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RESUMO 

Combretum duarteanum, popularmente conhecida como mofumbo, é uma árvore 

distribuída em várias regiões do território brasileiro, com boa adaptação à Caatinga e 

no norte de Minas Gerais inserida em remanescentes de floresta tropical seca. Na 

medicina popular, hastes e folhas são usadas para tratamento de dor e inflamação. 

Essa utilização tem correlação química na bioatividade de compostos fenólicos e 

terpenos presentes na planta. Neste trabalho objetivou-se verificar o potencial de 

bioatividade do extrato bruto e partições de C. duarteanum, nas concentrações de 25, 

50,100 e 200µg/ml, na ação antioxidante, anti-inflamatória e antiproliferativa. Foi 

realizada análise fitoquímica com avaliação dos teores de fenólicos e flavonoides 

totais e análise da fração hexânica e metanólica por cromatografia acoplada à 

espectrometria de massa. A determinação da atividade antioxidante foi avaliada pelo 

potencial de sequestros de radicais livres por DPPH e parâmetros enzimáticos (SOD 

e CAT) pelo método ELISA em cultura de fibroblastos L929. Foi avaliado o potencial 

anti-inflamatório em fibroblastos induzidos por LPS para avaliação dos níveis de IL 6 e 

1L β (método ELISA). Foi realizado ensaio de viabilidade celular por exclusão de azul 

de tripan para verificação de citotoxicidade em células de melanoma murino B16-F10, 

assim como teste de migração por ensaio de ferida. Foram identificados cinco 

sesquiterpenoides: nerolidol, espatulenol, viridiflorol, ledol e óxido de cariofileno na 

fração hexânica e três flavonoides: miricetina, taxifolina raminosilada e taxifolina 

glicosilada na fração metanólica. As frações polares do extrato apresentaram 

desempenho significativo no sequestro de radicais livres frente ao controle, e o EB e a 

FM foram efetivos na manutenção da razão SOD/CAT. Não foi obtida resposta celular 

na avaliação de IL β. Houve redução significativa dos níveis de IL 6 frente ao controle 

em todas as concentrações, exceto EB 200 µg/ml, FM 100 µg/ml e 200 µg/ml e FH 

200 µg/ml. A FH e o EB [100 µg/ml e 200 µg/ml] foram significativamente citotóxicos, 

o que refletiu significativamente também no teste de migração para essas 

concentrações que, juntamente com FM [200 µg/ml] e EB [25 µg/ml], apresentaram 

potencial antimigratório. Assim, esses resultados evidenciam o potencial antitumoral e 

antimetastático dos compostos bioativos de C. duarteanum bem como atividade anti-

inflamatória e antioxidante principalmente para o EB e FM decorrente do estímulo 

inflamatório na manutenção do equilíbrio da SOD/CAT. 

 Palavras-chave: Combretum, antioxidante, anti-inflamatório, antitumoral. 

 



ABSTRACT 

 

Combretum duarteanum, tree distributed in several regions of the Brazilian territory, 

with good adaptation to the Caatinga and in the north of Minas Gerais, inserted in 

remnants of dry tropical forest. In folk medicine, hurries and leaves are used to treat 

pain and inflammation. This use has a chemical correlation in the bioactivity of 

phenolic compounds and terpenes present in the plant. This work aimed to verify the 

bioactivity potential of the crude extract, and partitions of C. duarteanum, in the tools of 

25, 50,100 and 200µg / ml, in the antioxidant action, anti-inflammatory and 

antiproliferative action. Phytochemical analysis was performed with evaluation of the 

contents of phenolic and total flavonoids and analysis of the hexane and methanolic 

fraction by chromatography coupled with mass spectrometry. The determination of 

antioxidant activity was evaluated by the potential for free radical scavenging by DPPH 

and enzymatic parameters (SOD and CAT) by the ELISA method in L929 fibroblast 

culture. The anti-inflammatory potential in fibroblasts induced by LPS was evaluated to 

evaluate the levels of IL 6 and 1L β (ELISA method). Cell viability assay was 

performed by excluding trypan blue to check cytotoxicity in murine B16 melanoma 

cells as well as migration test by wound assay. Five sesquiterpenoids were identified: 

nerolidol, spatulenol, viridiflorol, ledol and karyophylene oxide in the hexane fraction 

and 3 flavonoids: myricetin, raminosylated taxifoline and glycosylated taxifoline in the 

methanolic fraction. and EB and FM were effective in maintaining the SOD / CAT ratio. 

No cellular response was found in the evaluation of IL β. The reduction reduces the 

levels of IL 6 compared to the control in all options, except EB 200 µg / ml, FM 100 µg 

/ ml and 200 µg / ml and FH 200 µg / ml. The FH and EB [100 µg / ml and 200 µg / ml] 

were studied cytotoxic, which also reflected in the migration test for these 

recommendations, which together with FM [200 µg / ml] and EB [25 µg / ml]. Anti-

immigration potential. Thus, these results show the antitumor and antimetastic 

potential of the bioactive compounds of C. duarteanum as well as anti-inflammatory 

activity and regulation of oxidative stress resulting from inflammation in maintaining the 

balance of SOD / CAT. 

Keywords: Combretum, antioxidant, anti-inflammatory, anti-tumor 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Metabólitos de plantas  

 

As plantas fornecem uma variedade de compostos vegetais resultantes 

dos processos de biotransformação de moléculas em resposta às interações com o 

ambiente e com as pressões seletivas provocadas por microorganismos parasitas e 

fitófagos herbívoros. Ecofisiologicamente, os metabólitos primários suprem o 

metabolismo basal do vegetal, e os compostos secundários são responsáveis por 

funções biológicas ou ecológicas, incluindo sucesso reprodutivo e êxito na defesa 

contra predadores e patógenos (PERUMAL; GOPALAKRISHNAKONE, 2010; 

ROCHA et al., 2011, MENINO et al., 2015). A grande variedade estrutural de 

compostos secundários contidos na vegetação, associada à peculiaridade genética 

de cada espécie vegetal, aumenta o espectro para possibilidade de descoberta de 

novas fontes de princípios ativos para a manufatura de medicamentos 

farmacologicamente ativos (CECÍLIO et al., 2012). 

Historicamente a elucidação de drogas para utilização no tratamento de 

quadros clínicos diversos tem como origem a indicação observada na medicina 

popular a partir de compostos naturais de plantas (YUAN et al., 2016). Apesar de 

várias plantas da flora brasileira serem utilizadas na medicina popular, muitas ainda 

necessitam de estudos em relação à toxicidade, dosagem efetiva e composição 

química para subsidiar seu uso na terapêutica. As informações etnofarmacológicas 

sobre a atividade biológica de plantas preconizadas pela população, denominadas 

de plantas medicinais, são insuficientes para garantir o uso de várias espécies com 

biossegurança (SEBOLD, 2003; SALES, 2015).  

Os países tropicais possuem a maior riqueza e abundância vegetal, e o 

Brasil concentra a maior diversidade genética com aproximadamente 55.000 

espécies catalogadas (CARNEIRO et al., 2014). Todavia, apenas cerca de 8% de 

toda a flora brasileira são alvos de estudos de bioatividade de compostos naturais 

em processos fisiológicos, o que representa muito pouco da potencialidade dessa 

grande biodiversidade (HEINZMANN; BARROS, 2008).  

A síntese de compostos naturais no metabolismo vegetal pode ter origem 

bioquímica variada (Fig. 1) e diversidade estrutural química que pode originar 

moléculas com potencial de bioatividade (SANGI, 2016). 
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Figura 1: Compostos secundários do metabolismo vegetal. 
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Os estudos nessa área de prospecção de compostos extraídos de plantas 

com potencial no uso terapêutico apresentam crescimento anual de 

aproximadamente 9% com o propósito de descobrir e comprovar cientificamente 

alguma bioatividade de compostos naturais. O acesso a determinadas espécies, a 

logística de extração ou a disponibilidade natural do vegetal em estudo dificultam a 

utilização massiva dessa matéria-prima natural, o que sugere uma utilização 

sustentável para possibilitar o conhecimento estrutural químico de moléculas com 

potencialidade bioativa para a manufatura de compostos sintéticos usados na 

indústria farmacêutica, minimizando o extrativismo vegetal (FONSECA, 2012). 

 

1.2 Combretaceae 

 

Combretaceae é formada por dezoito gêneros e se subdivide em 2 

subfamílias: Strephonematoideae e Combretoideae, totalizando mais de 600 

espécies (STACE, 2010). Combretum e Terminalia se destacam em número de 

 

                                                                                       

  

 Extraído de ALMEIDA, 2017(Adaptado).  
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espécies, pois englobam juntos cerca de mais de 2/3 da biodiversidade da família, 

caracterizando os gêneros mais relevantes para estudos de potencial de 

bioatividade. Botanicamente são classificadas como Angiospermas dicotiledôneas e 

possuem representantes classificados como arbóreos ou arbustivos dependendo da 

constituição estrutural dos tecidos de sustentação influenciados pelas condições de 

solo e clima locais. A anatomia dos órgãos vegetativos e reprodutivos são bem 

peculiares da família, como folhas opostas, sem estípulas e presença de tricomas 

geralmente escamosos. Apresentam inflorescências envolvidas por brácteas muitas 

vezes presentes com tamanho reduzido chamado bractéolas. Os órgãos 

reprodutivos podem ser tetrâmeras ou pentâmeras, dependendo do gênero. 

Receptáculo floral com 4 ou 5 sépalas (LOIOLA; SALES, 1996). A característica 

distintiva da família são os pelos combretáceos com paredes espessas na epiderme 

das folhas, variando de tamanho e morfologia (MAURIN et al., 2010). 

Combretaceae apresenta espécies distribuídas nas regiões quentes, 

classificadas como pantropicais com biodiversidade concentrada no continente 

Africano e Asiático. Apresentam elevado poder adaptativo com registro desde 

ambientes tropicais até regiões semiáridas (STACE, 2010).  

No Brasil, de maneira mais restrita no Nordeste, inventários florísticos 

indicam que Combretaceae apresenta índices de frequência de indivíduos e número 

de espécies elevadas, principalmente com algum endemismo nas regiões 

semiáridas. A partir de levantamentos fitossociológicos, os Valores de Importância 

(VIs), que são parâmetros relevantes no estudo de sucesso adaptativo em Ecologia 

de comunidades vegetais, apresentam números bem significativos para essa família 

(FARIAS, 2014). No Brasil cinco gêneros foram registrados e estão distribuídos nas 

diversas formações vegetais (ZAPPI et al., 2015). Poucas espécies têm relevância 

ornamental, e a exploração botânica dos representantes da família está relacionada 

principalmente à medicina popular e ao uso madeireiro de algumas poucas espécies. 

Em relação ao uso com indicações etnofarmacológicas, o gênero Combretum tem 

mais espécies exploradas (ELLOF; KATERERE, 2008).  

Recentemente estudos envolvendo metabólitos de espécies dessa família 

têm confirmado efeitos bioativos em relação ao constatado na utilização popular, 

como em Mongalo et al. (2016), que detectaram ação anti-inflamatória de infusão de 

Terminalia sericea a partir de indicações etnobotânicas. Sobeh et al. (2019) 

avaliaram extratos metanólicos de folhas de Terminália bellirica e confirmaram 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2175-78602018000401771#B6
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atividade antioxidante e hepatoprotetora em ratos. Cavalcanti et al. (2019) 

evidenciaram, a partir do tratamento com extrato etanólico de Combretum leprosum 

em camundongos, efeito contra infecção intestinal. Seck et al. (2017) relataram a 

bioatividade no controle de hipertensão em seres humanos tratados com cápsulas 

do extrato seco da folha de C. micranthum, com efeitos semelhantes ao fármaco de 

referência. 

O gênero Combretum tem maior endemismo no continente Asiático e 

Africano e tem sido usado na medicina popular com maior destaque nesses 

continentes por causa do maior número de espécies disponíveis e do maior 

conhecimento sobre as potencialidades bioativas dessas. A população utiliza 

infusões de folhas e de cascas para diversos tipos de desconfortos, entre eles dores 

abdominais e dores musculares, quadros inflamatórios entre outros (McGAW et al., 

2001). 

No Brasil, os levantamentos botânicos catalogaram 65 de um total de 370 

espécies do gênero. Há relatos de uso popular para tratamento de verminoses em 

caprinos e bovinos e de infecções pela população do interior nordestino. As 

evidências desses efeitos estão relacionadas à constituição bioquímica dos 

metabólitos deste grupo botânico (LIMA et al., 2013). 

Compostos com características químicas diversas como terpenos e 

compostos fenólicos foram registrados em trabalhos com extratos de Combretum 

com alguma atividade biológica, principalmente com ação antimicrobiana, anti-

inflamatória, antinociceptiva e antitumoral (LIMA et al., 2013; GOUVEIA et al., 2011; 

LIMA et al., 2017).  

