela 1. Nas dosagens 1μL/mL e 100μL/mL, 

quanto maior o tempo de exposição, maior foi a viabilidade celular. A dosagem de 

10μL/mL apresentou um aumento no G48 e teve uma leve queda em G72. A maior 

dosagem, 1000μL/mL, teve menor viabilidade em G48 e um aumento progressivo em 

G72 e, foi também, a dosagem que apresentou o maior efeito citotóxico deste estudo, 

que ocorreu em G48. Na tabela 1 ainda é possível observar a percentagem média 

relativa dos tratamentos em relação ao controle negativo, pelo teste Tukey não houve 

diferença significativa  na viabilidade celular. 
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TABELA 1 - Viabilidade celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo, por concentração, 

tempo de exposição e dosagem de EBFG, pelo método de redução do tetrazólio 

(MTT). Os resultados expressos em percentagem média. Letras iguais 

expressam resultados significativamente iguais (Teste Tukey). 

Tempo de 

exposição 

Parâmetro C 1μL/mL 10μL/mL 100μL/mL 1000 μL/Ml 

24 HORAS VC 

CT 

Tukey 

100% 

- 

a 

98,36% 

1,68% 

a 

105,44% 

- 

a 

92,22% 

7,78% 

a 

97,96% 

2,04% 

a 

48 HORAS VC 

CT 

Tukey 

100% 

- 

a 

110,07% 

- 

a 

111,53% 

- 

a 

95,72% 

4,28% 

a 

77,25% 

22,74% 

a 

72 HORAS VC 

CT 

Tukey 

100% 

- 

a 

132,8% 

- 

a 

102,96% 

- 

a 

113,54% 

- 

a 

110,64% 

- 

a 

 

 
No estudo realizado por Silva16, em osteossarcoma humano (MG-63), com o 

mesmo extrato utilizado nesta pesquisa, também não foi observada ação citotóxica 

dose e tempo dependente. Em relação a citotoxidade os trabalhos corroboraram, o G48 

com a maior dosagem foi o que apresentou maior ação citotóxica e a dosagem no G72 

não teve ação citotóxica em nenhuma das dosagens e houve um progressivo aumento 

da viabilidade celular, demonstrando que a ação citotóxica diminui com o aumento do 

tempo de exposição. 

 O IC50, que é a dosagem de extrato necessária para inibir 50% da viabilidade 

celular em relação ao grupo controle, neste trabaho não foi encontrado, pois houve um 

aumento da viabilidade celular mesmo nas menores dosagens especialmente em 

relação ao tempo de exposição G72. Segundo Reynertson et al.17, um valor de IC50 

menor de 50 μL/mL é considerado muito ativo, 50–100 μL/mL 1 moderadamente 

ativo, 100–200 μL/mL ligeiramente ativo e acima de 200 μL/mL estão inativos. Em 

estudo com óleos essenciais de C. Adamantium, Alves et al.18 encontraram IC50 de 

moderadamente ativo a inativo em linhagens de células tumorais humanas: 

adenocarcinoma de mama (77.2μL/mL MCF-7), adenocarcinoma cervical 

(80.5μL/mL  HeLa) e gliobastoma (79.9μL/mL   M059J), além de, uma linhagem 

celular humana normal de fibroblastos pulmonares (369.8μL/mL GM07492A).  

 Enquanto isso, Pascoal et al.19, em pesquisa com o extrato bruto de C. 

adamantium, apresentaram resultados promissores frente a algumas linhagens 

celulares tumorais, como ovário resistente a múltiplos fármacos (NCI/ADR-RES) 

(IC50 3,28 μg/mL), ovário (IC50 OVCAR-03) (IC50 11,25 μg/mL), glioma (U251) 

(IC50  22,32 μg/mL), mama (MCF-7) (IC50  28,90 μg/mL), rim (786-O) (IC50 30,26 
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μg/mL), todos com ação muito ativa. Campos et al.20 em estudo utilizando o extrato 

aquoso das folhas da e raízes da mesma espécie em leucemia, constatou, 

respectivamente, IC50 de 40μg/mL e 80μg/mL em células Jurkat (linfócitos T 

neoplásicos).  

 Ramos et al.21 estudaram uma fração hexânica do estrato bruto de folhas de 

C. adamantium, frente ao potencial citotóxico do extrato em Artemia sp., e constataram 

que o mesmo não demonstrou ação nas condições estudadas. O extrato aquoso das 

folhas da C. adamantium, não apresentou efeito significativo nas células 

mononucleares do sangue periférico. Pascoal et al.22, em estudo sobre o potencial 

citotóxico das folhas e frutos de C. adamantium, com o isolamento da chalcona 

cardomina, notaram a inibição da proliferação celular de câncer de próstata e 

diminuição da expressão de gene NFkB1, proteína chave no processo inflamatório). O 

potencial de inibição deste gene pode apresentar significativa contribuição na busca 

de novos fármacos para o tratamento do câncer e inflamação19. 

