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RESUMO 

A Eugenia uniflora, a pitangueira é uma planta nativa brasileira, pertencente à 

família Myrtaceae e usada popularmente para o tratamento de diversas doenças.  

Este trabalho teve como objetivos, determinar o teor de compostos fenólicos e 

flavonoides dos extratos de E. uniflora, sua atividade antioxidante e analisar a 

sua citotoxidade contra células de câncer melanoma humano e em leucócitos 

para analisar a seletividade dos extratos em células tumorais e não tumorais. 

Para isto foram preparados o extrato hidroetanólico das folhas (EFEU) e o extrato 

hidroetanólico das cascas do caule (ECEU), os quais foram preparados 

utilizando extrator de fluido pressurizado com o solvente etanol 80%. Os dois 

extratos apresentaram alto teor de compostos fenólicos, contudo no extrato das 

cascas o teor de compostos fenólicos totais foi maior e as folhas demonstraram 

considerável teor de flavonoides. Ambos os extratos demonstraram atividade 

antioxidante ao inibir os radicais livres DPPH e ABTS, com destaque para o 

ECEU. Além disso, os extratos demonstraram citotoxidade para células de 

melanoma SK-MEL 28 e 103 e reduzida atividade citotóxica em leucócitos, 

demonstrando ser mais seletivo em células de melanoma em relação a células 

normais. Assim, conclui-se que os extratos de E. uniflora apresentam compostos 

fenólicos, bem como foi comprovada a atividade antioxidante do EFEU e ECEU, 

além de demonstrar atividade citotóxica contra melanoma. 

Palavras chave: Eugenia uniflora, antioxidante, citotoxidade, melanoma. 
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ABSTRACT 

Eugenia uniflora, the pitangueira is a Brazilian native plant, belonging to the 

family Myrtaceae and popularly used for the treatment of several diseases. This 

work aimed to determine the content of phenolic compounds and flavonoids of 

extracts of E. uniflora, its antioxidant activity and to analyze its cytotoxicity against 

human melanoma cancer cells, and in leukocytes to analyze the selectivity of 

extracts in tumor cells and not tumor. For this purpose, the hydroethanolic extract 

of the leaves (EFEU) and the hydroethanolic extract of the stem bark (ECEU) 

were prepared, using a pressurized fluid extractor with 80% ethanol solvent. Both 

extracts presented a high content of phenolic compounds, however in the extract 

of the barks the total phenolic compounds content was higher and the leaves 

showed a considerable content of flavonoids. Both extracts showed antioxidant 

activity by inhibiting free radicals DPPH and ABTS, with emphasis on ECEU. In 

addition, the extracts demonstrated cytotoxicity for SK-MEL 28 and 103 

melanoma cells and reduced cytotoxic activity in leukocytes, demonstrating to be 

more selective in melanoma cells compared to normal cells. Thus, it was 

concluded that extracts of E. uniflora present phenolic compounds, as well as the 

antioxidant activity of EFEU and ECEU, as well as demonstrating cytotoxic 

activity against melanoma. 

Keywords: Eugenia uniflora, antioxidant, citotoxity, melanoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer está entre as doenças que mais matam no mundo (WHO, 2018). 

O câncer se origina de um crescimento descontrolado de células, estas células 

podem se desprender de seu local de origem, invadindo outros tecidos e 

ocasionando metástases (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ 

ALENCAR GOMES DA SILVA, 2018).  

Mutações no DNA são capazes de ocasionar o surgimento do câncer. 

Essas mutações podem ocorrer pela atuação de agentes oxidativos, estes 

advindos do estresse oxidativo quando ocorre um desequilíbrio entre a atividade 

de antioxidantes e a geração de espécies oxidativas (KLAUNIG; WANG, 2018; 

VASCONCELOS et al., 2007). Uma produção exacerbada de espécies 

oxidativas como EROs e ERNs pode resultar na oxidação de proteínas, 

carboidratos, lipídios e no DNA causando malefícios ao organismo humano 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) 

O estresse oxidativo está intimamente relacionado ao surgimento e 

desenvolvimento do câncer (KLAUNIG; WANG, 2018). Dentre os tipos de câncer, 

temos o melanoma que origina a partir dos melanócitos, células especializadas 

na pigmentação, estando em maior quantidade na pele e nos olhos (GRAY-

SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). Estima-se que entre 2018 e 2019 

haverá cerca de 6.260 casos de homens e mulheres com câncer melanoma no 

Brasil, apesar da incidência ser relativamente baixa, este tipo de câncer possui 

uma alta letalidade (BRASIL, 2017).  

Para o tratamento do melanoma temos radioterapia, ressecção cirúrgica, 

imunoterapia e a quimioterapia, consideradas as principais medidas terapêuticas 

(BRASIL, 2014). Contudo a quimioterapia, utilizada no tratamento de melanomas 

apresenta efeitos colaterais severos como a citotoxidade em células normais 

(BECKER; KÄMPGEN; BRÖCKER, 2000), e assim busca-se compostos que 

atuem de forma mais seletiva nas células cancerígenas, minimizando efeitos 

adversos.  

 Plantas medicinais são utilizadas há muito tempo para a prevenção e 

tratamento de doenças (FERRO, 2006). Há plantas que apresentam atividade 

anticâncer e alguns medicamentos utilizados para o tratamento de câncer são 
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originados de substâncias presentes nestas espécies (MANJU; JAT; ANJU, 

2017). 

 Eugenia uniflora é conhecida popularmente como pitangueira (LIRA et al., 

2007), pertence à família Myrtaceae composta por mais de 100 gêneros e 3600 

espécies distribuídas entre arbustos e árvores (AURICCHIO; BACCHI, 2003). É 

nativa do Brasil podendo ser encontrada da Bahia até o Rio Grande do Sul 

(LORENZI, 2008) e em outras regiões do mundo (SILVA, 2006). 

Popularmente, suas folhas são utilizadas na forma de chá por meio de 

infusão ou decocção (SCHAPOVAL et al., 1994), para o tratamento de diarreias 

(VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015), dor de barriga (VENDRUSCOLO; 

RATES; MENTZ, 2015), cólicas (VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015), 

disenteria (VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015), febre (PINTO et. al, 2006), 

gota (BOSCOLO et. al., 2008), reumatismo (BOSCOLO et. al, 2008; FUCK et al., 

2005), gripe (BOSCOLO et. al., 2008), tosse (VENDRUSCOLO; RATES; 

MENTZ, 2015),  e pressão alta (FUCK et al., 2005).  

 No entanto, para as cascas do caule existem poucos relatos das suas 

atividades biológicas, havendo a necessidade de estudar sua composição 

química e avaliar suas propriedades biológicas. Em virtude do amplo uso popular 

medicinal de E. uniflora para o tratamento de várias doenças e a busca de 

compostos bioativos mais seletivos e eficientes contra células tumorais, este 

estudo pretende contribuir para o entendimento do potencial terapêutico dos 

extratos da espécie. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Estresse oxidativo 

No organismo é comum a ocorrência de diversas reações metabólicas, 

entre elas processos de oxidação em estruturas e substâncias do corpo humano. 

Na oxidação, moléculas com elétrons desemparelhados de sua estrutura, 

sequestram elétrons de outras moléculas para se estabilizarem, contudo 

antioxidantes atuam neutralizando esses oxidantes ao doar elétrons 

(COTINGUIBA et al., 2015), como vemos ilustrado na figura 1. 

 

Figura 1. Doação de elétron por antioxidante. 

 

Fonte: Modificado de NWAKAUDU; NWAKAUDU; OWUAMANAM, 2015. 

 

Esses processos oxidativos podem ser benéficos, como na sinalização 

celular do sistema imune contra infecções de organismos patogênicos, 

moléculas que atuam na produção de energia, na síntese de moléculas 

biológicas e na regulação do crescimento celular (BARREIROS; DAVID; DAVID, 

2006). Porém os malefícios causados pelo estresse oxidativo, ocasionado pelo 

desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, pode danificar macromoléculas 

essenciais a homeostase como DNA, proteínas, carboidratos e lipídios 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006), 

A oxidação de lipídios pode afetar as membranas celulares, em um 

processo denominado de peroxidação lipídica, desencadeando uma cascata de 

reações oxidativas com a formação do radical peroxil, atacando a membrana, 

terminando com a decomposição de hidroperóxidos e formação de substâncias 

como o malondialdeído (MDA) que serve como marcador da peroxidação lipídica 

(RODRIGUES, 2007; VENKATACHALAM; NAYAK; JAYASHREE, 2012). 
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Entre os agentes oxidantes que atuam em sistemas biológicos, existem 

as espécies reativas, podendo ser radicalares (radicais livres) ou não radicalares 

(BIRBEN et al., 2012). Essas espécies reativas podem ser geradas tanto por 

meio de reações do metabolismo celular, quanto por substâncias externas. As 

substâncias externas incluem cigarros, poluentes no ar, xenobióticos e radiação. 

