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RESUMO 

 

Eschweilera ovata (Cambess.) Miers tem sido usada na medicina popular, mas pouco se sabe 

sobre suas propriedades biológicas. Este trabalho teve como objetivo a triagem in vitro do 

extrato seco das sementes de E. ovata. Foi encontrado conteúdo fenólico significativo de 

349,10 ± 28,50 mg/100 mg e ótima capacidade antioxidante pelo método DPPH (CI50 = 5,19 

± 0,36 μg/mL). Além disso, o extrato foi potencialmente tóxico no ensaio de Artemia salina 

(CL50 = 203,41 ± 3,70 μg/mL) e reduziu significativamente a viabilidade do fibroblasto 

murino L929 e das linhas celulares de câncer de mama MDA-MB-231, MCF7 e 4T1. A 

análise elementar mostrou a composição das sementes de E. ovata de carbono (45,00 ± 

0,23%), hidrogênio (6,36 ± 0,01%), nitrogênio (1,86 ± 0,07%), enxofre (0,89 ± 0,14%) e 

valor de proteína total de 11,62 %, sugerindo perfil nutritivo da amostra. Em conjunto, nossos 

resultados apoiam as propriedades biológicas das sementes de E. ovata e destacam a 

aplicabilidade potencial desta espécie nos campos de pesquisa farmacêutica e cosmética. 

Palavra-chave: Eschweilera ovata; extrato vegetal; atividade antioxidante; citotoxicidade; 

câncer de mama. 



ABSTRACT 

Eschweilera ovata (Cambess.) Miers has been used in folk medicine, but little is known about 

its biological properties. This study aimed to screen in vitro the dry extract of the E. ovata 

seeds. It was found significant phenolic content of 349.10±28.50 mg/100 mg and had 

optimum antioxidant capacity by the DPPH method (IC50 = 5.19 ± 0.36 μg/mL). Besides, the 

extract was potentially toxic on the brine shrimp assay (LC50 = 203.41 ± 3.70 μg/mL) and 

reduced significantly the viability of murine fibroblast L929 and the breast cancer cell lines 

MDA-MB-231, MCF7, and 4T1. The elemental analysis showed the E. ovata seeds 

composition of carbon (45.00 ± 0.23%), hydrogen (6.36 ± 0.01%), nitrogen (1.86 ± 0.07%), 

sulfur (0.89 ± 0.14%), and the total protein value of 11.62%, suggesting nutritive profile of 

the sample. Altogether, our findings support the biological properties of the E. ovata seeds 

and highlight the potential applicability of this specie on the pharmaceutical and cosmetic 

research fields. 

Keywords: Eschweilera ovata; plant extract; antioxidant activity; cytotoxicity; breast cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

A espécie Eschweilera ovata (Cambess.) Miers, vulgarmente conhecida como 

embiriba, é uma espécie arbórea tropical distribuída do norte do Espírito Santo ao leste 

da Amazônia (GONÇALVES, 2010). A E. ovata pertence à família Lecythidacea, cujas 

espécies apresentam indicações etnofarmacológicas tais quais: anti-hipertensiva, 

analgésica, anti-helmíntica, anti-inflamatória, antisséptica, antioxidante e antitumoral 

(COSTA, 2003; OUTUKI et al., 2015; SILVA, 2014a). Diferentes gêneros de 

Eschweilera apresentam atividade biológica diversificada, como antioxidante, anti-

inflamatória, antifúngica e antibacteriana (ANDREA BARROSO AMANCIO, 2011; 

OUTUKI et al., 2015, 2016). A espécie Eschweilera ovata é popularmente utilizada 

para tratar dores estomacais, e musculares (DE FÁTIMA AGRA; DE FREITAS; 

BARBOSA-FILHO, 2007; LIMA et al., 2019; SILVA, 2014a). Além disso, sua madeira 

tem seu uso na fabricação de berimbau (GONÇALVES, 2010). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS), através da Medicina Tradicional e 

Complementar (do inglês, traditional and complementary medicine - T&CM), estimula 

a busca de mecanismos naturais de prevenção de agravo e recuperação da saúde. No 

Brasil, as T&CM foram integradas na Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares (PNPIC), que oferece diferentes práticas alternativas à medicina 

baseada em evidencias no Sistema Único de Saúde (SUS) e dentre elas, a Fitoterapia 

(BRASIL, 2006). 

A Fitoterapia é a mais usada dentre as práticas de Medicina alternativa em 

pacientes com câncer. Substâncias derivadas de metabólitos secundários são utilizadas 

no tratamento antitumoral, como o alcaloide vincristina, derivado das folhas de 

Catharanthus roseus (L.) G.Don; o diterpeno tricíclico paclitaxel, isolado da casca de 

Taxus brevifolia Nutt.; e a homoharringtonina, um alcaloide que pode ser isolado de 

diferentes espécies de Cephalotaxus (SECA; PINTO, 2018). 

Apesar de sua evolução ao longo dos anos, a terapia convencional para tratamento 

de câncer de mama apresenta limitações como presença de efeitos colaterais e 

resistência multidroga. A quimioterapia e radioterapia são os tratamentos mais 

amplamente utilizados na prática médica, porém apresentam sérios efeitos colaterais 

que diminuem a qualidade de vida dos pacientes, e podem levar a alterações no plano 

terapêutico (DE ALMEIDA et al., 2020). Outro problema na terapia anticâncer atual é a 
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resistência multidroga, pois, a terapia com a maioria dos medicamentos falha e a taxa de 

sobrevida do paciente é reduzida (MITRA; DASH, 2018). 

A neoplasia maligna da mama é o segundo tipo de neoplasia mais incidente 

mundialmente, com 2,1 milhões de novos casos em 2018, de um total de 18 milhões dos 

casos de câncer. O câncer de mama foi o tipo mais frequente em mulheres (24,2%). No 

triênio 2020-2022, é estimada a ocorrência de 625 mil novos casos de câncer a cada ano 

no Brasil, sendo esperado 66 mil novos casos de câncer de mama (INCA, 2020a). 

Entretanto, o câncer de mama apresenta bom prognóstico quando diagnosticado e 

tratado precocemente (BRASIL, 2018). Os sinais clínicos e sintomas comuns para a 

doença são o aparecimento de nódulo indolor, endurecido na mama, assimetria dos 

seios, mamilo retraído, retração cutânea, secreção mamilar sanguínea ou serosa 

unilateral e surgimento de edema cutâneo (WINTERS et al., 2017). Alguns fatores de 

risco para o desenvolvimento dessa malignidade são: ser do sexo feminino, idade 

avançada, histórico familiar de câncer de mama, exposição a estrogênio, gravidez tardia, 

menopausa tardia, consumo de álcool e mutação de genes como o gene associado ao 

câncer de mama 1 (BRCA 1), o BRCA 2 e o receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano 2 (HER 2, do inglês epidermal growth factor 2) (SUN et al., 2017). 

A avaliação do padrão molecular do tumor no carcinoma de mama é importante pois 

prediz o prognóstico da doença, assim como a resposta a terapias específicas. Esta pode 

ser feita por imuno-histquímica, na qual são quantificados os receptor de estrogênio alfa 

(REalfa), receptor de progesterona (RP) e o HER 2, ou por microarranjo, classificando 

os tumores em Luminal (A e B), HER e basaloide (INCA, 2019a; WAKS; WINER, 

2019). 

Ações de rastreamento podem ser realizadas para a detecção precoce do câncer de 

mama, tais quais: exame clínico das mamas, mamografia, ressonância nuclear 

magnética e ultrassonografia. O diagnóstico dessa malignidade é confirmado por meio 

da biópsia da lesão, com classificação histopatológica e molecular da doença (AKRAM 

et al., 2017). 

De acordo com o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva 

(INCA, 2019a), o tratamento pode ser local ou sistêmico, a depender do estadiamento 

da doença. O tratamento local consiste de cirurgia e radioterapia, e o sistêmico é 

composto por quimioterapia, hormonioterapia e terapia biológica. 

Apesar de sua evolução ao longo dos anos, a terapia convencional para tratamento 

de câncer de mama apresenta limitações como presença de efeitos colaterais e 
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resistência multidroga. A quimioterapia e radioterapia são os tratamentos mais 

amplamente utilizados na prática médica, porém apresentam sérios efeitos colaterais 

que diminuem a qualidade de vida dos pacientes, e podem levar a alterações no plano 

terapêutico (DE ALMEIDA et al., 2020). Outro problema na terapia anticâncer atual é a 

resistência multidroga, pois, a terapia com a maioria dos medicamentos falha e a taxa de 

sobrevida do paciente é reduzida (MITRA; DASH, 2018). 

Tendo em vista que o reconhecimento do uso de espécies vegetais como recurso 

natural, financeiramente acessível e eficaz para a síntese de quimioterápicos, e 

tratamento adjuvante no combate ao câncer tem crescido nas últimas décadas (LOPES; 

DOURADO; OLIVEIRA, 2017), e  sabendo-se da escassez de estudos que avaliando o 

potencial farmacológico de Eschweilera ovata, esse estudo objetivou estudar as 

potenciais atividades biológicas do extrato hidroalcoólico das sementes de Eschweilera 

ovata (Cambess.) Miers. Com este propósito, foi realizada a quantificação de conteúdo 

fenólico total, avaliação das potencialidades biológicas (atividade antioxidante e 

antiproliferativa), toxicidade aguda do extrato frente a Artemia salina. Também foi 

avaliada.a atividade citotóxica frente à linhagens celulares sadia e de adenocarcinoma 

mamário e feita análise elementar do extrato. 

  



4 
 

2 OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

Avaliar as atividades biológicas e a toxicidade in vitro do extrato hidroalcoólico 

(seco) obtido das sementes de Eschweilera ovata (Cambess.) Miers. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Quantificar o conteúdo fenólico total através do método Folin–Ciocalteu 

 Determinar a atividade antioxidante do extrato seco de sementes de Eschweilera 

ovata pelo método de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH). 

 Avaliar a toxicidade aguda do extrato seco de E. ovata frente ao microcrustáceo 

marinho Artemia salina. 

Analisar a atividade citotóxica in vitro do extrato estudado frente a linhagem 

celular sadia de fibroblasto murino (L929) e as linhagens celulares tumorais de 

adenocarcinoma mamário humano (MDA-MB-231 e MCF7) e adenocarcinoma 

mamário murino (4T1). 

Analisar os elementos carbono, hidrogênio, nitrogênio e enxofre utilizando-se o 

analisador elementar CHNS/O. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 LECYTHIDACEAE POIT 

 

A família Lecythidaceae Poit. é de distribuição pantropical, compreende 25 

gêneros e cerca de 400 espécies, dentre as quais se encontra Eschweilera ovata 

(Cambess.) Mart. ex Mier (CATENACCI, 2015; COSTA, 2003). As Lecythidaceae se 

encontram distribuídas em regiões tropicais da África, Madagascar, Ilhas Maurício, 

Ásia, Austrália, ilhas do Pacífico, e nos Neotrópicos. Essa família é dividida em três 

subfamílias: Foetidioideae (leste da África), Planchonioideae (espécies localizadas nos 

trópicos africano e asiático, Austrália e Ilhas do Pacífico), e Lecythidoideae (composta 

por espécies neotropicais)(MORI et al., 2007). No Brasil existem aproximadamente dez 

gêneros e 118 espécies, sendo 40 delas endêmicas. Dentre suas espécies há árvores, 

arbustos e lianas, que estão distribuídas predominantemente em terra firme da Bacia 

Amazônica e em áreas de menor altitude (abaixo de 1000 metros) (CATENACCI, 2015; 

SILVA, 2014b). 

 Estudos feitos com espécies dessa família têm identificado triterpenos 

pentacíclicos, saponinas, ácido elágico e alcaloides do tipo indol [2,1-b] quinazolínicos. 

Alguns constituintes como triterpenos pentacíclicos possuem atividade anti-inflamatória 

e antitumoral, e saponinas apresentam atividade antimicrobiana, anti-inflamatória e 

antihepatotóxica (COSTA, 2003). 

 Diversos estudos têm identificado atividades farmacológicas em espécies da 

família Lecythidaceae, tais quais: antioxidante, anti-inflamatória, citotóxica, 

antiparasitária e antimicrobiana, dentre outras, como demonstrado abaixo. 

A espécie Bertholletia excelsa Kunth (castanha-do-Brasil ou castanha-do-pará) é 

a espécie mais estudada dessa família, pelo fato de suas sementes serem utilizadas na 

fabricação de alimentos e cosméticos, sendo mundialmente comercializadas. Espécies 

dessa família podem ser utilizadas na culinária (in natura ou na preparação de 

alimentos), no artesanato, na área cosmética, na medicina popular para tratamento de 

sarnas, resfriado e dor de estômago, possuindo ainda atividade anti-inflamatória, 

antioxidante e antiparasitária (SILVA, 2014b; TEIXEIRA et al., 2019b). 

A espécie Careya arborea é usada na medicina tradicional chinesa, como 

antipirético, adstringente e tônico, sendo também utilizada para tratar sintomas da gripe, 

úlcera, doenças de pele, asma e dor de ouvido (AMBARDAR; AERI, 2013). Essa 
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espécie apresenta ações farmacológicas: antimicrobiana, antileshimaniosa, 

anticoagulante, antioxidante e antitumoral (AS; S, 2018). A análise do extrato etanólico 

das frutas dessa espécie revelaram a presença de alcaloides, flavonoides, taninos, 

esteróis, fenóis e óleos fixos. Dentre os fenóis, há elevada concentração de ácido gálico, 

o que justifica a atividade antibacteriana das frutas (AS; S, 2019). Senthilkumar e 

colaboradores (2007) testaram as atividades antitumoral e antioxidante de diferentes 

extratos obtidos a partir das cascas do caule de Careya arborea frente a diferentes 

linhagens celulares: HeLa (carcinoma cervical humano), HEp-2 (carcinoma de laringe 

humano), RD (rabdomiosarcoma humano) e células Vero (epitelial renal de macaco 

verde africano). O extrato bruto de metanol 50%, clorofórmico, e de acetato de 

etilaexibiram potente citotoxicidade contra a linhagem tumoral HELA, com CI50 

variando de 6,25 µg/mL a 9,4 µg/mL. Os extratos metanólico bruto a 50% e 

clorofórmico, foram os mais ativos contra as linhagens celulares. Todos os extratos se 

mostraram seguros quando em contato com célula Vero não tumoral. Os extratos 

metanólico obtido e aquoso apresentaram potente atividade antioxidante, quando 

testados por diferentes métodos, dentre eles o DPPH (SENTHILKUMAR et al., 2007). 