Uma consideração relevante ao extrato da C. adamantium é a relação entre o 

material botânico utilizado e o seu potencial citotóxico. Um estudo realizado por 

Oliveira et al.23 avaliou a quantidade e quais óleos essenciais as folhas de C. 

adamantium possuem. Perceberam apenas dois óleos essenciais, sesquiterpeno e 

espatulenol, que apresentaram moderada ação citotóxica frente a linhagem celular 

tumoral humana de carcinoma epidermóide de boca (KB)24,25,26. No entanto, os óleos 

supracitados foram encontrados em baixa quantidade, atestando mais uma vez baixa 

capacidade citotóxica da espécie pesquisada. Outros estudos químicos com as folhas, 

frutos e flores foram realizados e demostraram baixo rendimento de óleos essenciais 

nessa espécie27,28,28.  

Coutinho et al.29 realizaram pesquisa que buscou quantificar os óleos essenciais 

obtidos de folhas de C. adamantium em três diferentes épocas do ano (floração, 

frutificação e período vegetativo). Eles associaram com a avaliação das atividades 

antioxidantes, bem como com a variabilidade da composição química de quatro 

amostras coletadas em diferentes regiões geográficas. Desta forma, demostraram que 

a quantidade de óleos essenciais varia de acordo com a localidade de coleta e com os 

estágios que a planta passa incluindo a frutificação, que é o período que foram 

coletadas as folhas para essa pesquisa30,31. 

 Diante do exposto, uma possível explicação para o fato observado em nosso 

estudo, com relação a baixa eficiência do extrato utilizado, pode estar relacionado ao 
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período em que ocorreu a coleta das folhas, durante a frutificação. Destaca-se que este 

período foi descrito como o de menor quantidade de óleos essenciais, como 

sesquiterpeno, e o monopertenos β-pineno α-pineno, D-limoneno, que são descritos 

como atuante em atividades citotóxicas e antitumoral27,30.  

 Ademais, as flavonas e chalconas são metabólitos também importantes nos 

estudos citotóxicos. Coutinho et al.32, citam que teor de flavanóides nas folhas sofre 

influência de acordo com a variação sazonal, isso também pode explicar a diferença 

de ação do extrato e da quantidade de substância em diferentes estudos. Nas suas 

pesquisas com Campomanesia adamantium, Kurter & Vale33, não detectaram a 

presença de flavanóides no extrato das folhas. Enquanto Pascoal et al.22 encontraram 

a chalcona cardamonina como metabólito predominante em extratos das folhas 

(coletadas em época de floração, período com maior presença de metabólitos nos óleos 

essenciais) os maiores valores antiproliferativos atividade associada às folhas foi 

correlacionada com as maiores concentração de chalconas. 

Ainda pode ser citado a relação com a secagem das folhas, estudos recentes 

demonstram que há uma diferença de quantidade de metabólitos que se consegue 

manter de acordo com o método de secagem das folhas.  De acordo com Oliveira et 

al.23 as folhas perdem parte dos seus oléos essenciais inclusive sesquiterpeno e 

monoterpenos durante a secagem mecânica, em relação ao que é encontrado nas folhas 

frescas e na secagem natural a sombra, principalmente em relação ao D- limonemo 

que é descrito como altamente citototóxico. Sendo assim a avalição dos metabólitos 

flavonas e chalconas são importantes para estudos citotóxicos.  

Uma provável explicação para o aumento da viabilidade celular, observado 

nesse estudo, seria uma possibilidade de proteção celular exercida por meio da 

atividade antioxidante. Essa propriedade já foi observada em outras condições 

experimentais21,22. 

Para averiguar essa hipótese, células endoteliais humanas foram tratadas com 

peróxido de hidrogênio (H2O2) para simular as lesões e os mecanismos do estresse 

oxidativo. Essas células foram utilizadas por ter comportamento mitótico intenso 

assim com a neoplásica, para que fosse observado se ação do extrato seria somente de 

proteção a célula neoplásica. 

No ensaio de submissão ao estresse oxidativo, induzido por peróxido de 

hidrogênio, em células endoteliais de veia umbilical humana, notou-se um aumento da 

viabilidade dose dependente 100μL/mL e 1000μL/mL. O EBFG protegeu as células 
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dos danos oxidativos (tabela 2). Esses dados sugerem que a extrato pode proteger as 

células da ação das EROS. Estudos in vitro com peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

células endoteliais demonstraram que ele pode induzir ao estresse oxidativo 

diminuindo a viabilidade da célula causando parada do ciclo celular, inibição da 

proliferação celular, e indução de apoptose34,35,36,37. Na análise estatística o teste Tukey 

demonstra uma diferença estatística a partir da dosagem 10μL/mL. 

