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Introdução
O osteossarcoma canino é um tumor ósseo primário

maligno e agressivo, que apresenta características
semelhantes ao osteossarcoma humano e frequentemente
resulta em metástase pulmonar(1). A alta mortalidade
associada a esta doença correlaciona-se com sua
capacidade metastática, levando à morte em até 80% dos

animais. Investigar e desenvolver tratamentos para o
osteossarcoma canino é importante não apenas porque
inúmeros casos podem ser observados com frequência na
prática veterinária, mas também para aprimorar o
conhecimento acerca do osteossarcoma humano, devido à
semelhança da doença nas duas espécies(2).

Vários estudos utilizaram plantas como fontes de
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Resumo
O osteossarcoma é uma neoplasia mesenquimal associada à alta mortalidade em cães e humanos. O pequi (Caryocar brasiliense,
Camb.) é nativo do Cerrado, bioma rico em biodiversidade predominante na região Centro-Oeste do Brasil. Embora esta planta seja
frequentemente utilizada na medicina popular, as propriedades farmacológicas da casca do pequi ainda são pouco conhecidas. Este
estudo teve como objetivo determinar a atividade citotóxica do extrato etanólico de cascas de pequi recicladas em células de
osteossarcoma canino. As células foram cultivadas e tratadas com concentrações finais de extrato de zero, 0,029 µg/µL, 0,29 µg/µL
e 2,91 µg/µL por 24, 48 ou 72 horas. As células foram submetidas a ensaio de viabilidade celular pelos métodos de exclusão de azul
de tripano da redução de tetrazólio para determinar a IC50, ao ensaio de sobrevivência celular para calcular a fração de sobrevivência
e à dupla marcação com anexina V e iodeto de propídio para determinar o tipo de morte celular. O extrato etanólico de casca de
pequi na concentração de 2,91 µg/µL apresentou a maior inibição do crescimento de células de osteossarcoma, com redução de
71,80% no crescimento em relação ao controle. A IC50 média foi de 155,2 μg/mL em 72 horas. O crescimento celular em 72 horas
foi 3,33% menor nas células tratadas com 2,91 µg/µL de extrato. A apoptose foi o tipo predominante de morte celular em células
tratadas com 2,91 µg/µL de extrato. Esses resultados demonstram que o extrato etanólico de cascas de pequi recicladas promove
apoptose em células de osteossarcoma canino.
Palavras-chave: Antineoplásico; Cerrado; D-17; osteossarcoma canino; pequi; sustentabilidade; taninos.

Abstract
Osteosarcoma is a mesenchymal cancer associated with high mortality in dogs and in humans. The biodiversity-rich Cerrado, the
predominant biome in the Midwest region of Brazil, is native to locally appreciated fruits such as pequi (Caryocar brasiliense,
Camb). Although this plant has been frequently used in folk medicine, the pharmacological properties of pequi fruit shells have not
been fully evaluated. Thus, this study aimed to determine the cytotoxic activity of ethanol extract of recycled pequi shells on canine
osteosarcoma cells in vitro. Cells were cultured and treated with final extract concentrations of 0, 0.029 µg/µL, 0.29 µg/µL, and 2.91
µg/µL for 24, 48, or 72 hours. Cell viability assay using trypan blue exclusion method and tetrazolium reduction method, cell
survival assay, and double labeling with annexin V and propidium iodide were performed in the treated osteosarcoma cells. These
allowed the determination of IC50, survival fraction, and type of cell death, respectively. Pequi shell ethanol extract at a
concentration of 2.91 µg/µL showed the greatest inhibition of osteosarcoma cell growth in vitro, resulting in a 71.80% decrease in
growth compared to the control. The mean IC50 was 155.2 μg/mL at 72 hours. The calculated survival fractions showed that cell
growth at 72 hours was 3.33% lower in cells treated with 2.91 µg/µL extract. Results from the double labeling experiment suggest
that apoptosis was the predominant type of cell death in cells treated with 2.91 µg/µL extract. These results demonstrate that ethanol
extract of recycled pequi shells promotes apoptosis in canine osteosarcoma cells.
Keywords: Antineoplastic; canine osteosarcoma; Cerrado biome; D-17; pequi; sustainability; tannins.
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potenciais compostos bioativos e medicinais, incluindo
produtos naturais com potencial inibitório contra células
neoplásicas. Estudos in vitro utilizando linhagens de
células tumorais têm sido utilizados para identificar
componentes bioativos em plantas e fornecer melhor
compreensão do mecanismo de ação desses compostos em
células neoplásicas(3).