E no metabolismo celular, as principais fontes são: transporte de cadeia de 

elétrons nas mitocôndrias, na ativação de células inflamatórias e no peroxissomo 

(KLAUNIG; WANG, 2018; RAHMAN, 2005). 

Os radicais livres (espécies reativas radicalares) são moléculas que por 

terem algum orbital eletrônico não pareado são altamente reativos e instáveis, e 

para se estabilizarem precisam receber ou doar elétrons de outra molécula, ou 

seja, cedem o elétron, oxidando-se, ou recebem, reduzindo-se, podendo assim 

causar alterações na estrutura das moléculas e consequente disfunções 

fisiológicas (COTINGUIBA et al., 2015; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Espécies reativas não radicalares, como o peróxido de hidrogênio (H₂O₂), não 

tem orbital desemparelhado, porém é quimicamente mais ativo que o oxigênio 

molecular (O2) (LUSHCHAK, 2014). 

As espécies reativas podem ser do metabolismo do oxigênio e assim 

denominadas EROs (Espécies Reativas de Oxigênio), ou do nitrogênio e então 

chamadas de ERNs (Espécies Reativas de Nitrogênio), ou de outras substâncias 

como as ERSs (oriundas do enxofre), as ERCls (oriundas de cloro) e as ERCs 

(oriundas do carbono) (VASCONCELOS et al., 2007). 

Há evidências que EROs e ERNs estão relacionadas a diversas doenças 

como a aterosclerose, hipertensão, doença de Alzheimer, artrite reumatoide, 

esclerose lateral amiotrófica, diabetes, câncer, entre outros. (COTINGUIBA et 

al., 2015; KUMAR et al., 2015) 

2.1.1. Espécies Reativas de Oxigênio - EROs: 

 Em organismos que utilizam oxigênio no metabolismo, mais de 90% deste 

oxigênio é consumido na cadeia transportadora de elétrons e reduzido a água, 

com ou sem a liberação de espécies reativas (tabela 1). Entretanto os 10% 

restante sofre reduções por elétrons, transformando o oxigênio molecular (O2) 

na espécie reativa superóxido (O₂•-), em que é estabilizado ao formar água pela 
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entrada de 4 elétrons (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LUSHCHAK, 2014), 

como vemos ilustrado na figura 2. 

 

Figura 2. Redução do oxigênio molecular e formação das espécies reativas.

 

Fonte: Lushchak, 2014. 

 

Tabela 1. Características das espécies reativas de oxigênio. 

Espécie reativa 

de oxigênio 

Características Referências 

Radical 

Superóxido - 

O₂•- 

Gerado pela redução do oxigênio molecular (O₂), 

por elétrons desemparelhados, pela ação de 

enzimas como a xantina oxidase e NADPH oxidase 

ou pela ação de fatores externos como a ionização 

por radiação. 

O radical superóxido possui baixa solubilidade, não 

é altamente reativo. 

(VASCONCELOS 

et al., 2007); 

(PISOSCHI; POP, 

2015); 

(SILVA; GUERRA, 

2010). 

Peróxido de 

Hidrogênio - 

H₂O₂ 

Formado pela redução de 2 elétrons do oxigênio 

molecular, ou pela ação da enzima SOD no 

processo de dismutação do superóxido,  

Não é uma espécie reativa radicalar por não ter 

elétrons desemparelhados na última camada, 

porém quando reage com metais de transição como 

o ferro resulta na formação do radical Hidroxila.  

O peróxido de Hidrogênio apresenta alta 

permeabilidade nas membranas, contudo sozinho é 

fraco agente oxidante. 

(VASCONCELOS 

et al., 2007); 

 (FERREIRA; 

MATSUBARA, 

1997); 

(LUSHCHAK, 

2014). 

 

Radical 

Hidroxila - 

•OH  

Sua formação pode ocorrer pela reação de Fenton, 

com o peróxido de Hidrogênio (H₂O₂) reagindo com 

o íon ferroso (Fe2+) 

Reação de Fenton: Fe2+ + H₂O₂ →Fe3+ + OH + OH 

(BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 

2006); 

(VASCONCELOS 

et al., 2007). 
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O •OH é altamente reativo e deletério, pois reage 

oxidando aminoácidos, DNA (na ruptura da cadeia 

e alteração das bases nitrogenadas), RNA, lipídeos 

das membranas celulares causando modificações 

estruturais e funcionais.  

Radical 

Peroxila - 

ROO•  

O radical peroxila forma-se na decomposição de 

peróxidos orgânicos, ou na oxidação pelo •OH nas 

membranas celulares. E atua principalmente na 

propagação da peroxidação lipídica 

(BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 

2006); 

 (VASCONCELOS 

et al., 2007). 

Adaptado de Vasconcelos et al., 2007. 

 

2.1.2. Espécies Reativas de Nitrogênio - ERNs 

As espécies reativas de nitrogênio são derivadas do radical óxido nítrico 

(DROGE, 2002). O aminoácido L- Arginina é convertido a óxido nítrico, em um 

processo catalisado pela família de enzimas óxido nítrico sintase (PIERINI; 

BRYAN, 2015) e pode ocorrer transformações do radical óxido nítrico em 

espécies reativas de nitrogênio, como vemos algumas delas descritas na tabela 

2.  

 

Tabela 2. Características das espécies reativas de nitrogênio. 

Espécie reativa 

de Nitrogênio 

Características Referências 

Óxido 

Nítrico - 

 NO⁺ 

 

 

Em sistemas biológicos a família de enzimas óxido 

nítrico sintase é responsável pela conversão do 

aminoácido L-arginina em óxido nítrico. Possui 

curta meia vida, pela sua acelerada oxidação a 

nitrito e nitrato. Também atua como vasodilatador e 

no relaxamento de células musculares. A partir do 

óxido nítrico, pode ocorrer sua transformação em 

outras espécies reativas de nitrogênio, como o 

peroxinitrito (ONOO-). 

(DROGE, 2002); 

 (MARTÍNEZ; 

ANDRIANTSITOHAIN

A, 2009); 

 (VASCONCELOS et 

al., 2007); 

(PIERINI; BRYAN, 

2015). 
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Peroxinitrito 

ONOO- 

 

 

Formado pela interação do óxido nítrico e o radical 

superóxido. É uma espécie reativa instável, e forte 

oxidante. Causa danos a estruturas biológicas e 

pode estimular a formação de •OH. Quando 

protonado, se reestrutura em nitrato NO3-. E quando 

o peroxinitrito reage com o CO2, forma o 

peroxicarboxilato nitroso.  

(MARTÍNEZ; 

ANDRIANTSITOHAIN

A, 2009); 

(VASCONCELOS et 

al., 2007). 

Adaptado de Vasconcelos et al., 2007. 

2.2. Antioxidantes 

Antioxidantes são substâncias que previnem, inibem ou neutralizam a 

ação de oxidantes e podem ser encontrados em organismos ou oriundos de 

alimentos (COTINGUIBA et al., 2015). 

Os antioxidantes podem ser substâncias enzimáticas e/ou não 

enzimáticas. As enzimas podem ser representadas pela superóxido dismutase 

(SOD), a catalase (CAT) e os agentes não enzimáticos representados pelo o 

ácido úrico, a transferrina (atua no transporte do ferro), ceruloplasmina (proteína 

que transporta o cobre), vitamina E (α-tocoferol) (VASCONCELOS et al., 2007; 

BIRBEN et al., 2012). Além do ácido ascórbico (vitamina C) encontrado em frutas 

cítricas, vegetais frescos, sucos de frutas e entre outros, e o β-caroteno que é 

um pigmento vegetal que tem a capacidade de ser convertido em vitamina A 

(retinol) no fígado e é encontrado em vegetais, leite integral, queijo e entre outros 

(CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). 