 

TABELA 2 – Estresse Oxidativo. Viabilidade Celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada 

grupo por concentração, tempo de exposição e dosagem de EBFG. Ensaio de 

viabilidade pelo método MTT em células de osteossarcoma submetidas ao 

estresse oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio. Os resultados 

expressos em percentagem média. Letras iguais expressam resultados 

significativamente iguais (Teste Tukey). 

Tempo de 

exposição 

Parâmetro C 1μL/mL 10μL/mL 100μL/mL 1000μL/mL 

24 HORAS VC 

CT 

Tukey 

100% 

- 

b 

100% 

-  

b 

100% 

- 

a 

125% 

- 

a 

250% 

- 

a 

 

 

Este estudo com H2O2, vem confirmar a atividade antioxidante da espécie, 

outrora descrita por outros autores. Nas folhas21,22,29,32, em extratos etanólicos a 70% 

da polpa e da casca/semente da C. adamantium houve efeito protetor na viabilidade de 

células hepáticas HepG2 induzidas por CCl439, as raízes exibiram atividade 

antioxidante39. 

O extrato pesquisado, além de não apresentar efeito citotóxico significativo, 

ainda aumentou a viabilidade celular de forma dose dependente. Os dados sugerem 

uma dupla interpretação, já que o aumento da viabilidade em células neoplásicas 

poderia estar relacionado com a possibilidade de indução de mitose, o que seria 

indesejável. No entanto, o aumento da viabilidade em células endoteliais, submetidas 

ao estresse oxidativo, pode estar relacionado com um efeito protetor, possivelmente 

ligado a uma ação antioxidante, o que seria hipoteticamente promissor. Frente ao 

exposto, percebeu-se que existe um vasto campo de descobertas sobre a 

Campomanesia adamantium, como a avaliação dos genes envolvidos na progressão 

do ciclo celular, bem como das proteínas relacionadas com a formação dos pontos de 
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checagem no processo da divisão celular. O que pode sugerir a possibilidade de 

projetos futuros. 
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4. CONCLUSÃO 

  O extrato de folhas de C. adamantium aumenta a viabilidade e não 

apresenta ação citotóxica nas células de osteossarcoma canino e nas células endoteliais 

sob estresse oxidativo.  
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CAPÍTULO 3 –  EXTRATO DAS FOLHAS JATOBÁ (Hymenaea martiana 

Hayne) AUMENTA A VIABILIDADE CELULAR EM CÉLULAS DE 

OSTEOSSARCOMA CANINO E CÉLULAS ENDOTELIAIS DE VEIAS DE 

CORDÃO UMBILICAL HUMANO IN VITRO 

RESUMO 

 

As plantas do gênero Hymenaea são conhecidas pela grande quantidade de compostos 

fenólicos e flavanoides. Compostos bioativos são substâncias que possuem capacidade 

de trazer efeitos benéficos a saúde, auxiliando o sistema metabólico e reduzir o estresse 

oxidativo e a incidência de doenças como por exemplo o câncer.  O osteossarcoma 

canino é um tumor agressivo, quase sempre evoluindo para metástase e tem sobrevida 

do paciente muito curta. O presente estudo teve por objetivo investigar a ação do 

extrato etanólico bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, em células de 

osteossarcoma canino (D17) e células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) 

submetidas ao estresse oxidativo. Os resultados foram obtidos por meio da análise da 

viabilidade celular e citotoxicidade pelo método de redução do tetrazólio (MTT). O 

efeito do extrato bruto de folhas Hymenaea martiana Hayne em células de 

osteossarcoma in vitro nas dosagens 10μL/mL promoveu ação citotóxica dose e tempo 

dependente.  Já na dosagem de 100μL/mL, houve aumento progressivo da viabilidade, 

até 24 horas expostas ao tratamento, seguido de uma queda na viabilidade e ação 

citotóxica em 72 horas de exposição.  Em 1000μL/mL, 2000 μL/mL, e 5000 μL/mL 

houve aumento da viabilidade dose e tempo dependente, quanto maior o tempo de 

exposição, maior foi a viabilidade celular. Por outro lado, nas células de veia umbilical 

humana, que em condições normais apresentam multiplicação celular semelhante à 

observada nas células neoplásicas, ao serem submetidas ao estresse oxidativo, 

apresentaram aumento da viabilidade nos grupos tratados com doses maiores de 

extrato. Neste caso o extrato promoveu multiplicação celular benéfica, pois é possível 

que tenha protegido as células dos danos oxidativos.  