O Cerrado brasileiro é uma fonte considerável e
valiosa de biomoléculas, devido ao seu clima e vegetação
característicos de savana. O potencial antitumoral das
plantas do Cerrado, principalmente da planta simbólica, o
pequi (Caryocar brasiliense, Camb.), pode revelar novas
alternativas na terapia antitumoral. Esses tratamentos
alternativos podem oferecer melhor eficácia em humanos e
animais, com efeitos colaterais mínimos em comparação
com os tratamentos antineoplásicos convencionais(3)(4).
Além disso, a diversidade molecular dos produtos naturais
é muito superior à derivada de processos sintéticos,
possibilitando que compostos químicos presentes nas
plantas se tornem potenciais fármacos para diversas
doenças(5).

Ensaios avaliando a eficácia de metabólitos
secundários do pequi em células cancerígenas são valiosos
para verificar o potencial preventivo, terapêutico ou mesmo
curativo desse extrato em neoplasias, como o
osteossarcoma. Além disso, a reciclagem de cascas de
pequi, que geralmente são descartadas, contribui para a
sustentabilidade dessa abordagem. Esta investigação teve
como objetivo determinar a atividade citotóxica do extrato
etanólico de cascas de pequi recicladas em células de
osteossarcoma canino in vitro.

Materiais e Métodos
Este estudo foi realizado no Laboratório

Multiusuário de Avaliação de Moléculas, Células e Tecidos
do Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal da
Faculdade de Veterinária e Zootecnia da Universidade
Federal de Goiás (UFG), Brasil. Os extratos da casca do
pequi foram preparados no Laboratório de Nutrição
Animal (EVZ/UFG) e a análise físico-química da
composição do extrato foi realizada na Faculdade de
Farmácia (UFG).

Cultivo Celular

As células de osteossarcoma (D-17, BCRJ 0276,
Lote 000573, Passagem 239) da ATCC (American Type
Culture Collection - Manassas, VA, EUA) foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ -
Rio de Janeiro, Brasil) e mantidas em incubadora
umidificada a 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2.

As células foram cultivadas em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, Weltham, MA,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino,
penicilina, estreptomicina (10.000 U.I./ml - 10 mg/ml),
anfotericina B e L-glutamina.

Preparação de Extrato Etanólico de Cascas Recicladas
de Pequi

As cascas de pequi foram obtidas no Centro de
Abastecimento de Goiás (Ceasa-GO), com cascas
selecionadas de uma seleção recém-descartada em
perfeitas condições morfológicas (voucher UFG - 43-833,
Herbário UFG, Brasil) e em condições ideais de maturação.
As cascas foram cortadas em uma espessura de
aproximadamente 4 mm e colocadas em estufa de
ventilação forçada a 60 °C por 72 horas. As cascas secas
foram trituradas em um moinho analítico para obter um
tamanho de partícula padronizado de 60 mesh (0,25 mm).
O farelo de casca de pequi foi armazenado a –20ºC,
protegido da luz.

A extração por percolação a frio foi realizada
percolando 1000 g de farelo de casca de pequi em 1000 mL
de etanol 95% (etanol 95:5:água) por oito horas e agitado
por uma hora. O produto foi centrifugado a 4000 rpm e o
sobrenadante filtrado. O solvente foi evaporado em
rotaevaporador sob pressão reduzida para obter o extrato
etanólico bruto (EECRP). O extrato foi então armazenado
a –4°C, protegido da luz para uso posterior. Amostras do
EECRP foram submetidas à análise físico-química.