2.2.1. Enzimas Antioxidantes 

Superóxido dismutase (SOD): É uma metaloenzima que atua sobre o 

radical superóxido no qual cataliza a reação de dismutação (reduzido e oxidado 

ao mesmo tempo) do radical superóxido em peróxido de hidrogênio (Mn+-SOD + 

O₂•- + 2H+ / M(n+1) + -SOD + H2O2) (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). A superóxido 

dismutase necessita de um cofator, desse modo assumindo diferentes formas 

no organismo, quando o cofator é o cobre (Cu) e zinco (Zn), ela atua na forma 

de Cu/ZnSOD no citoplasma, e com o manganês (Mn) ela atua nas mitocôndrias 

com a forma de MnSOD, a outra forma age como ECSOD (Extracelular 

Superóxido Dismutase) que também possui cobre e zinco em sua estrutura, 

porém age no meio extracelular (DA SILVA; GONÇALVES, 2010; BIRBEN et al., 

2012)  
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Catalase (CAT): A catalase é encontrada nos peroxissomos e tecidos que 

utilizam oxigênio e como a SOD também possui cofatores (Ferro e Manganês), 

e a sua função é catalisar a decomposição do peróxido de hidrogênio (H₂O₂) em 

H2O e O2 (AGUILAR; NAVARRO; PÉREZ, 2016; IGHODARO; AKINLOYE, 

2018).  

2.2.2. Antioxidantes não enzimáticos 

Vitamina C (ácido ascórbico): O ácido ascórbico tem como precursor a 

glicose, sendo gerado naturalmente em plantas e em muitos animais, contudo 

não é sintetizado pelo ser humano (VASCONCELOS et al., 2007). Atuando como 

antioxidante nos organismos biológicos na forma de ascorbato, eliminando 

espécies reativas como o radical hidroxila (•OH), o ânion radical superóxido (O2•) 

e o peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e age em sinergismo com o α-tocoferol 

(vitamina E) nas membranas celulares, impedindo a peroxidação lipídica 

(PISOSCHI; POP, 2015; VASCONCELOS et al., 2007). Porém pode se tornar 

um pró-oxidante quando em dose elevada, ou quando exposta a metais 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997) 

Vitamina E (α-tocoferol): é uma substância presente no interior das 

membranas celulares com ação antioxidante, no qual age interceptando o radical 

peroxila (ROO•), e assim bloqueando a propagação da peroxidação lipídica 

(VASCONCELOS et al., 2007). Ele impede a propagação da peroxidação 

doando átomos de hidrogênio ao radical peroxila, tornando-se uma espécie 

reativa radicalar menos reativa que a peroxila, chamando-se tocoferila, que é 

transformada por ação do ácido ascórbico em tocoferol novamente (BIRBEN et 

al., 2012; DA SILVA; GONÇALVES, 2010). 

2.3. Câncer 

 De acordo com o INCA (Instituto Nacional de câncer José Alencar Gomes 

da Silva), o câncer é um conjunto de mais de 100 doenças que ocorre um 

crescimento desequilibrado de células que podem desprender e invadir outros 

órgãos e tecidos. Sendo esta doença responsável por mais de 9,6 milhões de 

mortes no mundo em 2018 (WHO, 2018). 

Conforme ilustrado na figura 3, no desenvolvimento de um tumor, inicia-

se com uma célula alterada geneticamente, que cresce e multiplica-se de forma 
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rápida e descontrolada, fase chamada de hiperplasia, alterando sua estrutura e 

forma e se distinguindo do tecido original (Displasia). Essas células permanecem 

no mesmo local de origem (Câncer in situ) ou podem invadir tecidos distantes 

por meio do sistema linfático ou circulação sanguínea e instalando-se nesses 

tecidos, ocorrendo desse modo as metástases (KANWAL, 2013).  

 

Fonte: Modificado de Kanwal, S. 2013. (Effect of O-GlcNAcylation on tamoxifen sensitivity in 

breast cancer derived MCF-7 cells). 

 

O câncer origina por mutações acumuladas na célula, ocorrendo 

alterações nas sequências de bases nitrogenadas do DNA (BIRBEN et al., 2012). 

Estas mutações modificam basicamente duas classes de genes, os proto-

oncogenes e os supressores tumorais. Os proto-oncogenes estimulam o 

crescimento celular, mutações os convertem em oncogenes, que ativam 

demasiadamente o crescimento da célula, e os genes supressores tumorais 

limitam o crescimento das células e impedem que se transformem em células 

malignas (KARP; WAKO, 2005). Entre os fatores que são capazes de induzir 

mutações e a formação de uma célula cancerígena estão as substâncias 

químicas, espécies reativas, participação de vírus e agentes físicos como a 

radiação UV (DÜSMAN et al., 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). 

Os cânceres são categorizados quanto ao tipo celular e tecido do qual se 

originaram. São chamados de sarcomas quando oriundos de células 

Figura 3. Estágios de desenvolvimento do tumor. 
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musculares, e denominadas carcinomas quando derivada de células epiteliais 

de revestimento, leucemias quando oriundas do tecido hematopoiético, e 

melanoma são derivadas das células especializadas na pigmentação da pele. 

(ALBERTS et al., 2010). 

2.3.1. Melanoma 

O melanoma é um tipo de câncer de pele, que advém dos melanócitos 

(figura 4), os quais são células especializadas na pigmentação produzindo 

melanina (pigmentos encarregados da coloração), estas células estão 

predominantemente presentes na pele e nos olhos (GRAY-SCHOPFER; 

WELLBROCK; MARAIS, 2007).  

Figura 4. Disposição dos melanócitos na epiderme. 

 

Fonte: Modificado de Miot et al., 2009 (Physiopathology of melasma). 

 

No Brasil estima-se que em 2018-2019, em homens 2.920 e em mulheres 

3.340 estarão com câncer de pele melanoma, e apesar da incidência ser baixa, 

a letalidade é alta, quando comparada, por exemplo, ao câncer de pele não 

melanoma que se estima 85.170 novos casos entre homens e 80.410 entre 

mulheres (INCA, 2018). Como demonstra os dados de mortalidade por câncer 

de pele no Brasil em 2015 divulgados pelo ministério da saúde, o câncer de pele 

melanoma apresentou 1.012 óbitos em homens e 782 em mulheres, e o câncer 

de pele não melanoma apesar da alta incidência de casos, ocorreu 1.137 óbitos 

em homens e 821 nas mulheres em 2015 (BRASIL, 2017). 
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Existem 4 subtipos de melanoma, o melanoma extensivo superficial 

(MES) que é o mais comum, ocorre no tronco e membros inferiores, apresenta 

várias colorações, e após meses e anos pode surgir nódulos elevados e 

sangramento. Melanoma nodular (MN) é o segundo mais frequente acontece 

mais comumente em homens, apresenta nódulos elevados de cor negra, azul ou 

castanha e ocorre sangramento e ulcerações. Melanoma lentiginoso acral (MLA) 

ocorre com maior frequência em não brancos do que em brancos, surge em 

regiões como as solas dos pés, palmas da mão e extremidades digitais. 

Melanoma lentigo maligno (MLM) é mais frequente em idosos, e surge em áreas 

de exposição crônica ao sol, apresenta-se de forma nítida em forma de manchas 

na face, mão e membros inferiores, tendo as colorações castanha ou negra. 

(FERNANDES et al., 2005) 

O principal fator para incidência de melanoma e cânceres de pele não 

melanoma (carcinoma basocelular, carcinoma espinocelular) é a exposição 

demasiada a radiação solar ultravioleta. Entre os outros fatores estão o histórico 

familiar, ou seja, a herança genética, o sistema imune debilitado, a cor dos olhos, 

cabelos e pele, entre outros (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016b; IARC, 

1986; INCA, 2016). 

Dentre as mutações gênicas frequentes do melanoma, a mutação no 

gene B-RAF é a mais encontrada nos pacientes, entre 50 a 70% dos melanomas, 

sendo mais comum a substituição de valina por ácido glutámico no codón 600 

(V600E) (DAVIES et al. 2002). Outra mutação comum é no gene N-RAS, com a 

substituição de glutamina por leucina na posição 61 (Q61L) ou glutamina por 

arginina (Q61R) (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; LEE; 

CHOI; KIM, 2011).  