 

Palavras-chave: câncer, citotoxidade, cultivo celular, HUVEC, neoplasia óssea.   
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ABSTRACT 

 
Popularly known as jatobá, the species Hymenaea martiana Hayne is a typical tree of 

the cerrado and caatinga biomes. The genus Hymenaea is known for the large amount 

of phenolic compounds and flavanoids. Bioactive compounds are substances that have 

the ability to bring beneficial health effects, helping the metabolic system and reducing 

oxidative stress and the incidence of diseases such as cancer. The search for new 

sources of natural compounds with biological activity has great relevance for the 

discovery of new drugs to treat cancer. Canine osteosarcoma is an aggressive tumor, 

almost always progressing to metastasis and has very short patient survival. The 

present study aimed to investigate the action of the crude ethanolic extract of the leaves 

of Hymenaea martiana Hayne, on canine osteosarcoma cells (D17) and human 

umbilical vein endothelial cells (HUVEC) submitted to oxidative stress. The effect of 

the crude leaf extract Hymenaea martiana Hayne on osteosarcoma cells in vitro at 

10μL / mL dosages had a dose-dependent and time-dependent cytotoxic action. At the 

dosage of 100μL / mL, there was a progressive increase in viability up to 24 hours 

exposed to treatment, followed by a drop in viability and cytotoxic action in 72 hours 

of exposure. In 1000μL / mL, 2000 μL / mL, and 5000 μL / mL, there was an increase 

in dose viability and time dependent, the longer the exposure time, the greater the cell 

viability. On the other hand, in human umbilical vein cells, which under normal 

conditions have cell multiplication similar to that observed in neoplastic cells, when 

subjected to oxidative stress, showed increased viability in groups treated with higher 

doses of extract. In this case, the extract promoted beneficial cell multiplication, as it 

is possible that it protected the cells from oxidative damage. 

 

Key words: HUVEC, bone neoplasia, cell culture, cytotoxicity, cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 O Brasil possui cinco biomas com grande abundância de plantas nativas, 

entre eles está o bioma Cerrado1, que é considerado um hotspot mundial, ou seja, ele 

é uma área prioritária de conservação da biodiversidade2. O Cerrado vem sendo 

destruído por causa da intensa implantação de pastagens e plantação de grãos podendo 

ser completamente extinto até 20303. Isso é preocupante pois grande parte do potencial 

terapêutico poderá ser perdido, por este motivo pesquisas devem ser incentivada, 

buscando à descoberta de novas fontes de flavonóides, que podem proporcionar vários 

benefícios à saúde humana. e a possibilidade de desenvolvimento de novos 

medicamentos pela indústria farmacêutica4. 

Entre os desafios para determinar do efeito farmacológico de um extrato, está 

a elucidação de compostos ativos. As plantas possuem inúmeros constituintes em seus 

extratos. Quando testados estes compostos podem apresentar efeitos sinérgicos ou 

antagônicos, esses efeitos podem ocorrer devido a presença de inúmeros e diferentes 

compostos químicos presentes nesse extrato5.   

 Conhecida popularmente com jatobá ou jatobá-do-mato a espécie Hymenaea 

martiana Hayne é uma árvore típica dos biomas cerrado e caatinga, sendo essa espécie 

um dos representantes utilizados na medicina popular, assim como os de outras 

espécies gênero6,7,8. O gênero Hymenaea é conhecida pela grande quantidade de 

compostos fenólicos e flavanoides  estão amplamente distribuídos nas folhas, sementes, 

cascas e flores das plantas9,10. Compostos bioativos são substâncias que possuem 

capacidade de trazer efeitos benéficos a saúde, auxiliando o sistema metabólico e 

reduzir o estresse oxidativo e a incidência de doenças como por exemplo o câncer10.   

As plantas do gênero Hymenaea são utilizadas como medicinais no 

tratamento de processos inflamatórios e infecções bacterianas11.  Estudo realizado por 

Souza et al.12 (2009) demonstrou atividade antifúngica e antimicrobiana. Outras 

pesquisas apresentaram atividade antibacteriana13; larvicida14; antimicrobiana15; 

antinflamatório e antioxidante16,17 tratamento de diabéticos18.  A maioria dos usos 

tradicionais de Hymenaea spp. foram substanciadas por estudos farmacológicos. A 

literatura revelou que Hymenaea spp. apresenta atividades biológicas, incluindo 

antibacteriano19,20,21; antidiarréico22, antifúngico23, antiinflamatório24, 

antileishmanial25, antinociceptivo26, antioxidante 14, 26,27, 28, antiplasmodial29, 
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antiulcera30, antiviral31, hepatoprotetor31, larvicida14,32 e atividades miorelaxantes33, 

antimicrobiana34,35,36 e antiproliferativo em células cancerígenas14,37,38. 

O osteossarcoma (OSA) canino é a câncer primário mais comum em cães, 

expressando cerca de 80% das neoplasias que originam nos ossos39,40,41. Este tipo de 

tumor é agressivo nos cães, tanto localmente, quanto sistematicamente, por causa do 

desenvolvimento de metástase. Apesar dos avanços científicos relacionados aos 

diversos tipos de terapia, o prognóstico para OSA é ruim41, com uma sobrevida média 

que vai de três meses a um ano, sendo que menos que 20% dos cães sobreviverão por 

mais que dois anos a partir do diagnóstico42. 