Cronologicamente esse potencial bioativo de extratos brutos ou 

fracionados vem sendo explorado. Olajide (2003) evidenciou a atividade anti-

inflamatória do extrato foliar metanólico de C. micranthum. Martini et al. (2004) 

mostraram a ação antioxidante de C. erythrophyllum e relacionaram aos flavonóides 

contidos no extrato bruto encontrados nesta planta. McGaw et al. (2001) detectaram 

a atividade anti-inflamatória do extrato bruto foliar de Combretum piculatum, 

Combretum mossambicence, Combretum imberbe e Combretum molle em 

bioensaios de COX-1. E recentemente Dawé et al. (2018), a partir de ensaios in vivo 

com quadros clínicos induzidos, confirmaram para a espécie Combretum fragans 

elevado potencial anti-inflamatório, atribuído a flavonoides e triterpenos, nos efeitos 

analgésicos, anti-inflamatório e antioxidante. Kpemissi et al. (2019) mostraram a 
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eficiência de extratos de C. micranthum no potencial antioxidante e no efeito 

nefroprotetor em camundongos. Hamad et al. (2019) detectaram propriedades anti-

inflamatórias significativas de C. aculeatum em testes com administração oral do 

extrato bruto em cobaias com quadro de inflamação induzida. 

Estudos relacionados à atividade antitumoral com extratos de plantas do 

gênero são escassos na literatura com destaque para a citotoxicidade de triterpenos 

de C. leprosum em células de câncer de mama (VIAU et al., 2014) e atividade 

antiangiogênica de extratos alcoólicos de C. hartmannianum em células de 

carcinoma (HASSAN et al., 2014). 

 

1.3 Combretum duarteanum Cambess 

 

Combretum duarteanum é classificada botanicamente como pequena 

árvore (arvoreto) ou arbustos (Fig. 2) com ramos desde a base até o ápice caulinar, 

altura que compreende de 2,5 a 5 m, ricos em tricomas lepidotos que podem ser 

hialinos ou ferrugíneos nos órgãos vegetativos e reprodutivos, com caule e ramos  

 

Figura 2: Ramos de Combretum duarteanum. 

 

 

 

 

 

 

 

Extraído de GOUVEIA, 2011- Foto: J.F.TAVARES 2008. Partes aéreas com folhas, frutos e ramos 

caulinares de C. duarteanum. 

 

acinzentados. Folhas peninérvias membranáceas (Fig. 3) com base cuneiforme e 

pecíolo 2-3 mm de comprimento. Suas inflorescências são racêmicas axilares. 

Possuem bractéola espatulada com botão floral 2-3 × 1-1,5 mm, flores amareladas e 

hipanto com variação de fusiforme cupuliforme. As pétalas são pequenas e de 

coloração que varia de tonalidade desde amarelo a avermelhadas. Apresentam 8 

estames e filetes do verticilo com aproximadamente 3 mm de comprimento. Anteras 
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elípticas com disco nectarífero aneliforme, margem livre e viloso. O estilete e 

estigma são diminutos (LOIOLA; SALES, 1996). 

 

 

 

 

 

 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta espécie, além do Brasil, já foi catalogada na Bolívia e Paraguai. 

Popularmente é chamada de mofumbo ou cipiúba. Esses arvoretos ocorrem no 

Brasil com uma distribuição que abrange todas as regiões do território nacional, 

exceto a região Sul (Fig. 4). Em Minas Gerais apresentam maior abundância em 

fragmentos de floresta tropical seca, popularmente chamada de Matas Secas 

(FORZZA et al., 2014). 

As Matas Secas, um dos habitats de C. duarteanum, caracterizam um 

ambiente peculiar, onde a vegetação apresenta diversas adaptações associadas a 

um sistema estressante (clima, solo e biota). As peculiaridades edáfico-climáticas 

dessa fitofisionomia podem interferir direta ou indiretamente no anabolismo de 

compostos com algum potencial bioativo (GUSSON, 2017; IVANAUSKAS; 

RODRIGUES, 2000). Fatores como: localização geográfica, sazonalidade, 

 

Figura 3: Anatomia de partes vegetativas e reprodutivas de C. 

duarteanum . 

Extraído de SOUSA et al., 2018 (Adaptado). – A- folha -B -detalhes dos 

tricomas -C- flor - D-fruto 

 

A 
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fotoperíodo (tempo e intensidade luminosa), temperatura, umidade, altitude, latitude 

e condições edáficas (disponibilidade de nutrientes e tipo de solo), além do período 

do dia da coleta, condições fenológicas e forma de uso in natura ou desidratada 

podem ser definitivos nas rotas de biossíntese do vegetal (HARAGUCHI; 

CARVALHO, 2010; GUSSON, 2017). 

Na região norte do estado de Minas Gerais, caracterizada pelo ecóton e 

entre Cerrado e Caatinga com remanescentes de Matas Secas ainda com algum 

grau de conservação, estudos sobre C. duarteanum são descritos em levantamentos 

botânicos de inventários florestais, no quais a espécie tem alta frequência de 

indivíduos, como relatado por Arruda et al. (2011) e Rocha et al. (2011). 

 Popularmente C. duarteanum é utilizado na preparação de chás para tratar 

dor e inflamação, e essa indicação etnofarmacológica foi utilizada como critério de 

escolha para este estudo. A presença de compostos como flavonoides, taninos e 

triterpenos em trabalhos com representantes da espécie coletados na Caatinga deve 

estar correlacionada com o potencial etnofarmacológico dessa espécie vegetal 

(LIMA et al., 2013; GUIMARÃES, 2010).  

Essa indicação etnofarmacológica foi verificada na ação anti-inflamatória em 

testes com extrato bruto em colite induzida in vivo (LIMA et al., 2017). Também com 

o extrato bruto, Gouveia et al. (2011) obtiveram ação antioxidante e 

antiedematogênica em experimentos com camundongos.  

Fonte: Marquete e Loiola, 2015 

 Estados com presença de C.duarteanum descritos 

Figura 4: Distribuição geográfica de C. duarteanum.  
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A literatura apresenta vários estudos com plantas da mesma família com 

alguma bioatividade comprovada experimentalmente, com predominância de 

espécies do continente africano e asiático, onde a prevalência e a concentração de 

espécies são maiores. Já no Brasil os registros são mais pontuais, relacionados a 

inventários botânicos e, em relação a C. duarteanum, o potencial farmacológico de 

compostos naturais se restringem a indivíduos coletados na Caatinga nordestina. 

(FARIAS et al., 2014). 

 

1.4 Inflamação  

 

A inflamação abrange um conjunto de respostas celulares e humorais 

após lesão (por exemplo, exposição a calor ou frio, isquemia, trauma, entre outros), 

em que o organismo tenta promover o reestabelecimento da homeostase no tecido 

lesionado (SERHAN; WARD; GILROY, 2010). As alterações vasculares 

concomitantes à migração de células de defesa mediada por moléculas de adesão 

intracelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) marcam a fase inicial de qualquer quadro 

inflamatório, além de síntese de quimiocinas e metabólitos oriundos do ácido 

araquidônico com síntese prostaglandinas e leucotrienos, o que agrava a 

sintomatologia (GOSSLAU et al., 2011). 

O quadro da reação inflamatória começa com a resposta primária de 

defesa contra qualquer estímulo lesivo exógeno ou endógeno e, independente da 

natureza do estímulo indutor, a sua intensidade se eleva proporcionalmente com o 

aumento de interleucinas (IL). Essas ativam uma cascata de sinalização com o 

intuito de anular ou minimizar os efeitos do agente indutor e ainda podem ativar o 

fator de necrose tumoral (TNF), que intensifica a agressividade da sintomatologia da 

inflamação (GUYTON; HALL, 2006). Esses dois agentes são mediadores e têm 

ações fisiológicas opostas: as pró-inflamatórias – dentre elas a IL 1, IL 6, TNF – e 

anti-inflamatórias – como IL 4 e IL 10 –, que potencializam o início ou a inibição 

respectivamente (MUELLER et al., 2010). Funcionam fisiologicamente numa relação 

por feedback atuando na intensidade da inflamação com ação específica em 

receptores nas células-alvos (ZHOU et al., 2009).  

A atuação dos mediadores implicando nessas alterações fisiológicas é 

chamada de fase aguda, com sintomas marcantes como hiperemia, febre e edema. 

Normalmente tem curta duração, horas ou dias e a fase seguinte, denominada de 
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fase crônica, tem duração mais prolongada e se caracteriza por angiogênese e 

fibrose no tecido afetado. Intervenções para diminuir os sintomas devem ocorrer 

nessa fase para promover o declínio dos teores desses mediadores (SERHAN; 

WARD; GILROY, 2010).  

Os anti-inflamatórios de referência mais usados são os não estereoidais 

(AINEs), bastante efetivos na minimização de sintomas por promoverem inibição em 

etapas específicas da sinalização metabólica dos mediadores inflamatórios 

(RIBEIRO et al., 2006). Existe uma grande diversidade de medicamentos que se 

enquadram nesta classe de anti-inflamatórios, mas, apesar de serem eficientes, 

podem desencadear possíveis efeitos colaterais como: toxicidade renal e hepática, 

além de distúrbios gastrintestinais e urticária., principalmente em idosos (GADDI et 

al., 2004; HILÁRIO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006). A utilização de fármacos com 

capacidade de agir nas vias metabólicas da inflamação que apresentem eficácia e 

efeitos colaterais minimizados está relacionada diretamente ao crescimento do uso 

de medicamentos naturais, como os fitoterápicos (CARNEIRO et al., 2014). 

Como via alternativa aos fármacos tradicionais, os compostos naturais 

dos vegetais são comumente utilizados pela população em geral, principalmente 

como chá na infusão de folhas ou ingestão de cascas de caules ou raízes para 

aliviar sintomas da inflamação (SOUSA et al., 2007) e, por apresentarem potencial 

de bioatividade, podem constituir fontes naturais de medicamentos ou mesmo como 

referência estrutural química para síntese de fármacos sintéticos (TOLMACHEVA; 

ROGOZHIN; DERYABIN, 2014).  

Diversas substâncias naturais são conhecidas por apresentar alguma 

ação efetiva na resposta inflamatória, essencialmente redução nos níveis de 

metabólitos da via do ácido araquidônico e citocinas ou em relação à produção de 

segundos mensageiros (cGMP, cAMP e proteínas quinases), assim como fatores de 

transcrição (NF-κB, proto- oncogênese- c-jun e c-fos) e expressão de moléculas pró-

inflamatórias (GOSSLAU et al., 2011). 

Alguns estudos evidenciam essa potencialidade no efeito anti-inflamatório 

de metabólitos, como relatado por Ha et al. (2012), que confirmaram ação anti-

inflamatória de Zingiber officinale na redução de PGE2 IL-1β e TNF-α, por 

intervenção na sinalização da via de COX2 e NF-KB. Esse mesmo trabalho, 

utilizando tratamento com extratos dessa planta, demonstrou redução nos teores de 

IL-6 e TNFα em animais com dieta hipercalórica. Miao et al. (2019) demonstraram 
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que cultura de células expostas a LPS e tratadas com extratos de extrato bruto de 

Portulaca oleracea tiveram redução significativa nos níveis de COX-2, TNF-α e IL-6, 

além de inibição da via NF-κB. Esses efeitos observados apresentam relação com a 

via do TNFα em conjunto com Lipopolissacarídeos e IL 1β, que são ativadores do 

fator de transcrição NF-κB (Fig. 5). 

O NF-κB é um fator de transcrição ativado a partir de fosforilações 

específicas, regulando as fases da resposta inflamatória. O TNFα assim como a via 

TRL4 podem ativar a via do NF-κB e por consequência ativar uma gama de genes 

entre eles. Genes esses responsáveis pela sobrevivência e pela manutenção da 

funcionalidade metabólica celular como genes de ciclooxigenases, prostaglandinas e 

interleucinas 6 e 1-β (SORRENTINO et al., 2012). 

 

 

1.5 Estresse oxidativo 

 

Figura 5: Sinalização TNF-α. 

Extraído de DIRKS & LEEUWENBURG, 2006. Cascata de sinalização do fator 
de necrose tumoral para ativação do complexo NFkB na resposta inflamatória 
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O desequilíbrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes pode gerar um 

excesso de radicais livres, caracterizando o estresse oxidativo. Os radicais livres 

apresentam elétron desemparelhado, o que condiciona a capacidade de gerar 

espécies reativas e potencializa a possibilidade de metabólitos celulares formarem 

tipos diferentes de substâncias, o que permite maximizar a capacidade danosa em 

células devido à natureza química das moléculas. Denominadas de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), essas moléculas necessitam de um controle constante 

no metabolismo devido à elevada concentração de oxigênio presente no interior das 

células (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016).  