O potencial citotóxico também foi testado quanto à espécie Couroupita 

guianensis frente à linhagem celular HT-29 (adenocarcinoma de cólon), constatando-se 

citotoxicidade do extrato de etil acetato da folha (CI50=300 µg/mL) e do extrato 

metanólico bruto da folha (CI50=220 µg/mL). A análise fitoquímica e o potencial 

antioxidante foram quantificados em diferentes extratos da espécie. Foram detectados 

terpenoides, glicosídeos, fenóis e flavanoides nos extratos clorofórmico, metanólico e 

acetato de etila da folha e do caule. O extrato metanólico da folha de C. guianensis 

apresentou maior conteúdo fenólico, de 96,90 mg EAG/g do extrato, apresentando a 

melhor atividade antioxidante dentre os extratos testados (CI50 = 16,15 µg/mL) 

(SIRISHA; JAISHREE, 2018). Em outro estudo, o conteúdo fenólico total do extrato 

aquoso dessa espécie foi de 343 ± 0,8 mg EAG/g do extrato, e com atividade 

antioxidante sequestradora do radical DPPH de 89,2% para a concentração de 100 

µg/mL, sendo evidenciada a relação entre o conteúdo fenólico total e a atividade 

antioxidante do extrato (SATHISHKUMAR et al., 2016). 

 Extratos metanólicos da casca e da madeira de diferentes espécies da família 

Lecythidaceae foram avaliados quanto à atividade antimicrobiana. O extrato oriundo 

das espécies Corythophora amapaensis, Eschweilera coriacea, Gustavia hexapétala e 

Lecythis corrugata apresentaram maior zona de inibição de crescimento quando em 
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contato com Staphylococcus aureus. A fração diclorometano das espécies E. coriacea e 

Gustavia hexapetala resultatam em maior halo de inibição de crescimento frente a 

Escherichia coli (ROVIRA et al., 1999). 

 Diferentes extratos obtidos a partir de folha, da casca e de galho de Barringtonia 

racemosa foram avaliados quanto à atividade antifúngica por Hussin e colaboradores 

(2009) frente a sete diferentes fungos. O extrato metanólico obtido das folhas de B. 

racemosa foi o que apresentou maior efeito inibitório frente ao Fusarium sp. (53,45%), 

seguido por Ganoderma lucidum (34,57%), Aspergillus (32,27%) e T. koningii 

(20,99%). Bons resultados de inibição do crescimento fúngico também foram 

observados pelo extrato aquoso das folhas frente ao Fusarium sp. (51,72%) e pelo 

extrato etanólico da casca contra Rhizopus sp. (37,50%). Foram detectados diferentes 

padrões de ácido fenólico e flavonoide em diferentes extratos da folha, da casca e do 

galho de B. racemosa, sendo que o extrato hidrometanólico a 60% da folha apresentou 

maior concentração de ácido gálico (171,81 µg/mL). A presença de ácido fenólico e de 

flavonoide pode ser a justificativa para a ação fungicida dos extratos (HUSSIN et al., 

2009). 

 A espécie Petersianthus macrocarpus foi estudada quanto às suas atividades 

analgésica e antioxidante em estudo conduzido por Orabueze e colaboradores (2016). O 

extrato metanólico da casca do caule de P. macrocarpus e suas frações, administrados 

oralmente, apresentaram efeito analgésico significante em camundongos albinos no 

teste de placa quente, no qual é avaliado o tempo de latência ao calor. O extrato 

proporcionou aumento de 84,5% do tempo de latência na concentração de 1.000 mg/Kg. 

As frações aquosa, acetato de etila, clorofórmica e hexânica também apresentaram 

aumento significativo no tempo de latência na dose de 200 mg/Kg (100,41%, 86,35%, 

56,40% e 56,98%, respectivamente). O extrato metanólico demonstrou atividade 

antioxidante, com concentração inibitória mínima (CI50) de 50 µg/mL, e as frações 

aquosa e de acetato de etila na concentração de 100 µg/mL apresentaram atividade 

sequestradora de DPPH superior a 90%. O conteúdo fenólico total do extrato pelo 

reagente Folin-Ciocalteu foi de 142 mg/g de ácido gálico (ORABUEZE; ADESEGUN; 

COKER, 2016). 
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3.1.1 Gênero Eschweilera 

Eschweilera é o maior gênero da família Lecythidaceae, com quase cem 

espécies, que podem ser encontradas no Brasil, Colômbia, Venezuela, Nicarágua, 

Suriname, Peru e Equador (TAVARES, 2014). No Brasil, suas espécies são frequentes 

no Norte e Nordeste, sendo utilizadas na construção de cercas, indústria madeireira e 

como combustível doméstico (CATENACCI, 2015; COSTA, 2003; SILVA, 2014b). 

 Estudos fitoquímicos têm identificado a presença de diterpenos (TAVARES, 

2014), triterpenos (DE CARVALHO et al., 1998), saponinas (COSTA, 2003), esteróis 

(DE CARVALHO et al., 1998), derivados de ácido elágico, flavonoides (YANG et al., 

1998) em espécies do gênero Eschweilera. 

 Estudos têm identificado potenciais atividades biológicas em diferentes espécies 

de Eschweilera. De acordo com Rodrigues e colaboradores (2014), o extrato aquoso das 

folhas de Eschweilera pedicellata (Rich.) demonstrou atividade antifúngica frente às 

espécies Candida albicans, C. glabrata e C. parapsilosis, com concentração inibitória 

mínima (CIM) de 0,50 mg/mL, 1,0 mg/mL e 0,12 mg/mL, respectivamente 

(RODRIGUES et al., 2014). Atividade antimicrobiana foi observada em extrato 

metanólico da madeira e das cascas de Eschweilera coriacea e de E. congestiflora 

quando em contato com Enterococcus faecalis e Enterococcus coli. A fração apolar do 

extrato de E. congestiflora apresentou elevada atividade inibitória contra E. coli 

(ROVIRA 1999). Yang e colaboradores (1998) isolaram três derivados de ácido elágico 

de E. coriacea, o que poderia justificar sua atividade antifúngica. 

 Taylor e colaboradores (2006) registraram a citotoxicidade do extrato etanólico 

das folhas de Eschweilera tenuifolia frente à linhagem celular de câncer de cólon HT-

29, com inibição de 77% das células tumorais na concentração de 100 µg/mL. O extrato 

etanólico das folhas, de galhos e da casca de E. tenuifolia também apresentaram 

atividade inibitória das proteases leucina aminopeptidase (LAP), elastase e catepsina D 

(TAYLOR et al., 2006). O extrato etanólico da raiz de Eschweilera bracteosa 

apresentou fraca toxicidade frente ao microcrustáceo Artemia salina (QUIGNARD et 

al., 2003b). 

Atividades antioxidante e anti-inflamatória foram demonstradas para a espécie 

Eschweilera nana, popularmente conhecida por sapucaia. As frações metanólica e 

etanólica do extrato hidroetanólico das folhas dessa espécie apresentaram bom potencial 

antioxidante, com concentração inibitória a 50% (CI50) de 12,63 ± 0,13 µg/mL e 10,87 

± 0,03 µg/mL, respectivamente. Essas mesmas frações também apresentaram atividade 
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anti-inflamatória tópica, com inibição de até 67% do edema. Foi observado no estudo 

que as funções antioxidante e anti-inflamatória possivelmente estavam ligadas à 

presença de rutina e de hiperosídeo no extrato estudado (OUTUKI et al., 2015). 

 

 

3.1.2 Eschweilera ovata (Cambess.) Mart. ex Miers  

 Eschweilera ovata (Cambess.) Mart. ex Miers é uma espécie de relevância 

ecológica e sócio-econômica, sendo popularmente conhecida por embiriba ou biriba. 

Tal espécie distribui-se em todo o Leste do Brasil (da Amazônia à região Sul), e é 

exclusiva de matas pluviais atlântica e amazônicas (SILVA, 2014b). Embiriba é uma 

espécie perenifólia (folhagem durante todo o ano), heliófila (necessita de total exposição 

solar), secundária e de dispersão moderadamente contínua ao longo de sua área de 

distribuição (OLIVEIRA et al., 2012a). A espécie é climácica, mas atua como pioneira 

antrópica na ocupação de áreas degradadas, contribuindo com incremento de carbono e 

nitrogênio para restauração do solo (GUSSON, 2003). 

  Sua madeira é empregada na construção naval e civil, estacas, serviços de 

marcenaria e também é utilizada para a confecção de berimbau. Suas sementes servem 

de recursos para uma variedade de animais e para seres humanos, pois são comestíveis 

(GONÇALVES, 2010; OLIVEIRA et al., 2012a; SILVA, 2014b; TEIXEIRA et al., 

2019b). 

A espécie Eschweilera ovata também apresenta atividades biológicas, como 

registradas em diferentes pesquisas. Segundo Agra e colaboradores (2007), o óleo 

extraído das sementes de E. ovata é utilizado como emoliente contra dores musculares 

no Nordeste do Brasil e suas sementes são ingeridas como alimento, por serem fonte de 

proteína (DE FÁTIMA AGRA; DE FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).  

Em Juazeiro do Norte, o chá feito a partir das sementes de E. ovata é utilizada 

por curandeiros para alívio de dores estomacais (LIMA et al., 2019). O extrato 

metanólico das folhas dessa espécie apresentou atividade antioxidante pelo método 

DPPH, com CI50 (extrato seco necessário para reduzir em 50% a concentração inicial de 

DPPH) de 52,2 ± 5,9 µg/mL. Foi quantificado o conteúdo fenólico total de tal extrato, 

no qual foram encontrados 4,4 g de ácido pirogálico/100g do extrato, empregando o 

método de Ciocalteu (CFT) (SANTANA; NUNEZ; MOYA, 2015). 

 Deste modo, devido à escassez de dados na literatura, estudo das propriedades 

biológicas de Eschweilera ovata (Cambess.) Mart. ex Miers se torna importante para 
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nosso grupo de estudo. Portanto, neste estudo foram avaliados o conteúdo fenólico total, 

a atividade antioxidante, a toxicidade aguda, citotoxicidade, e, por fim, a quantificação 

do conteúdo de carbono (C), hidrogênio (H), nitrogênio (N) e enxofre (S) pelo 

analisador elementar CHNS/O do extrato liofilizado obtido das sementes de E. ovata. 

 

3.2 AVALIAÇÃO IN VITRO DE PROPRIEDADES BIOLÓGICAS E TOXICIDADE 

 

3.2.1 Ensaios in silico e in vitro 

 A pesquisa científica com animais é utilizada desde a antiguidade e tem sido 

contestada nas últimas décadas, pelo grande número de animais utilizados e pelo 

sofrimento causado a eles (VICTAL et al., 2014). Métodos alternativos à utilização 

animal têm sido aplicados para avaliação de propriedades biológicas e toxicidade. Tais 

métodos se baseiam no programa denominado de 3 R’s que consiste em redução 

(reduction) do número de animais utilizados por estudo, o que pode se dar através da 

melhoria do desenho experimental e desenvolvimento de metodologias como ex vivo e 

in vitro; refinamento (refinment) do estudo, com uso de métodos que minimizem a dor e 

sofrimento sofridos pelos animais, como utilização de analgésicos e anestésicos 

adequados; e substituição (replacement) dos estudos in vivo por outras metodologias, 

como a in silico e in vitro (DÍAZ et al., 2020). 

 Os estudos in silico são desenvolvidos através de programas computacionais que 

permitem a predição de propriedades químicas, efeitos biológicos e toxicológicos de 

uma substância química de acordo com a sua estrutura molecular (VICTAL et al., 

2014). Os modelos computacionais têm como vantagens sua rapidez, baixo custo, 

acurácia e o fato de poderem ser implementados antes dos compostos serem sintetizados 

(YANG et al., 2018).  

Tais modelos são utilizados em estágios iniciais de pesquisa e desenvolvimento 

(P&D), na seleção e otimização de moléculas com potencial de desenvolvimento e 

contribuem na redução do custo do desenvolvimento de novos candidatos a fármacos, 

com redução do número de animais em ensaios experimentais, assim como promove a 

química verde, por promover o aumento da eficiência do processo (CRONIN, 2010; 

YANG et al., 2018). Muitos modelos computacionais têm sido desenvolvidos para 

avaliar a segurança de fármacos, e podem ser divididos em três categorias: classificação 

qualificativa (grau de toxicidade de fármaco), regressão quantitativa (predição da 

toxicidade exata de fármacos) e comparação cruzada (predição de endpoints 
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toxicológicos) (YANG et al., 2018). Os testes in silico podem ser baseados em modelos 

matemáticos, QSAR (Quantitative Structure-activity Relationship), e PBPK 

(Physiologically Based Pharmacokinetic models), entre outros modelos, e podem fazer 

predição de toxicidade após a seleção, validação metodológica e fundamentação 

científica dos modelos inseridos (SANTOS, 2011).  

Já as metodologias in vitro apresentam vantagens como a redução de custos, 

menor sujeição a interferentes externos, assim como menor utilização de espaço físico e 

fazem uso de organismos como bactérias, fungos, algas e crustáceos, além de frações do 

sistema biológico, tais como suspensões celulares, cultivo de tecidos, cultivos celulares, 

enzimas e proteínas (BEDNARCZUK et al., 2010; BROWN et al., 2019; DÍAZ et al., 

2020). Pode-se tomar como exemplo modelos in vitro desenvolvidos para o estudo de 

células tumorais, que permitem o estudo do crescimento e proliferação tumorais, 

migração celular, invasão, remodelamento matricial, intravasamento e extravasamento 

tumorais, angiogênese e liberação de fármacos, sendo que a complexidade de cada 

modelo dependerá dos objetivos a serem alcançados com o estudo (KATT et al., 2016). 

 

3.2.2 Atividade antioxidante 

As espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio são geradas constantemente no 

corpo humano e possuem funções biológicas benéficas no organismo como 

desintoxicação e defesa química, assim como para reações de biossíntese e sinalização 

celular, sendo mantidos em certos níveis pelo sistema antioxidante endógeno. Espécies 

reativas de oxigênio possuem moléculas como peróxido de hidrogênio (H2O2), 

superóxido (O2
‾), oxigênio singlete (1/2 O2) e radical hidroxil (OH‧). As espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs) são derivadas do radical óxido nítrico (NO), e são 

formadas a partir da reação de óxido nítrico (NO) com superóxido (O2
.-), gerando 

peróxido de nitrito (ONOO‾), sendo capaz de formar outras espécies como dióxido de 

nitrogênio (NO2) (PISOSCHI; POP, 2015). 