A busca de novos medicamentos é importante e cada vez mais intensa, pois 

ainda não há um tratamento efetivo que seja seletivo. É necessário inovar nas 

estratégias de impedimento do avanço do câncer, por meio da seleção de moléculas 

que possuam mecanismo específico para cada tipo de neoplasia43. 

Compostos bioativos são substâncias que possuem capacidade de trazer 

efeitos benéficos a saúde, auxiliando o sistema metabólico e reduzir o estresse 

oxidativo e a incidência de doenças como por exemplo o câncer44.A pesquisa por novas 

fontes de compostos naturais com atividade biológica, apresenta grande relevância 

para a descoberta de novas drogas para tratamento do câncer, pois as drogas utilizadas 

atualmente são agressivas e apresentam efeitos adversos as células normais do 

corpo45,46.  

O presente estudo teve por objetivo investigar a ação do extrato etanólico 

bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, em células de osteossarcoma canino 

(D17) e células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse 

oxidativo.  

 

3. METODOLOGIA  

 

O experimento foi desenvolvido no Laboratório Multiusuário de Avaliação de 

Moléculas, Células e Tecidos, na Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Federal de Goiás. 
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2.1. Material botânico e obtenção do extrato  

 

   A coleta das folhas foi feita de um exemplar, depositado no herbário Vale 

do São Francisco identificado como exsicata da planta 21868. Produção do extrato 

etanólico bruto da folha da Hymenaea martiana Hayne foi realizada seguindo o 

método de Peixoto et al.47, com uma pequena adaptação, após a coleta das folhas, elas 

permaneceram sete dias em estufa com circulação de ar a 45ºC, para depois passar pelo 

processo de maceração.  

   O extrato foi analisado por dois métodos, analise por HPLC-DAD e por 

cromatografia líquida de alta eficiência, CLAE-DAD. Na análise por HPLC-DAD, o 

extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne foi extraído em SPE C-18 (Extração 

em fase sólida). O cartucho foi ativado previamente utilizando 10mL de metanol e 

10mL de água ultrapura. Foi solubilizado 100mg do extrato em 500μL de água 

acidificada (pH=2 com HCl) e 500μL de MeOH. Em seguida a aplicação do extrato 

no cartucho, foram adicionados 10mL de água ultrapura e logo após a fração com os 

compostos orgânicos foi eluída com 10mL de metanol. Esta fração metanólica foi 

analisada por CLAE-DAD.  

A análise por  CLAE-DAD foi realizada através um cromatógrafo líquido de 

alta eficiência da Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector de arranjo de 

diodo (SPDM20), injetor automático SIL-20AC, forno CTO-20A e degaseificador 

DGU-20A5. A separação cromatográfica foi realizada com uma coluna Luna C-18 

(250mm x 4,6mm x 5μm, Phenomenex). Foi utilizada como fase móvel a mistura de 

H2O: ácido fórmico (99:1, Solvente A) e metanol (Solvente B), com sistema de 

eluição: 0-10min, 90-100% de B, 10-30min, 100% de B fluxo de 1,0mL/minuto, 

temperatura de 35°C e para monitoramento foi utilizado o comprimento de onda de 

320nm. Para a filtração das amostras foram utilizados filtros de nylon (Whatman) 

0,45μm. Todos os solventes utilizados foram grau HPLC. 

 

2.2. Cultivo celular 

 

 As células de osteossarcoma osteogênico metastático canino (D-17, BCRJ 

0276, Lote 000573, Passagem 239, Espécie Canis familiaris) e as células endoteliais 

de veia umbilical humana (EA. Hy 926, BCRJ 0345, Lote 001100) originárias da 

ATCC (American Type Culture Collection -Manassas, VA, USA) foram adquiridas 
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do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ –Rio de Janeiro, Brasil). As células 

foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina (10.000 

U.I./ml -10 mg/ml), anfotericina B e L glutamina (todos os reagentes da Cultilab, 

Campinas, Brasil)e mantidas em incubadora umidificada a 37ºC com uma atmosfera 

de 5% de CO2, de acordo com adaptação de YU et al.48e Mane a et al49. 

 

2.3. Delineamento experimental 

 

Foram realizados ensaios em quintuplicata, com 3 experimentos 

independentes. As células de osteossarcoma foram semeadas em placas de meio de 

cultura de 96 poços. Ao término da etapa de cultivo, as células foram quantificadas na 

câmara de Neubauer e semeadas em placas de 96 poços contendo 200μL de meio 

DMEM, na concentração de 1x104  por poço, respectivamente, para o ensaio da 

viabilidade celular pelo método de redução do tetrazólio [MTT (3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-diphnyl-2H-tetrazólio]. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 

37ºC e atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas.  