A formação de EROs ocorre naturalmente no metabolismo celular em 

decorrência da grande quantidade de reações e de produção de metabólitos. Apesar 

de causarem danos celulares, também possuem função metabólica relevante como 

no combate de bactérias por macrófagos que utilizam peróxido de hidrogênio e o 

óxido nítrico, que é mediador de vasodilatação em situações fisiológicas importantes 

(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Todavia, danos em proteínas teciduais ou de 

membranas além de DNA podem ocorrer em virtude do excesso dessas moléculas 

(OLIVEIRA, 2009). Esses danos celulares podem originar uma diversidade de 

quadros clínicos, entre eles tumores, quadros inflamatórios e neurodegenerativos. 

(CHEN; FAN; YANG, 2016).  

 A causa principal do estresse oxidativo está relacionada ao saldo positivo 

de EROs ao se considerar o balanço entre produção e degradação como, por 

exemplo, queda no combate das EROs, seja por mutações ou alguma especificidade 

metabólica: diminuição de antioxidantes da dieta ou disfunção metabólica que eleva 

os teores de EROs (HALLYWELL, 2008). Assim esse balanço metabólico 

desequilibrado possibilita a oxidação de substratos metabólicos com capacidade de 

gerar danos de agressividade variada. 

Nesse contexto, os antioxidantes (Fig. 6) previnem a formação de EROs, 

combatem o estresse oxidativo, são produzidos no interior das células, como os 

endógenos, além dos exógenos como vitaminas oriundas da dieta, com 

especificidade de evitar ou mesmo retardar a oxidação de substratos. Dividem-se em 

preventivos, sequestradores e de reparo. As vitaminas A e C, por exemplo, agem 

como preventivos para evitar a formação de EROs, já os compostos fenólicos são 

chamados de agentes sequestradores, pois se ligam em moléculas com potencial 
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reativo, e os de reparo constituídos pelas enzimas antioxidantes, responsáveis por 

degradar agentes oxidantes remanescentes (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). 

Em conjunto, os antioxidantes exercem o papel de defesa do organismo 

para evitar os efeitos do extresse oxidativo. O grupo enzimático atua para a 

manutenção do equilíbrio metabólico. Alterações ou inibição nas catálises realizadas 

pelo complexo enzimático estão relacionadas a quadros diversos de problemas 

metabólicos. A catalase promove à quebra do radical peróxido de hidrogênio, em O2 

e H2O, a superóxido dismutase (SOD) com três isoenzimas: a SOD 1, 

citoplasmática, a SOD2 e a SOD3, que têm atividade mitocondrial e extracelular 

respectivamente. São exclusivas de células com metabolismo aeróbio. Outra enzima 

de destaque é a glutationa peroxidase, que reduz os níveis de peróxidos e recebe 

esse nome devido ao seu cofator, a glutationa (HUBER; ALMEIDA, 2008).  

O sistema não enzimático é formado por vitaminas antioxidantes como A, 

C e E, além do ácido úrico e ativadores enzimáticos. É obtido em maioria na dieta, 

principalmente oriundos de vegetais, e são agentes ativos no sistema de defesa aos 

agentes oxidantes (KHAN et al., 2015). Portanto, a opção pelo enriquecimento da 

 

Figura 6: Tipos de EROs e respectivos antioxidantes endógenos e exógenos 

Fonte: BALDINI, 2016. 
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dieta com alimentos ricos em vitaminas antioxidantes em detrimento de compostos 

sintéticos é uma alternativa em relação aos medicamentos convencionais e aos 

compostos fenólicos, sejam em estudos com isolamento de compostos ou em 

extratos de plantas, são considerados substâncias altamente eficientes no combate 

de EROs, dentre eles os flavonoides (SOUSA et al., 2007).  

A eficiência na bioatividade dessas substâncias naturais se deve a sua composição 

química, com presença de hidroxilas fenólicas com potencial de oxirredução, o que 

promove a doação de elétrons à espécie reativa, estabilizando-a.  

Espécies da família Combretaceae têm revelado potencial antioxidante como 

relatado por Huang et al. (2017), que evidenciaram os efeitos protetores 

do extrato metanólico de Terminalia catappa L. contra estresse oxidativo. Sheng et 

al. (2018) relataram a atividade antioxidante dos compostos fenólicos do extrato 

bruto do fruto de Terminalia chebula em ensaios DPPH e ABTS. 

Em relação ao gênero Combretum, Kpemissi et al. (2019) evidenciaram o 

elevado potencial antioxidante do extrato etanólico de Combretum micranthum em 

modelo de nefrotoxicidade induzida em ratos Wistar. O mesmo tipo de atividade 

também foi demonstrado com a espécie Combretum erythrophyllum no trabalho de 

Mtunzi et al. (2017), no qual também se utilizou o extrato bruto. Essa correlação foi 

atribuída aos compostos fenólicos constituintes desse grupo botânico.  

 

1.6 Câncer: Origem 

 

O fundamento conceitual da origem de qualquer tumor está diretamente 

relacionado a algum evento de desregulação no ciclo celular. As células em seu 

estado metabólico ativas estão no chamado período G0, exercendo sua 

funcionalidade, e para começarem a multiplicar, seja para renovação ou crescimento 

tecidual, o primeiro evento que é o ponto de partida para o ciclo celular é a 

duplicação do DNA. Em seguida, todas as reações metabólicas direcionam a célula 

a executar o repasse igualitário do material genético para as células filhas, 

configurando então o processo mitótico como evento biológico único para o 

desenvolvimento e a manutenção dos tecidos (FOSTER, 2008; VOLP et al., 2008). 

O ciclo celular (Fig. 7) constitui quatro fases: G1 (Gap1), (síntese), G2 

(Gap2) e M (mitose), considerando células eucarióticas. O período G1 se caracteriza 

pela preparação citoplasmática para a duplicação do DNA com transcrição de RNAs 
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para a síntese de proteínas dos eventos subsequentes. Na etapa posterior (S), 

ocorre a duplicação do material genético (PARK et al., 2008; FOSTER, 2008). Os 

mecanismos que descrevem a duplicação da molécula de DNA envolvem um 

complexo enzimático que, antes da fase S, realizam fosforilações de proteínas 

licenciadoras e promovem o deslocamento de histonas no esqueleto cromossômico, 

permitindo a mudança de conformação da estrutura da dupla-fita, para viabilizar a 

replicação. Essas proteínas são sintetizadas em G1, utilizadas em S e degradadas 

em G2 para inibir nova replicação antes da mitose. No término de G2, uma 

verificação é feita para certificação de ausência de erros nos processos metabólicos 

e de necessidade de reparo de algum erro da replicação do DNA. Falha nesse 

reparo pode resultar em alterações genômicas e fixação de incorreções no DNA, 

além de proliferação descontrolada, que é o princípio da progressão tumoral 

(ZHANG et al., 2011). 

O controle do ciclo celular é feito pelos oncogenes que são responsáveis 

por codificarem proteínas, que atuam na sinalização, relacionadas ao estímulo do 

processo de divisão celular e os genes supressores, que são responsáveis pelo 

retardamento e pelos reparos na divisão celular (WEINBERG, 2016). 

 O gene p53 está relacionado a carcinogêneses variadas que acometem a 

população humana. Mutação nesse gene reflete aproximadamente 71% dos tumores 

de cólon, de 35 a 50% dos tumores de mama e metade dos cânceres de pulmão. 

Alterações genéticas neste gene estão correlacionadas para cânceres em geral com 

destaque para os sarcomas (GALLUZI et al., 2012). 

A proteína p53 atua na verificação (checkpoint) durante a progressão G1-

S. Essa proteína, quando ativada, inibe o complexo ciclinaquinase, responsável por 

bloquear essa progressão e promover o reparo. Esse acontecimento é crucial para 

que danos na fita do DNA sejam reparados, caso contrário pode ocorrer segregação 

anormal das cromátides na divisão celular, podendo formar rearranjos 

cromossômicos incompatíveis, o que aumenta a possibilidade de desencadear a 

formação de tumores (FOSTER, 2008; MOUNTZIOS et al., 2010). 

 

1.6.1 Câncer: Características gerais 

 

O câncer nas últimas décadas é considerado um problema de saúde 

pública e provoca cerca de sete milhões de mortes anualmente, posicionando-se 
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entre as três maiores causas no índice de mortes mais prevalentes no Brasil 

(SANTOS, 2018). 

 

Essa enfermidade se caracteriza pelo crescimento desorientado de 

células e o potencial de migração tecidual. A intensidade da multiplicação define a 

formação das neoplasias que, dependendo da agressividade, podem ser 

classificadas como malignas ou benignas. Os tumores benignos apresentam 

multiplicação lenta e suas células não diferem muito do tecido de origem. Já os 

malignos apresentam um desenvolvimento rápido e com elevada capacidade de 

metástases (BRAY et al., 2018). A carcinogênese pode estar relacionada a muitos 

fatores (Fig. 8) como: idade, fatores hormonais, fatores genéticos e fragilidade 

imunológica do indivíduo, que podem estar associados ao seu desenvolvimento, o que 

permite a caracterização da doença (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016). 

 O desenvolvimento do tumor é marcado por três fases: iniciação, 

promoção e progressão. A iniciação é marcada por uma desregulação genômica que 

promove alterações nas respostas celulares a fatores de crescimento, diferenciação 

e/ou apoptose. O estágio subsequente é denominado de promoção e consiste na 

proliferação e ou expansão de células iniciadas que passam a ser classificadas 

como pré-maligna. Essa etapa é longa e gradual, mas, por ser reversível, é um dos 

focos de ação das drogas quimiopreventivas. A ineficiência no combate às células 

pré-malignas correlacionadas a novos danos no DNA e a irreversibilidade desse 

Reparo Replicação do DNA 

Figura 7: Ciclo celular. 

Fonte: Almeida et al., 2010 (modificado)- G0-intervalo sem divisão, G1-Período pré duplicação 

do DNA, S- período de duplicação do DNA, G2-- Período pós duplicação do DNA, M- mitose. 
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quadro proporcionam mitoses descontroladas e metástases com consequentes 

manifestações clínicas, caracterizando a fase de progressão, que depende das 

condições imunológicas e endócrinas do paciente para maior ou menor 

agressividade na progressão tumoral (VOLP et al., 2008).  

A estatística de incidência de câncer aponta maior prevalência entre os 

países emergentes. Estima-se que nos próximos 5 anos surgirão dezenas de 

milhões de novos casos e que cerca de ¾ acometerão a população desses países 

(INCA, 2018). O Brasil se enquadra na tendência global em relação ao crescimento 

do número de casos, com destaque para os tipos de melanoma, que apresentam 

incremento estatístico em países tropicais devido à incidência solar, e, apesar de 

menos comum que outros tipos de tumores, corresponde a um tipo de câncer muito 

agressivo (MILLER, 2006). O melanoma cutâneo se origina a partir de alterações de 

melanócitos (SLINGLUFF, 2011). De acordo com a estimativa do Instituto Nacional 

do Câncer (2018), aproximadamente 165.000 novos casos serão diagnosticados no 

Brasil no triênio 2020-2022, com elevado índice de óbitos devido ao potencial 

metastático. O processo de metástase acomete principalmente a pele, linfonodos e 

pulmão, com rara possibilidade de cura para pacientes com melanoma metastático 

(HOMSI et al., 2005). 
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Dentre os diversos fatores em potencial para desencadear um câncer, um 

deles é o processo inflamatório, pois nesse quadro específico o organismo 

apresenta algumas peculiaridades fisiológicas ou metabólicas como, por exemplo, a 

ativação de fatores de crescimento que pode aumentar a possibilidade de 

desenvolvimento de algum progresso tumoral devido a possíveis alterações no DNA, 

ocasionando transformações neoplásicas. Todavia, a progressão neoplásica sofre 

influência direta dessas variações bioquímicas metabólicas proporcionadas pelo 

recrutamento celular (GRIVENNIKOV, 2010). Assim, compostos que influenciam ou 

alteram metabolicamente o desenvolvimento da inflamação podem ser importantes 

no tratamento do câncer (ALVARENGA et al., 2014). 

Esse tipo de doença sugere especificidade no tratamento devido a fatores 

como o tecido afetado e a tipologia tumoral, que são requisitos peculiares para cada 

tipo de carcinogênese para subsidiar o prognóstico a fim de delinear o melhor 

Figura 8: Visão esquemática do processo de carcinogênese. 

Fonte: VOLP et al.,2008. 
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tratamento, desde um procedimento cirúrgico local, radioterapia ou mesmo 

procedimentos mais invasivos como a quimioterapia (BROWN et al., 2003).  

O uso da quimioterapia é o procedimento normalmente mais utilizado, 

devido à eficiência dos agentes químicos na supressão da multiplicação celular 

(COSTA-LOTUFO, 2010). Contudo, os agentes químicos usados nesse 

procedimento afetam também células normais, proporcionando prejuízos funcionais, 

o que viabiliza quase sempre um quadro de debilidade física do paciente, associado 

a uma acentuada queda de imunidade (BROWN et al., 2003; FIRCZUK et al., 2011). 