Quando há espécies reativas geradas em excesso e o sistema antioxidante é 

incapaz de neutralizá-los, o equilíbrio entre elementos pró-oxidantes e antioxidantes é 

rompido, com maior presença de pró-oxidantes, o que é chamado de estresse oxidativo. 

O estresse oxidativo pode levar à adaptação celular, através da regulação positiva do 

sistema antioxidante e reestabelecimento do equilíbrio no sistema pró e antioxidante. 

Porém, se não houver reestabelecimento desse balanço, o estresse oxidativo resultará 

em lesão celular, com EROs/ERNs atacando moléculas lipofílicas como DNA, 
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proteínas e lipídios. Como resultado de tal ataque, poderá ocorrer formação de produtos 

de peroxidação lipídica, amino ácido oxidados, bases de DNA oxidados, o que pode 

levar à perda de função, integridade e viabilidade celulares. A oxidação do DNA é 

prejudicial, pois impacta negativamente na transcrição e replicação genética. A 

oxidação lipídica tem potencial danoso com relação às membranas celulares, trazendo 

instabilidade à mesma, e podem também levar à ativação de aldeídos, que podem trazer 

prejuízo ao funcionamento proteico, por se fixar às proteínas. A oxidação proteica pode 

levar à perda da função destas por fatores como enovelamento incorreto e oxidação da 

cadeia lateral das proteínas (GURER-ORHAN et al., 2017; PISOSCHI; POP, 2015). 

Para combater as espécies reativas, o organismo produz substâncias que são 

capazes de regenerar ou prevenir os danos oxidativos, cumprindo sua função de 

antioxidante. O sistema antioxidante é compreendido de enzimas antioxidantes e de 

moléculas antioxidantes não enzimáticas. As enzimas antioxidantes são compreendidas 

de superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. As moléculas antioxidantes 

não enzimáticas compreendem a glutationa, proteínas e compostos de baixo peso 

molecular como coenzima Q, ácido lipóico, ácido ascórbico, tocoferol e ácido úrico 

(GORRINI; HARRIS; MAK, 2013). 

 

3.2.3 Sequestro radicalar de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) 

 Existem diversos métodos de análise da atividade antioxidante in vitro de 

substâncias biologicamente ativas, cada um com suas especificidades, vantagens e 

desvantagens. Tais testes têm sido utilizados de maneira usual, se tornando importantes 

ferramentas na triagem de substâncias que possam ser utilizadas como fármacos 

(ALVES et al., 2010). 

 O teste de sequestro de radical de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) se tornou 

popular entre os estudos de atividade antioxidante, pois é de simples execução (possui 

poucas etapas de reagentes), apresenta alta sensibilidade, acurácia, é rápido e de baixo 

custo. Os resultados são reprodutíveis e comparáveis a outros métodos de análise da 

atividade antioxidante. Este ensaio é útil na avaliação da atividade de sequestro de 

radical de fenol, catecóis e anilinas (ALVES et al., 2010; GULCIN, 2020). 

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estável, por causa 

do deslocamento do elétron emparelhado por toda a molécula. Esse radical não se 

dimeriza e o deslocamento do elétron confere à molécula coloração violeta, 

caracterizada pela banda de absorção em etanol no comprimento de onda (λ) de 517 nm. 
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Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma substância em 

sequestrar o radical DPPH, com redução deste a hidrazina. Quando em contato com 

uma substância doadora de átomo de hidrogênio, a solução de DPPH é reduzida, 

adquirindo coloração amarela. Os resultados são reportados como concentração de 

antioxidante que causa redução em 50% da absorvância de DPPH (MOON; 

SHIBAMOTO, 2009; SINGH; SINGH, 2008; THANGARAJ, 2016). 

 

3.2.4 Cultura celular 

 A técnica de cultura de células foi desenvolvida como metodologia para estudar 

o comportamento de células animais fora do organismo, em meio ambiente controlado. 

Pelo fato de manterem o genoma e os mecanismos fundamentais de proliferação, a 

cultura de células pode ser considerada um modelo experimental que serve como 

screening para estudo com animais. A princípio, esta técnica era feita usando-se tecidos 

fragmentados mecanicamente em frascos com fluidos dos animais de onde vinham os 

tecidos, sendo denominada cultivo de tecidos, do inglês, tissue culture (ASSIS et al., 

2007; CHRISTINA; GUIMARÃES, 2010). Atualmente, a utilização da cultura de 

células não se delimita somente ao estudo do comportamento de células e tecidos in 

vitro, pois possui aplicabilidade médica, como no tratamento de doenças degenerativas, 

pesquisas com células-tronco, modelagem de doenças, estudo de doenças infecciosas e, 

no campo de estudo de neoplasias, culturas celulares tem papel fundamental no 

esclarecimento de diagnóstico e auxílio no tratamento de diversos tipos de neoplasias, 

sendo também implementadas no screnning de candidatos a fármacos e biomarcadores 

tumorais (CHIARADIA; LANCASTER, 2020; FAN; DEMIRCI; CHEN, 2019). 

O uso de cultivo celular como modelo experimental apresenta como principais 

vantagens o controle do ambiente, homogeneidade da amostra quando comparada aos 

animais, e o custo dos experimentos. Existem diferentes tipos de cultura, as com células 

primárias, células estabelecidas e células transformadas. A cultura primária se dá a 

partir do crescimento de células advindas de tecido por desagregação mecânica ou 

enzimática. A linhagem celular contínua consiste de células com alta proliferação e que 

não perderam as características do tecido da qual se originaram, sendo muito utilizada 

em pesquisas, por poder ser mantido em cultura por um longo período de tempo. Já as 

células transformadas são morfologicamente e geneticamente diferentes do tecido 

original, nas quais podem ocorrer mutações em genes responsáveis pelo controle do 

ciclo celular. Elas podem ser transformadas no meio de cultura, ou obtidas de tecidos 
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mutados, sendo muito utilizadas em estudos como os de citotoxicidade e de controle de 

qualidade (CHRISTINA; GUIMARÃES, 2010). 

 

3.2.5 Citoxicidade 

Os objetivos principais do sistema in vitro tem sido a reprodução das 

características do tecido, suas interações célula-célula, criação de microambiente celular 

apropriado, performance rápida dos ensaios de citotoxicidade, acurácia e sensibilidade 

na identificação do endpoint do ensaio (MAHTO; CHANDRA; RHEE, 2010). 

Diferentes métodos in vitro para avaliar a toxicidade de compostos, foram 

padronizados utilizando-se a cultura de células. Esses testes de toxicidade se dão 

colocando-se o material em contato com cultura de células de mamíferos, verificando-se 

as alterações celulares por diferentes mecanismos. O parâmetro mais utilizado para 

avaliar a toxicidade é a viabilidade celular (ROGERO et al., 2003). 

Dentre os métodos utilizados para estudo de citotoxicidade in vitro, tem-se o 

ensaio de redução de tetrazolio, redução de resazurina e da atividade de protease, que 

medem o metabolismo celular ou a atividade enzimática como marcadores da 

viabilidade celular (RISS et al., 2016). 

O ensaio de MTT pertence à categoria de redução de tetrazolio. Neste ensaio, o 

MTT é reduzido pela desidrogenase mitocondrial de células viáveis com metabolismo 

ativo. Como resultado, tem-se a formação de formazan, um precipitado de coloração 

azul-magenta, cuja absorvância pode ser medida em comprimento de onda de 570 nm. 

O mecanismo exato de redução de MTT a formazan não é completamente entendido, 

mas provavelmente envolve reação com NADH ou moléculas redutoras similares, as 

quais transferem elétron para o MTT. O formazan formado precisa ser solubilizado 

antes da leitura em espectrofotômetro, sendo o montante de produto gerado, geralmente 

proporcional ao número de células viáveis metabolicamente ativas. Condições da 

cultura que alterem o metabolismo celular podem afetar a taxa de redução de MTT a 

formazan (MAHTO; CHANDRA; RHEE, 2010; RISS et al., 2016) 

Outro método colorimétrico utilizado é a avaliação da redução de resazurina. A 

solução de tal composto apresenta coloração azulada. As células viáveis com 

metabolismo ativo podem reduzir resazurina ao produto resofurina, de coloração rosa e 

é fluorescente. A quantidade de resofurina produzida e proporcional ao número de 

células viáveis, que podem ser quantificadas medindo-se sua fluorescência ou 

absorbância. Esse tipo de ensaio é relativamente barato, porém apresenta como 
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desvantagens a possibilidade de interferência fluorescente de compostos sendo testados, 

e seus efeitos tóxicos diretos sobre as células (RISS et al., 2019). 

Medir a atividade de protease conservada e constitutiva em células vivas 

demonstrou ser um marcador de viabilidade celular. O substrato de protease 

fluorogênica permeável a células (glicilfenilalanil-aminofluorocumarina; GF-AFC) é 

utilizado para detectar a atividade de protease de células viáveis. Tal substrato penetra 

células vivas onde ocorre remoção de aminoácidos pela atividade de aminopeptidase 

citoplasmática, com liberação de aminofluorocumarina e geração de sinal fluorescente 

proporcional ao número de células viáveis. Quando ocorre morte celular, a atividade 

protease desaparece, tornando essa atividade da protease um marcador seletivo da 

população de células viáveis (RISS et al., 2016). 

 

3.2.6 Ensaios de toxicidade  

 A avaliação de toxicidade de certa substância tem como objetivo predizer seus 

possíveis efeitos nocivos quando em contato com o ser humano. Os testes de toxicidade 

podem ser utilizados em diferentes análises, como substâncias químicas, efluentes 

industriais, sedimentos, solos, entre outros. Os parâmetros avaliados em tais testes são 

mortalidade, taxa de natalidade, crescimento, tamanho corporal médio, genotoxicidade, 

entre outros. A agência que elabora normas concernentes aos testes de toxicidade no 

Brasil, é a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), padronizando testes com 

organismos-padrão (SILVA; POMPÊO; PAIVA, 2015). 

Os bioensaios podem ser utilizados como forma de avaliação da toxicidade de 

certa substância, fazendo uso de organismos vivos para determinação de tal toxicidade. 

No bioensaio, certo organismo é colocado em contato com diferentes concentrações da 

substância potencialmente tóxica e é observado se há efeitos no comportamento ou 

sobrevivência de tal organismo. Diferentes organismos podem ser utilizados nos 

bioensaios como: bactérias (Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium 

phosphoreum and Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, Pseudomonas putida), 

algas (Raphidocelis subcapitata), organismos invertebrados (Daphnia magna, Artemia 

salina, Thamnocephalus platyurus), peixes e mexilhões (GHOSH; THAKUR; 

KAUSHIK, 2017). 

Artemia spps. são crustáceos pertencentes à família Anostraca, e são largamente 

utilizados em estudos de letalidade e avaliações toxicológicas. O gênero Artemia possui 

seis espécies, sendo as mais utilizadas em estudo de atividade biológica a Artemia 
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salina, A. franciscana e A. urmiana. Tais microcrustáceos são comuns em ambientes 

isolados em água com alta salinidade e relativamente quente, como lagos salgados, 

lagoas e minas de sal (NTUNGWE N et al., 2020). 

Bioensaios utilizando Artemia salina são caracterizados pelo seu baixo custo, 

tempo de obtenção do resultado curto, além de não exigir equipamentos sofisticados 

para a execução dos testes, o que permite a utilização desses organismos em uma 

variedade de estudos (ARCANJO et al., 2012; DE SOUZA LIMA; SOTO-BLANCO, 

2010; FREIRES et al., 2017; QUIGNARD et al., 2003a). 

O bioensaio de toxicidade utilizando Artemia salina Leach é um método simples 

de screening da toxicidade de extratos vegetais, sendo também utilizado para estudo de 

atividade biológica, sendo indicador de potencial atividade antitumoral inseticida e 

antifúngica (KARCHESY et al., 2016; NTUNGWE N et al., 2020). Tal bioensaio 

também tem sido utilizado para guiar o isolamento de biocompostos, testar a qualidade 

da água e detecção de toxinas fúngicas (ARCANJO et al., 2012; KARCHESY et al., 

2016). 

 

3.3 FITOTERAPIA 

A riqueza e diversidade contidas na flora são recursos únicos para o potencial 

desenvolvimento de medicamentos, porém, uma pequena porcentagem de plantas tem 

sido investigada quanto às suas propriedades fitoquímicas e farmacológicas. Acredita-se 

que aproximadamente 50 mil espécies tenham sido utilizadas com propósitos 

medicinais, mas somente cerca de 5 mil espécies foram estudadas, com evidência para 

uso medicinal. Recentemente, porém, tem havido aumento do número de publicações 

científicas voltadas ao estudo de medicina herbal, demonstrando o crescente interesse 

científico nessa área (POPOVIĆ et al., 2016). 

O uso de plantas medicinais, seja para tratamento ou prevenção de enfermidades, 

pode ser considerado uma das práticas médicas mais antigas, havendo compêndios de 

plantas utilizadas com propósitos medicinais que datam de 200 D.C.. Em países em 

desenvolvimento, a fitoterapia e outras práticas de medicina tradicional podem ser a 

única opção terapêutica em muitas comunidades (DE MORAES MELLO BOCCOLINI; 

SIQUEIRA BOCCOLINI, 2020; LI; WENG, 2017).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS), desde a Conferência Internacional 

sobre Assistência Primária em Saúde de 1978, tem incentivado o uso de plantas 

medicinais de modo seguro para tratamentos de saúde, uma vez que 80% da população 
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faz uso de tais recursos na atenção primária à saúde, sendo a população de países em 

desenvolvimento os que mais utilizam essas práticas. O uso de medicina complementar 

tem crescido em países desenvolvidos para prevenção de doenças e promoção da saúde. 

Já nos países em desenvolvimento, o uso de medicina tradicional pode ser atribuído à 

sua acessibilidade, o que está possivelmente ligado ao conjunto de conhecimentos e 

crenças da população, uma vez que a medicina complementar pode ser o único meio de 

acesso a tratamento de saúde (DE MORAES MELLO BOCCOLINI; SIQUEIRA 

BOCCOLINI, 2020). 

No Brasil, a medicina tradicional foi construída a partir do conhecimento e 

prática de diversos grupos, especialmente indígenas, africanos e europeus. O uso de 

plantas medicinais se destaca entre as diversas práticas da medicina tradicional (ZANK; 

HANAZAKI, 2017). Na década de 1980, o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais 

possibilitou o uso de fitoterapia na saúde pública, observou-se crescimento no número 

de programas municipais de fitoterapia a partir dos anos 1990, com a criação do SUS 

(RIBEIRO, 2019). 