Depois, o meio foi desprezado e os poços tratados ou não com o extrato 

das folhas de jatobá (EBFJ), por 24 (G24), 48 (G48) e 72 horas (G72), nas 

concentrações de 10μL/mL, 100μL/mL, 1000μL/mL, 2000μL/mL e 5000μL/mL. O 

grupo controle (GC) negativo, foi tratado unicamente com dimetilsulfóxido (DMSO, 

Cultilab, Campinas, Brasil), com a finalidade de verificar se a viabilidade presente nos 

grupos tratados com os extratos é decorrente unicamente ao efeito desses, uma vez que 

os extratos são diluídos no DMSO. Os poços foram tratados de forma aleatória 

(Figura1). 
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FIGURA 01 -   Distribuição aleatório do  tratamento    de células 

de Osteossarcoma canino em placa de 96 

poços. Em amarelo, controle com DMSO  

(0,3µg/mL);      em   vermelho, tratamento 

10µg/mL); em verde tratamento 2 

(100µg/mL)      em azul, tratamento 3 

(1000µg/mL); em  roxo, tratamento 4 (1000 

µg/mL); em marrom, tratamento 5 

(5000µg/mL). 

 

 Após o período de tratamento, o meio foi descartado e foi adicionado 10μl 

de tetrazólio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazólio) em cada 

poço. As placas foram incubadas por três horas. A fim de parar a reação, acrescentou-

se 50μl de sodium dodecyl sulfato (SDS – Vivantis Biochemical) a 10% diluído em 

HCl (0,01N) por poço e as placas permaneceram incubadas por 24 horas em 

temperatura ambiente.  

O ensaio de estresse oxidativo da mesma forma, foi realizado tratamentos 

em quintuplicata em três experimentos independentes, as células foram semeadas em 

placas de 96 poços contendo 200μL de meio DMEM, na concentração de 1x104 por 

poço. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 37ºC e atmosfera de 5% de 

CO2, por 24 horas. Após as 24 horas o meio foi descartado e 200 μL da solução 

previamente preparada de Peróxido de hidrogênio a 1%, foi colocada em cada poço. 

Nessa fase do experimento a luz do fluxo e da sala foram apagadas para evitar a 

oxidação da solução. Após o tratamento de todos os poços, a placa foi envolvida em 

papel alumínio e colocada novamente na incubadora. Após 6 horas foi iniciado o 

protocolo padrão do MTT, onde o meio foi descartado e foi adicionado 10 μl de 

tetrazólio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazólio) em cada poço. 

As placas foram incubadas por três horas. A fim de interromper a reação, acrescentou-
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se 50 μl de sodium dodecyl sulfato (SDS – Vivantis Biochemical) a 10% diluído em 

HCl (0,01N) por poço e as placas permaneceram incubadas por 24 horas em 

temperatura ambiente. 

A densidade óptica foi quantificada em espectofotômetro (Awareness 

Technology Ine/ Stat Fax 2100, 425nm - 540nm, Palm City, FL, USA). Os resultados 

obtidos do espectrofotômetro foram transformados em porcentagens para análise, 

através das equações seguintes: 

Análise de variância e teste t (5% de significância) para viabilidade celular. 

A citotoxidade foi determinada pela seguinte equação: 

% CT = 100 - [(abs tratamento / abs controle) x 100] 

na qual, CT é a citotoxicidade; e abs é a absorbância. 

A viabilidade celular foi determinada pela seguinte equação: 

% VC= (abs tratamento / abs controle) x 100 

na qual, VC é a viabilidade celular; e abs é a absorbância. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com relação a percentagem média relativa dos tratamentos utilizando 

extrato bruto de folhas Hymenaea martiana Hayne, em células de osteossarcoma in 

vitro, houve diferença significativa na viabilidade celular, em relação ao controle 

negativo, pelo teste t, as diferenças estão demonstradas na tabela 1 através das letras 

acima das médias percentuais. Na dosagen 10μL/mL houve ação citotóxica dose e 

tempo dependente, porém essa ação foi muito baixa não sendo significativa.  Já na 

dosagem de 100μL/mL houve um aumento progressivo da viabilidade até G48, seguido 

de uma queda na viabilidade e ação citotóxica em G72, também baixa e não 

significativa.   