Além disso, compostos convencionalmente utilizados na quimioterapia têm-se 

revelado ineficientes para casos específicos de vários tipos de tumor devido à 

resistência apresentada pelas células tumorais (SHUKLA et al., 2012).  

Por isso, a descoberta de novas substâncias naturais que sejam mais 

específicas para as células-alvo e com menor capacidade de produzir efeitos 

adversos em células normais torna-se uma alternativa ao tratamento convencional. 

Os compostos naturais são protagonistas na prospecção de quimioterápicos contra 

tumores, já que grande parte dos compostos utilizados no tratamento convencional 

são extraídos ou derivados de produtos naturais (ZHANG et al., 2011; BERLINCK et 

al., 2017). 

Nesse contexto, muitos trabalhos vêm sendo desenvolvidos a partir 

desses metabólitos. Algumas classes de compostos já confirmaram algum efeito 

antiproliferativo em tumores, dentre elas os terpenos, flavonoides e curcuminoides 

(TREVISAN et al., 2016, CHAN et al., 2016). 

Também tem sido demonstrado o potencial na atividade antitumoral com 

extratos de Combretum, como em Hassan et al. (2014) que verificaram atividade 

antiangiogênica dos extratos hexânico e metanólico de C. hartmannianum, reduzindo 

o crescimento maciço de microvasos nos explantes aórticos de camundongos. 

Moura et al. (2018) relataram o efeito antitumoral em cultura de células de câncer de 

cólon humano a partir de metabólitos isolados de C. fruticosum. Mbiantcha (2018) e 

colaboradores confirmaram a redução da viabilidade celular de linhagem de células 

de câncer de mama (MCF-7) tratadas com tritepernos isolados de C. fragans. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

  

Avaliar os efeitos bioquímicos do extrato bruto e frações de Combretum 

duarteanum na ação anti-inflamatória, antioxidante e antitumoral.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Caracterizar a constituição fitoquímica de Combretum duarteanum; 

 Verificar o efeito do extrato bruto e suas frações na atividade antioxidante 

(DPPH); 

 Detectar o teor de flavonoides totais dos extratos; 

 Detectar o teor de fenólicos totais nos extratos; 

 Determinar os efeitos dos extratos na atividade de SOD e CAT; 

 Avaliar a expressão de citocinas, IL- 6, IL 1 β, em células induzidas por LPS; 

 Avaliar o potencial do EB (extrato bruto), FM (fração metanólica) e FH 

(fração hexânica) na ação antiproliferativa em células de melanoma 

B16 in vitro. 
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3. METODOLOGIA  

 

3.1 Amostragem da vegetação 

 

A área de amostragem da espécie vegetal pertence a um fragmento de 

floresta tropical seca (Mata Seca), situada no distrito Brejo do Amparo (44º24’17,48’’ 

W e 15º25’10,85’’ S), no município de Januária, norte de Minas Gerais, Brasil (Fig. 

9). O clima é tropical com estação seca de inverno (maio a setembro) e chuvas no 

verão (outubro a abril). A temperatura e a precipitação média são de 26,8 e 920 mm, 

respectivamente. O solo é pouco profundo com afloramento calcário predominante, 

apresentando grande disponibilidade de nutrientes, principalmente Ca e Mg, 

promovendo elevada fertilidade natural pela desmineralização rochosa (EMBRAPA, 

2006). 

Folhas de C. duarteanum foram coletadas numa área pré-selecionada de 

½ ha, de dezembro de 2017 a janeiro de 2018. As folhas foram conduzidas à estufa 

para desidratação. Foram construídas exsicatas logo após a coleta in loco para 

identificação botânica, conforme protocolo convenvional (MORI, 1989), e depositada 

no Herbário Montes Claros (MCMG 1425). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Localização geográfica espacial da área de a amostragem 
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3.2 Extrato Etanólico (EB) e frações 

 

 O material botânico de C. duarteanum foi coletado entre dezembro de 

2017 e janeiro de 2018. Inicialmente foi feita a secagem das folhas em estufa a 40ºC 

± 5ºC, durante 7 dias até a desidratação completa. Em seguida, o material botânico 

seco foi levado ao moinho de facas e, após pulverização, foi pesado e armazenado. 

Para a elaboração do extrato bruto foi utilizado etanol. Inicialmente 400g do material 

vegetal foi colocado em um percolador e adicionado 200 ml de etanol (Fig. 10). A 

cada 4 dias foi feita a percolação e introduzido mais volume do solvente. Após todo 

Figura 10: Etapas de confecção dos extratos 

 

a- Percolação; b- Recolhimento do extrato bruto; c- Concentração do extrato no 
rotaevaporador; d-Partição hexânica. 
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volume de solvente perpassar a droga e ser recolhido, em um total de seis 

percolações, o mesmo foi evaporado em banho-maria acoplado a um 

rotaevaporador. Em seguida, o extrativo foi pesado e acondicionado para secagem 

completa e, depois de seco, o extrato etanólico foi levado ao fracionamento a partir 

de 20g da amostra que foi ressuspendida em 120 ml de metanol: água na proporção 

inicialmente de 6:4 e posteriormente ajustado para 9:1, devido à dificuldade de 

solubilidade na primeira concentração utilizada. Em seguida, foi particionado com 80 

ml de hexano no funil de separação. Essa etapa foi repetida para maximizar a 

concentração do extrativo obtido. Posteriormente as frações hexânica e metanólica 

foram concentradas por rotaevaporação seguido de secagem a 40ºC em estufa. 

Após secagem, 5 g da fração metanólica foram ressuspendidas em 150 ml de 

butanol e levadas ao funil de separação com água destilada. Essa partição foi 

repetida algumas vezes para maximizar a retirada de compostos solúveis neste 

solvente. Foram feitas 4 repetições. Em seguida, concentrou-se no rotaevaporador 

obtendo-se as frações: aquosa e butanólica (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema ilustrativo do método de elaboração dos extratos e frações. 
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3.2.1 Flavonoides (FLT) 

 

As amostras foram submetidas à espectrofotometria de acordo com 

Brand-Williams et al. (1995). Inicialmente foi realizada uma triplicata de alíquotas de 

solução estoque das amostras (EB, BuOH, FM, FH e Faquo) de 2,5 mg/mL em 

etanol PA utilizando 5 mg do extrato seco em 2 ml de etanol. Em seguida 300 mg de  

AlCl3  anidro foi diluído em 10 mL de água destilada. Para a obtenção da solução de 

acetato de potássio foi utilizado 980 mg deste soluto em água para concentração de 

1mol/L. Em seguida foi adicionado 100 µL da solução estoque das amostras em 

placa de 96 poços, seguido de adição de 40 µL de etanol PA nos poços das 

amostras. Em seguida foi adicionado 4 µL da solução de AlCl3, 4 µL da solução de 

acetato de potássio e 52 µL  de água destilada  em cada poço  obtendo volume final 

de 200 µL por poço. Para o branco das amostras foi utilizado 100 µL da respectiva 

amostra, 44 µL de etanol, 4 µL de solução de acetato de potássio e 52 µL de água 

destilada. Para o padrão foi utilizado solução de quercetina em etanol de 0,02 

mg/mL. Foram utilizados volumes diferentes do padrão por poço para obtenção de 

concentrações diferentes. Assim, foi utilizado 2,5,10,15,20,25,30,35,40 e 45 µL da 

solução padrão adicionado de 4 µL de solução de acetato, 4 µL de solução de  AlCl3   

e aliquotado a diferença para o volume final de solução de água destilada. A placa 

foi incubada por 40 minutos ao abrigo de luz e em seguida foi realizada leitura em 

leitor de Elisa a 450nm (Fig.12).  

Os resultados foram expressos em EQ (equivalentes de quercetina) por 

grama de amostra. 

Branco das 

amostras 

Amostras em 

teste 

Branco do padrão 

Padrão de 

Quercetina 

Figura 12: Placa para avaliação FLT 
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3.2.2 Fenólicos totais 

 

O método de Folin-Ciocauteu, segundo Bonoli e colaboradores, foi 

utilizado com modificações (BONOLI et al., 2004). Foram preparadas soluções 

estoque das amostras ( EB, BuOH, FM, FH e Faquo) em etanol 95%  na 

concentração de 2,5 mg/mL. Em seguida foi preparada a solução de NaCO3 1,5% 

p/v com diluição de 1,5 g deste soluto em 10ml de água destilada. Foi adicionada em 

placa de 96 poços 30 µL de água detilada e 80 µL da amostra. Para o branco foram 

utilizados 80 µL da amostra e 120 µL de água destilada. Para o padrão foi utilizado 

ácido gálico na concentração de 1mg/ml diluído em etanol. Foi utilizado volumes de 

2 a 70 µL da solução padrão para obtenção de diferentes concentrações. Em 

seguida foi adicionada reagente de Folin-Ciocalteu nas amostras e nos padrões e 

realizada a proteção da placa com papel alumínio seguido de agitação por 1 minuto. 

Em seguida foi adicionado 40 µL da solução de NaCO3 nas amostras e nos padrões. 

Após agitação por 30 segundos foi adicionado 40 µL de água destilada para 

obtenção do volume final de 200 µL por poço. A placa foi incubada por 2 horas ao 

abrigo de luz e levada ao leitor de ELISA a 650 nm. Foi feito triplicata das amostras. 

A partir dos dados da espetrofotometria e obtenção da equação da curva padrão foi 

feita a interpolação dos dados para obtenção em EAG (Equivalentes de Ácido 

Gálico) por grama de amostra para determinação do teor total. 

 

Amostras em 

teste 

Padrão Folin-

Ciocauteu 

Branco das 

amostras 

Figura 13: Placa para avaliação do teor de FT 
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3.3 LC-MS 

 

A LC-MS foi realizada com a fração metanólica do extrato de C. 

duarteanum. Foi enviado 1g da amostra seca para a Central Analítica do Intituto de 

Química (IQ-USP), foi utilizado o espectometro MAXIS 3G – Bruker Daltonics 

acoplado ao HPLC Shimadsu com detector de arranjo de diodos acoplado (DAD) e 

uma massa de espectrômetro equipado com ionização por electrospray (ESI) 

operado sob as seguintes condições: tensão capilar, 3500 V; modo de íon positivo e 

negativo; temperatura capilar, 320; tensão de fonte, 5 kV; temperatura do 

vaporizador, 320 °C; corrente de agulha corona, 5 mA e bainha de gás e nitrogênio, 

27 psi. As análises foram executadas no modo de verificação completa (100–2000 

u). Foi utlizada para separação Coluna Supelco Ascentis C-18 (250x4. 6 mm). A fase 

do eluente consistia em água e 0,1% de ácido fórmico (solvente A) e acetonitrilo e 

0,1% de ácido fórmico (solvente B). A eluição foi de 0–11 min, com um gradiente de 

5% a 95% B. O volume de injeção foi de 4,0 μL. Os espectros ultravioleta (UV) foram 

registrados de 190 a 450 nm. A MS utilizou um equipamento de quadrupolo com 

fonte no modo positivo. 

 

3.3.1 CG-MS 

 

As análises de CG-MS foram realizadas na FH,  feitas no IQ-USP utlilizou 

equipamento GCMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu). Coluna: Rxi-1MS 30 metros x 

0,25 milímetros x 0,25 µm (Restek). A Temperatura utilizada na Coluna foi de 70°C 

nos primeiros minutos com aumento gradativo de 5°C/minuto, até a temperatura 

máxima de 250°C. Injetor: 250°C Split (1:10), Interface CG-EM a 260°C. Gás de 

arraste: Hélio a 1.5 ml/minuto. Volume de injeção: 1 µL a 1 %. 

 

3.4 Capacidade antioxidante DPPH 
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A capacidade antioxidante foi medida como a capacidade da amostra em 

eliminar o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme descrito por 

Brand-Williams et al. (1995).  

Para a verificação da atividade sequestradora dos extratos inicialmente foi 

preparado uma solução estoque de cada extrato (EB, BuOH, FM, FH e Faquo) em 

etanol com a concentração de 50µg/ml. Foi utilizado 25 ml de etanol e 0,00125 g do 

extrato seco. Em seguida foi preparada a solução de DPPH na concentração de 

0,004% m/v. Para o controle negativo foi utilizado 150 µL de etanol PA e 100 µL da 

solução de DPPH.  Para cada poço da placa de 96 poços foi utilizado volume final 

de 250 µL contendo 100 µL de DPPH e 5,12,5,25,37,5,50,75,100 e 125 µL da 

solução estoque para obtenção de concentrações finais de 1 a 25 µg/ml, com a 

diferença para o volume final completado com etanol PA. Para o branco foi utilizado 

somente 250 µL de etanol PA. Após a inserção das alíquotas de DPPH em cada 

poço, a placa foi incubada ao abrigo de luz por 30 minutos e em seguida foi levada 

ao leitor de ELISA. Foi realizada triplicata das amostras.   