Em seu estágio inicial, é possível curar o melanoma por meio de 

ressecção cirúrgica, porém quando em estágio metastático é de difícil tratamento 

não reagindo bem às terapias convencionais (GRAY-SCHOPFER; 

WELLBROCK; MARAIS, 2007). De acordo com o Ministério da Saúde, divulgado 

nos protocolos clínicos e diretrizes terapêuticas em oncologia em 2014, a 

radioterapia não é uma terapia muito efetiva no tratamento desse tipo de câncer, 

sendo aconselhado sua utilização após a ressecção cirúrgica, caso esta não for 

eficiente (BRASIL, 2014).  
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A imunoterapia também é utilizada no tratamento de melanoma, que se 

baseia na aplicação de agentes farmacológicos que induzem ou substituem 

diretamente a imunidade do hospedeiro para combater as células cancerígenas 

(KAUFMAN et. al, 2013). Entre os imunoterápicos destaca-se o Ipilimumab, um 

anticorpo IgG1 que bloqueia o CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte–associated 

antigen 4) que é uma molécula que regula negativamente a ativação dos 

linfócitos T (HODI et. al, 2010). Outro imunoterápico utilizado é a Interleucina 2 

(IL-2), uma citocina que estimula a proliferação de linfócitos T e células NK 

(JIANG; ZHOU; REN, 2016). 

Outros método terapêutico aplicado é a quimioterapia, utilizada 

principalmente para o tratamento de melanomas em estágio metástase quando 

a neoplasia espalhou-se pelo corpo (BRASIL, 2014). Utilizando medicamentos 

para combater as células tumorais. Entre os quimioterápicos utilizados para 

tratar o melanoma estão o dacarbazina, temozolomida e o nitrosureias (BRASIL, 

2014). Porém os quimioterápicos podem atuar matando células normais 

provocando efeitos adversos no paciente e restringindo a progressão da terapia 

(BECKER; KÄMPGEN; BRÖCKER, 2000).  

A dacarbazina é o quimioterápico mais usado no tratamento de melanoma 

metastático (BRASIL, 2014), e como outros medicamentos, possui efeitos 

colaterais como náusea, vomito e diminuição de células sanguíneas como 

leucófilos e plaquetas (BECKER; KÄMPGEN; BRÖCKER, 2000). Assim há uma 

constante busca por substâncias que podem atuar seletivamente contra 

tumorais, com menor ocorrência de efeitos adversos sobre células saudáveis. 

2.4. Plantas Medicinais 

Plantas medicinais são espécies vegetais, cultivadas ou não, utilizadas 

com propósitos terapêuticos. Os estudos com essas plantas têm por finalidade 

a busca de novos compostos isolados para indústria farmacêutica ou de produtos 

fitoterápicos (BRASIL, 2006).  

São utilizadas há a muito tempo, pela observação de animais que 

procuravam plantas para curar suas enfermidades. A observação da natureza 

fez com que estudassem as espécies vegetais e suas propriedades como, por 

exemplo, Teofrasto (370 -286 a.C) que era um filósofo e cientista e investigou 

particularidades e atributos medicinais de algumas ervas como a Beladona e 
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mentrasto. No Brasil os indígenas utilizavam plantas para rituais de cura, e vem 

sendo utilizadas para tratamento de doenças e enfermidades até hoje (FERRO, 

2006). 

As plantas sintetizam substâncias químicas os chamados metabólitos 

secundários, seja para defesa contra predadores e microrganismos, para 

atração de insetos, para proteção dos efeitos deletérios da irradiação UV solar 

ou formação de espécies reativas nos tecidos pela utilização de oxigênio, entre 

outros. Dentre as características dos metabólitos secundários, eles são 

normalmente produzidos em pequena quantidade, são principalmente 

influenciados pelo ambiente, e cada espécie é diferente quimicamente 

(CALIXTO; YUNES, 2001; FERRO, 2006). 

Entre as principais classes químicas dos metabólitos secundários temos 

os compostos fenólicos, que possuem diversas atividades biológicas, como 

atividade antioxidante, antibacteriano, antiviral, e entre outras. Sendo que os 

compostos fenólicos podem ser simples ou complexos, e dentro das suas 

classes estão os flavonoides, taninos condensados e hidrolisáveis, cumarinas, 

lignanas, ser derivado do ácido benzóico como, por exemplo, o ácido gálico, ou 

derivados do ácido cinâmico (FERRO, 2006; SOUSA et al., 2007). 

Os flavonoides são um grupo de polifenóis que tem por característica 

possuir uma estrutura composta por dois anéis aromáticos e um anel 

heterocíclico oxigenado dispondo de subgrupos composto por flavonas, 

antocianidinas, flavonóis, flavononas, isoflavonas, chalconas e demais. Os 

flavonoides são antioxidantes, anti-inflamatórios e apresentam atividade 

vasodilatadora (CALIXTO; YUNES, 2001).  

Taninos são polifenóis ligados a outros componentes aromáticos, tem 

como propriedade a adstringência, podendo ser classificados em taninos 

hidrossolúveis e taninos condensados. As cumarinas são lactonas do ácido o-

hidroxicinâmico, e além de ser encontradas em vegetais, são encontradas em 

fungos e bactérias. Outra classe de compostos químicos são os alcalóides, que 

possuem nitrogênio amínico que concede a propriedade alcalina, e esses 

compostos atuam no sistema nervoso central humano como sedativos, 

calmantes, estimulantes analgésicos e anestésicos (FERRO, 2006). 
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2.5. Eugenia uniflora 

A Eugenia uniflora é conhecida popularmente como pitangueira. A origem 

do nome pitanga vem do tupi “pi'tãg”, que significa vermelho, devido a cor do seu 

fruto (LIRA et al., 2007). Essa planta pertence à família Myrtaceae composta por 

mais de 100 gêneros e 3600 espécies distribuídas entre arbustos e árvores 

(AURICCHIO; BACCHI, 2003). A floração ocorre entre agosto e setembro e a 

maturação dos frutos ocorre em novembro (DANNER et al., 2010). 

Esta espécie pode ter de 4 a 10 metros de altura e possui tronco liso de 

cor pardo clara, conforme mostrado na fotografia 1. As folhas (Fotografia 2A) são 

simples, verde-escuras, opostas de 3 a 7 cm de comprimento e ovais. As flores 

são de cor branca, solitárias ou em grupos de 2-3 nas axilas e nas extremidades 

dos ramos. Os frutos (Fotografia 2C) é uma drupa de 1,5 a 3 cm de diâmetro, 

globosos, de cor vermelha ou amarela, com polpa carnosa e agridoce (FIUZA et 

al., 2008; LORENZI, 2008; SILVA, 2006). 

Fotografia 1. Aspecto geral da E. uniflora. 

 

Fonte: O Autor (2018). 
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Fotografia 2. Folhas (A), Cascas do caule (B) e Fruto (C) da Eugenia uniflora. 

Fonte: O Autor (2018). 

A pitangueira é nativa do Brasil podendo ser encontrada da Bahia até o 

Rio Grande do Sul (Mapa 1), é uma planta semidecídua, heliófita (necessita 

exposição solar), seletiva higrófita (prefere ambientes bastante úmidos), estando 

em maior frequência nos planaltos do sul e nos solos aluviais da faixa litorânea 

do país (LORENZI, 2008). E devido à facilidade de cultivo e adaptabilidade a 

diferentes solos e climas, Eugenia uniflora pode ser encontrada em várias 

regiões do mundo (Mapa 1) (SILVA, 2006).  
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Mapa 1. Distribuição geográfica da espécie Eugenia uniflora, representados pelos pontos 

vermelhos, no planeta Terra. 

Fonte: www.discoverlife.org. 

Popularmente as folhas são utilizadas na forma de chás por infusão ou 

decocção (SCHAPOVAL et al., 1994). Os frutos são utilizados pela indústria 

alimentícia para a produção de refrescos em pó, sucos, licores, polpa congelada 

e sorvete (BORGES, 2015).  