Design experimental

Células de osteossarcoma canino D-17 foram
semeadas em placas de 96 poços a 1×104 células/poço com
100 µL de meio e tratadas com solução estoque EECRP
(concentração 29,2 µg/µL) para obter as seguintes
dosagens finais: 0,029 µg/µL (0,1 µL por poço), 0,29
µg/µL (1/µL por poço) e 2,91 µg/µL (10 µL por poço).
Células não tratadas com EECRP (0 µg/µL) foram usadas
como grupo controle (GC). As células foram expostas por
24, 48 e 72 horas. Todos os testes foram realizados em
triplicata, em três experimentos independentes. Os extratos
foram diluídos em DMSO (Dimetilsulfóxido, Cultilab,
Campinas, Brasil) e armazenados a –20 ºC.

Ensaios de Viabilidade Celular

Método de Exclusão do Azul de Tripano
As células D-17 foram cultivadas em placas de 96

poços com 100 µL por poço a 1×104 células/poço por 24
horas, dentro de uma incubadora umidificada a 37ºC com
5% de atmosfera de CO2. Os tratamentos foram realizados
com dosagens de 0,029, 0,29 e 2,91 µg/µL de EECRP por
24 h (G24), 48 h (G48) e 72 h (G72). O meio de cada poço
foi descartado e as células foram suspensas em 100 μL de
tripsina (Cultilab, Campinas, Brasil) após lavagem com
solução salina tamponada com fosfato de Dulbecco
(DPBS, Life Technologies, EUA). As células foram
dissociadas com tripsina-EDTA (0,05%), que foi
posteriormente inativada pela adição de 100 μL de DMEM.
A solução resultante foi centrifugada a 130 rcf (g) por 10
minutos e decantada. As células foram ressuspensas em
100 µL de meio de cultura fresco e 10 µL da suspensão
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foram transferidos para microtubos do tipo Eppendorf,
contendo 40 µL de azul de Tripan (Trypan Blue - Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA). A viabilidade celular foi avaliada
instilando 10 μL de mistura de células-azul de Tripan em
uma lâmina, observada em uma câmara de Neubauer sob
um microscópio óptico.

A viabilidade celular foi calculada aplicando-se a
seguinte equação: % CV = (NC do tratamento/NC do CG)
× 100, onde CV é a viabilidade celular e NC é o número de
células. Três experiências independentes foram realizadas
em triplicado. Os resultados foram analisados por meio de
análise de variância (teste F), utilizando-se a ferramenta
estatística Microsoft Excel. O nível de significância foi
fixado em 0,05.

Método de redução de sal de tetrazólio (MTT)
As células D-17 foram cultivadas e tratadas com

EECRP como descrito acima. Após o tratamento, 10 µL de
tetrazólio (MTT, brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazólio - Sigma-Aldrich) foi adicionado a
cada poço. Após incubação por três horas, 50 μL de 10% de
dodecil sulfato de sódio (SDS - Vivantis Biochemical, CA,
EUA) diluído em 0,01N HCl foi adicionado por poço para
interromper a reação de redução de MTT para formazan.
As células foram incubadas durante 24 horas à temperatura
ambiente.Adensidade óptica de cada placa foi quantificada
usando um espectrofotômetro (Awareness Technology
Ine/Stat Fax 2100, 425 nm – 540 nm, Palm City, FL, EUA).
A concentração a 50% de inibição da viabilidade celular
(concentração inibitória - IC50, em µM) foi determinada
usando o programa estatístico GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Para este teste, três
experimentos independentes foram realizados em
triplicata.

Ensaio de Sobrevivência Celular

As células D-17 foram cultivadas e tratadas com
EECRP como descrito acima.Após o tratamento, o meio de
cada poço foi descartado e as células foram suspensas com
500 μL de tripsina. Antes da centrifugação a 130 RCF (g)
por 10 minutos, o meio foi descartado e as células foram
ressuspensas em 1 ml de DMEM. As células foram então
cultivadas em placas de seis poços em uma incubadora
umidificada a 37 ºC, com 5% de atmosfera de CO2 por 15
dias.

