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RESUMO 

 

O estresse oxidativo está envolvido nos mecanismos e na progressão das 

doenças tumorais. Neste sentido, duas espécies cultivadas na região Sul 

do Brasil, a Eugenia involucrata DC. e Rubus spp., podem representar 

alternativas para a prevenção e/ou tratamento dessas patologias, pois são 

fontes de compostos bioativos, além do fato da Rubus spp. ser alvo de 

programas de melhoramento genético. Esse estudo avaliou a atividade 

antioxidante e antitumoral in vitro dos frutos e sementes de E. involucrata 

e dos frutos de cinco genótipos de Rubus spp. O extrato dos frutos de E. 

involucrata extraído à 50°C (P50), recuperou um teor de antocianinas 

84,3% maior em relação ao extraído a 26°C (P26), mas não resultou em 

diferença qualitativa dos componentes antociânicos identificados, cuja 

antocianina majoritária foi a cianidina-3-O-glicosídeo. Os extratos de 

sementes apresentaram maior teor de fenólicos totais em relação aos 

respectivos extratos da polpa, com aumento de 15x para S26 vs P26 e de 

4x para S50 vs P50, além de maior atividade antioxidante por FRAP. 

Somente o extrato S50 apresentou maior teor de flavonoides totais (67x 

maior em relação ao P50 e 4x maior em relação ao S26 e P26) e exerceu 

citotoxicidade (CC50 712 µg.mL-1) em linhagem tumoral de câncer de 

pâncreas (PANC-1), induzindo estresse oxidativo e morte celular por 

apoptose e necrose. Em relação aos extratos dos frutos de Rubus spp., 

observou-se que a acidificação resultou em diferentes perfis de 

antocianinas, mantendo-se a cianidina-3-O-glicosídeo como majoritária. 

Os extratos acidificados apresentaram um aumento na concentração de 

antocianinas para Xavante (1,7x), Black 145 (1,8x) e Black 178 (1,7x) e 

maior atividade sequestrante do radical DPPH para Xavante, Black 178, 
Tupy e Xingu em relação aos respectivos extratos não acidificados. 

Independentemente da acidificação, a cultivar Xavante apresentou maior 

teor de compostos fenólicos e antocianinas, e maior potencial 

antioxidante (FRAP) em relação aos demais genótipos. Nenhum dos 

genótipos de Rubus spp. apresentou atividade antitumoral em linhagem 

tumoral PANC-1. Os dados indicam que o melhoramento genético de 

Rubus spp. parece não alterar o teor de compostos bioativos e a atividade 

biológica das seleções avançadas (Black 145 e Black 178) em relação às 

cultivares (Xavante, Xingu, Tupy). Além disso, evidenciam pela primeira 

vez, o potencial antitumoral das sementes de E. involucrata, cujos 

mecanismos e compostos envolvidos necessitam ser melhor elucidados. 

 

Palavras-chave: Antioxidante. Antitumoral. Amora-preta. Cereja-do-

rio-grande.  



 

 

  



ABSTRACT 

 

Oxidative stress has been involved in the mechanisms and progression of 

tumor diseases. In this sense, two native species cultivated to the southern 

region of Brazil, Eugenia involucrata DC. and Rubus spp., may constitute 

alternatives for the prevention and/or the treathment of these pathologies, 

since they are sources of bioactive compounds, besides the fact of Rubus 

spp. be targeted for breeding programs. This study evaluated the 

antioxidant and antitumor activity in vitro of fruits and seeds of E. 

involucrata and fruits of five genotypes of Rubus spp. The extracts from 

E. involucrata fruits extracted at 50°C (P50), recovered an anthocyanin 

content 84.3% higher than that extracted at 26°C (P26), but did not result 

in a qualitative difference of the anthocyanin components identified, 

whose major anthocyanin was cyanidin-3-O-glycoside. Seed extracts had 

a higher total phenol content in relation to the respective pulp extracts, 

with an increase of 15x for S26 vs P26 and 4x for S50 vs P50, in addition 

to a higher antioxidant activity by FRAP. Only the S50 extract had a 

higher total flavonoid content (67x higher than P50 and 4x higher than 

S26 and P26) and exerted cytotoxicity (CC50 712 μg.mL-1) in a 

pancreatic cancer tumor strain (PANC-1), inducing oxidative stress and 

cell death by apoptosis and necrosis. In relation to the extracts of the fruits 

of Rubus spp., it was observed that the acidification resulted in different 

anthocyanin profiles, maintaining cyanidin-3-O-glycoside as the 

majority. The acidified extracts showed an increase in the concentration 

of anthocyanins for Xavante (1.7x), Black 145 (1.8x) and Black 178 

(1.7x) and greater sequestering activity of the DPPH radical for Xavante, 

Black 178, Tupy and Xingu in relation to the respective non-acidified 

extracts. Regardless of the acidification, the cultivar Xavante showed 

higher content of phenolic compounds and anthocyanins, and higher 

antioxidant potential (FRAP) in relation to the other genotypes. None of 

the genotypes of Rubus spp. presented anti-tumor activity in PANC-1 

tumoral lineage. The data indicate that the genetic improvement of Rubus 

spp. (Black 145 and Black 178) in relation to the cultivars (Xavante, 

Xingu, Tupy), did not alter the bioactive compounds content and the 

biological activity of the advanced selections. In addition, they evidence 

for the first time, the antitumor potential of E. involucrata seeds, whose 

mechanisms and compounds involved need to be better elucidated. 