O uso da E. uniflora na medicina popular ocorreu empiricamente pelos 

índios guaranis no século XV(ALONSO, 1998; FIUZA et al., 2008) e desde então, 

seu uso se estendeu a toda comunidade não indígena, para o tratamento de 

diarréias (VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015), dor de barriga 

(VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015), cólicas (VENDRUSCOLO; RATES; 

MENTZ, 2015), disenteria (VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015), febre 

(PINTO et. al, 2006), gota (BOSCOLO et. al., 2008), reumatismo (BOSCOLO et. 

al, 2008; FUCK et al., 2005), gripe (BOSCOLO et. al., 2008), tosse 

(VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2015),  e hipertensão (FUCK et al., 2005).  

Estudos científicos dos extratos aquosos das folhas de E. uniflora, 

demonstram atividades antidiarreica (ALMEIDA et al., 1995), antioxidante, anti -

inflamatória e antidiabética em camundongos (SCHUMACHER et al., 2015), anti-

hipertensivo, diurético (CONSOLINI; BALDINI; AMAT, 1999). O extrato 

metanólico das folhas de E. uniflora apresentou atividade antioxidante in vitro 

(GUPTA et al., 2009) e atividade leishmanicida in vitro em Leishmania 

amazonenses (BRAGA et al., 2007). 

http://www.discoverlife.org/
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Extrato etanólico das folhas apresentou atividade antioxidante (DA 

CUNHA et al., 2016), atividade leishmanicida in vitro em Leishmania braziliensis 

(SANTOS et al., 2013), antitrypanosoma (SANTOS et al., 2012), antifúngica em 

Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum, 

Trichophyton rubrum (SOUZA et al., 2002) e efeito anti-inflamatório em 

camundongos (SCHAPOVAL et al, 1994). 

Outros estudos demonstram que o extrato hidroetanólico das folhas 

apresentam efeito inibidor da enzima xantina oxidase, sugerindo efeito antigota 

(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987), atividade antimicrobiana contra 

algumas variedades de Salmonella (VOSS-RECH et al., 2011), em 

Staphylococcus aureus, Candida krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (HOLETZ 

et al., 2002), atividade antioxidante in vitro pela inibição da peroxidação lipídica 

em homogenato de cérebro de ratos (AURICCHIO et al., 2007), atividade 

leishmanicida in vitro em L. amazonensis (LUIZE et al., 2005), e antitrypanosoma 

(PIZZOLATTI et al., 2003).  

Além dessas atividades, foi relatado que o óleo essencial das folhas 

apresentou efeito antinociceptivo e hipotérmico em ratos albinos suíços 

(AMORIM et al.; 2009), efeito antimicrobiano na Candida dubliniensis, C. 

tropicalis, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. Krusei, Cryptococcus 

grubii, C. gattii, Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus epidermidis, 

Streptococcus equi (LAGO et al., 2011). Apresentou atividade antioxidante in 

vitro (VICTORIA et al., 2012), além de proteger contra a peroxidação lipídica em 

estruturas como o córtex, cerebelo e o hipocampo de camundongos (VICTORIA 

et al., 2013), atividade leishmanicida in vitro em L. amazonensis (RODRIGUES 

et al., 2013), e efeito hepatoprotetor (VICTORIA; ANVERSA et al., 2013). 

Existem poucos estudos na literatura sobre a casca do caule de E. 

uniflora. Até o presente, os trabalhos encontrados relatam a anatomia da casca 

(SOFFIATTI; ANGYALOSSY-ALFONSO, 1999), a atividade citotóxica em 

células tumorais: HCT-8 (human colon carcinoma), SF-295 (glioblastoma) e 

MDA-MB-435 (melanoma) (MAHMOUD et al., 2011) e atividade antiparasitária 

in vitro em Trypanosoma brucei, Leishmania donovani e Trichomonas vaginalis 

do extrato aquoso (DESRIVOT et al., 2007). 
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Estudos fitoquímicos revelaram que em extratos das folhas de E. uniflora 

apresentam flavonoides, taninos, triterpenos, antraquinonas, alcaloides, 

esteroides e heterosídeos saponínicos (LIMA; SILVA, 2016; FIUZA et al, 2008).  

Nas folhas foram identificados flavonoides, como quercetina e miricetina 

(RATTMANN et al., 2012), e taninos, como eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2 

que são taninos macrocíclicos hidrolisáveis (Lee et al., 1997). Nos óleos 

essenciais das folhas, já foram detectados diversos constituintes, destacando 

curzereno, a selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (OGUNWANDE et al., 2005), 

atractilona (LAGO et al., 2011), β-cariofileno (SILVA et al., 2012) e germacreno-

B (VICTORIA; ANVERSA et al., 2013) e nas frutas foi encontrado taninos, 

alcalóides, cumarinas,   e triterpenos (LIMA; SILVA, 2016).  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

 Avaliar a atividade antioxidante e citotóxica das folhas e cascas do caule 

dos extratos hidroetanólicos de Eugenia uniflora. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 Determinar a concentração de compostos fenólicos e flavonoides totais.  

 Avaliar a atividade antioxidante pelos métodos de inibição dos radicais 

livres ABTS E DPPH. 

 Avaliar a atividade citotóxica do extratos das folhas e das cascas em 

linhagens tumorais e células não tumorais através do método de MTT. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta do material vegetal e preparação do extrato  

O material vegetal (folhas e cascas do caule) de Eugenia uniflora foi 

coletado no centro urbano da cidade de Dourados, MS, Brasil (22°13'13.5"S e 

54°49'04.4"W). A identificação da espécie foi realizada pela Prof.ª 

Dr.ª Zefa Valdivina Pereira da Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais 

da Universidade Federal da Grande Dourados (FCBA, UFGD), e uma exsicata 

foi depositada no Herbário DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados 

– UFGD com a numeração 5730. 

  As Folhas e as cascas foram lavadas, sanitizadas e secas em estufa de 

circulação de ar a 40°C até obter peso constante. Em seguida, o material vegetal 

foi triturado em moinho de facas para a obtenção do pó, o qual foi submetido a 

um extrator de fluido pressurizado (Dionex®, modelo ASE 150) com uma célula 

de extração de 5 mL, onde, o material foi extraído com etanol 80%, sob os 

seguintes parâmetros: temperatura de 125 °C, durante 5 minutos, seguido da 

lavagem da célula com 100% do volume de sua capacidade e limpeza de 60 

segundos. 

 Posteriormente, o extrato foi concentrado em um rotaevaporador para 

retirada do solvente, e então liofilizado para obtenção do extrato bruto. Os 

rendimentos foram obtidos através da seguinte fórmula:  

Rendimento da extração (%) = (MES / MMF) x 100; onde: MES = massa do 

extrato seco (g) e MMF = massa do material fresco (g).  

4.2. Determinação de compostos fenólicos e flavonoides totais 

Conforme o método colorimétrico Folin-Ciocalteau descrito por Meda et al. 

(2005), com modificações, foi determinado a concentração de compostos 

fenólicos dos extratos das cascas e das folhas.  Foi utilizado 0,5 mL dos extratos 

na concentração de 100 µg/mL em etanol 80% e misturados com 2,5 mL do 

reagente Folin–Ciocalteau, diluído na proporção 1:10, v/v em água destilada. 

Logo após ser homogeneizado, a solução ficou em repouso por 5 minutos, para 

então ser adicionados 2 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) a 14 % em água 

destilada. Homogeneizou-se novamente, e a mistura ficou incubada durante 2 h 

protegida da luz e em temperatura ambiente. Logo após, a absorbância foi lida 
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a 760 nm em espectrofotômetro e usado o etanol 80% como branco. E com 

intuito de preparar uma curva de calibração, o padrão utilizado foi o ácido gálico 

nas concentrações de 4 a 200 µg/ml. Foram realizados em duplicata e a média 

das leituras foi utilizada para determinar a concentração de compostos fenólicos, 

que foi expressa em mg equivalente de ácido gálico (EAG)/ g de E. uniflora. 

De acordo o método colorimétrico de cloreto de alumínio descrito por 

Libério et al. (2011) determinou-se a concentração de flavonoides totais dos 

extratos. Utilizou-se 0,5 mL dos extratos na concentração de 100 µg/mL em 

metanol e misturado com 4,5 mL de cloreto de alumínio hexahidratado 

(AlCl3.6H2O) a 2%. Homogeneizou-se e a mistura ficou incubada durante 30 min 

protegida da luz e em temperatura ambiente.  Logo após, a absorbância foi lida 

a 415 nm em espectrofotômetro e o metanol foi utilizado como branco. Com 

intuito de preparar uma curva de calibração, o padrão utilizado foi a quercetina 

nas concentrações de 4 á 200 µg/ml.  Foram realizados em duplicata e a média 

das leituras foi utilizada para determinar a concentração de flavonoides totais, 

sendo expressa em mg equivalente de quercetina (EQ)/ g de E. uniflora. 