Após a incubação, o meio foi descartado. Os poços
foram lavados com DPBS, tingidos com azul de tripano,
colocados dentro de uma câmara de Neubauer e contados.
As frações de sobrevivência foram calculadas usando a
seguinte equação: %FS = (número CCAT/número CCGC)
x 100, onde FS é a fração de sobrevivência, CCAT é o
número de células contadas após o tratamento e CCGC é o
número de células contadas no CG. As curvas de
sobrevivência foram plotadas e os dados foram analisados
por meio de análise de variância (teste F).

Três experiências independentes foram realizadas

em triplicata.

Ensaio de Dupla Marcação

As células foram cultivadas em placas de 12 poços
a 5 × 105 células/poço, dentro de uma incubadora
umidificada a 37 ºC com 5% de atmosfera de CO2. As
células foram tratadas com 2,91 µg/µL de EECRP por 24,
48 e 72 horas. Ao final do tratamento, o meio de cada poço
foi armazenado em tubo de ensaio devidamente rotulado,
enquanto as células viáveis foram descartadas. A dupla
marcação foi realizada adicionando-se 400 μL de tampão
de ligação, 5,0 μL de anexina V-FITC e 1,0 μL de iodeto de
propídio (Anexina V Apoptose Detection Kit I - BD
Biosciences, San Diego, EUA) a cada tubo de ensaio. A
solução resultante foi incubada à temperatura ambiente
durante 15 minutos e depois analisada num citômetro de
fluxo (FACSVerse, BD Biosciences). Apoptose precoce foi
identificada em células marcadas apenas com anexina V,
apoptose tardia em células marcadas com anexina V e
iodeto de propídio e necrose em células marcadas apenas
com iodeto de propídio. Três experimentos independentes
foram realizados em triplicata. A análise de variância com
o teste de Tukey post-hoc foi usada para comparar a
porcentagem média de células positivas para cada
combinação (apenas anexina V, apenas iodeto de propídio
ou ambos os corantes simultaneamente) usando o pacote
easyanova(6) do software R. O nível de significância foi
fixado em 0,05.

Resultados
Para este experimento, foram recicladas 180 kg de

casca de pequi, que foram obtidas a partir de 300 kg de
frutos e destinadas ao descarte. Isso rendeu
aproximadamente 9 kg de farelo de casca de pequi. A
extração de 1 kg de farelo de casca de pequi em 1000 mL
de etanol 95% e posterior percolação a frio e vaporização
rotativa resultou em 450 mL de EECRP, com rendimento
de 45%. Os resultados obtidos da análise físico-química do
EECRP bruto não diluído são encontrados na Tabela 1.

Tabela 1. Parâmetros físico-químicos do extrato etanólico bruto
de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense, Camb)
utilizado neste experimento. *GAE= equivalente de ácido gálico

Parâmetros Valor

Densidade média 23.9015 g/L

Concentração média 29.19 g/L

pH médio 5.7
Densidade do Extrato Bruto
Ativo 275.72 mg GAE*/mL

Concentração total de fenóis 83.10 mg GAE/mL (30.14% do extrato
ativo)

Concentração de taninos 18.47 mg GAE/mL (22.23% de fenóis no
extrato ativo)

Concentração de flavonóides 4.78 mg GAE/mL (5.75% de fenóis no
extrato ativo)

Outros fenóis 59.85 mg/mL (72.02% de fenóis no
extrato ativo)
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Os resultados obtidos no ensaio de viabilidade
celular usando o método de exclusão do azul de tripano e
o método de redução de tetrazólio (MTT) para calcular o
IC50 (55,2 μg/mL) são mostrados na Tabela 2. O
tratamento com 2,91 μg/μL de EECRP por 72 horas
resultou na inibição do crescimento em 71,80% em
relação ao controle, a maior atividade citotóxica
observada entre os grupos de tratamento.