 

Keywords: Antioxidant. Antitumoral. Blackberry. Cherry-of-rio-grande. 
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1 INTRODUÇÃO   
 

O Brasil detém a maior flora do mundo e consequentemente, 

inúmeras oportunidades para a descoberta de espécies vegetais ricas em 

nutrientes e em compostos bioativos, os quais podem ser utilizados para 

a prevenção e tratamento de doenças (INFANTE et al., 2016). Entretanto, 

apesar da vasta biodiversidade e de ocupar a terceira posição mundial no 

consumo de frutas, o país ainda abriga inúmeras espécies não catalogadas 

ou desconhecidas, ou ainda, plantas nativas cujas propriedades biológicas 

e composição não foram totalmente determinadas (JACQUES, 2012). 

Paralelamente, as doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são 

o problema de saúde de maior dimensão no Brasil e correspondem a cerca 

de 70% das causas de mortes (BRASIL, 2011). Entre essas doenças, o 

câncer é a principal causa de morte em muitos países, especialmente 

naqueles em desenvolvimento. Embora esses países tenham acesso 

limitado a novas terapias, eles têm acesso a alimentos que contêm 

compostos bioativos, os quais poderiam ser incentivados a fim de que o 

seu consumo pudesse prevenir e/ou combater o câncer (CHAREPALLI 

et al., 2016). Além do acesso limitado as terapias convencionais 

(sintéticas), há o agravamento destes apresentarem diversos efeitos 

colaterais, o que dificulta muitas vezes, a adesão dos pacientes (EPSTEIN 

et al., 2012). Adicionalmente, os antioxidantes de ocorrência natural são 

escolhidos em detrimento aos sintéticos, por não possuírem efeitos 

carcinogênicos e serem menos tóxicos as células normais (SECA; 

PINTO, 2018; KRIS-ETHERTON et al., 2002). 

 Neste sentido, os produtos naturais tem sido a fonte mais 

promissora para o desenvolvimento de drogas, havendo interesse 

particular no desenvolvimento de novos antineoplásicos (HARVEY et al., 

2008). Portanto, a investigação do potencial biológico de espécies 

frutíferas nativas e de seus metabólitos secundários pode representar uma 

excelente oportunidade para o desenvolvimento de alternativas dietéticas 

e farmacológicas na prevenção e tratamento das doenças tumorais e de 

outras DCNT.   

Entre os principais fatores envolvidos nos efeitos benéficos dos 

compostos bioativos de plantas, estão as suas propriedades antioxidantes. 

Esses compostos (polifenóis, flavonoides e antocianinas), reagem com 

espécies reativas (ERs) produzidas pelo metabolismo celular, prevenindo 

assim, o estresse oxidativo, e consequentemente, o desenvolvimento e/ou 

a progressão de doenças relacionadas a esse processo, entre elas, o câncer 

(JACQUES, 2012). Nesse sentido, esses compostos têm sido investigados 

como potenciais alternativas de prevenção e/ou tratamento dessas 
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patologias, com menos efeitos colaterais em relação aos tratamentos 

convencionais atualmente utilizados (KRIS-ETHERTON et al., 2002; 

GORRINI; HARRIS; MAK, 2013; GUPTA et al., 2014). 

Assim, o presente estudo selecionou duas espécies frutíferas para 

fins de elucidação do perfil fitoquímico e de avaliação de seu potencial 

biológico: a Eugenia involucrata DC (Myrtaceae), nativa do Sul do Brasil 

e conhecida popularmente como cerejeira-do-rio-grande; e a Rubus spp. 

(família Rosaceae), conhecida como amoreira-preta, uma espécie exótica 

inserida em programas de melhoramento genético no Brasil pela Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) desde a década de 70.  

 A E. involucrata é a espécie do gênero Eugenia L. menos 

conhecida e cujo potencial biológico de seus frutos tem sido pouco 

investigado por estudos científicos até o momento. Apenas recentemente, 

as atividades antioxidante e anti-inflamatória de seus frutos, sementes e 

folhas foram demonstradas in vitro (INFANTE et al., 2016). Além disso, 

os frutos da E. involucrata ainda são pouco conhecidos popularmente e 

por isso, pouco comercializados e consumidos. Por outro lado, a Rubus 

spp. encontra maior conhecimento e consumo popular, além de apresentar 

grande potencial econômico para a agricultura familiar, devido aos baixos 

custos de implantação e manutenção e à sua alta produtividade 

(FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010). Apresenta propriedades 

nutracêuticas e as práticas de melhoramento genético para fins de sua 

melhor adaptação ao cultivo e consumo no Brasil podem também 

impactar em incrementos no teor de compostos bioativos de seus frutos e 

possivelmente, de seu potencial biológico (SOUZA et al, 2014a, 

EMBRAPA, 2002). 