A curva padrão foi obtida utilizando ácido gálico e, em seguida, registrou-

se a absorvância a 515 nm, utilizando para calcular o percentual inibitório a fórmula 

abaixo: 

 

% Atividade de eliminação = (1 – Aamostra 515 / AControle 515) X 100 
 

 
 
 

3.5 Linhagens celulares  

 

Para os ensaios de verificação dos níveis de interleucinas e níveis de 

SOD e CAT, foram utilizados fibroblastos da linhagem L929 cedidos pelo Laboratório 

de Imunopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Foram 

cultivados, em meio de cultura completo, Dulbecco (DMEM) incorporados com 10% 

de soro fetal bovino e 1% de antibiótico, com temperatura estável em estufa a 37ºC, 
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ressuspendida com o uso de tripsina e transferida para a placa. No ensaio de 

proliferação celular, de viabilidade por exclusão de Azul de tripan e de migração 

celular, foram usadas as células da linhagem B16-F10 (melanoma murinho – 

gentilmente cedido pela Profa. Ana Maria de Lauro Castrucci – IB - USP). As células 

foram semeadas com densidade de 5 x 104 células/poço, em placa de 96 poços, e 

incubadas em estufa a 37oC com 5% de CO2 (os ensaios foram realizados em 

triplicatas). Após 24h, o meio de cultivo (DEMEN com 10% de soro fetal bovino) foi 

substituído por outro, acrescido dos diferentes extratos: extrato bruto, fração 

metanólica e fração hexânica nas concentrações de 200, 100, 50 e 25 µg/ml. Além 

disso, foi estabelecido o grupo controle, mantido apenas com DEMEN com 10% de 

FBS. As células foram ressuspendidas com solução de Triplex Express e contadas a 

cada 24h (até o máximo de 72h) em câmara de Neubauer. 

 

3.6 Viabilidade Celular: Ensaio de exclusão do corante azul de tripan 

 

O ensaio foi realizado de acordo com Strober (1997), com algumas 

modificações. As células foram semeadas em placas de 96 poços a densidade de 

1.0x105 células por poço (ensaio feito em triplicata) e incubadas por 24 horas para 

estabilização. Em seguida, as células foram expostas a concentrações de 200, 100, 

50 e 25µg/mL dos diferentes extratos (EB, FM, FH). Após 24 horas de exposição, as 

células foram ressuspendidas com solução de Triplex Express. Em eppendorf, 

alíquotas de 200 µL de suspensão celular de cada tratamento foram 

homogeneizadas com 200 µL de corante azul de tripan. Dessa mistura, 200 µL 

foram tomados e depositados em uma câmara de Neubauer para fazer a contagem 

de células viáveis e não viáveis. A porcentagem de células viáveis (não coradas) e 

não viáveis (coradas em azul) foi calculada de acordo com a Equação: 

 

Células viáveis = (Total de células viáveis / Total de células contadas) * 100. 

 

 O experimento foi realizado em triplicata. 
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3.7 Análise de migração celular 

  

O ensaio de migração possibilitou avaliar o efeito dos diferentes extratos e 

concentrações sobre o efeito migratório da linhagem B16-F10. As células foram 

semeadas em placas de 24 poços (1,0 x 106 células/poço) e cultivadas até 

alcançarem a confluência adequada (aproxidamente 95%). Posteriormente, com 

auxílio de uma ponteira P20 (20 microlitros) foi realizada uma microlesão em linha 

reta na monocamada celular. Em seguida, as células foram lavadas com meio de 

cultura e tratadas com os diferentes extratos: extrato bruto, fração metanólica e 

fração hexânica nas concentrações de 200, 100, 50 e 25µg/mL. As imagens foram 

geradas pelo microscópio invertido Zeiss, modelo Primovert, usando o programa 

gerenciador de imagem Zen Core. As imagens das curvas de crescimento e de azul 

de tripan foram feitas com 10X de aumento e 20X para o ensaio de migração. 

Imediatamente, após a lesão, uma foto do controle foi obtida em aumento 

de 20x em microscópio invertido Zeiss, modelo Primovert. Após 24h, fotos das 

triplicatas dos diferentes tratamentos e concentrações foram obtidas da mesma 

forma mencionada acima, tendo sido focada a região da fenda. A análise da 

ocupação da fenda foi feita através do software Image J, utilizando-se para 

calibração o Optical Density Calibration, cedido pelo site do programa 

(https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/). 

 

3.8 Quantificação de Citocinas 

 

Para esse ensaio, foram utilizados fibroblastos murinos L929. As células 

foram cultivadas em estufa (37°C, 5% de CO2) e posteriormente foram tratadas com 

o extrato e com as frações (EB, FM e FH) em diferentes concentrações (200, 100, 50 

e 25 g/mL). Em seguida, foram incubadas por 1 hora, a 37°C, na presença de 5% de 

CO2. Após incubação, as mesmas foram estimuladas com LPS (1 μg/ml) (MORI et 

al., 2000) e novamente incubadas, por 24h. Passadas 24h de incubação, 0,4 mL do 
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sobrenadante dessas células foi coletado, estocado a - 80°C e utilizado para a 

quantificação da liberação de IL 1β, IL 6 por kits ELISA específicos (Booster 

Biological Technology), conforme instruções do fabricante. Dexametasona 0,1 µg/mL 

foi usado como controle positivo. 

 

3.9 Atividade da catalase 

 

A atividade da catalase (CAT) foi obtida a partir do teor de conversão de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) como descrito anteriormente (AEBI, 1984). Foi 

utilizado um homogeinato de 100 mg de células previamente tratadas com LPS e 

com as dosagens do extrato e frações em tampão fosfato (pH 7,4) e centrifugado 

durante 10 min a 4ºC. Em seguida, foi retirado o sobrenadante (10 µL) e misturado 

com solução de K2HPO4 (50 µl), água milli-Q (40 µL, Millipore, Bedford, 

Massachusetts, EUA) e H2O2 2,5 mM (900 µL). Por fim, foi mensurada a absorvância 

a 240 nm a 25 ° C. Água destilada foi utilizada como branco.  

 

3.10 Superóxido dismutase (SOD) 

 

A atividade (SOD) foi determinada usando um kit superóxido dismutase 

de análise (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Em resumo, 100 mg da cultura 

de células estimuladas por LPS, agente indutor, e tratadas com as dosagens de 25 a 

200 μg/mL das amostras foi homogeneizada em gelo em 1 ml de 20 mM Tampão 

HEPES, pH 7,2, contendo 1 mM de EGTA, 210 mM sacarose e manitol 70 mM. Em 

seguida, foi centrifugado a 12000 rpm por 8min a 4 °C e 10 µL do sobrenadante 

adicionado à solução de xantina oxidase. Por fim, foi incubado à temperatura 

ambiente por 20 min e a absorvância obtida a 450 nm. 
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 8.0 

(Prism Software, EUA). Foi empregado o teste de Kolmogorov-Smirnoff para avaliar 

a distribuição amostral dos dados. Os dados foram expressos a partir da média ± 

desvio padrão e analisados pelo teste de one-way- ANOVA, seguido pelo pós-teste 

de Tukey. Em todos os casos, foram consideradas significativas as diferenças com 

valores de p< 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Obtenção do extrato  

 

O extrato etanólico bruto (EBB), após o processo de maceração exaustiva 

e concentração no rotavapor, obteve-se um rendimento de 52,97g, totalizando um 

percentual de 13,24% em relação à matéria seca inicial.  

 

5.2 Fracionamento do EB 

 

Foram obtidas quatro frações do EB com os respectivos rendimentos 

(Tab.1). A partir da massa seca de 20g do EB, a partição com solventes com 

polaridade oposta possibilita a separação dos constituintes de maneira específica 

por polaridade, ou seja, polares na fração metanólica e apolares na hexânica, ambas 

as frações com rendimentos semelhantes. 

 

  

 

 

 

5.3 Flavonoides totais (FLT) 

 

A partir da equação obtida: y= 0,0383x + 0,2033, r2: 0,9952, os resultados 

apontam (Fig. 14) a FB com maior EQ/g, significativamente maior que os demais 

extratos. O EB e a FM se equivalem estatisticamente e com teores muito baixos de 

Extrato Massa inicial (g) Rendimento (%) 

FH 20 39,5 
FM 20 41,85 
FB 5 20,8 

Faquo 5 37,8 
   

Tabela 1: Rendimento (%) dos extratos e frações de Combretum duarteanum 

FH- fração hexânica; FM- fração metanólica; FB- fração butanólica; Faquo- fração aquosa. 
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flavonoides a Faquo e FH, como já eram esperados a partir do método de partição 

utilizado. 

 

5.3.1 Fenólicos totais (FT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.1 Fenólicos totais (FLT) 

 

 A partir da obtenção da equação da curva de calibração: y= 0,0086x + 

0,1098, r2 = 0,9902, os resultados foram determinados (Fig. 15) e evidenciam a 

igualdade estatística entre as a FB, o EB e a FM. As Faquo e FH também 

apresentaram baixos teores de FT assim como verificado no teor de FLT e, apesar 

de esperado esses resultados pelo método de extração utilizado, não houve 

correlação estatística entre essas duas variáveis. 

 

 

 

Valores expressos em miligramas de equivalente de quercetina (EQ/g*): média e desvio padrão. As 

médias que correspondem a letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05). 
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Figura 14: Teor de flavonoides totais do extrato bruto e frações de C. duarteanum. 

 



47 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

5.4 DPPH 

A capacidade de sequestro de radicais livres foi mensurada pelo CE50, 

representando a concentração efetiva do composto analisado que induz metade do 

efeito máximo, ou seja, quanto menor essa variável menor é a concentração 

necessária para o efeito, portanto com maior potencial de ação. A FB apresentou 

CE50 significativamente menor em relação à FH. O EB apresentou igualdade 

estatística em relação a FB e Faquo. A FH apresentou CE50 elevado evidenciando 

baixo potencial antioxidante e a FM não diferiu do controle, evidenciando melhor 

potencial de sequestro de radicais livres em relação aos demais tratamentos (Fig. 

16). 
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Valores expressos em miligramas de equivalente de ácido gálico/ grama de amostra 

(EAG/g*): média e desvio padrão. As médias que correspondem á letras diferentes 

diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05). 

 

Figura 15: Teor de FT do extrato bruto e frações de C. duarteanum 
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5.5. CG-EM  

 

 Os parâmetros utilizados para identificação dos compostos foram o pico 

do íon molecular, o pico base e a análise comparativa com os espectros fornecidos 

pelo banco de dados (espectroteca NIST 14) do equipamento, fundamentado pela 

especificidade de fragmentação de cada substância em relação aos espectros já 

descritos na literatura com índice de similaridade ≥ 90%. A análise (Fig. 17) 

identificou a presença de quatro ácidos carboxílicos (ácido butanoico, ácido 

propanoico, ácido ftálico e Di-n-octil fthalate); três álcoois (furametanol, 1,4-

Cyclohexanedimethanol, 1,4-ciclohexanedimetanol e guerbitol); uma cetona (9 

hidroxi-2 nonanona); um éter (3 butenil propílico); três ésteres (éster hexil 

tetradecílico, éster butilpropílico, éster ciclobutil hexílico); cinco sesquiterpenoides 

Figura 16: Atividade antioxidante do extrato bruto e frações de C. duarteanum 

pelo método DPPH 

 

Valores, expressos em CE50: concentração efetiva do antioxidante que reduz 50% o 
radical DPPH. As médias que correspondem á letras diferentes diferem estatisticamente 
pelo teste de Tukey (p< 0,05). Controle- ácido gálico; EB- extrato bruto; FM- fração 
metanólica; FH- fração hexânica; Faquo- fração aquosa; FB- fração butanólica. 
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(espatulenol, ledol, cariofileno, viridiflorol e nerolidol); um hidrocarboneto (Bromo-2-

metilbutano); um peróxido (3-hidroperóxido hexano) e um ácido graxo (ácido 

esteárico), totalizando 20 compostos identificados (Fig. 20). 

 

 

 

 

A seguir (Fig. 18 a Fig. 37), mostram-se os espectros de massas relativos 

aos picos contidos em cada tempo de retenção obtidos na análise da FH em que “a” 

corresponde ao composto da amostra e “b” ao espectro de massas da biblioteca.  

O espectro (Fig. 18) apresenta m/z do íon molecular (204, M.+) e 43 (pico 

base). De acordo com esses dados espectrométricos existe grande possibilidade de 

a substância acima ser o Viridiflorol (1H-Cicloprop [e] azulen-4-ol, deca-hidro-1, 1, 

4,7-tetrametil), classificado como sesquiterpenoide. 

A substância representada na Fig. 19 tem íon molecular (m/z): (161, M.+) 

e 43 (pico base), correspondente ao perfil de fragmentação do sesquiterpeno Ledol. 