Tabela 2. Ensaio de viabilidade celular pelo método Trypan Blue
e valores de concentração que inibem 50% da viabilidade celular
(IC50) em células de osteossarcoma canino tratadas com extrato
etanólico de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense,
Camb) - EECRP. Os resultados são expressos em porcentagens
médias em relação ao grupo controle em µg/µL, juntamente com
o desvio padrão (DP) e valores convertidos de acordo com as
unidades padrão internacional (µg/mL).

Letras diferentes na mesma linha expressam resultados significativamente diferentes
(Teste F, p < 0,05). Símbolos diferentes na mesma coluna expressam resultados
significativamente diferentes (Teste F, p < 0,05).

O ensaio de sobrevivência celular foi utilizado
para avaliar a capacidade de proliferação celular após o
tratamento com EECRP. As frações de sobrevivência
calculadas mostraram que a proliferação celular após o
tratamento foi menor em 3.33% no grupo tratado por 72
horas com EECRP 2,91 µg/µL. Por outro lado, a
proliferação atingiu 87,5% no grupo tratado por 48 horas
com EECRP 0,29 µg/µL. Com 24 horas de exposição,
porém, não houve diferença significativa entre as

diferentes concentrações de EECRP (F =2,92, p>0,05).
Por outro lado, em 48 e 72 horas de exposição, a
sobrevivência das células tratadas com concentração de
EECRP de 2,91 µg/µL foi significativamente diferente
das demais. No entanto, para as células tratadas com
EECRP 2,91 µg/µL, não encontramos diferença
estatisticamente significativa em relação aos tempos de
exposição.

Os dados obtidos nos ensaios de viabilidade
celular e sobrevivência celular mostraram que as maiores
atividades citotóxicas e antiproliferativas foram
observadas em células tratadas com 2,91 µg/µL para
diferentes tempos de exposição. Por esse motivo, essa
dosagem foi utilizada na investigação do mecanismo de
morte celular promovido por EECRP em células D-17 de
osteossarcoma canino utilizando o ensaio de dupla
marcação com anexina V-FITC e iodeto de propídio. Os
valores médios das porcentagens celulares das amostras
de três réplicas da citometria de fluxo são mostrados na
Figura 1. Não houve morte celular por necrose nas células
expostas ao EECRP por 24 horas, enquanto as células
expostas por 72 horas apresentaram aumento da indução
de apoptose em estágio inicial. No entanto, a apoptose
tardia predominou em todos os tempos de exposição
(97,07 ± 0,25% em 24 horas, 98,80 ± 0,05% em 48 horas
e 91,29 ± 0,42% em 72 horas).

Discussão
O maior efeito inibitório no crescimento celular foi

observado em células D-17 tratadas com 2,91 µg/µL de
EECRP por 72 horas. Em um estudo anterior, um efeito
inibitório dependente da concentração de compostos
fenólicos do extrato de carqueja (Baccharis trimera) foi
relatado em culturas de células tumorais de colo uterino
humano. No entanto, a inibição foi mais acentuada (86%)
e mais rápida (24 h) do que no presente estudo.

Figura 1. Valores de média e desvio padrão (DP) da análise do mecanismo de morte celular promovido pela concentração de 2,91 µg/µL
de extrato etanólico a 3% de cascas de pequi recicladas em células D-17 de osteossarcoma canino, utilizando o ensaio double label com
anexina V-FITC e iodeto de propídio. O eixo x representa o tempo de exposição ao extrato e o eixo y, a porcentagem de células. Citômetro
de fluxo (FACSVerse, BD Biosciences). Letras maiúsculas indicam diferença significativa entre os tipos de morte celular e letras
minúsculas indicam diferença significativa entre os tempos de exposição (Tukey's Test, 5%).

Tempo de
exposição

Dosagens e Concentrações
(EECRP) IC50

0.1 µL 1.0 µL 10 µL
µg/µL P µg/ml(0.029

µg/µL)
(0.29
µg/µL)

(2.91
µg/µL)

24h 92.70a* 97.49a* 44.76b* 0.1798 0.108 179.8
48h 99.19a* 98.35a* 34.22b* 0.1625 0.740 162.5
72h 44.76a† 34.22a,b† 28.20b,c† 0,1552 0.63 155.2
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Provavelmente, isso se deve aos compostos fenólicos
concentrados extraídos da planta utilizada nesse ensaio, ao
contrário do extrato bruto utilizado no presente
experimento(7).