 Assim, considerando fatores como a escassez de estudos sobre a 

E. involucrata, o possível impacto das estratégias de melhoramento 

genético sobre o teor e as atividades de compostos bioativos, bem como 

a necessidade de alternativas para as doenças tumorais sem os efeitos 

colaterais das terapias convencionais, esse estudo avaliará o potencial 

antioxidante e antitumoral da E. involucrata e de cinco diferentes 

genótipos de Rubus spp. in vitro. 
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2  REVISÃO BILIOGRÁFICA 

 

2.1 ESPÉCIES REATIVAS 

 

Espécies reativas (ERs) são designadas cono moléculas muito 

reativas e altamente instáveis produzidas durante o metabolismo celular 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Quando essas espécies são 

derivadas do oxigênio, são denominadas Espécies Reativas de Oxigênio 

(EROs), dividindo-se em dois grupos: as radicalares (conntendo elétron 

desemparelhado na última camada) - hidroxil (HO•), superóxido (O2
•-), 

peroxil (ROO•) e alcoxil (RO•) e as não-radicalares - oxigênio (O2), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipocloroso (HClO) (BIRBEN et 

al., 2012).  

As ERs são continuamente geradas (IVANOV et al., 2017) na 

mitocôndria, a cadeia de transporte de elétrons, responsável por reduzir 

continuamente oxigênio e formar o potencial eletroquímico 

transmembrana de prótons para a síntese de ATP, tem uma importante 

consequência para as células: a constante produção de EROs (RONCHI, 

2010). As ERs também são determinantes na sinalização intracelular, na 

regulação redox, no crescimento celular, na morte celular programada e 

na senescência, bem como, na produção de energia, fagocitose e síntese 

de substâncias biológicas importantes (NORDBERG; ARNÉR, 2001; 

BIRBEN et al., 2012; THANNICKAL; FANBURG, 2000). Por outro 

lado, as EROs também estão envolvidas em numerosas doenças, não por 

necessariamente desempenharem um papel na etiologia dos estados 

patológicos, mas por participarem diretamente dos mecanismos 

fisiopatológicos que determinam a continuidade e/ou as complicações 

presentes nesses processos (BIRBEN et al., 2012).  

Portanto, a produção natural das EROs no metabolismo celular 

aeróbico deve ser controlada de forma a prevenir um aumento excessivo 

de suas concentrações intracelulares, bem como a ocorrência de lesões 

decorrentes do acúmulo de EROS (KEHRER; KLOTZ, 2015). Assim, as 

células desenvolveram mecanismos de proteção contra a produção 

excessiva das EROs e seus efeitos oxidativos sobre as biomoléculas, os 

quais em conjunto, compõem o sistema antioxidante (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007).  

 

2.2 ANTIOXIDANTES 

 

Antioxidantes podem ser definidos como qualquer substância que 

em baixas concentrações quando comparada a do substrato oxidável, 
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atrasa ou inibe a oxidação desse substrato de maneira eficaz (SIES; 

STAHL, 1995). Entretanto, um antioxidante pode atuar como protetor em 

determinado sistema, mas falhar na proteção, ou mesmo aumentar as 

lesões induzidas em outros sistemas (HALLIWELL et al., 1995; BIRBEN 

et al., 2012), uma vez que suas propriedades antioxidantes e pró-oxidantes 

dependem entre outros fatores, da concentração e da forma química com 

que se encontram no meio (CHAKRABORTHY et al., 2014; PÉREZ-

TORRES; GUARNER-LANS; RUBIO-RUIZ, 2017).  

Os diversos antioxidantes são classificados de acordo com o tipo 

de ação sobre as EROs, em enzimáticos e não enzimáticos 

(NORDBERG; ARNÉR, 2001). As moléculas antioxidantes também 

podem ser classificadas de acordo com o nível de atuação. Esses níveis 

abrangem a prevenção da formação dos radicais, a eliminação de radicais 

e reparo de danos induzidos por radicais. Com base na linha de defesa, os 

antioxidantes podem ser classificados como antioxidantes de defesa de 

primeira, segunda, terceira e quarta linha de defesa antioxidante 

(IGHODARO; AKINLOYE, 2018). 

O sistema enzimático de defesa é considerado a primeira linha de 

defesa antioxidante e é formado por três enzimas chaves: superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), as quais 

promovem reações que transformam espécies reativas em moléculas 

inofensivas (HALLIWELL; CROSS, 1994; IGHODARO; AKINLOYE, 

2018) (Figura 1). A SOD é responsável pela conversão do ânion radical 

superóxido (O2•-) em peróxido de hidrogênio (H2O2), enquanto que a 

CAT e a GPx estão envolvidas na conversão do H2O2 em H2O, com a 

diferença de que a GPx requer a glutationa reduzida (GSH) nessa reação, 

a qual é convertida em sua forma oxidada (GSSG) (IGHODARO; 

AKINLOYE, 2018). Embora a função de CAT e GPx seja remover H2O2, 

as duas enzimas diferem em sua afinidade por esse substrato. A GPx tem 

uma afinidade muito maior com o H2O2 em baixas concentrações (Km = 

1 µM) em comparação com a CAT (Km = 1,1 mM) (POWERS; LENON, 

1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Assim, quando os níveis 

celulares de H2O2 são baixos, a GPx é mais ativa do que a CAT na 

remoção de H2O2 da célula (POWERS; LENON, 1999). Ainda, a GPx é 

uma peroxidase, assim ela reduz H2O2 e outros substratos, sendo 

altamente especifica quanto ao doador de elétron (GSH), mas pouco 

específica quanto a substratos, podendo reduzir desde H202 até complexos 

hidroperóxidos orgânicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; 

POWERS; LENON, 1999). 