Em 1000μL/mL, 2000 μL/mL, e 5000 μL/mL houve aumento da 

viabilidade dose e tempo dependente, quanto maior o tempo de exposição, maior foi a 

viabilidade celular. Na dosagem  de 2000 μL/mL em todos os tempos houve um 

aumento de mais de 400% da viabilidade celular, na dosagem de 5000 μL/mL chegou 

a mais de 600%, o que é muito negativo quando se trata de uma célula neoplásica que 

já possui um comportamento de multiplicação celular descontrolado, quando é 

observado o aumento que houve em relação ao grupo sem tratamento, percebemos 

uma atividade que pode ter levado a indução de mitose (Tabela 1). 
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  TABELA 1 -Viabilidade celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo, por 

concentração, tempo de exposição e dosagem de EBBFJ, pelo método de 

redução do tetrazólio (MTT). Os resultados expressos em percentagem 

média. Letras iguais expressam resultados significativamente iguais, letras  

diferentes expressam resultados significativamente diferentes (Teste t). 
TEMPO DE EXPOSIÇÃO 

TRATAMENTO 

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

%VC %CT %VC %CT %VC %CT 

C 100 ab - 100ab - 100 ab - 

10 μL/mL 91,32ab 8,68 88,7ab 11,26 83,33ab 16,67 

100 μL/mL 101,84ab - 367,25b - 85,18ab 14,82 

1000μL/mL 220,01b - 215,20b - 243,70b - 

2000 μL/mL 422,68a - 415,91a - 446,30a - 

5000 μL/mL 256,20b - 687,57a - 559,26a - 

 

Este trabalho com folhas Hymenaea martiana Hayne, apresenta grande 

importância pela escassez de estudo até mesmo com o gênero, em células animais, pois 

não há resultados sobre a ação de folhas da espécie ou gênero em células animais por 

isso a discussão a seguir é com trabalhos realizados com outras partes da planta. 

Em pesquisa realizada com o mesmo extrato descreveu ação antitumoral frente 

às células de adenocarcinoma mamário caninas (AF-720), porém a dosagem onde foi 

encontrada essa ação foi alta, 25mg/mL. A observação foi realizada somente em G24,  

difere do que foi observado neste estudo, onde houve ação citotóxica da menor dose 

10μL/mL tempo dependente e da dosagem 100μL/mL no G72 de exposição ao Extrato 

bruto das folhas Hymenaea martiana Hayne50.  

Neste trabalho não foi encontrado o IC50, que é a dosagem de extrato 

necessária para inibir 50% da viabilidade celular em relação ao grupo controle, mesmo 

havendo atividade citotóxica na dosagem de 10μL/mL, pois houve um aumento da 

viabilidade das células nas outras dosagens testadas, especialmente em relação ao 

tempo de exposição G72. Segundo Reynertson et al.51, um valor de IC50 menor de 50 

μL/mL é considerado muito ativo, 50 -100 μL/mL 1 moderadamente ativo, 100 - 200 

μL/mL ligeiramente ativo e acima de 200 μL/mL  estão inativos. Partindo dos dados 

descritos a ação dos extratos na linhagem estudada por Vieira et al.10 seria inativo por 

ter a dosagem muito alta.  Figueiredo10  em pesquisas com células de linhagem 

melanoma murinho B16F10-Nex2 obteve resultado moderamente ativo com 50% da 
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viabilidade celular na dosagem de concentração de 50μg/mL de extrato hidroetanólico 

da semente de H. courbaril em G24. 

Monteiro52, em estudos com linhagem de Sarcoma (S-180), o extrato da folha 

de Hymenaea stigonocarpa não inibiu a viabilidade celular, o extrato do caule foi o extrato 

mais citotóxico, pois inibiu a viabilidade celular do tumor de Sarcoma com IC50 estimado 

em 20,2 μg/mL. O extrato da raiz apresentou valor de IC50 (87,8 μg/mL) cerca de quatro 

vezes maior, e por isso foi considerado não promissor par atividade antiproliferativa.   

Jayaprakasam et al.53 isolaram os tepernoides que são metabólitos secundários 

dos frutos de Hymenaea courbaril e testaram sobre as linhagens tumorais humanas 

MCF-7 (mama), SF-268 (Sistema neural central) HCT-116 (cólon) e AGS (gástrico), 

neste estudo assim como no nosso houve aumento viablidade celular.  Silveira54 em 

pesquisas com polissacarídeos de xiloglucana de reserva do fruto de Hymenaea 

courbaril sobre de células HeLa (carcinoma de cérvix uterino humano), tiveram como 

resultado um aumento na viabilidade celular corroborando com este trabalho, 

sugerindo também um efeito indutor da proliferação celular.  

 A angiogênese é importante para o crescimento e metástase do tumor.  As 

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) são tipos de células endoteliais 

primárias comumente usadas para estudar a angiogênese in vitro55,56. Por ter 

comportamentos semelhantes, foi utilizado neste estudo também células endotelias 

para observar se o comportamento de multiplicação acontecia somente em relação as 

células tumorais.  