Vale ressaltar que em todas as doses testadas, os
efeitos inibitórios do EECRP se manifestaram somente
após 72 horas. Isso pode ser devido à presença de fenóis,
incluindo os flavonoides antioxidantes(8), no extrato
(Tabela 1), que podem ter conferido efeito protetor sobre
a viabilidade de células tratadas com concentração
máxima de 0,29 µg/µL ou com 24 horas de exposição.

A concentração total do EECRP bruto usado neste
experimento mostrado na Tabela 1 foi de 29,19 g/L, o que
equivale a 29,19 mg/mL ou 29,2 μg/μL. Assim, doses de
0,1, 1 e 10 μL continham 2,92, 29,2 e 291,2 μg de solutos
totais, respectivamente. Isso é comparável à dose usada
para o extrato de Casearia sylvestris (“Guaçatonga”),
que inibiu o crescimento de células de câncer de mama
humano MCF-7 em 20%, ao serem utilizados 2 μg/ml de
extrato, e em até 80% ao tratarem-se células com 18
μg/mL de extrato por 24 horas(9). Para comparação, no
presente estudo, o EECRP prrpoporcionou 55,24% de
inibição de crescimento com 2,91 μg/μL. Em outro
estudo, o tratamento de células de melanoma cutâneo
com extrato de mangostão (Garcinia mangostana)
reduziu significativamente o número de células
neoplásicas em dosagens entre 1,0 e 5,0 mg/ml(10),
comparável ao resultado mais favorável obtido com o
pequi. Comparar a eficácia e potência de produtos
naturais é importante, mas deve-se considerar a resposta
intrínseca das diferentes linhagens celulares, que
certamente varia com cada tipo neoplásico.

Comprovou-se neste estudo que o pequi, planta
essencial no Cerrado brasileiro, contém compostos que
possuem efeitos inibitórios sobre a viabilidade celular, ou
seja, efeitos antiproliferativos. A maioria das pesquisas
sobre princípios ativos antineoplásicos da flora brasileira
tem focado e contemplado o uso de vegetação de outros
biomas, enquanto trabalhos com plantas do Cerrado,
apesar de sua biodiversidade, são raros na literatura
científica. Por exemplo, células de carcinoma
espinocelular humano foram testadas com 72 extratos
diferentes de plantas encontradas na Amazônia e na Mata
Atlântica(11).

Embora o tratamento de 72 horas tenha
apresentado diferença significativa em relação à inibição
da proliferação celular, não houve diferença significativa
nos valores de IC50. Uma possível explicação é que o
extrato, além de componentes que causam dano celular,
apresentava antioxidantes(8) que poderiam manter a
integridade celular, pelo menos por um determinado
período. Assim, a ação do EECRP poderia ser mais
dependente do tempo de exposição do que da dosagem.

Os valores médios de IC50 encontrados neste
experimento podem parecer altos em comparação aos

relatados para outros extratos vegetais para promover
citotoxicidade em células neoplásicas. O extrato
comercial de Artemisia annua (absinto anual) apresentou
IC50 de 65 μM em células D-17(12), valor muito inferior
aos encontrados no presente estudo. No entanto, isso
pode estar relacionado à concentração de artemisinina
encontrada em A. annua. Considerando a concentração
de artemisinina no extrato de 2 mg/ml ou 7 mM, e a
quantidade máxima de artemisinina encontrada na planta
(0,45%), pode-se inferir que o valor de IC50 foi de 185
µg/ml calculado a partir da concentração do total solutos.
O valor de IC50 do extrato de pequi, nessa perspectiva,
portanto, pode ser inferior ao obtido para A. annua.