Independente do mecanismo envolvido, o objetivo de remoção de 

EROs é basicamente evitar o acúmulo de espécies reativas para que não 
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ocorra a produção de radical hidroxil (•OH), o mais reativo de todas as 

EROS (YU, 1994; HALLIWELL; CROSS, 1994). Ainda, é importante 

lembrar que de forma isolada, o H2O2 é praticamente inócuo, no entanto, 

ele tem a capacidade de se difundir através das membranas celulares, 

como a membrana do núcleo, o que junto com a presença de metais de 

transição como o manganês, cobre e ferro pode gerar o radical •OH 

(BIRBEN et al., 2012). No entanto, acredita-se que exista uma relação 

direta entre o aumento da concentração de H2O2 e distúrbios celulares em 

diferentes tecidos animais (SHIMURA et al., 2017; MAHASETH; 

KUZMINOV, 2017). Portanto, as atividades das enzimas SOD, CAT e 

GPx constituem o sistema antioxidante de primeira linha, possuindo papel 

fundamental nos mecanismos e estratégias de defesa em sistemas 

biológicos (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).  

Além dessas enzimas envolvidas na remoção direta das EROs, 

existem ainda, importantes enzimas envolvidas no metabolismo da GSH. 

Após a conversão da GSH à GSSG na remoção do H2O2 catalisada pela 

enzima GPx, a GSSG retorna à sua forma reduzida (GSH) através da 

reação catalisada pela enzima glutationa redutase (GR). A GR é uma 

oxidoredutase que possui três substratos, NADPH, H + e GSSG e apenas 

um produto, a GSH, com isso, ajuda a manter um meio intracelular 

redutor devido aos altos níveis de GSH e baixos níveis de GSSG 

(DEPONTE, 2013) (Figura 1). Por fim, a GSH poderá ser usada pelas 

enzimas da família das glutationa S transferases (GSTs), responsáveis 

pela excreção de substâncias endógenas e xenobióticas e, portanto, é 

considerada uma ferramenta fundamental para a sobrevivência biológica 

(SHEEHAN et al., 2001). 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2090506817301550
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2090506817301550
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Figura 1 - Sistema antioxidante enzimático. Superóxido Dismutase (SOD); 

Catalase (CAT); Glutationa Reduzida (GSH); Glutationa Oxidada (GSSG); 

Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato reduzido (NADPH); Glutationa 

Redutase (GR); GPx (Glutationa Peroxidase). 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O sistema antioxidante não enzimático, faz parte da segunda linha 

de defesa, conhecido também como antioxidantes tipo scavengers, isto é, 

neutralizam ou eliminam as espécies reativas doando seus elétrons e 

durante esse processo, tornam-se ERs, no entanto, com efeitos nocivos 

menores (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). 

Os antioxidantes não enzimáticos podem ser produzidos pelo 

próprio organismo humano (endógenos) ou obtidos através da ingestão 

(exógenos). Os principais antioxidantes endógenos não enzimáticos são 

proteínas de ligação a metais, GSH, ácido úrico, melatonina, bilirrubina e 

poliaminas (MIROŃCZUK-CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; 

ZUJKO, 2018). Por outro lado, as vitaminas, juntamente com os 

chamados compostos bioativos (CBAs), são antioxidantes não 

enzimáticos exógenos, os quais estão largamente distribuídos na natureza, 

seja em plantas medicinais ou em alimentos e apresentam inúmeros 

efeitos biológicos (XU et al., 2017).  
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E O CÂNCER 

 

O estresse oxidativo pode ser definido como o aumento excessivo 

das espécies reativas em relação aos antioxidantes disponíveis 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Nessa condição, ocorre um 

importante impacto sobre as células, podendo desencadear a ativação de 

vias relacionadas à morte celular (CHRESTENSEN; STARKE; 

MIEYAL, 2004; GUPTA et al, 2014). Isso ocorre porque, em excesso, as 

EROs interagem com proteínas, açúcares, ácidos nucleicos e lipídeos, 

promovendo lesões oxidativas nessas biomoléculas, o que pode resultar 

em inúmeras doenças, envolvendo inibição enzimática, peroxidação 

lipídica, mutações genéticas e morte celular (HALLIWELL; CROSS, 

1994; KALININA; CHERNOV; NOVICHKOVA, 2014; IGHODARO; 

AKINLOYE, 2018). Ainda, estudos recentes apontam uma relação 

fisiopatológica entre nutrição, estresse oxidativo e a carcinogênese 

(SAHA et al., 2017).  

O câncer é a segunda principal causa de morte no mundo e estima-

se que seja responsável por 9,6 milhões de mortes em 2018, sendo que 

uma em cada seis mortes mundiais são ocasionadas pelo câncer (WHO, 

2018). Infelizmente, os dados retrospectivos são menores do que as 

estimativas, pois só para o Brasil, foram estimados para 2018 cerca de 

600 mil novos casos de câncer (INCA, 2018a). A incidência apresenta 

diferença entre os gêneros, enquanto que o câncer de pulmão, de próstata, 

colorretal, de estômago e de fígado são os tipos mais comuns em homens. 

Por sua vez, os cânceres de mama, colorretal, pulmão, colo do útero e de 

tireoide são os mais comuns entre as mulheres (WHO, 2018).  