A substância representada na (Fig. 20) apresenta íon molecular (m/z): (149, M.+), 43 

Figura 17: Perfil cromatográfico FHEX 

E

spatulenol 

Cromatograma obtido por CG-MS da fração hexânica de C. duarteanum.  
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(pico base), 41 e 79, muito característicos do perfil de fragmentação do óxido de 

cariofileno também da classe dos sesquiterpenoides. 

 

 

 

 

 

Figura 18- Fragmentação do metabólito identificado como Viridiflorol 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 36.059min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

a 

b 

Figura 19: Fragmentação do metabólito identificado como Ledol 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 36.488min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST, utilizada como parâmetro de identificação. 
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O espectro (Fig. 21) apresenta m/z do íon molecular (136, M.+) e pico 

base com m/z de 41, o que representa um perfil semelhante com a fragmentação do 

sesquiterpeno Nerolidol. A Fig. 22 representa o perfil de fragmentação do 

espatulenol com pico do íon molecular (205, M.+) e 43,41 (pico base). 

Aos compostos representados pelos espectros (Fig. 23 a Fig. 37) não 

foram encontrados descrição de bioatividade relevante na literatura. Assim, o 

destaque nesta fração está diretamente relacionado à presença efetiva de cinco 

sesquiterpenoides que juntos correspondem a 38,93% da constituição da FH. 

Figura 21- Composto identificado como nerolidol 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 37.727min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 20: Fragmentação do metabólito identificado como óxido de cariofileno 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 35.708min. (b) fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 
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Figura 23 – Composto identificado como Ácido oxálico, éster butilpropílico 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 3.67 min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 22: Composto identificado como espatulenol 

a 

b 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 3.86 min. (b) 

fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 

 

Figura 24 – Metabólito identificado como 3-hidroperóxido-hexano 
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(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 3.31min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 25 – Substância identificada como ácido butanoico, éster 2- propílico 

a 

b 

Figura 26 Composto identificado como Éster 2-metil-, 2-propenílico. 

 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 3.41 min. (b) 

fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 

https://webbook.nist.gov/cgi/inchi/InChI%3D1S/C7H12O2/c1-3-5-7(8)9-6-4-2/h4H%2C2-3%2C5-6H2%2C1H3
https://webbook.nist.gov/cgi/inchi/InChI%3D1S/C7H12O2/c1-3-5-7(8)9-6-4-2/h4H%2C2-3%2C5-6H2%2C1H3
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Figura 27 - Composto identificado como 3-hidroperóxido-hexano 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 8,04 min. (b) 

Fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

a 

Figura 28 – Composto identificado como éster ciclobutil hexílico 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 3.87 min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 
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Figura 30: Composto identificado como guerbitol. 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 47.708min. (b) 

Fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 29 - Fragmentação do metabólito identificado como éter- 3- butenil 
propílico 

 

 a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 3.67 min. (b) 

fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 
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Figura 31:- Fragmentação do metabólito identificado como estereato de 
etila. 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 50.081 min. (b) 

Fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 32- Composto identificado como éster hexil tetradecílico 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 53.356 min. (b) 

fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 
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Figura 34- Composto identificado como 1,4-Cyclohexanedimethanol 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 55.254 min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 33- Composto identificado como Bromo-2-metilbutano 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 53.670 min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 
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a 

Figura 36: Fragmentação do metabólito identificado como ácido ftálico 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 65.512 min. (b) Fragmentação 

equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação. 

Figura 35 - Fragmentação do metabólito identificado como 9 hidroxi-2 nonanona. 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 45.199 min. (b) 

fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 

Figura 37: Fragmentação do metabólito identificado como ftalato de dioctilo 

a 

b 

(a) Espectro de massas obtido por CG-EM no tempo de retenção de 45.924 min. (b) 

fragmentação equivalente da biblioteca NIST utilizada como parâmetro de identificação 
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5.6 LC-MS  
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32975-Fracao butanolica-pos_1-52_01_5810.d: UV Chromatogram, 330 nm

Cromatograma obtido por HPLC-DAD da fração metanólica de C. duarteanum em 330 

nm. 
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32975-Fracao butanolica-pos_1-52_01_5810.d: UV Chromatogram, 254 nm

Cromatograma obtido por HPLC-DAD da fração metanólica de C. duarteanum em 254 nm. 

Figura 38: Cromatograma FM  

Figura 39: Espectro FM 
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Espectro de massas (ESI+) da fração metanólica de C. duarteanum. 
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Os dados cromatográficos e espectrométricos (Fig. 38 e Fig. 39) 

apresentaram 36 picos, com possibilidade de identificação de três flavonoides. As 

Fig. 40, 41 e 42 apresentam os espectros destes compostos identificados pela 

similaridade do perfil de fragmentação MS/MS nos respectivos tempos de retenção, 

de acordo com banco de dados do equipamento. Em (a) a fragmentação M/S e em 

(b) a fragmentação MS/MS do pico correspondente. 

Na Fig. 40, (a) apresenta no tempo de retenção de 22.2 min, o pico com 

intensidade de m/z 317.06 e em (b) a sua fragmentação MS/MS que, em 

comparação com a biblioteca do equipamento, apresenta compatibilidade com 

fragmentação do flavonoide miricetina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c 

 

 

 

 

 

 

(a) Espectro de massas no tempo de retenção 22.2 min; (b) Espectro da 

fragmentação massa/massa do pico de m/z 317.06.  

Figura 40: Composto identificado como miricetina 

a 

b 

a 

b 
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Figura 41: Composto identificado como Taxifolina glicosilada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Fig. 41, (a) apresenta no tempo de retenção de 16.5 min, m/z do íon 

molecular 465.09 e em (b) a sua fragmentação massa/massa que o caracteriza 

como o flavonoide taxifolina glicosilada. 

a 

b 

(a) Espectro de massas no tempo de retenção 16,5 min; (b) espectro da 

fragmentação massa/massa do pico de m/z 465.0985. 

 

a

a 

b 
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 Na Fig. 42, (a) apresenta no tempo de retenção de 17.5 min, com um 

pico m/z 449.10 e em (b) a sua fragmentação que apresenta perfil semelhante ao do 

flavonoide taxifolina raminosilada. 

 

5.7 Proliferação celular  

 

Para o teste de proliferação celular em colônia de melanoma murinho B16 

(Fig. 43) para o extrato bruto, foi obtida diferença significativa de todas as 

concentrações testadas em relação ao controle, com exceção da concentração de 

200µg no tempo de 24 horas. No tempo de 72 horas, após a incubação, as 

concentrações de 50, 100 e 200 µg inibiram a proliferação das células promovendo a 

morte de 100% da colônia, o que é bem representado pela fotomicrografia (Fig. 44). 

Figura 42: Composto identificado como taxifolina raminosilada 

a 

b 

(a)Espectro de massas no tempo de retenção 17,5 min; (b) Espectro da 

fragmentação massa/massa do pico de m/z 449.1057  

 

a 

b 



63 
 
 

 
 
 

 

 

Para o ensaio de proliferação com a fração metanólica na concentração de 25µg 

apresentou igualdade estatística em relação ao controle no tempo de 24 e 48 horas 

e, em todas as demais concentrações (Fig. 45) nos respectivos tempos, diferiu-se do 

controle, embora numa proporção menor se comparado com extrato bruto, o que 

indica que o efeito antiproliferativo é significativo, mas com menor potencial em 

relação ao EB, com exceção para a maior concentração (200 µg) que nos tempos de 

48h e 72h promoveu morte na totalidade da colônia celular (Fig. 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

72 h 

48 h 

24 h 

Controle           25µg/ml                50µg/ml               100µg/ml           200µg/ml   

Figura 44: Fotomicrografias de células de melanoma murino B16 durante ensaio de 
proliferação celular. As imagens A mostram células do grupo controle em diferentes tempos. 
As imagens B, C, D e E mostram as células tratadas com o extrato bruto de C.duarteanum 
nas concentrações de 25, 50,100 e 200µg/ml em diferentes tempos. Imagens obtidas ao 
microscópio invertido com objetiva de 10x. 

 

Figura 43: Proliferação celular de células de melanoma murinho (B16) desafiadas 
com o extrato bruto de C. duarteanum nas respectivas concentrações de 25, 50, 100 
e 200 µg/ml. Densidade de 5 x 104 células por poço no tempo 0 e contadas após 24, 
48 e 72 h em câmara de Neubauer.  

 

Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) 
com pós-teste de Tukey. 
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Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pós-teste 

de Tukey. 
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Figura 45: Proliferação celular de células de melanoma murino (B16) desafiadas com a 
fração metanólica do extrato de C. duarteanum nas respectivas concentrações de 25, 50, 
100 e 200 µg/ml. Densidade de 5 x 104 células por poço no tempo 0 e contadas após 24, 48 
e 72 hs em câmara de Neubauer.  
 

 

Figura 46: Fotomicrografias de células de melanoma murino B16 durante ensaio de 

proliferação celular. As imagens A mostram células do grupo controle em diferentes 

tempos. As imagens B, C, D e E mostram as células tratadas com a fração Metanólica 

do extrato de C.duarteanum nas concentrações de 25, 50,100 e 200µg/ml em diferentes 

tempos. Imagens obtidas ao microscópio invertido com objetiva de 10x. 

 



65 
 
 

 
 
 

 

 

Já o ensaio com a fração hexânica (Fig. 47) se mostrou bem mais efetivo em 

relação ao efeito antiproliferativo, principalmente nos tempos de 48h e 72h, em que 

todas as concentrações nos referidos tempos diferiram significativamente do 

controle com morte celular de toda a cultura de células no tempo de 48h na 

concentração de 200 µg/ml assim como no tempo de 72h [50, 100 e 200 µg/ml], 

como pode ser visualizado nas fotomicrografias (Fig. 48). No tempo de 24 horas 

após a incubação a concentração de 50 e 100µg/ml mostraram igualdade em 

relação ao controle e a concentração de 200 µg/ml também impediu totalmente a 

proliferação celular e após o período de 72 horas a ação antiproliferativa nas 

concentrações de e 50, 100 200 foi máxima promovendo a morte total da cultura 

celular.  

 

 

 

Figura 47: Proliferação celular de células de melanoma murino (B16) desafiadas com a 
fração hexânica do extrato de C. duarteanum nas respectivas concentrações de 25, 50, 
100 e 200 µg/ml. Densidade de 5 x 104 células por poço no tempo 0 e contadas após 24, 
48 e 72 hs em câmara de Neubauer.  
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Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pós-teste 
de Tukey. 
 

   *   

  * 



66 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

5.8 Migração celular 

 

  No teste de migração (Fig. 49), com objetivo de verificar o potencial 

antimetastático de células de melanoma B16, foi demonstrada diferença significativa 

em relação ao controle para todas as concentrações do extrato bruto com destaque 

para a concentração de 200 µg/ml que impediu 100% da migração celular. Para a 

fração metanólica, todas as concentrações também diferiram em relação ao 

controle, e a concentração de 200 µg/ml impediu cerca de 50% da migração celular. 

Para fração hexânica, a concentração de 200 µg/ml gramas também inibiu 100% da 

migração. As fotomicrografias (Fig. 50) evidenciam que nas concentrações de 200 

µg/ml tanto a fração hexânica quanto o extrato bruto além de evitarem a migração 

celular proporcionam morte celular, caracterizando também elevado potencial 

citotóxico. 

 

B C 

D 
A E 

B E 

Figura 48: Fotomicrografias de células de melanoma murino B16 durante ensaio de 

proliferação celular. As imagens A mostram células do grupo controle em diferentes 

tempos. As imagens B, C, D e E mostram as células tratadas com a fração Hexânica do 

extrato de C.duarteanum nas concentrações de 25, 50,100 e 200µg/ml e diferentes 

tempos. Imagens obtidas ao microscópio invertido com objetiva de 10x 
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Figura 49: Densidade de células de melanoma murino (B16) após exposição ao EB, 

FM e FH nas concentrações de 25, 50,100 e 200µg após 24 horas, determinadas pelo 

ensaio de cura de ferida. Controle: células não tratadas (controle negativo). 

Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pós-teste 

de Tukey 

 
Figura 50: Fotomicrografias de células de melanoma murino (B16) durante ensaio de 

ferida. Em A células tratatadas com EB (extrato bruto), FM (fração metanólica) e FH 

(fração hexânica) nas respectivas concentrações: 25, 50, 100 e 200 µg/ml após 24 

horas de tratamento. Em B células do controle no T0 (tempo 0 ) e T24 (após 24 horas). 