4.3. Avaliação da atividade antioxidante 

4.3.1. Ensaio de inibição do radical livre ABTS˙+ 

Conforme o método descrito por Re et al. (1999), com modificações, foi 

efetuado o ensaio de inibição do 2,2´- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) (ABTS).  A solução do radical ABTS˙+ foi preparada, misturando 5 mL 

de ABTS (7 mM) e 88 µL de persulfato de potássio (140 mM) e incubada de 12-

16 horas protegida da luz e em temperatura ambiente. Logo após, essa solução 

foi diluída em etanol PA até obter a absorbância de 0,70 nm ± 0,05 unidades a 

734 nm em espectrofotômetro. Seguidamente, 20 µL do extrato nas 

concentrações de 0,1 até 125 µg/mL foram adicionados com 1980 µL da solução 

do radical ABTS˙+ e então homogeneizada e incubada durante 6 min à 

temperatura ambiente e protegida da luz.  A absorbância foi lida a 734 nm em 

espectrofotômetro e o etanol PA. utilizado como branco. O ácido ascórbico e o 

BHT foram utilizados como antioxidantes de referência. Foram realizados três 

experimentos independentes em triplicata. A porcentagem de inibição do ABTS 
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foi determinada de acordo com a seguinte equação, onde a Abscontrole é a 

absorbância do radical ABTS•+ sem amostra testada. 

Inibição do radical ABTS•+ (%) = (1-Absamostra /Abscontrole) x 100 

4.3.2. Ensaio de inibição do radical livre DPPH 

De acordo com o método descrito por Gupta & Gupta (2011) com 

pequenas modificações, foi efetuado o ensaio de inibição do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Em vista disso, adicionou-se 200 µL do extrato nas 

concentrações de 0,1 até 125 µg/mL com 1,8 mL da solução de DPPH (0,11 mM) 

e diluído em etanol 80 %. Homogeneizou-se essa solução e incubou por 30 min 

a temperatura ambiente e protegida da luz. Logo após, a absorbância foi lida a 

517 nm em espectrofotômetro e o etanol 80% utilizado como branco. O ácido 

ascórbico e o BHT foram utilizados como antioxidantes de referência. Foram 

realizados três experimentos independentes em triplicata. A porcentagem de 

inibição do DPPH foi determinada de acordo com a seguinte equação, onde a 

Abscontrole é a absorbância do radical DPPH (0,11 mM) e sem a amostra testada. 

Inibição do radical DPPH (%) = (1-Absamostra /Abscontrole) x 100 

 

4.4. Cultivo celular  

Neste estudo, as linhagens celulares de melanoma humano maligno, SK-

MEL 28 e 103 foram cultivadas em meio DMEM alta glicose suplementado com 

24 nM de bicarbonato de sódio, HEPES, 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 

antibiótico 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina.  

Células monucleares de sangue periférico humano, foram coletadas após 

aprovação do conselho de ética, sob o parecer n°: 3.061.854. Coletou 8 mL de 

sangue em tubo cônico de 15 mL contendo citrato de sódio, então adicionou 2,5 

mL de contendo solução fisiológica 0,9% e diluiu com Ficoll-paque na proporção 

3:1 (Sangue/ Ficoll-paque), centrifugou a 2000 rpm por 2 minutos e em seguida 

aspirou a camada de leucócitos e transferiu para um tubo contendo solução 

fisiológica 0,9%. Foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, o conteúdo foi 

descartado e a camada de leucócitos ressuspendidos em meio RPMI.  Estas 

células foram cultivadas em meio RPMI contendo 20% de soro fetal bovino 
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(SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. As linhagens 

celulares foram mantidas em estufa contendo 5% de CO₂ a 37 ⁰C.  

4.5. Avaliação da viabilidade celular 

A viabilidade celular foi realizada pelo ensaio colorimétrico utilizando 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Células não 

tumorais e tumorais foram plaqueadas em microplacas placas de 96 poços de 

acordo com sua respectiva densidade e em seguida tratadas com diferentes 

concentrações do extrato (25 a 400 µg/mL) e incubadas durante 24 e 48 horas 

em estufa com atmosfera umidificada contendo 5% de CO₂ a 37 ⁰C. Após cada 

período de tratamento, o meio foi removido e em seguida adicionado 100 µL de 

MTT (0,5 mg/mL) em cada poço, seguido de incubação por 4 h a 37 ºC . Após 

este período, o sobrenadante foi removido e em seguida adicionado 100 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilizar os cristais de formazan. A absorbância 

de cada poço foi determinada a 630 nm em leitor de microplacas. A inibição da 

viabilidade foi calculada com a fórmula: 

 

Viabilidade celular (%) = (Abscélulas tratadas/Abscontrole) x 100 

 

4.6. Análises estatísticas 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) 

e foram avaliados pela análise de variância (ANOVA), seguido pelo pós teste 

Newman-Keuls para os ensaios de inibição dos radicais ABTS e DPPH, e utilizou 

o pós teste Dunnett no ensaio de viabilidade celular comparando o tratamento 

com o controle. Os resultados foram considerados significantes quando P < 0,05. 

Todas as análises foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 5. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Plantas medicinais são usadas na medicina popular, despertando 

interesse pelas suas propriedades terapêuticas. As substâncias presentes nas 

espécies vegetais são oriundas dos metabólitos secundários, os quais são 

produzidos pelas plantas para proteção, reprodução e atração de insetos 

polinizadores (FERRO, 2006). 

Dentre os metabólitos secundários, destacam-se os compostos fenólicos, 

estando presente em sua estrutura química um anel aromático ligado a 

hidroxilas. Dependendo da localização e quantidade de hidroxilas, pode atuar 

doando elétrons e estabilizando espécies reativas (PODSĘDEK, 2007; 

SUCUPIRA et al., 2015).  

Dos compostos fenólicos derivam-se outras classes de compostos, como 

os flavonoides que são responsáveis por diversas atividades biológicas, sendo 

notáveis antioxidantes (CALIXTO; YUNES, 2001). Podendo agir diretamente na 

captura do radical livre (espécie reativa radicalar), no qual o flavonoide reage 

com a espécie reativa estabilizando-a pela presença da hidroxila, e gerando 

nesse flavonoide um radical menos reativo e mais estável (KORKINA; AFANAS', 

1996; NIJVELDT, et al., 2001). 

O rendimento do EFEU foi de 23,4% e o rendimento do ECEU foi de 

15,08%. Na tabela 3, é demonstrado o teor de compostos fenólicos totais e de 

flavonoides presente nos extratos de E. uniflora. Os resultados experimentais 

mostram que o ECEU apresenta uma alta quantidade de compostos fenólicos 

totais (191,13 ± 2,99 mg EAG/ g), apesar de que possua uma baixa quantidade 

de flavonoides (4,74 ± 0,67 mg EQ/ g). Isto indica que outras classes de 

substâncias derivadas dos compostos fenólicos estejam presentes também nas 

cascas. Embora na literatura não tenha estudos relatando compostos bioativos 

na casca de E. uniflora, Burkill (1997) relatou a presença de taninos nas cascas 

do caule de Psidium guajava, pertencente a Myrtaceae, a mesma família de E. 

uniflora. 
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Tabela 3. Concentração de compostos fenólicos e flavonoides identificados nos extratos da 

Casca do Caule e Folhas da Eugenia uniflora. 

Amostra 
Fenóis totais 

(mg EAG) 

Flavonoides 

(mg EQ) 

EFEU 97,84 ± 0,90 36,46 ± 0,89 

ECEU 191,13 ± 2,99 4,74 ± 0,67 

Os valores foram expressos como média ± SEM. EFEU: Extrato Hidroetanólico das Folhas de E. 
uniflora. ECEU: Extrato Hidroetanólico das Cascas do caule de E. uniflora. EAG: equivalente ao 

ácido gálico. EQ: equivalente a quercetina; 

O EFEU apresentou menor quantidade de compostos fenólicos que o 

extrato das cascas, e apresentando elevada quantidade de flavonoides (36,46 ± 

0,89 mg EQ/ g), quando comparada com o ECEU (4,74 ± 0,67 mg EQ/ g). Floegel 

et al. (2011) verificou maior correlação da capacidade antioxidante de frutas e 

vegetais com os compostos fenólicos totais em comparação com flavonoides, 

sugerindo que os compostos fenólicos são um dos principais contribuintes para 

a capacidade antioxidante nestes alimentos, devido não apenas aos flavonoides, 

mas também aos fenólicos não flavonoides. 