Embora o câncer de pâncreas não esteja incluído entre os de maior 

incidência, é um dos tipos mais letais de tumores, e sua incidência está 

aumentando (ILIC; ILIC, 2016; MARTINEZ-USEROS et al., 2017). O 

prognóstico para pacientes diagnosticados com câncer de pâncreas é 

alarmante, com menos de 3% de sobrevida em 5 anos (CIESLAK; 

CULLEN, 2015). A letalidade deve-se principalmente ao fato que este 

tipo de câncer é assintomático e agressivo, fazendo com que normalmente 

o diagnóstico seja tardio, muitas vezes após a metástase, devido a sua alta 

agressividade (MARTINEZ-USEROS et al., 2017; WHO, 2018; INCA, 

2018b).   

Vários fatores de risco estão associados a esta doença, tais como: 

pancreatite crônica, diabetes, tabagismo, alto consumo de álcool e 

obesidade; sendo essa última caracterizada por um aumento do tecido 

adiposo, que é um órgão endócrino dinâmico secretor de diferentes 

citocinas pró-inflamatórias, enzimas e fatores que ativam o estresse 
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oxidativo (MARTINEZ-USEROS et al., 2017). Ainda, a maioria dos 

pacientes com câncer de pâncreas tem uma mutação no oncogene K-ras o 

que ocasiona uma mudança no estado redox da célula, favorecendo o 

processo tumoral, através da superexpressão da enzima SOD (WILKES; 

ALEXANDRER; CULLEN, 2017). 

Em vias gerais, o câncer é um processo evolutivo somático 

caracterizado pelo acúmulo de mutações, que contribui para o 

crescimento do tumor, progressão clínica, escape imunológico e 

desenvolvimento de resistência a drogas (BEERENWINKEL et al., 

2015). Assim, em geral, as doenças tumorais são de difícil tratamento 

porque além do estresse oxidativo, muitos outros mecanismos estão 

envolvidos na iniciação e progressão dos tumores, entre eles, a evasão da 

apoptose. Enquanto o estresse oxidativo pode estar envolvido na indução 

de mutações genéticas ou alterações na transdução de sinais e fatores de 

transcrição, a evasão da apoptose está relacionada à resistência das células 

cancerígenas frente a apoptose, isto é, à perda da capacidade natural do 

organismo para remover essas células (SHI et al., 2014; MOHAMMAD 

et al., 2015; SHIMURA et al., 2016). Dessa forma, a evasão da apoptose 

pode contribuir para o desenvolvimento e progressão do tumor, bem 

como, para a resistência ao tratamento, uma vez que a maioria dos 

tratamentos atualmente disponíveis (quimioterapia e radioterapia) ativam 

vias de morte celular, numa tentativa de promover a morte dessas células 

(MOHAMMAD et al., 2015). No entanto, isso afeta células normais, que 

por sua vez, são bem mais sensíveis, e o indivíduo acaba sofrendo 

inúmeros efeitos colaterais, tornando-se mais debilitado e 

consequentemente, mais suscetível às outras complicações, alheias ao 

próprio câncer.  

Nesse contexto, antioxidantes são indicados como importantes 

fatores na prevenção do estresse oxidativo e consequentemente, das 

doenças tumorais (MUT-SALUD et al., 2016). A suplementação com 

fenólicos, mais especificamente, estilbenos, como o resveratrol, associada 

a uma dieta rica em frutas e vegetais contendo antioxidantes, parece 

contribuir para a redução da incidência dos cânceres de pâncreas, próstata, 

mama, rins, entre outros (BENETT; ROJAS; SEEFELDT, 2012). De fato, 

El-Husseiny et al. (2018) apontam que os antioxidantes possuem 

capacidade de reduzir o risco de certos tipos de cânceres porque 

conseguem diminuir o estresse oxidativo e/ou retardar o processo de 

divisão celular anormal.  Especificamente com relação ao câncer de 

pâncreas, uma dieta rica em antioxidantes é inversamente associada ao 

risco deste tipo de neoplasia (LUCAS, et al. 2016). 
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Por outro lado, a indução do estresse oxidativo em células tumorais 

também é uma das estratégias terapêuticas estudadas atualmente, uma vez 

que a indução desse evento em células tumorais poderia funcionar como 

uma forma efetiva contra os tumores.  Se por um lado as células normais 

podem se adaptar frente a uma condição de estresse oxidativo por induzir 

suas defesas antioxidantes (SCHAFER; BUETTNER, 2001), por outro, 

as células tumorais podem apresentar uma capacidade de adaptação 

limitada. Portanto, agentes antitumorais que induzam a produção de ERs 

podem ter implicações terapêuticas benéficas (PELICANO; CARNEY; 

HUANGA, 2004; ROSOLEN et al., 2015). Nesse contexto, há evidências 

de que compostos fenólicos, incluindo os flavonoides, podem apresentar 

efeitos pró-oxidantes em certas condições, inclusive em células tumorais 

(PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011).  