Reconhecendo a necessidade de práticas de saúde mais integrativas e 

participativas, o governo brasileiro promulgou em 2006 a Política Nacional de 

Promoção da Saúde (PNPS). Procurando fortalecer as Práticas Integrativas e 

Complementares (PICS), o Ministro da Saúde o promulgou a Política Nacional de 

Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (DE MORAES MELLO 

BOCCOLINI; SIQUEIRA BOCCOLINI, 2020; FRANCO DE SÁ; NOGUEIRA; 

GUERRA, 2019). Através dessa Política, passaram a ser oferecidas no SUS diversas 

práticas integrativas e complementares, tais quais: fitoterapia, homeopatia, medicina 

tradicional chinesa/acupuntura e medicina antroposófica. Em 2008, havia oferta de 

Medicina Tradicional e Complementar (MT&C) em 25% dos municípios brasileiros, 

com forte presença na atenção primária à saúde, principalmente na Estratégia Saúde da 

Família (ESF) (DE SOUSA; TESSER, 2017). 

 

3.3.1 Espécies vegetais no tratamento de câncer 

Pacientes diagnosticados com câncer têm feito uso de medicina tradicional e 

complementar em conjunto com terapias medicamentosas convencionais, como 

quimioterapia e radioterapia, tanto para cura quanto para auxílio no tratamento da 

doença (GALL et al., 2018). Os fitoquímicos derivados de espécies vegetais são mais 

utilizados no tratamento de câncer devido à sua baixa toxicidade, segurança e 
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disponibilidade. Fitoquímicos de diferentes classes têm sido utilizados como agentes 

terapêuticos no desenvolvimento de medicamentos no combate ao câncer de mama, 

como polifenóis, alcaloides, flavonoides, terpenoides, saponinas, glicosídeos, e 

proteínas (SUBRAMANI; LAKSHMANASWAMY, 2017). 

 O metabólito secundário da classe dos alcaloides denominado vinca foi isolado 

de Catharanthus roseus (antiga Vinca rosea) em 1950. O uso desse alcaloide foi 

aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de diferentes 

tipos de câncer, como câncer de mama e pulmão, leucemia, e linfoma de Hodgkin. 

Devido aos seus efeitos no combate ao câncer, vários análogos foram obtidos, como 

vincristina e vimblastina. Vincristina é o mais potente entre os alcaloides de vinca, 

sendo obtida a partir de Catharanthus roseus em 1961, e aprovada pelo FDA em 1963, 

sendo utilizado para o tratamento de câncer de mama, linfoma Hodgkin e não Hodgkin, 

mieloblastoma, entre outros tipos. Seu mecanismo de ação se dá pela sua  ligação à 

subunidade beta de tubulina, impedindo a polimerização, o que não possibilita a 

formação do fuso mitótico e causa a interrupção do ciclo celular na fase M. Todo esse 

processo resulta na supressão da mitose (NAAZ et al., 2019). 

 Paclitaxel é outro exemplo de metabólito secundário que deu origem à 

medicamento de tratamento do câncer. Esse diterpeno tricíclico foi isolado da casca do 

caule de Taxus brevifolia Nutt em 1971. Seu uso principal é no tratamento de câncer de 

mama, ovário, próstata, pulmão e sarcoma de Kaposi, sendo comercializado pelo nome 

comercial Taxol® desde 1993. Seu mecanismo de ação envolve a estabilização de 

microtúbulos durante a divisão celular, interferindo na dinâmica do microtúbulos. Como 

consequência, haverá o impedimento da despolimerização, o que acarreta na interrupção 

do ciclo celular na fase G2 ou M (ABU SAMAAN et al., 2019; NAAZ et al., 2019). 

 Homoharringtonina é um alcaloide isolado de cascas das árvores Cephalotaxus 

harringtonii (Knight ex J.Forbes) K. Koch e Cephalotaxus fortunei Hook e utilizado 

para tratamento de câncer na medicina tradicional chinesa. Esse alcaloide age através da 

inibição de síntese proteica e, recentemente, outros mecanismos indicaram que ele pode 

também afetar vias de sinalização, como a via JAK-STAT5. Ele foi aprovado em 2012 

pelo FDA para uso no tratamento de leucemia mieloide crônica, em pacientes com 

resistência e/ou intolerância a dois ou mais inibidores de tirosina quinase (SECA; 

PINTO, 2018). 

 Tendo em vista que as espécies vegetais são utilizadas como tratamento 

alternativo de câncer, e que propriedades antitumorais foram relatadas para mais de três 
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mil espécies mundialmente, vê-se a necessidade de estudo de novas espécies vegetais 

que possam ser utilizadas nos estudos de novos medicamentos para o tratamento 

anticâncer (SECA; PINTO, 2018). A partir desse conhecimento, será abordado de modo 

mais aprofundado o câncer de mama. 

 

3.4 CÂNCER DE MAMA 

3.4.1 Epidemiologia 

Atualmente, o câncer é o principal problema de saúde mundial, apresentando 

aumento da incidência e mortalidade em âmbito global, fato associado ao 

envelhecimento e crescimento populacional assim como à mudança na distribuição e 

prevalência dos fatores de risco associados ao câncer, em especial aqueles ligados ao 

desenvolvimento econômico (CHOUDHARI et al., 2020; FIDLER et al., 2017). Nos 

países em desenvolvimento pode ser observada transição nos principais tipos de câncer, 

havendo declínio de casos de câncer ligados à infecção e aumento daqueles ligados à 

melhoria de condição socioeconômica, com incorporação de hábitos da vida urbanizada 

como sedentarismo e alimentação inadequada (INCA, 2020a). 

De acordo com a estimativa mundial, em 2018 ocorreram 18 milhões de novos 

casos de câncer no mundo, com aproximadamente 9,6 milhões de óbitos 

(QUINTANILHA et al., 2019). O câncer de pulmão é o mais incidente mundialmente, 

seguido pelo câncer de mama, cada um com mais de dois milhões de casos (BRAY et 

al., 2018). No Brasil, a estimativa é de que ocorram 625 mil novos casos de câncer para 

cada ano do triênio 2020-2022. Em homens e mulheres, o tipo de câncer mais frequente 

será o câncer de pele não melanoma, sendo seguido pelo câncer de próstata em homens 

(29,2%) e câncer de mama em mulheres (29,7%). A região Sudeste concentra a maior 

porcentagem de incidência de câncer no Brasil, sendo seguida pelas regiões Nordeste e 

Sul (INCA, 2020a). 

Mundialmente, o câncer de mama é o mais incidente nas mulheres e o risco de 

desenvolver essa neoplasia maligna ao longo da vida da mulher tem aumentado de 

forma constante (INCA, 2019a; JASRA; ANAMPA, 2018). Em 2018 ocorreram 2,1 

milhões de casos, o que equivale a 11,6% de todos os cânceres estimados, e representa 

um risco estimado de 55,2/100 mil (INCA, 2020a; PATEL, 2019; ROJAS; STUCKEY, 

2016).  
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No Brasil, a estimativa é de 60 mil novos casos de câncer de mama no biênio 

2018-2019, com 18.296 óbitos por câncer de mama em 2019 (INSTITUTO 

NACIONAL DE CÂNCER, 2020; QUINTANILHA et al., 2019; SANTOS, 2018). Já 

para cada ano do triênio 2020-2022, estima-se a ocorrência de 66.280 novos casos de 

câncer de mama, o que corresponde a um risco estimado de 61,61 novos casos para cada 

100 mil mulheres (INCA, 2020a). 

Em geral, maior incidência de câncer de mama é documentada em países com 

maiores rendas (92 por 100.000 na América do Norte) e menor incidência em países de 

baixa renda (27 por 100.00 em países da África Central), o que pode estar ligado ao 

estilo de vida e história reprodutiva em países desenvolvidos. Tem havido aumento na 

incidência do câncer de mama ao longo do tempo, sendo que em 1980 houve 641.000 

casos, chegando a 2010 com 1,6 milhões de casos, e é esperado que em 2030 haja 

aproximadamente 3,2 milhões de casos por ano (WINTERS et al., 2017). 

No Brasil, a sobrevida em cinco anos era de 76,9% (75,5 - 78) para os anos 2005 

a 2009, caindo para 75,2% (73,9 - 76,5) no período de 2010 a 2014. Há fatores 

relacionados à dificuldade do acesso das mulheres aos métodos diagnósticos e 

conhecimento da doença, que resultam em chegada de paciente com câncer em estágio 

mais avançado, com piora do prognóstico (AKRAM et al., 2017; INCA, 2019a). 

Em países de alta renda, o câncer de mama é mais frequentemente diagnosticado 

na idade de aproximada de 64 anos, sendo menos de 5% dos casos detectados em 

mulheres jovens (< 40 anos) (FRANZOI et al., 2019; ROJAS; STUCKEY, 2016; 

WINTERS et al., 2017). Entretanto, na América Latina, 20% a 30% dos casos são 

diagnosticados em mulheres entre 20 a 44 anos (WINTERS et al., 2017), e no Brasil, o 

diagnóstico de câncer de mama se dá mais frequentemente entre 53 a 55 anos, sendo 

10.5% dos casos de câncer de mama diagnosticados em mulheres jovens (FRANZOI et 

al., 2019; ORLANDINI et al., 2021). 

A alta incidência de câncer de mama diagnosticada em jovens é importante, pois 

o diagnóstico e tratamento do câncer de mama é desafiador em pacientes dessa faixa 

etária, uma vez que a doença é principalmente diagnosticada em mulheres sintomáticas 

e a maioria das pacientes é diagnosticada com a doença em estágio avançado, com 

subtipos agressivos da doença sendo frequentes (ORLANDINI et al., 2021). Em uma 

análise do estudo AMAZONIA III, um registro prospectivo e multicêntrico do câncer de 

mama no Brasil de 2016 a 2018, Franzoi e colaboradores (2019) demonstraram que 

17% das pacientes diagnosticadas com a doença no estudo eram jovens (<40 anos). As 
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mulheres jovens foram usualmente diagnosticadas com câncer de mama mais agressivo 

e de pior prognóstico, com lesões histopatológicas localmente avançadas (T3, T4) e 

maior proporção de tumores triplo negativos em relação à doença em mulheres mais 

idosas. Nesta análise, também foi verificado o impacto socioeconômico do diagnóstico 

de câncer de mama em mulheres jovens, pois estas, com maior frequência que as mais 

idosas, possuem emprego, maior nível de escolaridade e são casadas (FRANZOI et al., 

2019). 

 

3.4.2 Fisiopatologia 

A mama é uma glândula cutânea exócrina modificada fixada na parede. Ela é 

composta por pele e tecido subcutâneo, parênquima da mama (lobos e ductos) e estroma 

de sustentação, composto por tecido adiposo e conjuntivo suprido por uma rede de 

nervos, vasos sanguíneos, linfáticos e ligamentos. Os lobos são as glândulas produtoras 

de leite e se subdividem em lóbulos, e os ductos são pequenos tubos que transportam o 

leite dos lobos ao mamilo (AKRAM et al., 2017; JESINGER, 2014). 

 

 

Figura 1. Estrtutura anatômica da mama feminina humana. Fonte: Adapatado de (AMERICAN 
CANCER SOCIETY, 2019a). 

  

Câncer é o termo genérico usado para se referir a um conjunto heterogêneo de 

doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células, e surge a partir de 

mutações genéticas. Essas mutações podem ocorrer em genes chamados 

protooncogenes, que são inativos em células normais. Porém, quando ativados, eles se 

transformam em oncogenes, responsáveis pela malignização celular. A divisão celular 

se dá de forma rápida, resultando em células agressivas e incontroláveis, que tendem a 
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invadir tecidos adjacentes e outros órgãos (metástase), com formação de tumor. 

Carcinogênese ou oncogênese é o nome que se dá ao processo de formação do câncer 

que, de maneira geral, ocorre lentamente, sendo compreendido pelos estágios de 

iniciação, promoção e progressão (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; INCA, 

2019b). 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais comum em mulheres mundialmente, 

havendo diferentes tipos de câncer de mama. Alguns tipos apresentam crescimento 

acelerado, enquanto outros crescem lentamente, e isso se deve às características próprias 

de cada tumor. O câncer de mama também acomete homens, porém, esses casos 

representam apenas 1% dos casos da doença (INCA, 2020b). 

O tipo histológico mais comum do câncer de mama é o carcinoma de células 

epiteliais, que se divide em lesões in situ e invasoras. Carcinoma não invasivo é o 

câncer que não se estende além dos lobos ou ductos de onde está situado. Exemplos 

desse tipo de câncer são o carcinoma ductal não invasivo e o carcinoma lobular não 

invasivo, em que células cancerígenas se multiplicam nos ductos ou lóbulos mamários, 

respectivamente, mas não se estendem para outros tecidos. Porém, carcinoma in situ 

pode se transformar em invasivo. O carcinoma de mama invasivo ocorre quando células 

malignas invadem tecidos adjacentes ao do ducto ou lóbulo mamário. As células 

tumorais podem alcançar diferentes partes do corpo através do sistema imune ou da 

circulação sistêmica e, quando se espalha para outros órgãos, é chamado de metastático, 

atingindo principalmente o cérebro, ossos, pulmão e fígado. Há diversos tipos de câncer 

de mama invasivo: carcinoma lobular invasivo, ductal invasivo, medular, mucinoso, 

tubular, câncer de mama inflamatório, doença da mama de Piaget, triplo negativo, entre 

outros. O mais frequente dentre estes é o carcinoma ductal invasivo (50-75% dos 

pacientes), seguido do carcinoma lobular invasivo (5-15% dos pacientes) (AKRAM et 

al., 2017; INCA, 2020a; WATKINS, 2019).O American Joint Committee on Cancer 

(AJCC), criou em 1959 um Manual de Estadiamento do Tumor, que faz uso do sistema 

de estadiamento tumor-nódulo-metástase (TNM), uma ferramenta para auxiliar médicos 

a definir o prognóstico do paciente com acurácia. No sistema TNM, a extensão da 

doença é classificada de acordo com informações anatômicas como tamanho do tumor 

primário (T); presença, ausência, e extensão do acometimento do linfonodo (N); e 

presença ou ausência de metástases distantes (M). Na oitava edição do manual, ocorreu 

a incorporação de biomarcadores no estadiamento tumoral, que são: receptor de 

estrogênio, receptor de progesterona, receptor de fator de crescimento epidermal 2, e 
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também há avaliação do grau do câncer, que indica o quão parecidas são as células 

cancerígenas com as normais (AJCC, 2017; CHAVEZ‐MACGREGOR et al., 2017; 

GIULIANO; EDGE; HORTOBAGYI, 2018). 