 



68 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

5.9 Viabilidade celular: ensaio por exclusão de azul de tripan 

 

O ensaio de viabilidade celular pelo método de exclusão de azul de tripan 

(Fig. 51) evidencia, a partir da integridade da membrana celular, a quantidade total 

de células viáveis como 100% e a taxa de células não viáveis pela porcentagem de 

células mortas (coradas de azul) (Fig. 52). Os dados demonstram igualdade 

estatística em relação ao controle do EB 25 µg/ml e da FM 50, 100 e 200 µg/ml. Os 

demais tratamentos diferiram significativamente com destaque para EB 200 µg/ml e 

FH 200 µg/ml, que evidenciaram elevado potencial citotóxico acima de 90%. 
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 Fig. 50 (continuação) 
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Figura 51: Viabilidade de células B16 (melanoma murinho) após exposição ao EB, FM 
e FH nas concentrações de 25, 50, 100 e 200µg após 24 horas, determinada pelo 
ensaio exclusão do corante azul de tripano. Os resultados foram expressos como % de 
células viáveis da média ± DP (tratamento vs controle) seguido de ANOVA e pós teste 
de Dunnet p<0,05.  

 

 

Erro! Não é possível criar objetos a partir de códigos de campo de 

edição. 

 

Erro! Não é possível criar objetos a partir de códigos de campo de 

edição. 

 

Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle p<0,05 (One Way ANOVA) com pós-teste 
de Tukey 
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Figura 52: Controle e tratamentos em células de melanoma murinho (B16). A- Controle de 
células com DMSO 0,01% em 24 horas. B- Tratamento com EB 50 µg em 24 horas. C- 
Tratamento com EB 100 µg em 24 horas. D- Tratamento com EB 200 µg em 24 horas. E- 
Tratamento com FM 100 µg em 24 horas. F- Tratamento com FH 25 µg em 24 horas. G- 
Tratamento com FH 50 µg em 24 horas. H- Tratamento com FH 100 µg em 24 horas. I- 
Tratamento com FH 200 µg em 24 horas.  
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5.10 Atividade antioxidante 

 

Para verificação de parâmetros enzimáticos na atividade antioxidante in 

vitro em cultura de fibroblastos L929 (Fig. 53) foi avaliada a atividade de SOD em 

células induzidas com LPS e tratadas com os extratos em suas diferentes 

concentrações. O LPS promoveu aumento da atividade de SOD em relação ao 

controle. O EB na concentração de 50 µg/ml diferiu estatisticamente, ou seja, essa 

concentração não reduziu a atividade da enzima. Na FM, as concentrações de 25 e 

200 µg/ml não diferem em relação ao controle positivo e a dosagem de 50 e 100 

µg/ml reduziu de forma significativa a atividade de SOD. Para a FH, as 

concentrações de 25 e 50 µg/ml diferiram estatisticamente em relação ao controle 

positivo, não promovendo redução da atividade de SOD, e a concentração de 100 e 

200 µg/ml se mantiveram em igualdade estatística em relação à atividade da 

enzima. 

Na avaliação da atividade de CAT em fibroblastos L929 (Fig. 54), as 

células também foram induzidas com LPS e tratadas com os extratos em suas 

diferentes concentrações. Foi observado efeito inverso do indutor em relação à 

SOD, ou seja, o LPS promoveu diminuição da atividade da CAT em relação ao 

controle negativo, e o controle positivo (LPS+Dexa) reestabeleceu esses níveis de 

atividade enzimática. Para o EB as concentrações de 25, 50 e 100 µg/ml diferiram 

estatisticamente em relação ao controle positivo e induziu um elevado aumento da 

atividade enzimática. A concentração de 200 µg/ml apresentou igualdade estatística 

mantendo os níveis de atividade iguais ao controle positivo. A FM [25 µg/ml] também 

promoveu aumento significativo da atividade enzimática ao passo que as 

concentrações de 50 e 100 µg/ml promoveram efeito contrário, com redução 

significativa na atividade de CAT e apenas [200 µg/ml] não diferiu em relação ao 

controle positivo. Para a FH, as concentrações de 50, 100 e 200 µg/ml reduziram a 

atividade de CAT significativamente, sendo que as duas maiores concentrações com 

baixíssima atividade da enzima. A concentração de 25 µg/ml promoveu um 
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comportamento oposto em relação às demais concentrações, provocando elevação 

significativa da atividade enzimática. 
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Figura 53: Atividade específica da superóxido dismutase (mol peróxido min-1 ml) em 
cultura de células de fibroblastos L929 submetidas ao tratamento com as respectivas 
concentrações de 200, 100, 50 e 25µg/mL dos extratos de C.duarteanum após 24hs de 
incubação. LPS- lipolissacarideo; Dexa- dexametasona; EB-extrato bruto; FM-fração 
metanólica; FH-fração hexanica.  Os resultados foram expressos como média (± desvio-
padrão) de três repetições 

Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle positivo (LPS+Dexa) p<0,05 (One 
Way ANOVA) com pós-teste de Tukey 
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Devido a essa discrepância no efeito das concentrações em relação à atividade 

enzimática foi feita análise da razão SOD/CAT (Fig. 55) que demosntra que o EB e 

FM  100 e 200 µg/ml não diferem do controle positivo, evidenciando o estímulo à  

Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle (LPS+Dexa)  p<0,05 (One Way ANOVA) 

com pós-teste de Tukey 

 

 

Figura 54: Atividade específica da catalase (mol peróxido min-1 ml) em cultura de células 
de fibroblastos L929 submetidas ao tratamento com as respectivas concentrações de 
200, 100, 50 e 25µg/mL dos extratos de C.duarteanum após 24hs de incubação. LPS- 
lipolissacarideo; Dexa- dexametasona; EB-extrato bruto; FM-fração metanólica; FH-
fração hexanica. Os  resultados foram expressos como média (± desvio-padrão) de três 
repetições. 
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manutenção do equilíbrio entre as referidas enzimas. A FH eleva essa razão nas 

concentrações de 50, 100 e 200 µg/ml e reduz na concentração de 25 µg/ml, ambas 

as alterações estatisticamente significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.10 Atividade anti-inflamatória 

 

Figura 55: Razão da atividade SOD/CAT. 

 

Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle positivo (LPS+Dexa) p<0,05 (One 

Way ANOVA) com pós-teste de Tukey. 
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Na avaliação da atividade anti-inflamatória em cultura de fibroblastos L929 

(Fig. 56) induzidos por LPS, foi observado para o EB redução significativa dos níveis 

de IL-6 para a concentração de 25 µg/ml e igualdade estatística para 50 e 100 µg/ml 

se comparados ao controle positivo, o que indica potencial significativo na atividade 

anti-inflamatória. A concentração de 200 µg/ml não se mostrou  efetiva na redução 

dos níveis de IL-6, diferindo estatisticamente do controle. 

Para a FM as concentrações de 25 e 50 µg/ml reduziram significativamente os níveis 

de IL- 6 e [100 e 200 µg/ml], apesar de promoverem redução dos níveis dessa 

Figura 56: Efeitos preventivos dos extratos de C.duarteanum nos níveis de interleucina-6 
(IL-6) em cultura de fibroblastos L929 submetidos às respectivas concentrações de 200, 
100, 50 e 25µg/mL do extrato bruto(EB), fração metanólica(FM) e fração hexânica(FH). 
LPS- lipolissacarídeo; Dexa- dexametasona. Os resultados foram expressos como média 
(± desvio-padrão) de três repetições. 
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Os asteriscos representam diferença estatística em relação ao controle (LPS+Dexa) p<0,05 (One Way 
ANOVA) com pós-teste de Tukey 
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interleucina, em relação às células somente submetidas ao LPS, diferiram 

estatisticamente do controle positivo. Para a FH a concentração de 25 µg/ml 

promoveu redução significativa dos níveis de IL-6 em relação ao controle positivo e 

na concentração de 50, 100 e 200 µg/ml foi obtida igualdade estatística, o que 

representa efetividade no potencial das quatro concentrações utilizadas para essa 

fração do extrato. 
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 6 DISCUSSÃO 

 

O extrato etanólico bruto (EB) de C. duarteanum obteve um rendimento 

superior ao obtido por Cabral (2013) em amostras coletadas no sertão paraibano. 

Solto (2011), com amostras de Combretum fruticosum, obteve rendimento duas 

vezes maior em relação ao presente trabalho em coleta realizada em remanescente 

de mata atlântica no litoral paraibano. Vários fatores podem estar relacionados a 

essa diferença de rendimento entre os extratos como diferença da disponibilidade de 

componentes extraíveis, resultantes da variedade da composição estrutural e 

química entre os órgãos vegetais, associada a condições edafoclimáticas de cada 

região (SULTANA et al., 2009). Outros fatores como época de coleta e fatores 

ecológicos da planta podem influenciar na produção de compostos, o que resulta em 

maior ou menor incremento de biomassa na folha, aumentando o rendimento final do 

extrato (ALMEIDA; SHIPLEY, 2002). 

Em relação aos teores de flavonoides e fenólicos totais, Farias et al. 

(2020, p. 10) detectou valores superiores no extrato bruto de C. duarteanum 

coletados no nordeste do Brasil se comparados ao deste estudo, embora com menor 

potencial no sequestro de radicais livres, o que pode estar associado não 

diretamente a essa classe de compostos, mas sim a compostos como cumarinas, 

estilbenos e ácidos fenólicos já descritos para o gênero Combretum Loeft. 

(DAWE et al., 2013). Isso pode também estar associado à fração aquosa deste 

estudo que apresentou baixo teor de FLAT e FT, mas em contrapartida apresentou 

baixo CE50, caracterizando como bom sequestrador de radicais livres. 

Nesse contexto, o processo de partição, que objetivou separar por 

polaridade os compostos, parece não influenciar diretamente na capacidade de 

sequestro de radicais livres das frações polares, já que as três com essa 

característica química não diferiram estatisticamente nesse parâmetro, ou seja, a 

partir da fração metanólica foi obtida a fração butanólica e aquosa e não diferiram no 

potencial antioxidante frente ao DPPH. Trabalhos com espécies do gênero como C. 
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leprosum (AYRES, 2009) apresentaram CE50 duas vezes maior em ensaio 

equivalente em relação ao extrato bruto de C. duarteanum deste estudo. Assim 

como Farias (2020, p. 9) que demonstra CE50 de 267,54 µg/mL e 68 µg/mL em 

extrato bruto de C. duarteanum coletados respectivamente no cerrado setentrional e 

meriodional piauiense. Neste trabalho os valores de CE revelam uma maior 

capacidade antioxidante das folhas de C. duarteanum da região amostrada, o que 

permite inferir que a desciduidade sazonal característica da floresta tropical seca 

pode favorecer o enriquecimento do solo de matéria orgânica e, assim, promover 

maiores condições nutricionais para aumentar a produção de metabólitos 

secundários relacionados à ação antioxidante. 

A cromatografia realizada com a FM apresentou 36 picos com 

identificação de três flavonoides: a miricetina, a taxifolina raminosilada e a taxifolina 

glicosilada (todas derivadas da quercetina). Esses flavonoides também foram 

identificados por Cabral (2013) em C. duarteanum. A ação biológica desses 

compostos em extratos ou mesmo isolados em plantas do gênero é escassa. Em 

outras famílias botânicas há relatos do potencial desses flavonoides como a 

miricetina, presente no extrato bruto de Caralluma europaea (Asclepiadaceae), que 

mostrou boa atividade antioxidante e antiprolferativa em cultura de células de câncer 

de mama (AMRATI et al., 2020) e efeito antioxidante in vitro em Myrtus communis 

(Myrtaceae) (TAAMALLI et al., 2014). A taxifolina também denominada de 

diidroxiquercetina é um metabólito comum na maioria das famílias botânicas com 

destaque para a ação antioxidante e a boa capacidade de sequestro de radicais 

livres obtidos nos ensaios DPPH com as frações polares dos extratos e pode ser 

atribuída, entre outros compostos, a esses flavonoides. 

A FH passou pela cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas e detectou cinco sesquiterpenos, descritos a seguir. O Viridiflorol (1H-

Cycloprop [e] azulen-4-ol, decahydro-1), um terpenoide com propriedades bioativas 

com significativa redução da migração leucocitária na ação antiedematogênica em 

camundongos (TREVIZAN et al., 2016). O Ledol, um constituinte do mesófilo foliar 

com bioatividade em analgesia e efeitos antimicrobianos (GAZIM et al., 2010), além 
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de efeito anti-inflamatório em modelos de inflamação aguda (PINHEIRO et al., 

2011). O Óxido de Cariofileno, também classificado como um sesquiterpenoide com 

bioatividade demonstrada na efetividade como antiproliferativo em células de 

melanoma (LOIZZO et al., 2008) e efeito anti-inflamatório como inibidor de citocinas 

IL 6 em ensaios de inflamação induzida (KOBAYASHI et al., 2011). O Nerolidol 

(10,10-Dimethyl-2,6-dimethylenebicyclo), um sesquiterpeno encontrado em folhas e 

flores com função aromatizante nas plantas e com ação antioxidante e 

antiproliferativa (CHAN et al., 2016). E, por fim, o Espatulenol, um sesquiterpeno 

presente em tecidos parenquimáticos das folhas dos vegetais e com efeitos 

antiproliferativos em cultura de células MCF-7 e efeitos antimicrobianos atribuídos ao 

elevado teor desse terpenoide no óleo essencial de Filifolium sibiricum (LIANG et al., 

2016), assim como ação antioxidante moderada (OLIVEIRA et al., 2016).  