Estudos têm abordado esse aspecto pró-oxidante de alguns 

antioxidantes, como alternativas para ao tratamento do câncer 

pancreático. Estudos indicam que a auto oxidação do ascorbato gera 

quantidades significativas de H2O2, quando presente em concentrações na 

ordem de mM, no entanto, com a presença de metais, essa oxidação é 

mais promissora, de forma que o ascorbato pode atuar como pró-oxidante 

e induzir o estresse oxidativo (BUETTNER; JURKIEWICZ, 1996; 

HALLIWEL, 1999; FREI; LAWSON, 2008; CIESLAK; CULLEN, 

2015). O ascorbato farmacológico, assim chamado devido a ser 

administrado de forma dosada e não obtido via dieta, também inibiu o 

crescimento de xenoenxertos de tumor pancreático e exibiu efeitos 

citotóxicos sinérgicos quando combinado com gencitabina que é 

atualmente o fármaco de escolha para o câncer pancreatico (CIESLAK; 

CULLEN, 2015), além disso, ensaios de Fase I com o ascorbato 

farmacológico em pacientes portadores de câncer pancreático 

demonstraram segurança e eficácia potencial.  Espey e colaboradores 

(2011) sugeriram que as ações oxidativas do H2O2 derivadas do ascorbato 

farmacológico podem culminar em sinergismo independente em células 

cancerígenas resistentes à monoterapia com gencitabina. Assim, terapias 

combinadas, tais como quimioterapia mais ascorbato farmacológico, e 

radioterapia mais ascorbato farmacológico podem agir sinergicamente 

para potencializar a citotoxicidade induzida por ascorbato (CIESLAK; 

CULLEN, 2015).  

 Adicionalmente, Gorrini; Harris e Mak (2013) indicam o uso de 

terapias anticâncer que bloqueiem os mecanismos antioxidantes, 

resultando em acúmulo de EROs e consequente morte celular. Dessa 

forma, agindo como pró-oxidantes nas células tumorais, os flavonoides 

contribuem para desencadear eventos intracelulares que levam à 
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apoptose, o que sugere, portanto, que podem agir como potenciais agentes 

antitumorais (MATEUS et al., 2018). 

Nesse sentido, no século XX houve um avanço extraordinário na 

pesquisa de produtos naturais voltados a área da oncologia, o que 

possibilitou o descobrimento de diversas substâncias que hoje são 

utilizadas na terapia contra neoplasias (HARVEY; ZHANG; THOMAS, 

2013). Cerca de 60% dos fármacos aprovados entre 1989-1995 como 

antimicrobianos e quimioterápicos são de origem natural (CRAGG; 

NEWMAN; SNADER, 1997; CRAGG; NEWMAN, 2013). Conforme 

estimativas da Convenção da Diversidade Biológica, o Brasil detém entre 

15 e 20% de toda a biodiversidade mundial. Este patrimônio tem um valor 

inestimável para vários setores industriais, inclusive para a indústria 

farmacêutica que pode encontrar nas espécies vegetais nativas, grandes 

possibilidades para o desenvolvimento de agentes antitumorais (DUTRA 

et al., 2016).  

 

2.4 COMPOSTOS BIOATIVOS: Estruturas e propriedades químicas e 

biológicas 

 

Os CBAs são sintetizados pelas plantas como metabólitos 

especializados ou secundários, em resposta às condições ambientais que 

a planta está exposta (YANG et al., 2016). 

São conhecidos como constituintes extra nutricionais que ocorrem 

em diferentes quantidades nos alimentos. Extra nutricionais porque não 

são nutrientes essenciais como carboidratos, proteínas ou lipídeos e sua 

ausência não causa deficiências nutricionais (KRIS-ETHERTON et al., 

2002; WALLACE; GIUSTI, 2015). 

Os CBAs têm uma enorme diversidade estrutural e 

consequentemente, potencial atividade biológica diversa (YANG et al., 

2016). Dessa forma, esses compostos podem desempenhar um papel 

significativo sobre a saúde humana, tanto por meios diretos 

(alimentação), quanto indiretos (isolados para medicamentos) 

(KARASAWAL; MOHAN, 2018).  

As potenciais propriedades benéficas dos polifenóis têm sido 

atribuídas à sua capacidade redutora, sequestrante de ERs, quelante de 

metais ou desativadora do oxigênio singlete (D’ARCHIVIO et al., 2010; 

SKROVANKOVA et al., 2015; LI et al., 2017; PAREDES et al., 2018). 

Além disso, podem estar envolvidos com a modulação de vias de 

sinalização responsáveis pela ativação de genes envolvidos na proteção 

contra o estresse oxidativo (SHI et al., 2017). No entanto, a eficiência 

dessas substâncias quanto a atividade a ser exercida, depende de muitos 
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fatores, entre eles, destacam-se os fatores ambientais, o processamento, a 

matriz do alimento, a estrutura química e genética (por exemplo, 

variedades) (D’ARCHIVIO et al., 2010). 

Os compostos fenólicos ou polifenóis, se caracterizam por ser um 

grupo de CBAs amplo e heterogêneo que pode ser segmentado de acordo 

com sua estrutura química, em flavonoides e não flavonoides 

(SKROVANKOVA et al, 2015; BARBIERI et al., 2017). 

Os flavonoides são encontrados majoritariamente em frutas e 

vegetais, com mais de 4.000 moléculas identificadas, sendo que a 

organização da estrutura química dos flavonoides permite outras muitas 

subclassificações, tornando assim, uma classe bioativa muito importante 

(ARORA; ITANKAR, 2018). 

A estrutura química básica dos flavonoides é composta por três anéis 

aromáticos (A, B e C), os quais totalizam 15 carbonos em seu esqueleto 

conhecido como C6-C3-C6. O anel A é um benzeno, este é fundido com 

um anel de 6 carbonos (anel C), o qual possui uma ligação com um 

substituinte fenilbenzeno (anel B) na posição 2 (WANG; LI; BI, 2018). 
 