O câncer de mama pode também ser classificado com base no perfil molecular 

em quatro subtipos: luminal A: é o mais comum e é caracterizado por alta expressão de 

receptores de estrogênio (RE) e genes regulados por RE, e baixa expressão de genes 

associados à proliferação; luminal B: associado à baixa expressão de RE e alta 

expressão de genes associados à proliferação; receptores de fator de crescimento 

epidérmico 2 (HER 2) associado à amplificação ou alta expressão de genes ERBB2, e 

baixa expressão de genes do perfil luminal; e o subtipo basal like ,ou triplo negativo, o 

qual está associado à não expressão de RE, receptores de progesterona (RP) e HER2, e 

alta expressão de genes de proliferação (FRANZOI et al., 2019; GODOY-ORTIZ et al., 

2019; LIBSON; LIPPMAN, 2014). 

O receptor de estrogênio é encontrado em 70% de cânceres invasivos, sendo um 

receptor de hormônio esteroide e um fator de transcrição que, quando ativado por 

estrogênio, ativa vias de crescimento oncogênicas em células de câncer de mama. A 

expressão do receptor de hormônio esteroide progesterona, intimamente relacionado, 

também é um marcador de sinalização RE. O receptor do fator de crescimento 

epidérmico 2 (HER2), é um receptor transmembrana de tirosina quinase na família de 

receptor de fator de crescimento epidérmico, o qual é amplificado ou super expresso em 

aproximadamente 20% dos cânceres de mama (GODOY-ORTIZ et al., 2019; 

GOMBOS, 2019; WAKS; WINER, 2019). Tumores com amplificação ou super 

expressão do gene ERBB2, são HER2+. Já o câncer de mama triplo negativo acomete 

aproximadamente 15% dos pacientes com câncer de mama, ele é caracterizado pela 

ausência de expressão de alvos moleculares, apresentando alto risco de recidiva à 

distância nos primeiros três a cinco anos após o diagnóstico (WAKS; WINER, 2019). 

A escolha da melhor associação das terapias leva em consideração o 

estadiamento clínico anatômico e/ou patológico, o tipo histológico, a presença de 

receptores de estrogênio e progesterona, a alta expressão do HER2 no tumor e o estado 

de saúde do(a) paciente (INCA, 2019a). 
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3.4.3 Fatores de risco 

A maioria dos casos de câncer de mama está relacionada a fatores ambientais 

(ROJAS; STUCKEY, 2016). A exposição à radiação ionizante é um fator de risco 

ambiental, sendo o risco maior em mulheres jovens e diretamente proporcional à dose e 

à frequência de radiação recebida (INCA, 2019c; LAGE et al., 2020). Outro fator 

associado ao risco de câncer de mama é a hipertensão, sendo que mulheres hipertensas 

podem ter risco 15% maior de desenvolver o câncer (HAN et al., 2017). Fatores como 

sedentarismo, sobrepeso e obesidade pós-menopausa, e tabagismo também estão 

relacionados ao risco de câncer de mama (JERÔNIMO; FREITAS; WELLER, 2017). 

A idade é um dos principais fatores de risco, e mulheres que histórico familiar de 

carcinoma mamário tem de duas a quatro vezes mais chances de desenvolver a doença 

(AKRAM et al., 2017).  

Uma vez que a mama é sensível aos níveis de estrogênio no organismo, então 

fatores relacionados a alterações hormonais da mulher, como menarca precoce (em 

torno de 11 anos), menopausa tardia (aos 55 anos ou mais), conceber o primeiro filho 

depois dos 30 anos ou nuliparidade, curta duração de amamentação e uso de 

contraceptivos orais, também estão relacionados à elevação do risco de desenvolver a 

doença. O consumo de álcool é outro fator ambiental, que pode elevar os níveis de 

hormônios relacionados a estrogênio, e podem ativar a cascata de sinalização de 

receptores de estrogênio (AKRAM et al., 2017; SUN et al., 2017; WINTERS et al., 

2017). 

Já os fatores de risco de origem genética são: mutação em BRCA 1e BRCA 2  

(do inglês, Breast Cancer Susceptibility Gene 1 e 2), que são genes responsáveis por 

codificar proteínas de supressão tumoral, essenciais para controle e inibição de 

crescimento celular. Mutações nesses genes podem causar câncer de mama ou em 

outros órgãos como ovários, pâncreas e próstata. Aproximadamente 5-10% de todos os 

casos de câncer de mama são causados por mutações nesses genes e, pessoas que 

possuem variantes patogênicas do gene BRCA tem risco de 40% a 80% de desenvolver 

câncer de mama durante a vida, sendo essas variantes importantes preditores dessa 

malignidade (SIMOES CORREA-GALENDI et al., 2021; SUN et al., 2017). 

Países como os Estados Unidos, oferecem testes genéticos à população com 

risco de possuírem mutação nos genes BRCA, como mulheres com história familiar de 

mutações no gene BRCA 1 e/ou BRCA 2, câncer de mama em pacientes jovens, 2 ou 

mais cânceres de mama primários, linhagem de judeus Ashkenazi (VALENCIA et al., 
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2017). Mulheres sem câncer de mama que apresentarem mutação nesses genes podem 

serem incluídas nas estratégias de redução de risco da doença, como aumento da 

vigilância, quimioprevenção e intervenções cirúrgicas (mastectomia ou salpingo-

ooforectomia) (MANCHANDA et al., 2020). No Brasil, no âmbito do SUS, o teste 

genético é oferecido somente no contexto de pesquisa científica. Porém, diferentes 

estudos têm mostrado que a aplicação do teste genético poderia ser considerada de 

custo-benefício para a economia brasileira, além de poder incrementar o ano de vida 

ajustado pela qualidade (QALY, do inglês quality-adjusted life-year) para a população 

de risco de ter essas mutações genéticas (MANCHANDA et al., 2020; SIMOES 

CORREA-GALENDI et al., 2021). 

HER2, também conhecido como c-erbB-2, é um proto-oncogene importante no 

câncer de mama. Alterações desse proto-oncogene têm sido relacionadas a 

carcinogênese  e prognóstico do câncer de mama, sendo que a superexpressão de HER2 

é detectada em cerca de 20% de câncer de mama primário e tal proto-oncogene se 

encontra em níveis mais elevados em mulheres na premenopausa e em pacientes com 

câncer de mama receptor de estrogênio negativo (RE-). A superexpressão desse gene 

aumenta o número de células-tronco neoplásicas e indica resultados clínicos não 

favoráveis, estando a alteração em HER2 possivelmente ligada ao desenvolvimento e 

progressão do câncer de mama (ESCÓRCIO-DOURADO et al., 2020; SUN et al., 

2017). O receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglês Epidermal 

Growth Factor Receptor), também conhecido como HER1 em humanos é uma 

glicoproteína da família da tirosina quinase está ligada à proliferação celular e proteção 

contra apoptose. Ela se encontra superexpressa em mais de 30% dos casos de câncer 

inflamatório, e também no câncer de mama triplo-negativo (SUN et al., 2017). 

 

3.4.4 Diagnóstico 

 Estratégias do controle de câncer no Brasil vêm sendo implementadas visando à 

prevenção primária, detecção precoce, tratamento, reabilitação e cuidados paliativos. As 

estratégias de detecção precoce envolvem ações de rastreamento e diagnóstico precoce, 

e têm em vista o diagnóstico do câncer de mama em sua fase inicial, resultando em 

melhor prognóstico e menor morbidade para o paciente (INCA, 2015).  

Diretrizes internacionais têm recomendações diversas a respeito do rastreamento 

do câncer de mama. A American College of Radiology recomenda realização de 

mamografia anual, em mulheres com risco moderado de câncer de mama, a partir de 40 
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anos de idade e enquanto a mulher estiver saudável (MONTICCIOLO et al., 2017). 

Para mulheres com alto risco de desenvolverem a doença, como mulheres negras, 

descendentes de judias de Ashkenazi, com fatores de risco genéticos, entre outros 

fatores, a avaliação deve de modo geral ser feita em média a partir de 30 anos fazendo-

se uso de mamografia e ressonância magnética (MRI) anualmente (MONTICCIOLO et 

al., 2018). A American Cancer Society preconiza que mulheres de risco moderado da 

doença, dos 45-54 anos devem fazer mamografia anualmente, e de dois em dois anos a 

partir dos 55 anos, enquanto estiver saudável e expectativa de viver por mais 10 anos, 

não sendo recomendado o exame clínico da mama. Mulheres com alto risco devem 

fazer mamografia e MRI anualmente, a partir dos 30 anos (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2020a). Já segundo U.S. Preventive Force a mamografia deve ser oferecida 

a mulheres de risco moderado a cada dois anos, com idade de 50 a 74 anos. Esta diretriz 

afirma que não há evidência suficiente para avaliar os benefícios e malefícios do uso de 

mamografia digital com tomossíntese 3D, ultrassonografia e MRI (SIU, 2016). 

No Brasil, segundo as diretrizes para detecção precoce para o câncer de mama 

do Ministério da Saúde (INCA, 2015; MIGOWSKI et al., 2018a), o rastreamento do 

câncer de mama em mulheres de risco moderado deve ser feito com realização da 

mamografia em mulheres de 50 a 69 anos, de modo bienal. Recomendação contra o 

autoexame de mamas, ressonância magnética, ultrassonografia, termografia e 

tomossíntese é feita, pois, de acordo com as diretrizes, ainda não há evidências 

suficientes para avaliar se o rastreamento do câncer de mama utilizando esses métodos 

pode trazer algum benefício, e se os possíveis benefícios superam os danos associados a 

tais danos. Não há recomendação contrária ou favorável ao exame clínico de mamas, 

havendo incerteza entre os possíveis benefícios e malefícios do procedimento (ARN 

MIGOWSKI, 2017). Segundo as diretrizes brasileiras, o dano mais comum de 

rastreamento mamográfico é o resultado falso-positivo, e os danos mais graves, o 

sobrediagnóstico e sobretratamento, sendo a proporção de resultados falso-positivo 

maior em mulheres mais jovens. Afirmam também que o maior benefício de 

rastreamento por mamografia ocorre em mulheres na faixa de 60-69 anos e o menor, na 

faixa de 40-49 anos. Já o rastreamento por exame clínico das mamas não possui 

evidencias em suficiente quanto à eficácia dessa prática na redução da mortalidade 

(MIGOWSKI et al., 2018b). 

O diagnóstico precoce deve ser implementado através de estratégias de 

conscientização, promovendo o reconhecimento de sinais de alerta nas mamas; a 
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identificação de sinais e sintomas suspeitos como presença de nódulos mamários, 

descarga papilar sanguinolenta, retração na pele da mama, mudança no formato do 

mamilo, entre outros sinais do câncer de mama já citados. Também é recomendado que 

o diagnóstico precoce seja feito em um único serviço de saúde (MIGOWSKI et al., 

2018b).  

Após a realização do rastreamento e diagnóstico precoce, é necessária a 

confirmação do diagnóstico de câncer de mama. A biópsia é considerada o exame 

padrão ouro para diagnóstico do câncer, sendo constituída da remoção de pequena 

quantidade de tecido para avaliação anatomopatológica da presença de câncer 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). 

 

3.4.5 Tratamento 

 

3.4.5.1 Tratamento local 

O principal objetivo do tratamento de câncer, em casos não metastáticos, é a 

erradicação do tumor da mama e dos linfonodos axilares, prevenindo a ocorrência de 

metástase. Para cânceres metastáticos, o objetivo é prolongar o tempo de vida e paliação 

dos sintomas, sendo que atualmente o câncer a nível metastático permanece incurável 

em praticamente todos os pacientes com essa condição (WAKS; WINER, 2019). 

A terapia local o tratamento de câncer de mama tem como uma das 

possibilidades a intervenção cirúrgica. As abordagens padrão da cirurgia são 

mastectomia total, com retirada total da mama; ou cirurgia com conservação da mama, 

baseada na remoção completa do câncer com as margens cirúrgicas adequadas, 

enquanto preserva a aparência e forma naturais da mama. No procedimento cirúrgico, 

pode-se verificar a presença ou não de células tumorais nos linfonodos axilares através 

da dissecção dos linfonodos axilares ou biópsia de linfonodo sentinela (HARBECK; 

GNANT, 2017; LIBSON; LIPPMAN, 2014; WAKS; WINER, 2019). 

Outra forma de tratamento local é a radioterapia, utilizada para destruir células 

tumorais. Esta consiste de radiação ionizante, que tem energia suficiente para danificar 

o material genético celular, bloqueando a capacidade celular de se dividir e proliferar. 

(BASKAR et al., 2012). Na radioterapia, regimes de tratamento fracionado foram 

estabelecidos, o que permite que células normais danificadas se recuperem antes de 

outra dose de radiação ser administrada. A radiação fracionada também aumenta o dano 

às células tumorais, podendo reoxigenar as células tumorais e redistribuir seus ciclos 
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celulares para fases em que as células estão mais sensíveis. Os efeitos terapêuticos de 

radiação ionizante são tradicionalmente associados à quebra de fitas duplas de DNA, 

que é o tipo de dano mais letal às células tumorais. O dano ao DNA induz a ativação de 

p53, fator de transcrição que age principalmente como supressor tumoral. A Ativação de 

p53 eleva a expressão de genes que induzem parada do ciclo celular, apoptose, 

autofagia ou senescência celular (LEE et al., 2017). A radiação também leva à geração 

de espécies reativas de oxigênio que, em excesso, podem levar à peroxidação lipídica, 

quebra da fita de DNA e alterações de base, que resultam no dano ao DNA (FISCHER; 

SEO; EFFERTH, 2018). As células saudáveis também podem sofrer os efeitos 

deletérios da radiação, o que pode gerar produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs), com subsequente dano ao DNA. Uma das 

estratégias utilizadas para superar esses efeitos é o uso de agentes citoprotetores, como a 

amifostina. Porém, o uso de radioprotetores na clíninca médica é pouco 

utilizado(FISCHER; SEO; EFFERTH, 2018; SMITH et al., 2017). 