O alto teor de compostos fenólicos relatado nos EFEU e ECEU 

possivelmente está relacionado ao solvente utilizado na extração. Pois os 

extratos avaliados neste trabalho foram preparados e extraídos com os solventes 

água e etanol, o qual aumenta a margem de extração por polaridade, extraindo 

com eficiência compostos fenólicos. Contudo alguns compostos fenólicos com 

alto peso molecular são altamente insolúveis em água e solventes com uma 

menor polaridade extraem compostos com maior peso molecular (ANDREO; 

JORGE, 2006). Como demonstrado por Martinez-Correa et al. (2011), o extrato 

etanólico de Eugenia uniflora comparado com o extrato aquoso apresentou 

maior atividade antioxidante. Desse modo a mistura desses dois solventes com 

diferentes polaridades deve extrair diversos compostos. 

Na determinação da atividade antioxidante de extratos vegetais, 

compostos isolados e demais substâncias, alguns métodos se baseiam na 

captura de radicais livres, entre eles está o método de ABTS e o de DPPH. No 

ensaio de ABTS, o ABTS (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt)  reage com o persulfato de potássio, e ausência de luz, ocorre 

uma oxidação química desse sal em um tempo estimado de 12 a 16 horas. Então 
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com a formação do radical ABTS˙+ é possível realizar o ensaio, adicionando o 

extrato vegetal, ou substância antioxidante que gerará a redução do radical. Esse 

ensaio permite analisar tanto amostras lipossolúveis como hidrossolúveis 

(SUCUPIRA et al., 2015). 

Outro método muito utilizado para avaliar a atividade antioxidante é o 

ensaio de sequestro do radical DPPH, que se baseia na capacidade de uma 

substância, seja um composto isolado ou não, em capturar o radical livre DPPH. 

Neste ensaio o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), que possui uma cor 

violeta e sua absorção é medida entre 517 e 520 nm, a redução do DPPH é 

observada pela diminuição da absorbância. A solução de DPPH é reduzida pela 

amostra analisada, ou seja, essa amostra estará doando átomos de hidrogênios 

e elétrons, ocorrendo redução a hidrazina, mudando a coloração da solução de 

violeta para amarela (COTINGUIBA et al., 2015; SUCUPIRA et al., 2015). 

A atividade antioxidante foi mensurada pelo método de captura do radical 

livre DPPH e do ABTS e os resultados foram expressos em IC50 para os ECEU 

e EFEU conforme mostrado na tabela 4. Os ECEU e EFEU e os antioxidantes 

padrão ácido ascórbico e BHT inibiram os radicais DPPH e ABTS de forma 

concentração dependente (Gráfico 1 e Gráfico 2). Em que o EFEU e ECEU foram 

melhores na inibição dos radicais que o antioxidante BHT quando observado o 

ensaio de DPPH (Tabela 4).  

Tabela 4. Atividade máxima e IC50 dos tratamentos com EFEU e ECEU, e dos antioxidantes 

Ácido ascórbico e BHT. 
   DPPH                        ABTS 

Amostras 
IC50 

(µg/mL) 

Atividade Máxima IC50 

(µg/mL) 

Atividade Máxima 

% µg/mL % µg/mL 

Ácido 

ascórbico 
3,17 ± 0,50 94,64 ± 0,16 15 1,70 ± 0,34 98,85 ± 0,58 6,67 

BHT 20,73 ± 1,10 84,49 ± 6,39 87,5 5,39 ± 0,44 97,05 ± 0,43 25 

EFEU 9,74 ± 0,42 93,30 ± 0,58 50 7,58 ± 0,67 98,08 ± 0,09 25 

ECEU  8,94 ± 0,72 92,89 ± 1,41 33,33 5,94 ± 0,63 97,91 ± 0,06 25 

Os valores foram expressos como média ± SEM.  
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Gráfico 1. Porcentagem de inibição do radical DPPH pelos extratos hidroetanólicos da folha e 

da casca de E. uniflora e pelos antioxidantes Ácido ascórbico e BHT. 
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Fonte: O Autor (2019). Os resultados foram considerados significativos quando p (* p < 0.05; ** 

p < 0.01; *** p < 0.01) comparado com o ácido ascórbico e p (# p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 
0.01) comparado com o BHT. 

 
Gráfico 2. Porcentagem de inibição do radical ABTS•+ pelos extratos hidroetanólicos da folha e 

da casca de E. uniflora e pelos antioxidantes ácido ascórbico e BHT. 
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Fonte: O Autor (2019). Os resultados foram considerados significativos quando p (* p < 0.05; ** 

p < 0.01; *** p < 0.01) comparado com o ácido ascórbico e p (# p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 
0.01) comparado com o BHT. 
 

O ECEU apontou uma concentração baixa de atividade máxima (25 e 

33,33 µg/mL) para inibição do radical ABTS˙+ e DPPH respectivamente, além de 

demonstrar melhor atividade antioxidante que o extrato das folhas (EFEU) nos 

dois ensaios (DPPH e ABTS), sendo semelhante ao BHT no ensaio de ABTS. 

Possivelmente a quantidade superior de compostos fenólicos no ECEU (191,13 

± 2,99 mg EAG/ g), ou outras substâncias com ação antioxidante, explica o 

ECEU ter sido mais eficiente na captura dos radicais que o EFEU. 

Os extratos demonstraram potencial antioxidante, visto que foram mais 

eficazes na inibição em 50% do radical DPPH comparado com o BHT. O BHT é 

um antioxidante sintético utilizado na indústria para conservação de alimentos 
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(YEHYE et al., 2015). Embora os extratos de E. uniflora tenham sido menos 

eficazes que o ácido ascórbico na eliminação dos radicais ABTS e DPPH, Da 

Cunha et al. (2016) verificou que o extrato etanólico de E. uniflora apresentou 

menor capacidade antioxidante que o ácido ascórbico no ensaio de DPPH. 

As substâncias responsáveis pela atividade antioxidante possivelmente 

estão relacionadas com os compostos fenólicos, visto que são descritos com 

propriedades antioxidantes e neste trabalho os extratos apresentaram 

acentuada quantidade dessas substâncias. Bagetti et al. (2011) relatou que nos 

extratos metanólicos das polpas de pitanga roxa, vermelha e laranja tiveram alta 

correlação da atividade antioxidante com o conteúdo fenólico total. Contudo 

considerando que um extrato natural é composto por vários constituintes 

químicos, o efeito antioxidante do extrato hidroetanólico das cascas e folhas 

pode estar ligada a efeitos sinérgicos entre os diferentes compostos, incluindo 

os compostos fenólicos (MARTINEZ-CORREA et al., 2011; WU et al., 2009). 

 Neste trabalho, foi avaliado a citotoxidade do extrato das folhas e das 

cascas do caule de E. uniflora em linhagens cancerígenas de melanoma (SK-

MEL, 28, 103) e em células não tumorais PBMC (Peripheral Blood Mononuclear 

Cell / células mononucleares do sangue periférico), analisados em 24 e 48 horas. 

 Para avaliar a citotoxidade in vitro utilizou o ensaio de MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) que se baseia na 

conversão por células vivas do MTT em cristais de formazan. Esta conversão é 

realizada pela clivagem do anel de tetrazólio pela enzima succinato 

desidrogenase dentro da mitocôndria. O que resulta na alteração da coloração 

de amarelo para violeta e então analisada a coloração em leitor de microplacas 

ou espectrofotômetro e por consequente a viabilidade das células, pois a 

geração de formazan é proporcional ao número de células. A redução só é 

possível se a célula estiver viável, se a substancia analisada não foi tóxica para 

a célula e a mitocôndria (MOSMANN, 1983). 