Figura 2 - Estrutura básica dos flavonois. 

 
Fonte: Adaptado de Wang; Li; Bi (2018). 

 

Considerando a estrutura química, os flavonoides podem ser 

subclassificados em seis grupos principais: flavonois (principalmente 

quercetina, kaempferol, miricetina e isorannetina), flavonas (apigenina e 

luteolina), flavanonas (hesperetina e naringenina), flavan-3-ol 

(catequina, epicatequina, epigalocatequina, epicatequina-3-galato, 

epigalocatequina-3-galato), isoflavonas (genisteína e daidzeína) e as 

antocianinas (cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, 

petunidina, peonidina) (CHANG et al., 2018). 
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Até o momento, mais de 700 antocianinas, estruturalmente 

distintas de 27 agliconas conhecidas como antocianidinas foram 

identificadas na natureza, sendo raramente encontradas como agliconas 

(WALLACE; GIUSTI, 2015). Essa diversidade de compostos se dá em 

grande parte porque possibilita a ligação de diferentes substituintes. Na 

Figura 3 podem ser observados os principais substituintes e nomes das 

antocianinas mais encontradas em alimentos. 
 

Figura 3 - Estrutura e nome das principais antocianinas encontradas em 

alimentos. 

 
Fonte: Adaptado de Wallace e Giusti (2015). 

 

Assim, a diferença entre as moléculas antociânicas é baseada no 

número de grupos hidroxila; grau de metilação; natureza, número e 

posição da glicosilação; natureza e número de grupos aromáticos ou 

ácidos alifáticos vinculados ao resíduo glicosil, de forma que, geralmente, 

a maior hidroxilação diminui a estabilidade e maior grau de metilação 

favorece para a estabilidade da molécula (ARTHEY; ASHURST, 2001; 

CAMLOFSKI, 2008). 
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No entanto, existem alguns fatores que alteram a estrutura química 

das antocianinas e consequentemente, a coloração que o pigmento 

apresentará.  

O pH tem sido relatado como o fator mais impactante com relação 

às modificações na estrutura química das antocianinas, sendo que em 

meio aquoso, são encontradas quatro formas em equilíbrio: o cátion 

flavilium (vermelho), a base quinoidal (roxo-violeta), chalcona (amarelo 

claro) e a forma hemiacetal incolor (MARSZAŁEK et al., 2017). Assim, 

em condições ácidas, as antocianinas apresentam-se vermelhas, enquanto 

que ficam roxas/púrpura em pH neutro e tornam-se mais azuladas, 

conforme o aumento do pH (KHOO et al., 2017). 

Em virtude de o pH ser um fator crucial para a forma das 

antocianinas, desenvolveu-se o método de pH diferencial para a 

quantificação espectrofotométrica dessas moléculas. Através da diferença 

de pH e o uso de diferentes comprimentos de onda, a concentração de 

antocianinas totais pode ser lida no método de espectrofotometria, no 

entanto, o conteúdo individual, isto é, as antocianinas isoladas não podem 

ser identificadas (WANG, 2014). Por isso, apesar da técnica de pH 

diferencial ser bastante simples, econômica e rápida, a Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é a mais utilizada, uma vez que sua 

sensibilidade é maior, podendo ainda ser vinculada a outras técnicas como 

Espectrometria de Massas (MS), a qual possibilita detectar e identificar 

individualmente cada composto presente na amostra (CHAVES, 2014). 

A ampla variedade e distribuição das antocianinas em conjunto 

com a sua capacidade antioxidante, fez com que esses compostos 

passassem a ter interesse na saúde, e não apenas como pigmentos, sendo 

considerados atualmente como potenciais agentes dietéticos na prevenção 

de doenças neuronais, cardiovasculares, câncer, diabetes, inflamação, 

trombose, aterosclerose, entre outras (UTTARA, 2009, YOUSUF et al., 

2016; YANG et al., 2017).  

Os mecanismos moleculares envolvendo os benefícios à saúde 

descritos para as antocianinas parecem envolver várias vias de 

sinalização, incluindo a proteína cinase ativada por mitógeno, fator 

nuclear κB, proteína cinase ativada por AMP, bem como alguns processos 

celulares cruciais como ciclo celular, apoptose, autofagia e metabolismo 

bioquímico, os quais também podem ser potenciais alvos terapêuticos 

para a melhoria de muitas doenças; Li et al (2017) revisaram esses 

mecanismos e disponibilizaram uma atualização para a última década. 

No entanto, não são apenas as antocianinas, seus precursores 

também são investigados com relação a benefícios para a saúde. Estudos 

recentes demonstram que extratos vegetais contendo flavonoides 
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possuem atividades benéficas na prevenção e/ou tratamento de patologias 

relacionadas à participação dos RL, como o diabetes, hipertensão, função 

renal e venosa, lesão hepática causada por medicamentos, atenuação de 

Alzheimer e Parkinson e ainda, em doenças tumorais, apresentando 

atividade inibitória de tumores da tireoide (ALKHALIDY; WANG; LIU, 

2018; HUSSAIN et al., 2018, PAREDES et al., 2018, GONZÁLES-

PONCE, et al., 2018). 