Estes compostos também foram evidenciados no trabalho de Cabral 

(2013) com amostras de C. duarteanum retiradas no sertão paraibano. Embora o 

terpeno viridiflorol tenha apresentado baixo teor quantitativamente, neste trabalho foi 

majoritário nessa classe de compostos, o que pode estar associado às condições 

ecofisiológicas a qual cada ecossistema está inserido. Evaristo et al. (2014) também 

evidenciaram esses terpenoides ou derivados em plantas do gênero. 

 O ensaio por exclusão de azul de tripan realizado em células de 

melanoma B16-F10 evidenciou para a FM ausência de citotoxidade na concentração 

de 25 µg/ml. As demais concentrações desta fração, apesar de diferirem do controle, 

apresentaram um percentual de viabilidade acima dos 80%, segundo Gbec et al. 

(2015), sendo o percentual mínimo aceitável de células viáveis. A concentração de 

100 µg/ml tanto do EB e da FH apresentou elevado potencial citotóxico, e o 

destaque maior para a concentração de 200 µg/ml que inibiu cerca de 95% da 

proliferação da cultura celular para esses dois extratos, o que pode ser associado a 

alguma modulação no processo apoptótico. Os achados de Cabral (2013) 

demonstraram maior potencial citótoxico para extratos de C. duarteanum ricos em 

terpenoides, o que corrobora com o efeito da FH e do EB deste estudo; e ação 

citotóxica não significativa para o extrato rico em flavonoides, resultado contrário ao 
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deste trabalho, pois a FM diferiu do controle nas três maiores concentrações, 

embora com baixa citotoxicidade. Já Fyhrquist et al. (2006) evidenciaram para a 

fração metanólica de C. molle forte efeito citotóxico frente às células T-24 de câncer 

de bexiga, e, em células de melanoma, o extrato bruto de C. collinum mostrou efeito 

citotóxico na concentração de 25 µg/ml (LIMA et al., 2013), o que não foi observado 

no EB deste estudo, já que a única concentração que não diferiu significativamente 

do controle foi a de 25 µg/ml.  

O efeito antiproliferativo foi testado com EB, FH e FM e os resultados 

mostraram potencial de inibição de crescimento celular significativo em todos os 

ensaios com destaque para FH e EB nos tempos de 72h após a incubação nas 

concentrações de 50, 100 e 200 µg/ml que inibiram totalmente o crescimento celular. 

Esses dois extratos, pelo método de partição utilizado, apresentam terpenoides na 

sua constituição, o que corrobora com os resultados já citados anteriormente, 

principalmente o óxido de cariofileno, o espatulenol e o nerolidol que já 

demonstraram efeito antiproliferativo (CHAN et al., 2016). Em consonância com o 

efeito antiproliferativo, foi verificado o potencial antimigratório das células de 

melanoma pelo ensaio de ferida para todos os tratamentos. Para as concentrações 

de 200 µg/ml, o EB e a FH demonstraram esse efeito, como já era esperado, devido 

ao elevado potencial citotóxico. Importante ressaltar que apesar da FM apresentar 

percentuais de viabilidade acima de 75% para todas as concentrações, elas 

diferiram estatisticamente em relação ao controle para o ensaio de migração, 

evidenciando efeito antimigratório mesmo com baixa citotoxicidade. A migração 

celular é essencial para muitos processos biológicos, como reparo e regeneração 

tecidual. Entretanto, a regulação aberrante desse processo impulsiona a progressão 

de muitas doenças, incluindo a invasão e metástase do câncer (ALMEIDA et al., 

2020). Nesse contexto, ao considerar a agressividade do melanoma associado ao 

elevado poder de metástase (MICHNIEWICZ; CZYZ, 2019), os tratamentos 

utilizados demonstram potencial antiproliferativo dessas células tumorais, o que nos 

permite inferir o potencial antitumoral no processo carcinogênico além de 

bioatividade na inibição da migração celular. Isso pode refletir no potencial 
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antimetastático em células de melanoma B16 - F10 e contribuir para estudos mais 

específicos para compreensão da modulação gênica ou metabólica desses extratos 

em células de melanoma. 

Para a avaliação do potencial anti-inflamatório foi avaliado em cultura de 

fibroblastos L929 os níveis de interleucinas IL-1β e IL 6 após indução com LPS. As 

células não apresentaram resposta para IL 1β em nenhuma concentração dos 

extratos utilizados. Lucca (2013) também não obteve resposta para essa interleucina 

em fibroblastos L929. Uma das principais vias ativadas pelo LPS é a via do fator de 

transcrição NFKB (do inglês, Nuclear Factor kappa B) que, ao se translocar ao 

núcleo, promove a transcrição de diversos genes pró-inflamatórios (SORRENTINO 

et al., 2012). O LPS induziu de forma significativa o aumento dos níveis de IL 6 ao 

comparar as concentrações utilizadas com o controle. Foi observado que [25 e 50 

µg/ml] dos três extratos utilizados diferiu-se estatisticamente causando redução dos 

níveis de IL 6, evidenciando alto potencial anti-inflamatório, já que foram as menores 

concentrações utilizadas e com maior inibição dessa interleucina. Lima et al. (2017) 

obtiveram, para a fração hexânica de C. duarteanum, redução significativa de IL 6 

em células de tecido conjuntivo de cólon; e Marquardt et al. (2020) também 

obtiveram redução dos níveis de IL 6 com extratos de C. collinum em fibroblastos, 

tanto para o extrato bruto quanto para a fração hexânica, porém em concentrações 

de 100 e 150 µg/ml, respectivamente. Horinouchi et al. (2013) também conseguiram 

resultados significativos na redução de IL 6 com o extrato bruto de C. leprosum, o 

que corrobora com os resultados aqui obtidos. 

Os ensaios de atividade antioxidante mostraram que o agente indutor 

(LPS) promoveu aumento dos níveis de SOD e os tratamentos não diferiram em 

relação ao controle positivo, exceto EB [50 µg/ml], FM [50 e 100 µg/ml] e FH [25 e 50 

µg/ml], ou seja, ocorreu a partir dos tratamentos diminuição dos níveis de SOD após 

24h, o que pode estar associado à capacidade preventiva dos extratos na formação 

de EROs devido à constituição bioquímica ou a algum potencial na inibição da 

ativação gênica relacionado a essa enzima. Outro fator que pode estar relacionado é 

o potencial dos extratos na redução de IL 6, minimizando o processo inflamatório e 
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reduzindo por consequência a produção de EROs, que assim pode ter influenciado 

essa redução provocada nos níveis de SOD, observada nos tratamentos. Pigeolet et 

al. (1990) e Vessey, Lee e Blacker (1992) mostraram que os níveis de mRNA de 

SOD1 e SOD2 na fase aguda da inflamação no processo cicatricial em cultura de 

fibroblastos são altos em decorrência da elevação dos níveis de interleucinas da 

cascata inflamatória. A FM apresentou maior interferência na redução dos níveis de 

SOD em duas concentrações 50 e 100 µg/ml, o que deve estar associado à 

constituição bioquímica já que essa fração é constituída por flavonoides e composto 

fenólicos, que quimicamente podem se ligar em moléculas com potencial reativo e 

consequentemente agir de forma preventiva, evitando formação de EROs e 

promovendo redução na atividade de SOD (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). 

Já para a avaliação da atividade de CAT, o agente indutor promoveu a 

diminuição de sua atividade em relação ao controle. A FH [50, 100 e 200 µg/ml] 

reduziu a níveis muito baixos, o que pode estar relacionado à citotoxicidade desse 

extrato. O tratamento com EB estimulou a atividade de CAT em elevados níveis 

comparados ao controle positivo, exceto a maior concentração. A FM promoveu 

redução nas menores concentrações e aumento da atividade de CAT na maior 

concentração. Resultados que apresentam essa alternância na atividade de SOD e 

CAT, aumento e diminuição, podem estar relacionados ao metabolismo celular como 

forma de balancear a razão SOD/CAT para equilibrar o sistema redox. Essa redução 

de CAT pode estar associada ainda a um aumento na expressão de Glutationa 

peroxidase, já que as enzimas CAT e GPx agem com o mesmo propósito, ou seja, 

impedir o acúmulo de peróxido de hidrogênio. Tal ação integrada pode interferir na 

atividade enzimática, seja por maior expressão gênica de uma ou de outra 

(BARBOSA et al., 2010). A SOD é fundamental no sistema de defesa antioxidante, 

pois catalisa a dismutação de radicais superóxido para produzir H2O2. Sua 

superexpressão, no entanto, é prejudicial às células. Um aumento na SOD 

acompanhada por uma diminuição na atividade de CAT reflete em uma razão 

aumentada SOD/CAT, o que indica que o mesmo está mais disponível na célula 

para causar danos à biomoléculas (HALLIWELL, 2006). 
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Nesse contexto avaliamos a razão SOD/CAT e nessa análise os 

tratamentos com FM e EB sugerem melhor ação antioxidante, pois apresentam uma 

melhor relação no equilíbrio SOD/CAT em dosagens diferentes em relação ao 

controle positivo. A FH apresentou variações acentuadas na atividade de CAT, 

desde a inibição nas maiores concentrações e estímulo na menor, o que interfere 

diretamente na análise da razão das duas enzimas. O peróxido de hidrogenio , que é 

produto da SOD e substrato da CAT, é uma ERO classificada como um oxidante 

fraco, porém sua lipossolubilidade permite sua difusão pelo interior da célula e uma 

maior facilidade em reagir com íons como Fe2+/Cu2+, originando o radical hidroxila 

(OH.)-, que é lesivo a várias biomoléculas e produz peróxidos lipídicos e radicais 

orgânicos (HALLIWELL, 2009).  

A FH nas concentrações 50 e 200 µg/ml diferiu estatisticamente do 

controle com valores bem elevados devido aos baixos níveis de atividade de CAT. 

Isso pode estar relacionado à compensação da sua atividade por outras peroxidases 

ou modulação gênica dessas concentrações. É importante ressaltar que no estímulo 

provocado pelo LPS ao desencadear um processo inflamatório e por consequência 

aumento dos EROs, automaticamente se espera o aumento dos níveis enzimáticos 

no combate ao estresse oxidativo (SOD e CAT). Os extratos promoveram a redução 

de IL 6, o que provavelmente pode ter interferido numa menor produção de EROs, 

caracterizando potencial antioxidante pela manutenção do equilíbrio na razão 

SOD/CAT das concentrações já citadas.  

Diante do exposto, sugere-se uma maior investigação das alterações nos 

parâmetros enzimáticos para obtenção de um melhor entendimento sobre a 

influência dos extratos na expressão gênica dessas enzimas, assim como a análise 

de outros parâmetros do estresse oxidativo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados alcançados nas diferentes etapas do presente estudo 

auxiliam no entendimento do potencial bioativo do extrato bruto e frações de C. 

duarteanum. Todos os tratamentos, com exceção da FH, apresentaram bioatividade 

no sequestro de radicais livres no ensaio DPPH, com destaque para a FM com 

melhor desempenho nesse parâmetro. 

  Os teores de FLT e FT não se mostraram elevados em relação a outros 

trabalhos, o que corrobora a ideia que os efeitos bioativos evidenciados neste 

estudo podem estar correlacionados a outras classes de compostos. 

O EB, a FM e a FH principalmente nas menores concentrações, 25 e 50 

µg/ml, apresentaram potencial anti-inflamatório, pois reduziram significativamente os 

níveis de IL6 e corroboram a utilização popular de C. duarteanum para processos 

inflamatórios. 

As variações promovidas nos níveis de SOD e CAT entre as 

concentrações utilizadas requer maior investigação para a compreensão do real 

efeito dos extratos nos parâmetros do estresse oxidativo, embora a análise da razão 

SOD/CAT permita concluir que a fração metanólica apresenta melhor efeito 

antioxidante em relação ao EB e FH ao considerar esses parâmetros analisados. 

A FH, o EB e a FM apresentaram efeito antiproliferativo em células de 

melanoma B16-F10 e, somada à elevada citoxicidade da FH e EB nas 

concentrações de 100 e 200 µg/ml, foi caracterizado para essas concentrações 

efeito antitumoral, assim como efeito antimetastático na inibição da migração das 

células tumorais. 

Diante do exposto, este estudo evidencia o potencial farmacológico de C. 

duarteanum coletado em floresta tropical seca e abre perspectivas para maior 

aprofundamento na análise de outros parâmetros envolvidos na sua bioatividade, 

como a compreensão do efeito desses extratos nas vias sinalizatórias e o 
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entendimento dos mecanismos de ação, seja por sinergismo de compostos ou ação 

isolada, além de possíveis efeitos genotóxicos em células de melanoma. 
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