Conforme mostrado no gráfico 3, o ECEU demonstrou efeito citotóxico nas 

linhagens de células de melanoma SK-MEL-28 e SK-MEL-103 de forma 

concentração dependente, ou seja, conforme a concentração do ECEU 
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aumentava, menor foi a viabilidade celular das linhagens e observou redução da 

viabilidade celular na SK-MEL-103 no tempo de 48 horas em relação a 24 horas. 

  A citoxidade do ECEU em células de melanoma já tinha sido 

demonstrada por Mahmoud et al. (2011) que constatou em seus experimentos 

que a casca do caule de E. uniflora na concentração de 100 μg/mL, apresentou 

84,85% de redução da viabilidade em HCT-8 (Human Colon carcinoma), 75,24% 

em SF-295 (glioblastoma) e 95,60% em MDA-MB-435 (melanoma). 

Gráfico 3. Viabilidade celular de células de melanoma após 24 e 48 horas de exposição ao 

extrato das cascas de E. uniflora. 
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Fonte: O Autor (2019). Viabilidade celular de células de melanoma (SK-MEL 28 e SK-MEL 103) 

após 24 e 48 horas de exposição ao extrato das cascas de E. uniflora nas concentrações de 25 
a 400 µg/mL pelo ensaio de MTT. Os resultados foram considerados significativos quando p (* 
p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.01) comparado com o controle. 

 

 Esse é o primeiro trabalho avaliando a citoxidade EFEU em células 

tumorais. O EFEU apresentou citotoxidade nas linhagens de melanoma SK-

MEL-29 e SK-MEL-103 de forma concentração dependente, como mostrado no 

gráfico 4. E foi mais eficiente na inibição da viabilidade da SK-MEL-28 em 48 

horas (gráfico 4), e apresentou menor citotoxidade em células mononucleares 

do sangue periférico (PBMC) como vemos na gráfico 5. 

 No tratamento do melanoma, o principal quimioterápico aplicado para 

esse câncer é a dacarbazina, porém apresenta diversos efeitos colaterais entre 

eles a diminuição de leucócitos, ou seja, o sistema imune fica comprometido 

acarretando diversos outros problemas ou até mesmo interrompendo a 

continuidade do tratamento (BECKER; KÄMPGEN; BRÖCKER, 2000).  
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Portanto para avaliar a seletividade do extrato foi testada a citotoxidade 

dos extratos em células não tumorais, nas células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC), tendo demonstrado baixa citoxidade, reduzindo a viabilidade 

celular somente nas maiores concentrações, conforme demonstrado no gráfico 

5. Sendo que esses resultados corroboram com Da Cunha et al. (2016) que 

constatou que não houve citotoxidade do extrato etanólico das folhas em 

leucócitos humanos nas concentrações de 1-480 µg/mL, indicando que os 

extratos da E. uniflora são seletivos a células tumorais em relação a células não 

tumorais. 

A citotoxicidade para PBMC e para linhagens de melanoma foram 

comparadas utilizando o índice de seletividade (IS), que consiste na razão entre 

o IC50 de PBMC e IC50 das linhagens SK-MEL-28 e 103 considerando o tempo 

de exposição dos tratamentos. Os resultados de índice de seletividade foram 

considerados significativos quando (IS ≥ 2,0) e conforme apresentados na tabela 

5 o EFEU foi mais seletivo a linhagem SK-MEL-103 em 24 e 48 horas de 

exposição do extrato e o ECEU mais seletivo na linhagem SK-MEL-103 em 48 

horas de exposição, comparados com as células não tumorais PBMCs. Jin et al. 

(2011) mostrou que a dacarbazina apresenta IC50 de 380± 29.8 μM em SK-MEL-

5. Comparando com os valores de IC50 de PBMCs apresentado nesse estudo, o 

IS seria em torno de 0,5, demonstrando que os EFEU e ECEU atuam de forma 

mais seletiva as linhagens de melanoma que a dacarbazina. 

Gráfico 4. Viabilidade celular de células de melanoma após 24 e 48 horas de exposição ao 
extrato das folhas de E. uniflora. 
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Fonte: O Autor (2019). Viabilidade celular de células de melanoma (SK-MEL -28 e SK-MEL-
103) após 24 e 48 horas de exposição ao extrato das folhas de E. uniflora nas concentrações 

de 25 a 400 µg/mL pelo ensaio de MTT. Os resultados foram considerados significativos 
quando p (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.01) comparado com o controle. 
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Gráfico 5. Viabilidade celular de PBMC, após 24 e 48 horas de exposição ao extrato das folhas 

e ao extrato das cascas do caule de E. uniflora. 
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Fonte: O Autor (2019). Viabilidade celular de células mononucleares do sangue periférico (PBMC 
- Peripheral Blood Mononuclear Cell) após 24 e 48 horas de exposição ao extrato das folhas e 
ao extratro das cascas do caule de E. uniflora nas concentrações de 25 a 400 µg/mL pelo ensaio 

de MTT. Os resultados foram considerados significativos quando p (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p 
< 0.01) comparado com o controle. 
 
Tabela 5. IC50 dos extratos de E. uniflora com as linhagens celulares no ensaio de viabilidade 
celular e seus respectivos índices de seletividade (IS). 

 ECEU  EFEU  

Linhagens 
Tempo 

(h) 
IC50 

(µg/mL) 

 
IS 

IC50 
(µg/mL) 

 
IS 

SK-MEL-28 24 126,1 ± 5,87 1,45 167,2 ± 18,75 1,32 

48 165,0 ± 8,54 1,11 92,9 ± 33,47 1,73 

SK-MEL-103 
24 136,4 ± 3,85 1,34 75,8 ± 9,22 2,91 

48 87,6 ± 7,52 2,09 72,2 ± 10,55 2,22 

PBMC 
24 183,0 ± 10,85 - 220,4 ± 4,73 - 

48 183,5 ± 16,01  - 160,3 ±15,55 - 

Os valores foram expressos como média ± SEM. 
  

As linhagens celulares SK-MEL apresenta mutações presentes em 

pacientes com melanoma, a linhagem SK-MEL-28 apresenta mutação no proto-

oncogene B-RAF ocorrendo substituição de valina por ácido glutâmico no códon 

600 e SK-MEL-103 mutação no proto-oncogene N-Ras com alteração no códon 

61, resultando na substituição de glutamina por arginina (KAUFMANN et. al, 

2008; LEE; CHOI; KIM, 2011). A citotoxidade apresentada pelos extratos pode 

estar relacionado com a inibição de N-RAS e B-RAF. Visto que a proteína N-Ras 

está envolvida em processos de proliferação e migração celular (DROSTEN et 

al., 2010), e B-RAF em estudo recente demonstrou que promove a invasão e 

metástase em melanoma (AROZARENA et al., 2011). 
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Pelo ensaio de MTT realizado neste trabalho não foi possível afirmar qual 

tipo de morte os constituintes químicos presente no extrato da E. uniflora induziu 

nas linhagens de células tumorais testadas. Porém estudos anteriores já 

relacionaram compostos fenólicos na indução da morte de células cancerígenas 

por apoptose, como o ácido gálico (YOU, et al., 2010), o [10]-gingerol 

(BERNARD; MCCONNERY; HOSKIN, 2017), e o ácido cafeico (MURAD et al., 

2015). Assim, compostos fenólicos presentes na E. uniflora podem estar 

relacionados com a citotoxidade apresentada pelo extrato em células de 

melanoma. 

6. CONCLUSÕES 

Conclui-se que neste trabalho foi constatada a presença de compostos 

fenólicos e flavonoides nos ECEU e EFEU, bem como foi comprovada a 

atividade antioxidante do extrato das folhas e o das cascas de E. uniflora. 

Adicionalmente, este estudo demonstrou pela primeira vez a atividade 

antioxidante das cascas de E. uniflora na captura direta dos radicais ABTS˙+ e 

DPPH. As folhas e as cascas de E. uniflora além de confirmar a sua ação 

antioxidante também demonstrou atividade citotóxica contra melanoma. Assim, 

esses resultados apontam a presença de substâncias que podem estar 

relacionadas a atividade antioxidante de E. uniflora, sugerindo que a E. uniflora 

poderia ser um potencial aliado no tratamento de doenças relacionados ao 

câncer de pele bem como naquelas relacionadas com o estresse oxidativo. 

Contudo, são necessários outros estudos como a determinação dos constituintes 

químicos presente e estudos referentes ao mecanismo de morte em células 

tumorais tanto in vitro quanto in vivo. 
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