 

3.4.5.2 Tratamento sistêmico 

 O tratamento sistêmico poderá ser pré-operatório (neoadjuvante), pós-operatório 

(adjuvante), ou ambos. Para cânceres metastáticos, os objetivos são prolongar o tempo 

de vida e paliação dos sintomas, sendo que atualmente o câncer a nível metastático 

permanece incurável em praticamente todos os pacientes com essa condição (WAKS; 

WINER, 2019). 

 Os taxanos, como paclitaxel e docetaxel, são medicamentos empregados na 

terapia do câncer de mama em estágio inicial e avançado. Essa classe age por meio da 

ligação à β-tubulina, estabilizando microtúbulos e impedindo sua despolimerização, 

levando ao processo de apoptose. Paclitaxel é um produto natural derivado das folhas de 

Taxus brevifolia, sendo docetaxel considerado um taxano de segunda geração 

(CHOUDHARI et al., 2020; MURRAY et al., 2012). 

Medicamentos pertencentes à classe das platinas também são utilizadas no 

tratamento quimioterápico de câncer de mama. Cisplatina foi o primeiro medicamento 

dessa classe a ser aprovada para uso em 1978, sendo posteriormente aprovadas a 

carboplatina e a oxaliplatina. O mecanismo de ação dessa classe de medicamentos 

ocorre pela ligação de tais moléculas com o DNA, com a formação de adutos. A 

formação de adutos acarreta na interrupção do processo replicação e transcrição do 

DNA, dando início à apoptose (ROSSI; DI MAIO, 2016). 
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As antraciclinas são antibióticos antitumorais. Elas são classicamente conhecidas 

por sua ação inibitória sobre DNA girase, topoisomerase II A, impedindo que essa 

proteína religue as fitas de DNA. Esse processo resultará na quebra da fita de DNA, 

com inibição de replicação e transcrição, e consequente apoptose. Além disso, elas 

podem gerar espécies reativas de oxigênio, o que pode levar ao dano no DNA e 

peroxidação lipídica, estando tal mecanismo relacionado à cardiotixicidade induzida por 

essa classe de antitumorais. Dentre as antraciclinas usadas no tratamento de câncer de 

mama, tem-se doxorrubicina e epirrubicina (CARVALHO et al., 2009; JASRA; 

ANAMPA, 2018). 

 

3.4.5.3 Hormonioterapia 

Inibidores de aromatase e moduladores seletivos de receptor de estrogênio 

(SERMs, do inglês, selective estrogen receptor modulators), podem ser utilizados no 

tratamento de câncer de mama positivo para receptor de estrogênio e/ou progesterona 

(CAFFA et al., 2021; PATEL; BIHANI, 2018). Os SERMs são utilizados em mulher na 

pré-menopausa, e é recomendado seu uso por cinco anos, com utilização posterior de 

inibidor de aromatase. Já os inibidores da aromatase são prescritos a pacientes que 

passaram pela menopausa de forma natural ou induzida (WATKINS, 2019). 

Tamoxifeno inibe competitivamente a ligação de estrogênio ao seu receptor, e é 

utilizado na prevenção do câncer de mama em pacientes de alto risco, assim como no 

tratamento do câncer de mama. O tratamento com esse medicamento por cinco anos 

reduz recorrência de câncer de mama em 40%, com redução da mortalidade em um 

terço (LIBSON; LIPPMAN, 2014; PEDDI, 2018). 

Outra classe de medicamentos utilizada na terapia endócrina são os inibidores de 

aromatase. A enzima aromatase é responsável pela síntese de estrogênio a partir de 

precursores esterodais, em tecidos periféricos, como gordura, músculos, fígado e tecido 

mamário. Uma vez que a maior fonte de estrógenos em mulheres na pós-menopausa é a 

aromatização periférica de andrógenos, catalisada pela enzima aromatase, os inibidores 

dessa enzima irão decrescer a produção de estrogênio nessas mulheres. Exemplos de 

medicamentos pertencentes a essa classe são exemestano, letrozol e anastrozol. A 

terapia com tamoxifeno por cinco anos, seguida pelo tratamento com inibidor de 

aromatase ou, terapia com tamoxifeno por dois ou três anos com posterior uso de 

inibidor de aromatase, até o quinto ano de tratamento, tem se mostrado mais eficiente do 
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que uso somente de tamoxifeno (LIBSON; LIPPMAN, 2014; PATEL, 2019; YANG et 

al., 2013). 

A resistência endócrina é o maior desafio na terapia hormonal, com diferentes 

mecanismos envolvidos no escape de células tumorais do bloqueio de receptores de 

estrogênio. Alguns desses mecanismos são mediados através das vias fosfatidilinositol 3 

quinase/proteína quinase B/ alvo da rapamicina em mamíferos (PI3K/AKT/mTOR) 

(LIBSON; LIPPMAN, 2014). A ativação da via PI3K/AKT está associada ao 

crescimento tumoral, progressão do ciclo celular e inibição da apoptose através da 

regulação negativa de genes supressores tumorais como FOXO3 e CDKN1B (LIU et 

al., 2021a; OZATES et al., 2021). Estudos que visam inibir a via PI3K/AKT/mTOR 

têm sido conduzidos. O estudo de Zhu e colaboradores (2019) demonstrou que a 

utilização de tamoxifeno em conjunto com rapamicina, um inibidor de mTORC1, 

resultou em aumento significativo da apoptose de células tumorais MCF7 e ZR751 e 

inibição significativa do crescimento tumoral in vivo, quando comparado ao controle. 

Também foi verificado neste estudo que a rapamicina aumenta a sensibilidade de 

células tumorais ER+ ao tamoxifeno. Já o estudo conduzido por Ozates e colaboradores 

(2021) mostrou que rapamicina e AZD3463 (agente antitumoral que inibe a atividade da 

via PI3K/AKT, sendo um potencial inibidor de ALK/ IGF1R), foram utilizados na 

avaliação de sua ação frente células tumorais MCF7, em tratamento conjunto (AZD-

RAPA) e separados. O estudo demonstrou que tratamento com rapamicina e AZD3463 

reduziu de forma significativa a sobrevivência de células tumorais testadas, com 

indução da autofagia da linhagem celular. A substância AZD3463 e AZD-RAPA 

apresentaram efeito citostático e induziram à apoptose as células tumorais testadas 

(OZATES et al., 2021). 

 

3.4.5.4 Terapia alvo 

 

3.4.5.4.1 Câncer de mama HER2+ 

Um possível alvo terapêutico para o tratamento de câncer são os receptores da 

família HER. Há quatro membros pertencentes à família HER: receptor de fator de 

crescimento epidermal (EGFR, também conhecido como ERBB1/HER1), 

HER2/Neu/ERBB2, HER3/ERRB3 e HER4/ERBB4. Os receptores HER pertencem à 

família de receptores tirosina quinase, que são proteínas transmembrana que agem 

fosforilando substratos de proteínas na porção tirosina, levando a alterações em sua 
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capacidade de sinalização. No câncer de mama, HER2 está superexpresso em 20 a 30% 

dos casos, o que se relaciona a tumores mais agressivos e com prognóstico mais pobre 

(OCANA; PANDIELLA, 2012). A superexpressão de HER2 permite crescimento, 

sobrevivência e diferenciação celulares através da cascata de sinalização por diferentes 

vias, levando ao crescimento e proliferação celular mais rapidamente (ASIF et al., 

2016). 

 Um medicamento que é indicado para pacientes com câncer de mama 

metastático que apresentam tumores com superexpressão de HER2 é o trastuzumabe, 

um anticorpo monoclonal recombinante humanizado. Vários mecanismos têm sido 

propostos para sua atividade antitumoral, porém, o mecanismo de ação exato permanece 

desconhecido. Acredita-se que a ação extracelular do trastuzumabe ocorra por meio da 

citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos, em que o a região do 

fragmento cristalizável (Fc) de células imunes reconhecem a porção Fc do trastuzumabe 

em células cancerígenas e atacam tais células, resultando em sua destruição (NAMI; 

MAADI; WANG, 2018). 

 Outra classe medicamentosa utilizada no tratamento de câncer de mama HER2+ 

são os inibidores de tirosina quinase. Lapatinibe e neratinibe são inibidores de tirosina 

quinase de EGFR e HER2 reversível, que se ligam ao sítio de ligação de adenosina 

trifosfato (ATP) do domínio intracelular do receptor, levando à inibição do crescimento 

das células tumorais (ROSKOSKI, 2019). 

As quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4 e CDK6) também são alvo para 

a terapia do câncer de mama. A progressão das células pelo ciclo celular é em grande 

parte dirigido pelas proteínas ciclinas e suas quinases, as quinases depentendes de 

ciclina (CDKs). As CDK4 e CDK6 atuam na transição celular da fase G1 para a fase S, 

tais quinases irão atuar na fosforilação e consequente inativação da proteína supressora 

tumoral retinoblastoma. A inibição de CDK4/6 levará à ativação da proteína 

retinoblastoma, com consequente parada da divisão celular. Palbociclibe, ribociclibe e 

abemaciclibe são medicamentos pertencentes a essa classe utilizados para tratamento de 

câncer de mama (GOEL et al., 2018; PEDDI, 2018). 

 

3.4.5.4.2 Câncer de mama BRCA 

 A terapia pode ser direcionada para pacientes com câncer de mama que possuam 

mutação genética nos genes BRCA. 
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 A polimerase poli-ADP-ribose é uma família de proteínas que está envolvida em 

processos como regulação de transcrição, controle da divisão celular e manutenção da 

telomerase. A inibição dessa polimerase pode levar ao bloqueio do reparo das quebras 

de fita simples do DNA. As mutações do gene BRCA podem ter como consequência a 

perda de função no reparo de fitas duplas do DNA. Deste modo, os inibidores de 

polimerase poli-ADP-ribose podem ser utilizados em pacientes com mutação no gene 

BRCA, com bloqueio do reparo das quebras de fita simples de DNA e de danos ao 

DNA de fita dupla, causando falha no reparo de DNA e, consequente, morte das células 

tumorais (LIU et al., 2021b). Olaparibe e talazoparibe são medicamentos dessa classe 

aprovados para o tratamento de pacientes com câncer de mama avançado HER2 

negativo, com mutação no gene BRCA1/2 e que já foram tratadas com quimioterapia 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020b). 

 

3.4.5.4.3 Câncer triplo negativo 

 Nos estágios iniciais do câncer, quando ainda não há metástase, a cirurgia de 

conservação da mama ou mastectomia são indicadas, seguida de radioterapia, no caso 

de células tumorais nos linfonodos. A quimioterapia é o tratamento sistêmico de 

primeira escolha para esses pacientes. 

 Em pacientes com metástase, diferentes medicamentos podem ser usados, como 

taxanos, antraciclinas, capecitabina, dentre outros. Em mulheres com mutação no gene 

BRCA, e que não respondem a medicamentos quimioterápicos comuns, medicamentos 

da classe das platinas (cisplatina, carboplatina) ou os inibidores de polimerase poli-

ADP-ribose (olaparibe, talazoparibe) podem ser considerados (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2020c; MCCANN; HURVITZ, 2021). Pacientes com câncer de mama triplo 

negativo metastático que expressem a proteína PD-1 podem ser tratados com 

atezolizumabe, um medicamento aprovado pela ANVISA que atua no bloqueio da 

proteína 1 de morte celular programada (PD-1). A PD-1 e seus ligantes (PD-L1 e PD-

L2) são expressos em diferentes tipos celulares e podem controlar a ativação de 

linfócitos T células chave na ação protetora do sistema imunológico.  Tal proteína faz o 

bloqueio da ativação de linfócitos T, atuando no crescimento tumoral, e a 

superexpressão de PD-L1 pode induzir à “exaustão” dos linfócitos T, um importante 

mecanismo de escape imunológico em tumores (LIU et al., 2021b; TEIXEIRA et al., 

2019a). 
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Deste modo, devido à possibilidade de espécies vegetais serem utilizadas como 

adjuvantes no tratamento antitumoral, e devido à escassez de dados na literatura a 

respeito de propriedades biológicas de E. ovata, a pesquisa de tais propriedades de 

Eschweilera ovata (Cambess.) Mart. ex Miers se torna importante para nosso grupo de 

estudo. Portanto, neste estudo foram avaliados o conteúdo fenólico total, a atividade 

antioxidante, a toxicidade aguda, citotoxicidade, e, por fim, a quantificação do conteúdo 

de carbono (C), hidrogênio (H), nitrogênio (N) e enxofre (S) pelo analisador elementar 

CHNS/O do extrato liofilizado obtido das sementes de E. ovata. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL VEGETAL 

 As sementes de Eschweilera ovata (Cambess.) Mart. ex Miers. foram adquiridas 

no mercado Oriental Central Comércio Ltda. (Cadastro Nacional da Pessoa Jurídica – 

CNPJ -  83.649.269/0001-20), no município de Belém, Pará, Brasil. 

 

4.2 PREPARO DO EXTRATO 

 As sementes (15 g) foram extraídas com 500 mL de etanol 70% por 72 h e 

mantidas ao abrigo da luz. Posteriormente, o extrato foi filtrado, evaporado sob baixa 

pressão (Rotavapor® R-210, Buchi, Suíça) e liofilizado (ALPHA 1–4 LD plus, Christ, 

Germany) sob pressão de 1,8mbar e temperatura de -13°C. O rendimento final foi de 

6%. 

 

4.3 CONTEÚDO FENÓLICO TOTAL 

 O conteúdo fenólico total (CFT) foi determinado utilizando-se o método Folin–

Ciocalteu. Foram adicionados 50 μL de extrato dissolvido em etanol (10 mg/mL), 250 

μL de reagente Folin–Ciocalteu, 500 μL de carbonato de sódio a 20%, e 4,2 mL de água 

destilada. A reação se deu em temperatura ambiente, no escuro, por 30 min. A 

absorvância foi lida em espectrofotômetro com leitor de microplaca em comprimento de 

onda fixo de 765 nm. O ácido gálico (AG; Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como 

padrão de referência e a curva padrão foi construída a partir de suas soluções etanólicas 

nas concentrações de 25 a 700 μg/mL para determinar o conteúdo fenólico do extrato 

obtido das sementes de E. ovata. Os ensaios foram realizados em triplicata e os 

resultados expressos em miligramas de AG equivalentes (AGE) por grama do extrato 

seco. 

 

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 A atividade antioxidante in vitro foi avaliada pelo método espectrofotométrico de 

redução do radical livre e estável DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), descrito por Sreejayan e 
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Rao (1996) com algumas modificações. Para a realização do ensaio foi preparada uma solução 

de DPPH a 50 μM pela pesagem de 100 μg de DPPH solubilizado em 50 mL de etanol absoluto. 