Uma consideração importante para determinar a
citotoxicidade do EECRP usado nesta pesquisa é o
método de extração. O EECRP foi elaborado para
garantir a máxima extração de fenóis, que possuem
propriedades antioxidantes(13). Se outros métodos de
extração tivessem sido usados, o IC50 poderia ter sido
menor do que o medido para todos os tempos de
exposição. Este argumento é apoiado por um relato no
qual a fração diclorometano rica em antraquinona
apresentou a maior atividade anticancerígena quando
avaliada na linhagem celular de câncer de hepatoma
humano HepG2, em comparação com extratos obtidos
usando n-hexano, etil acetato, n-butanol ou água como
solventes(14).

Outro fator crucial a ser levado em consideração é
o tipo de célula utilizada. É provável que estudos futuros
usando diferentes células tumorais relatem valores de
IC50 significativamente diferentes para EECRP, em
comparação com células de osteossarcoma canino D-17
usadas neste estudo. Esta possibilidade é corroborada
pelos diferentes valores relatados de IC50 (μg/mL) do uso
do mesmo extrato bruto do caule de Paullinia pinnata L.
(Sapindaceae), nativo da África, para inibir o
crescimento de células neoplásicas de diferentes
linhagens(15): HepG2 (câncer de fígado - 42,8), MCF-7
(câncer de mama - 43,1), MDA-MB231 (câncer de mama
- 73,8), A431 (câncer de pele - >100), AGS (câncer de
estômago - 47,6) e LNCap (câncer de próstata - 47,2).

Paradoxalmente, os metabólitos do EECRP que
podem ter efeitos citotóxicos são os próprios fenóis. O
extrato da popular carqueja (Baccharis trimera)
apresentou efeito antiproliferativo contra células
cancerígenas do colo do útero humano após 24 horas de
tratamento. Além disso, o IC50 foi calculado para a fração
fenólica do extrato em 482 μg/mL(7). Considerando a
análise do EECRP apresentada na Tabela 1, a fração
correspondente aos taninos pode ser o grupo fenólico
responsável pelos efeitos citotóxicos do EECRP.

Conforme observado neste estudo, o teor de
tanino do EECRP foi de 22,23% do total de fenóis do
extrato. Comparativamente, em um estudo realizado com
células de neoplasia mamária 4T1-luc2, foi testada a
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atividade antitumoral do weimaining (WMN). WMN é
um composto de tanino condensado extraído das raízes
do trigo sarraceno Fagopyrum cymosum (Trevir.) Meisn.,
um fitoterápico de origem chinesa(16). Os resultados
mostraram aumento tempo-dependente da apoptose das
células tumorais, semelhante à diminuição da viabilidade
celular causada por 72 horas de tratamento com EECRP,
sugerindo que os taninos desempenham um papel crucial
na redução da viabilidade celular.

Em relação aos resultados do ensaio de
sobrevivência celular, o crescimento celular foi reduzido
após o tratamento com 2,91 µg/µL em diferentes tempos
de exposição, reforçando ainda mais o potencial
antitumoral do EECRP. Da mesma forma, a proliferação
de células D-17 expostas a 2 μM de um complexo de
platina com tris-(2-carboxietil)-fosfina foi reduzida em
53,79% ± 5,15% após duas semanas(17).

As atividades antineoplásicas dos compostos
bioativos encontrados nas frutas têm despertado
constantemente a atenção da comunidade científica,
principalmente quanto ao tipo de morte celular que essas
substâncias podem promover. No presente estudo, a
concentração promissora de EECRP, 2,91 µg/µL,
promoveu um elevado percentual de apoptose nas células
D-17. O mesmo tipo de morte celular foi observado nas
linhagens neoplásicas HepG-2 (fígado), Caco-2 (cólon) e
MCF-7 (mama) expostas ao extrato da fruta Annona
squamosa(18), cujo conteúdo fenólico total variou de
70,14 ± 3,89 a 284 ± 2,12 µg GAE/g, enquanto que a
quantidade de flavonoides encontrada na casca da fruta
foi de 81,27 ± 1,74 µg EQ equivalente/g. Além disso, a
fração de tanino de Terminalia bellirica induziu apoptose
em xenoenxertos de carcinoma hepatocelular em
camundongos(19), reforçando a hipótese de que a fração
de tanino pode ser o grupo fenólico responsável pelos
efeitos apoptóticos do EECRP.