 No ensaio de submissão ao estresse oxidativo, induzido por peróxido de 

hidrogênio, em células endoteliais de veia umbilical humana, na percentagem média 

relativa dos tratamentos utilizando extrato bruto de folhas Hymenaea martiana Hayne, 

em relação ao controle negativo, pelo teste t, houve diferença significativa na 

viabilidade celular. A diferença está demonstrada pelas letras diferentes acima do 

percentual. Notou-se um aumento da viabilidade nas dosagens 1000μL/mL, 

2000μL/mL e 5000μL/mL. O EBFJ protegeu as células dos danos oxidativos nas 

maiores dosagens. Esses dados sugerem que o extrato pode proteger as células da ação 

das EROS. Estudos in vitro com peróxido de hidrogênio (H2O2) em células endoteliais 

demonstraram que ele pode induzir ao estresse oxidativo diminuindo a viabilidade da 

célula causando parada do ciclo celular, inibição da proliferação celular, e indução de 

apoptose57,58,59,60.  
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TABELA 2 –    Estresse Oxidativo em células endoteliais. Viabilidade 

Celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo por 

concentração, tempo de exposição e dosagem de 

EBEFJ, pelo método de redução do tetrazólio (MTT). 

Os resultados expressos em percentagem média. Letras  

iguais expressam resultados significativamente iguais, 

letras diferentes significativamente diferentes (Teste t). 

TEMPO DE EXPOSIÇÃO 

TRATAMENTO 

24 HORAS  

%VC                  %CT 

C 100b                         - 

10 μL/mL 95,24b                    4,76 

100 μL/mL 90,47b                    9,52 

1000μL/mL 187,30b                     - 

2000 μL/mL 782,42a                      - 

5000 μL/mL 236,50ab                     - 

 

Orsi et al.61 testaram a ação protetora do extrato de Hymenaea stigonocarpa 

contra inflamação induzida pelo ácido trinitrobenzenossulfônico (TNBS) em ratos, e 

houve proteção e inibição da peroxidação lipídica em membranas do cólon, os autores 

relacionaram a atividade protetora com propriedades antioxidante. 

Este estudo vem confirmar a atividade antioxidante vastamente descrita no 

gênero Hymenaea, que é reconhecido como fonte de compostos fenólicos9,10,60,63,64,65. 

Outro estudo sugere que a sua atividade antioxidante esteja relacionada à presença de 

polifenóis e flavonoides66. Sabe-se que existe uma forte relação entre a quantidade de 

conteúdo fenólico e atividade antioxidante. 

Este trabalho com folhas Hymenaea martiana Hayne, apresenta grande 

relevância pela escassez de estudos do gênero em células animais. Nas células de 

osteossarcoma canino houve ação citotóxica tempo dependente em baixa 

concentração. No entanto, em doses maiores houve um aumento progressivo da 

viabilidade celular, sugerindo um efeito indutor da proliferação celular neoplásica. Por 

outro lado, nas células de veia umbilical humana, que em condições normais 

apresentam multiplicação celular semelhante à observada nas células neoplásicas, ao 

serem submetidas ao estresse oxidativo, apresentaram aumento da viabilidade nos 

grupos tratados com doses maiores de extrato. Neste caso o EBFJ promoveu 

multiplicação celular benéfica, pois é possível que tenha protegido as células dos danos 

oxidativos promovidos pela ação das EROS.  
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4. CONCLUSÃO 

O extrato etanólico bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, aumentou 

a viabilidade celular das células de osteossarcoma canino e das células endoteliais de 

veia umbilical humana, submetidas ao estresse oxidativo.  
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CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diversos tipos de câncer estão geralmente expostos a condições de 

instabilidade no metabolismo oxidativo, entre outros fatores ambientais. O estresse 

oxidativo é definido como o desequilíbrio grave entre as espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e o sistema oxidante.   O osteossarcoma corresponde a 6% das neoplasias e é 

o tumor ósseo maligno primário mais comum encontrado em cães, representando mais 

de 80% de incidência. 

Os dois extratos pesquisados, tanto o do jatobá como da gabirobeira são 

plantas endêmicas do cerrado que é um bioma que tem sido muito degradado ao longo 

do tempo e essa degradação pode extinguir plantas com grande potencial farmacêutico, 

e esse é um dos motivos da importância de estudos como este. 

Este trabalho traz resultados inéditos, pois os extratos pesquisados, além 

de não apresentaram efeito citotóxico significativo, ainda aumentaram a viabilidade 

celular de forma dose dependente. Os dados sugeriram uma dupla interpretação, já que 

o aumento da viabilidade em células neoplásicas poderá estar relacionado com a 

possibilidade de indução de mitose, o que seria indesejável. No entanto, o aumento da 

viabilidade em células endoteliais, submetidas ao estresse oxidativo, pode estar 

relacionado com um efeito protetor. 

A possível ligação a uma ação antioxidante, pode ser relacionada 

hipoteticamente, sendo isso promissor quando se fala de estresse oxidativo.  