Quanto ao preparo da amostra, o extrato seco obtido das sementes de E. ovata foi 

pesado e solubilizado em etanol para análise, obtendo-se a concentração de 1.000 

μg/mL. A partir dessa, foram realizadas diluições seriadas, tendo o etanol absoluto 

como diluente. Em microplaca de 96 poços, 150 μL de DPPH foram adicionados a uma 

alíquota de 50 μL das soluções previamente preparadas, resultando em solução final da 

faixa de concentrações-teste de 0,97 a 250 μg/mL. O controle negativo da amostra foi 

preparado para cada concentração, sendo 150 μL de etanol absoluto adicionado à 50 μL 

da solução teste. Resveratrol (Sigma-Aldrich, EUA) foi o padrão utilizado no ensaio, 

tendo sido preparado do mesmo modo que a amostra, nas mesmas concentrações. 

A mistura reacional foi então mantida durante 30 min ao abrigo da luz e à 

temperatura ambiente. Então, a absorvância foi medida em espectrofotômetro 

(Multiskan GO, Datamed, EUA) a 510 nm contra o controle negativo (etanol). Após a 

leitura da absorvância das amostras, foi calculada a inibição do radical DPPH utilizando 

a Equação 1: 

 

CI50 (%) = 100 x (A0 - As) / A0 (Eq. 1) 

 

sendo A0 a absorção de controle negativo, e As a absorção da amostra de teste. 

 

Este cálculo foi utilizado para todas as concentrações da amostra e seus resultados 

foram plotados para construção de uma curva analítica de inibição versus concentração 

da amostra (µ/mL). O valor CI50 foi calculado a partir da equação do gráfico de 

dispersão linear elaborada com o auxílio do software GraphPad Prism 5, o qual 

representa a concentração de extrato que inibe 50% do radical DPPH. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. Os resultados encontrados foram submetidos ao teste t de 

Student para amostras independentes e o nível de significância considerado foi de 95% 

 

4.5 TOXICIDADE AGUDA 

 O ensaio de toxicidade aguda empregando o modelo de Artemia salina foi 

realizado de acordo com descrito por Meyer e colaboradores (1982), com modificações. 
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Os ovos encistados do microcrustáceo foram incubados em água marinha artificial 

preparada de acordo com Martins e colaboradores (2019), com pH=8-9, em temperatura 

ambiente. Após 48 h de incubação, os ovos eclodiram, e 10 unidades do microcrustáceo 

foram coletadas e colocadas em poços contendo o extrato das sementes de E. ovata 

dissolvido em solução de dimetilsufóxido (DMSO) 0,1%, e o volume foi completado 

até 50 mL utilizando água marinha artificial. O extrato foi testado na faixa de 

concentração de 10 a 1.000 μg/mL e o ensaio foi realizado em triplicata. O timol foi 

utilizado como fármaco de referência, na mesma faixa de concentração do extrato e, a 

solução de DMSO 0,1% foi usada como controle do solvente. Após 24 h, os 

microscrustáceos sobreviventes foram contados e a porcentagem de morte foi calculada. 

A concentração letal a 50% (CL50) representa a concentração do extrato que causou a 

morte de 50% dos organismos testados e foi calculada por análise Probit (FINNEY, 

1971). O teste t de Student de amostras independentes foi utilizado para avaliar 

diferenças significativas dos valores de CL50 entre os grupos de interesse. 

  

4.6 CITOTOXICIDADE 

 Para o estudo da viabilidade celular foram realizados ensaios em cultura de 

células empregando diferentes linhagens celulares, a saber: L929, de fibroblasto 

murinho saudável; MDA-MB-231 e MCF7, provenientes de carcinoma mamário 

humano; e 4T1, linhagem celular tumoral de glândula mamária murino. As células 

foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina (Sigma-

Aldrich, EUA), 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) e 10 mM de ácido 

[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanolsufônico)] (HEPES, Sigma-Aldrich, EUA) e 

mantidas em estufa sob atmosfera umidificada a 37 °C à 5% de dióxido de carbono 

(CO2) e pH=7,2. O ensaio foi realizado utilizando-se o método de brometo de [3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazólio] (MTT)(MOSMANN, 1983). 

 Inicialmente, placas de 96 poços foram plaqueadas com densidade de células de 

104 células por poço em 100 µL de meio. Após 24 h de incubação, o meio foi 

substituído pelos tratamentos. O ensaio foi realizado em quintuplicata, e em cada 

réplica, 100 µL do extrato de E. ovata solubilizado a 1% de etanol foi diluído no meio 

de cultura DMEM, com faixa de concentração variando de 31,25 a 1.000 μg/mL. O 

controle do experimento foi realizado nas mesmas condições, porém sem os extratos. O 
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controle do solvente também foi preparado, pela adição de 1% de etanol em meio 

DMEM. Após a adição do tratamento, as placas foram incubadas novamente a 37 °C à 

5% CO2 por 48 h. Após esse período, o tratamento foi removido e os poços lavados com 

200 μL de tampão fosfato (PBS, do inglês Phosphate-buffered Saline) e aplicados 20 μL 

da solução de MTT, sendo as placas novamente incubadas por 3 h a 37 °C à 5% CO2. Os 

cristais de formazana foram solubilizados com 100 μL de DMSO. A absorvância foi 

medida em espectofotômetro com leitor de placa em comprimento de onda fixo de 540 

nm. 

 Os resultados foram expressos em porcentagem (%) da viabilidade celular, 

comparando o controle negativo com as células que receberam tratamento. A 

concentração inibitória a 50% (CI50) foi calculada, e tal valor expressa a concentração 

que reduz a viabilidade celular em 50%. O valor da CI50 foi calculado por meio de 

gráfico da mortalidade celular em função das concentrações de extrato, utilizando o 

software Microsoft Office Excel 2007. 

 

4.7 ANÁLISE ELEMENTAR CHNS 

 O conteúdo de carbono (C), hidrogênio (H), nitrogênio (N) e enxofre (S) foram 

quantificados pelo analisador elementar CHNS/O Analyser 2400 Series II (Perkin 

Elmer Sdn Bhd.: Selangor, Malasia) (MENDONÇA DE ASSIS et al., 2019). Fez-se  

uso de 2,3 mg de sementes de E. ovata no experimento. A amostra foi incinerada e os 

gases hélio e oxigênio foram utilizados como gás carreador e de ignição, 

respectivamente. As temperaturas das colunas de combustão e de redução foram de 975 

ºC e 500 ºC, respectivamente. As análises foram realizadas em duplicata e o padrão de 

referência utilizado foi Cistina N241-0324 (C = 29,99%, H = 5,03%, N = 11,67%, S = 

26,69%). O analisador elementar foi padronizado diariamente, e as leituras da amostra 

foram alternadas por leituras do branco (amostra sem analito). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CONTEÚDO FENÓLICO TOTAL 

 A partir do extrato hidroetanólico liofilizado das sementes de E. ovata, o 

conteúdo de compostos fenólicos foi de 349,1±28,5 mg de AGE/ g de extrato seco. Os 

compostos fenólicos são os metabólitos secundários mais frequentes e difundidos no 

reino vegetal, presentes em praticamente todos os órgãos da planta. Ainda, são 

classificados de acordo com sua estrutura química, possuindo diversas funções nas 

plantas (TANASE; COSARCĂ; MUNTEAN, 2019). 

 Diferentes espécies da família Lecythidaceae possuem compostos fenólicos em 

entre seus metabólitos secundários. No extrato aquoso de Couroupita guianensis foi 

detectada a presença de compostos fenólicos, com conteúdo fenólico total de 343 ± 0,8 

mg AGE/g do extrato, similar ao conteúdo fenólico encontrado no nosso estudo 

(SATHISHKUMAR et al., 2016). O extrato metanólico da casca de caule de 

Petersianthus macrocarpus também teve seu conteúdo fenólico total calculado, 

resultando em 142 mg AGE/g do extrato (ORABUEZE; ADESEGUN; COKER, 2016). 

No extrato etanólico das frutas de Careya arborea foi detectada presença de fenóis, e 

dentre estes, elevada concentração de ácido gálico (AS; S, 2019). Dentre os metabólitos 

de Bertholletia excelsa, foram identificados ácidos fenólicos, flavonoides e derivados, 

como ácido gálico, ácido elágico, catequina, quercetina e taxifolina (JOHN; SHAHIDI, 

2010). No gênero Eschweilera também foram detectados polifenóis no extrato 

metanólico das cascas de Eschweilera coriacea (YANG et al., 1998). 

Compostos fenólicos têm despertado interesse por conta de seus benefícios à 

saúde, por possuírem atividades anti-inflamatória, antibacteriana, antitumoral e 

antioxidante (WOJDYŁO et al., 2019). A presença de polifenóis também tem sido 

associada à atividade antioxidante de diferentes espécies da família Lecythidaceae, uma 

vez que eles são agentes redutores, sendo capazes de doar hidrogênio ou elétrons aos 

radicais livres (DEMOLINER et al., 2018; JOHN; SHAHIDI, 2010; ORABUEZE; 

ADESEGUN; COKER, 2016; SATHISHKUMAR et al., 2016). 
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5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 O método DPPH é um dos mais utilizados para se estimar o potencial 

antioxidante de compostos por sua simplicidade e rapidez. A capacidade antiradicalar 

do extrato de Eschweilera ovata foi comparada ao padrão de referência, resveratrol, 

uma molécula isolada a partir de uma fonte natural (Tabela 1). O resultado foi expresso 

como CI50, em que quanto maior a capacidade antioxidante da substância, menor será o 

valor de CI50. 

Tabela 1. Atividade antioxidante do extrato seco obtido das sementes de Eschweilera ovata 
(ESEO) e do padrão de referência. 

Amostras             CI50 (µg/mL) # 

ESEO 5,19 ± 0,36* 

Resveratrol 8,97 ± 0,42 

#Resultados expressos como média ± desvio padrão (n=3) * p<0,05 , realizado pelo teste t de 
Student 
 

 De acordo com Martins e colaboradores (2016), a atividade antioxidante é 

considerada ótima quando o valore de CI50 é inferior a 15 µg/mL. Desse modo, o extrato 

de E. ovata demonstrou ótima capacidade antioxidante, significativamente maior do que 

resveratrol, apesar de ser uma mistura de compostos, havendo estudos demonstrando 

que a capacidade antioxidante de um extrato vegetal pode estar relacionada ao seu 

conteúdo de compostos fenólicos (ANGELO; JORGE, 2007; DUAN et al., 2020; 

DUTRA, 2019).  

A avaliação de atividade antioxidante das sementes de E. ovata não havia sido 

previamente registrada, porém o extrato metanólico das folhas de E. ovata foi avaliada 

quanto a sua atividade antioxidante por Santana e colaboradores (2015) , os quais 

encontraram CE50=52,2 g de extrato seco/g DPPH (CE50 é a concentração efetiva da 

amostra necessária para reduzir a concentração inicial do radical DPPH em 50%) . 

No gênero Eschweilera foi analisado o extrato hidroetanólico 90% das folhas de 

Eschweilera nana e suas frações pelo método DPPH, apresentando valores de CI50 

próximos ao do resveratrol. O extrato etanólico apresentou CI50 de 10,87 µg/mL, a 

fração metanólica mostrou CI50 de 12,63 µg/mL. A partir da fração metanólica, 

subfrações foram obtidas, as quais apresentaram CI50 de 7,38 µg/mL e 17,06 µg/mL. Os 

flavonoides hiperosídeo e rutina foram identificados nas subfrações, sendo levantada a 
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hipótese de a atividade antioxidante estar ligada à presença de compostos fenólicos no 

extrato, assim como na fração metanólica e suas subfrações (OUTUKI et al., 2015). 

Diferentes espécies da família Lecythidaceae apresentaram atividade antioxidante 

quando avaliadas pelo método DPPH e apresentaram valores de CI50 para seus extratos 

superiores ao valor encontrado na espécie estudada, ou seja, com potencial antioxidante 

inferior ao de E. ovata. A atividade antioxidante do extrato liofilizado da fruta  de 

Phyllanthus emblica foi avaliada, obtendo-se CI50 de 28.9 µg/mL (ROSE et al., 2018). 

Diferentes extratos da folha de Careya arborea tiveram seu potencial antioxidante 

analisado, e o extrato etanólico mostrou melhor potencial antioxidante com CI50=78,10 

µg/mL, sendo detectada a presença dos compostos fenólicos no extrato, relacionando 

sua presença à atividade antioxidante encontrada (SHAILAJA D; BALAJI G; 

MADHAV R, 2019). O extrato metanólico obtido das cascas de caule de Petersianthus 

macrocarpus demonstrou CI50=50 µg/mL e foram detectados entre os metabólitos 

secundários, os compostos fenólicos e saponinas, que podem estar ligados ao potencial 

antioxidante do extrato (ORABUEZE; ADESEGUN; COKER, 2016).  

O acúmulo de espécies reativas no organismo pode culminar no estresse 

oxidativo. Elevados níveis de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem levar à 

degradação do DNA, proteínas e modificações em lipídios celulares. O estresse 

desempenha papel importante no envelhecimento e desenvolvimento de condições 

degenerativas e crônicas, tais como doenças neurodegenerativas, cardiovasculares, 

inflamação e câncer (IKUMAWOYI; AGBAJE; AWODELE, 2017; SIMIONI et al., 

2018). A superprodução de EROs/ERNs contribui para o início e desenvolvimento da 

carcinogênese por meio de eventos que ocorrem a nível celular e molecular como os 

danos ao DNA, que podem resultar em erros na replicação, parada da transcrição ou 

instabilidade genômica, podendo resultar em transformação de células saudáveis e 

células tumorais (MOLDOGAZIEVA; LUTSENKO; TERENTIEV, 2018; RUSSO et 

al., 2012). Portanto, a verificação de atividade antioxidante do extrato estudado é 

importante, pois auxilia no reestabelecimento do equilíbrio de oxi-redução do 

organismo. 

 

5.3 TOXICIDADE AGUDA FRENTE AO MICROCRUSTÁCEO Artemia salina 

 O extrato de E. ovata também foi avaliado quanto à sua toxicidade aguda frente 

ao microcrustáceo Artemia salina. Tal teste é amplamente utilizado, pois apresenta 



41 
 

baixo custo, é simples e rápido. O resultado obtido no ensaio para o extrato obtido das 

sementes de E. ovata se encontra na Tabela 2. De acordo com Ogbole e colaboradores 

(2017), valores de CL50 < 1000 µg/mL indicam que a atividade do extrato vegetal se dê 

pela presença de metabólitos secundários bioativos, sendo considerados tóxicos frente o 

microcrustáceo (MEYER et al., 1982). 