A indução de apoptose por substâncias químicas
ou biológicas em qualquer tipo de neoplasia é um
objetivo central dos estudos antitumorais atuais(20), pois
esse processo de morte celular ocorre sem inflamação
secundária(21) ou possível dano às células normais
adjacentes. Trabalhos anteriores mostraram que a
apoptose também foi observada em células D-17 tratadas
com compostos bioativos com capacidade antioxidante.
Estes incluem luteolina (uma molécula de flavonoide
encontrada em frutas e vegetais)(22), miricetina (um
antioxidante encontrado em bagas)(23), extrato de açafrão
(rico em curcuminóides) e extrato de folhas de alecrim
(rico em ácido carnósico)(24).

Não houve morte celular por necrose nas células
expostas ao EECRP por 24 horas, enquanto as células
expostas por 72 horas apresentaram maior indução de
apoptose em estágio inicial. No entanto, a apoptose tardia
predominou em todos os tempos de exposição. A
apoptose ocorre em resposta a vários estímulos,

incluindo aqueles que podem ativar a via apoptótica
intrínseca pela liberação do citocromo c das
mitocôndrias. O citocromo c liga-se a proteínas no
citosol e ativa a caspase para promover a morte celular(25).
Em outro estudo com células D-17, a ß-lapachona, um
composto isolado da serragem da madeira de Ipê
(Tabebuia spp.), também nativa do Cerrado brasileiro,
promoveu morte celular pela via apoptótica intrínseca em
estágio inicial, que foi relacionada à ruptura das
membranas mitocondriais(26). Notavelmente, a
concentração com os melhores resultados (1,0 µM de ß-
lapachona ou 2,42 µg/µL) foi menor do que a utilizada
para o pequi (2,91 µg/µL). Por outro lado, a curcumina,
substância isolada da Curcuma longa, amplamente
encontrada no bioma Cerrado, induziu apoptose
extrínseca em células D-17 pela ativação da caspase na
concentração de 50 µM ou 0,20 µg/µL(27). Considerando
que a ß-lapachona e a curcumina foram utilizadas em
suas formas puras, os resultados positivos obtidos com o
extrato bruto de pequi no presente estudo podem ser
considerados notáveis.

O principal achado desta pesquisa é que o extrato
etanólico de cascas recicladas de pequi inibiu a
proliferação de células de osteossarcoma canino por
meio de apoptose. Este é um relatório inédito e solidifica
a importância da identificação dos componentes do
EECRP para o potencial desenvolvimento de drogas
antitumorais. Ao longo da história da pesquisa
biomédica, outros compostos de frutas e vegetais foram
identificados como fontes valiosas de drogas
antitumorais. Exemplos clássicos incluem os alcaloides
da vinca, taxanos e camptotecinas, que foram
originalmente extraídos de Catharanthus roseus
(Madagascar), Taxus brevifolia (Pacífico) e Camptotheca
acuminata (China), respectivamente(28).

O bioma Cerrado, patrimônio natural da
humanidade, pode fazer parte dessa história de sucesso
na terapêutica antineoplásica. Estudos futuros para o
desenvolvimento de drogas antitumorais podem utilizar
o subproduto do pequi, abordagem pautada pelos
princípios da sustentabilidade.

Conclusão
O tratamento com 2,91 µg/µL de extrato etanólico

de cascas recicladas de pequi (Caryocar brasiliense,
Camb.) reduz a viabilidade e sobrevivência em células de
osteossarcoma canino D-17 in vitro ao promover apoptose.
Esses resultados são sugestivos de que o EECRP pode se
tornar uma alternativa eficaz e sustentável para o
desenvolvimento de terapia antineoplásica em
osteossarcoma canino e humano.
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