 
Tabela 2. Toxicidade aguda do extrato seco obtido das sementes de Eschweilera ovata (ESEO) 

frente microcrustáceo Artemia salina após 24 h de incubação. 

Amostras CL50 (µg/mL)# 

ESEO 203,41 ± 3,7* 

Timol 28,0 ± 2,5 

 #Resultados expressos como média ± desvio padrão (n=5) * p<0,05 analisado pelo teste t de 

Student 

 

 A investigação de toxicidade aguda frente Artemia salina tem sido pouco 

relatada em espécies da família Lecythidaceae. O extrato de diclorometano/metanol 

(1:1, v/v) obtido das sementes de Barringtonia pterocarpa evidenciou CL50 = 259 

µg/mL, com toxicidade próxima a presentada neste estudo. Porém, seu extrato aquoso 

não se mostrou tóxico frente ao microcrustáceo (CL50 > 1.000 µg/mL), assim como os 

extratos aquoso e orgânico da semente de Careya arborea (CANTRELL et al., 2003). 

Foi avaliado também o extrato metanólico das folhas de Lecythis pisonis, que mostrou 

toxicidade moderada, com CL50 = 665,7 µg/mL (BARRETO et al., 2020). Já o extrato 

metanólico obtido das folhas de Couroupita guianensis mostrou fraca atividade frente 

A. salina, eliminando 60% dos microcrustáceo na concentração de 6 mg/mL 

(BHUVANESWARI et al., 2014). 

Os bioensaios têm como vantagem o fato de detectarem qualquer composto aos 

quais os bioindicadores são sensíveis, e Artemia salina é amplamente utilizada como 

bioindicador de toxicidade, permitindo categorizar em níveis discretos de toxicidade 

qualquer substância (ÁLVAREZ-ALARCÓN et al., 2021; NTUNGWE N et al., 2020). 

Em geral, extratos vegetais que têm demonstrado toxicidade frente A. salina têm 

também apresentado boa performance como agentes antiproliferativos frente linhagens 

celulares tumorais, sendo classificados como potentes candidatos antitumorais, sendo 
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também indicador de potencial atividade inseticida e fungicida (ELSYANA; 

BINTANG; PRIOSOERYANTO, 2016; NTUNGWE N et al., 2020). 

Estudos têm demonstrado correlação positiva entre teste de A. salina e outros 

estudos de toxicidade. Parra e colaboradores (2001) avaliaram a toxicidade de 20 

extratos vegetais que possuem importantes propriedades farmacológicas, utilizando 

métodos in vitro e in vivo. Os resultados dos testes executados apresentaram correlação 

positiva (r=0,85, p<0,05), sugerindo que o bioensaio de A. salina seja útil na predição 

de toxicidade de extratos vegetais. Moshi e colaboradores (2014) estudaram a 

toxicidade do extrato etanólico de Crassocephalum vitellinum frente a. salina e 

toxicidade aguda em camundongos, com resultados similares. O extrato apresentou 

baixa toxicidade ao microcrustáceo e não foi tóxico aos camundongos, sendo que os 

animais sobreviveram por 28 dias do período de observação com concentração máxima 

de 5.000 mg/Kg. O extrato aquoso de soritesisdina, uma nova toxina proteica derivada 

da esponja marinha Spongosorites sp., também apresentou resultados de toxicidade 

similar em A. salina e em camundongos. O extrato exibiu alta toxicidade frente A. 

salina, com CL50 de 0,34 µg/mL em 48 h, e foi letal ao camundongo na concentração de 

5 ng/mL após injeção intracerebroventricular (SAKAI et al., 2019). Araújo e 

colaboradores (2011) estudaram a toxicidade e atividade antitumoral frente Sarcoma-

180 de lectina proveniente da casca de Crataeva tapia. A proteína estudada demonstrou 

ser tóxica frente A. salina (CL50 = 71,73 µg/mL), e reduziu significativamente (p<0,05), 

em camundongo albino suíço, o volume do tumor de Sarcoma 180 comparado ao grupo 

controle na concentração de 20 mg/Kg, reforçando assim a correlação entre toxicidade 

frente A. salina e atividade antitumoral em camundongos. 

 

5.4 CITOTOXICIDADE 

A linhagem celular de fibroblasto murino (L929) representou nesse estudo as 

células sadias, sendo utilizada para comparar a performance do extrato vegetal frente 

células saudáveis e células tumorais, indicando deste modo a seletividade do extrato. 

Neste contexto, o desejável seria que o extrato de interesse causasse mais dano às 

células tumorais do que às saudáveis (GRAIDIST; MARTLA; SUKPONDMA, 2015). 

O extrato das sementes de E. ovata reduziu de forma significativa a viabilidade 

celular de L929 nas concentrações de 62,5 µg/mL a 1.000 µg/mL (Figura 2). Porém, 

cabe ressaltar que os medicamentos antineoplásicos, de forma geral, não são seletivos 
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frente às células tumorais, sendo tóxicos em células tumorais e células saudáveis (DE 

CARVALHO et al., 2020). Pode-se também levar em conta o fato de trabalharmos 

neste estudo com o extrato bruto, havendo possibilidade de aumentar a seletividade do 

extrato estudado frente células tumorais pelo processo de fracionamento do mesmo 

(BRGLEZ MOJZER et al., 2016).  

Em relação às linhagens celulares tumorais, foi observada redução da viabilidade 

das três após tratamento com o extrato de E. ovata, como pode ser observada na Figura 

2. Para as células MDA-MB-231 e 4T1, o extrato foi significativamente citotóxico entre 

as concentrações 1.000 e 125 µg/mL. Já para as células MCF7, o extrato se apresentou 

citotóxico em todas as concentrações testas. As linhagens celulares MDA-MB-231 e 

MCF7 foram isoladas de tecido humano, porém, possuem características moleculares 

distintas. A linhagem celular MDA-MB-231 tem caraterísticas de tumores triplo-

negativos, e a linhagem MCF7 pode ser classificada como linhagem celular de 

carcinoma de mama luminal, pois é positivo para receptores de estrogênio e 

progesterona e negativo para receptor do fator de crescimento epitelial humano (HER-2) 

(DAI et al., 2017). O câncer de mama luminal está associado ao melhor prognóstico e 

pode ser tratado com terapia hormonal, já o carcinoma triplo-negativo continua sem 

tratamento específico (ADÉLAÏDE et al., 2007). As células 4T1 são originadas de 

tecido de murino e são caracterizadas pela habilidade de metástase para diferentes locais 

de maneira espontânea, podendo ser relacionado ao estágio IV de câncer de mama 

humano (LIU et al., 2019). Portanto, nossos resultados sugerem que o extrato estudado 

interfere na viabilidade celular de células tumorais de diferentes aspectos moleculares.  
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Figura 2. Citotoxicidade do extrato obtido das sementes de Eschweilera ovata em células L929, 
MDA-MB-231, MCF7 e 4T1 pelo ensaio MTT. *** p <0,001 em relação ao controle; MTT: 
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazólio] 

 

 Estudos da atividade antiproliferativa de diferentes espécies de Lecythidaceae 

frente linhagem celular de adenocarcinoma mamário MCF7 foram conduzidos, 

evidenciando que diferentes espécies dessa família são citotóxicas frente à linhagem 

celular testada. O extrato etanólico obtido das folhas de Careya sphaerica resultou em 

CI50 de 21.03±0.92 µg/mL, utilizando-se o método sulforrodamina B (SRB) 

(BURANRAT; KONSUE; WONGSUWAN, 2020). Já a espécie Barringtonia 

racemosa, quando o extrato metanólico de sua fruta foi avaliado, apresentou atividade 

antiproliferativa, com CI50 de 57,61 µg/mL (KUMAR et al., 2019). A síntese de 

nanopartículas de prata a partir do extrato das folhas de Couroupita guianensis 

apresentaram efeito citotóxico frente MCF-7 de modo dose-dependente, com CI50 de 20 

µL/mL, pelo método MTT (PREETHA et al., 2013). Diferindo dos resultados 

anteriores, o extrato metanólico da folha, tronco e casca de Barringtonia macrostachya 

não foram citotóxicas frente às células MCF-7 (NURHANAN et al., 2008). 
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Quanto ao gênero Eschweilera, o extrato etanólico de diferentes partes da 

espécie E. tenuifolia foi avaliado contra diferentes linhagens celulares cancerígenas, 

sendo observada potente e parcialmente seletiva toxicidade do extrato etanólico de suas 

folhas frente linhagem celular de adenocarcinoma do cólon humano (HT-29), 

apresentando citotoxicidade a 100 µg/mL. Essa espécie também apresentou inibição da 

atividade de proteases, importantes agentes no crescimento e na expansão tumorais 

(TAYLOR et al., 2006). 

Alguns constituintes com atividades farmacológicas têm sido identificados em 

espécies do gênero Eschweilera, dentre eles há compostos fenólicos, como flavonoides, 

triterpenos pentacíclicos, esteroides e saponinas (COSTA, 2003; OLIVEIRA et al., 

2012b). Estudos têm verificado o potencial antitumoral de diferentes constituintes 

presentes nesse gênero. Os flavonoides possuem potencial atividade tumoral, agindo por 

diferentes mecanismos nas células tumorais, como inibição do crescimento celular e 

indução da apoptose (KANADASWAMI et al., 2005). Ácidos fenólicos, como ácido 

elágico, têm demonstrado atividade antitumoral in vitro frente diferentes linhagens 

celulares, e in vivo, agindo por diferentes mecanismos como indução da apoptose e 

interrupção do ciclo celular (CECI et al., 2018; REZAEI-SERESHT et al., 2019). 

Triterpenos pentacíclicos também têm revelado atividade antitumoral in vitro e in vivo 

(VALDÉS et al., 2016). A possível presença de um ou mais constituintes que possuem 

atividade antitumoral pode ser a causa da ação citotóxica do extrato de E. ovata frente 

as linhagens tumorais testadas. 

Portanto, em vista da citotoxicidade de E. ovata frente diferentes linhagens 

tumorais, e da falta de conhecimento científico robusto a respeito deste extrato vegetal, 

apoiamos a continuação da investigação da perspectiva antitumoral de E. ovata. 

 

5.5 ANÁLISE ELEMENTAR CHNS 

 Por fim, a análise elementar do extrato seco obtido das sementes de E. ovata 

revelou que o carbono é o mineral mais abundante (45,00 ± 0,23%), seguido por 

hidrogênio (6,36 ± 0,01 %), nitrogênio (1,86 ± 0,07%), e enxofre (0,89 ± 0,14%). A 

partir do conteúdo de nitrogênio, o valor de proteína total foi de 11,62%. Outros estudos 

têm demonstrado que as sementes de E. ovata apresentam elevado percentual de 

carboidratos, amido e fibras, sendo fonte de proteínas (DE SOUZA et al., 2012; SILVA, 

2014b). 
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 Resíduos industriais de Bertholletia excelsa (Lecythidaceae), popularmente 

conhecida como castanha-do-pará, tiveram seus elementos químicos analisados, 

resultando em carbono (53,54 ± 0,81%), nitrogênio (1,57 ± 0,05%), hidrogênio (5,69 ± 

0,07%) e enxofre (0,11 ± 0,01%). Tais resultados corroboram para o uso de tais resíduos 

serem utilizados como precursores na produção de carvão ativado (LEANDRO et al., 

2019). Outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa também fez a análise elementar de 

extratos vegetais. A análise elementar do tronco da espécie Amburana Cearensis 

resultou em maior porcentagem de carbono (47,41 ± 0,06%), sendo seguido de 

hidrogênio (6,55 ± 0,11%), nitrogênio (0,25 ± 0,07 %) e enxofre (0,97 ± 0,01%). O 

conteúdo de proteína total de 1,56%, demonstrando menor conteúdo proteico do que o 

encontrado em E. ovata.(AUGUSTO et al., 2019) Mendonça de Assis e colaboradores 

(2019) avaliaram a casca de Plinia cauliflora, conhecida como jaboticaba. Os valores 

obtidos para a análise elementar desta espécie foram de carbono (45.06%), hidrogênion 

(6.73%), nitrogênio (1.22%) e enxofre (1.04%). O conteúdo total de proteínas foi de 

7.63%.  

 A investigação de composição de elementos de espécies vegetais que são 

consumidas por humanos é importante, pois tais elementos possuem diferenciadas 

funções em reações bioquímicas e síntese proteica, atuando na regulação do processo 

fisiológico (MANDAL et al., 2017; MENDONÇA DE ASSIS et al., 2019). Milhões de 

crianças, em especial em países em desenvolvimento, sobrevivem de alimentos de 

primeira necessidade que, em geral, são fontes insuficientes de aminoácidos essenciais, 

prejudicando o desenvolvimento dessas crianças (SEMBA, 2016). Portanto, a utilização 

de espécies vegetais como suplemento alimentar poderia ser uma alternativa barata para 

lidar com esse problema (MENDONÇA DE ASSIS et al., 2019). 

A razão nitrogênio/enxofre foi proposta como critério de qualidade de proteínas 

em dietas humanas e, na maior parte das espécies vegetais, o tal razão está entre 10:1 e 

15:1 (KAUR et al., 2013). Foi encontrada a razão 2:1 para as sementes de E. ovata, o 

que sugere alto perfil nutritivo da espécie. A partir da avaliação de seus elementos, as 

sementes de E. ovata podem ser uma alternativa como matéria prima no mercado 

alimentício, além do segmento cosmético. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A análise dos resultados obtidos a partir do extrato seco das sementes de E. 

ovata permite concluir que este apresenta atividades biológicas promissoras. Foi 

verificada a presença de conteúdo fenólico no extrato, assim como seu ótimo potencial 

antioxidante, com resultado superior ao do resveratrol. O extrato estudado também se 

mostrou tóxico ao microcrustáceo Artemia salina, o que pode servir como indicador de 

potencial atividade antitumoral. Também foi verificada redução da viabilidade celular 

frente linhagem celular de fibroblasto (L929) e frente todas as linhagens tumorais de 

câncer de mama (MCF-7, MDA-MB 231 e 4T1), evidenciando a citotoxicidade do 

extrato. 

 Deste modo, essa espécie vegetal pode ser utilizada como objeto de estudo na 

pesquisa mais aprofundada de suas atividades farmacológicas, em especial em relação à 

atividade antitumoral, tendo em vista seus resultados de atividade antioxidante e 

redução da viabilidade celular das linhagens tumorais testadas. 
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