 

2.5 Eugenia involucrata DC 

 

A espécie pertence à família Myrtaceae que por sua vez, 

compreende vários gêneros de frutíferas, dentre os quais, destaca-se o 

gênero Eugenia L., como sendo um dos quatro gêneros com maior 

importância econômica (EMBRAPA, 2009a). É conhecida popularmente 

por cerejeira-do-rio-grande, cerejeira-do-mato, cerejeira-da-terra, 

cerejeira-preta, ibaiba e ivaí (LORENZI, 2002).  

A E. involucrata DC é uma espécie arbórea, nativa da região Sul 

do Brasil, que ocorre desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, assim 

como em alguns países da América do Sul (DONADIO; MÔRO; 

SERVIDONE, 2002).  

A árvore tem folhas simples, verde-escuras e brilhantes no lado 

superior, medindo de 5 a 9 cm de comprimento, 2 a 3 cm de largura e 

pode crescer de 5 a 20 m de altura, a partir das suas flores são gerados os 

frutos que são comestíveis e tem um tamanho médio de 2,5 x 2 cm (Figura 

4) (BARZOTTO et al., 2019). As folhas da espécie são popularmente 

empregadas na forma de chás, com ação antidiarreica e digestiva 

(SAUSEN et al., 2009; EMBRAPA, 2007). 
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Figura 4 - Morfologia da Eugenia  involucrata DC. 

 
Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2014). 

 

O fruto (Figura 5) é frágil, de coloração avermelhada, com 

epicarpo fino e brilhante, conteúdo suculento e de sabor ácido-adocicado, 

possui de um a cinco caroços branco-esverdeados e formato arredondado 

com cerca de 1,0 cm de diâmetro (LORENZI, 2002; CAMLOFSKI, 

2008). São consumidos in natura e também empregado na culinária 

através de doces, geleias e licores, vendidos em feiras e mercados 

regionais através de produtos minimamente processados (LORENZI, 

2002; KÖHLER, 2014). 
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Figura 5 - Frutos da Eugenia involucrata DC (A). Parte interna dos frutos (B). 

 
Fonte: Adaptado de Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2013) (A); 

Adaptado de Camlofski (2008) (B). 

 

Dentro dos frutos, estão contidas as sementes, para as quais não 

foram encontradas aplicações para uso popular ou para a produção de 

algum produto na literatura. Existem estudos relacionados à secagem e 

armazenamento das mesmas, uma vez que tais fatores influenciam a 

germinação. Alguns autores apontam que pesquisas que tratam de 

sementes da família Myrtaceae são importantes, principalmente para 

programas de recuperação de áreas degradadas, pois existem espécies 

frutíferas, como a própria cerejeira-do-Rio-Grande que restauram não 

apenas a flora, mas também a fauna, atraindo pássaros e outros animais 

(LORENZI, 2002; MALUF; BILIA; BARBEDO, 2003; FRANZON; 

RASEIRA, 2006). 

 

2.5.1 Composição Fitoquímica 
  

São poucos os estudos que demonstraram a composição química da 

espécie estudada. Infante et al. (2016) demonstraram a presença de 

importantes compostos bioativos, entre eles o ácido gálico nos frutos e 

sementes da E. involucrata, que representaram juntos, quase 70% de 

todos os compostos fenólicos. O mesmo estudo também demonstrou a 

presença de epicatequina nas sementes e de ácido cumárico nos frutos.  
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Dametto (2014) avaliou a composição química de um extrato 

metanólico acidificado e liofilizado dos frutos e encontrou 19 

antocianinas. 

A atividade antioxidante e a determinação de compostos fenólicos 

dos frutos da espécie foram avaliadas por Nicácio et al. (2017), que 

encontraram mais compostos fenólicos, nos frutos do que nas sementes, 

e embora as sementes tenham apresentado maior atividade antioxidante, 

concluíram que os frutos podem ser considerados uma importante fonte 

de CBAs do gênero Eugenia L. 

Ainda, recentemente Toledo e Pinto (2018) avaliaram o perfil 

químico e atividade antioxidante de diferentes extratos das folhas de E. 
involucrata DC, e detectaram a presença de saponinas, esteroides, 

flavonoides (flavonas, flavánois e flavanonóis) e taninos, e de acordo com 

Infante et al. (2016), as folhas são as partes da planta com maior 

concentração de compostos fenólicos.  

 

2.6 Rubus spp. 

 

A amoreira-preta é um arbusto pertencente à família Rosaceae, 

cujo espécies pertencem ao gênero Rubus, este que possui em torno de 

740 espécies (JACQUES, 2012; ANTUNES et al. 2014). A planta produz 

como fruto, a amora-preta que é mais conhecida e consumida in natura 

do que a espécie da cerejeira. No entanto, o fruto amora preta, não é 

produzido unicamente por esse gênero, podendo ser originada também do 

gênero Morus. 

Okamoto, Furnaleto e Martins (2013), citam que as amoras do 

gênero Morus têm sabor mais suave e agradável para o consumo in natura 

e em polpas, enquanto que os frutos do gênero Rubus, com tamanho maior 

que os anteriores, apresentam sabor mais acidificado, por isso, são mais 

utilizados para formas processadas, como geleias e outros doces. 

Do gênero Morus, destaca-se a espécie Morus nigra originaria da 

Ásia e aclimatizada no Brasil, sendo de interesse farmacológico os frutos 

e as folhas; já foram conduzidos estudos in vitro relacionadas as 

atividades anti-inflamatória, antioxidante, citotóxica, antibacteriana e 

inibitória da enzima α-amilase e também estudos in vivo tais como: 

avaliação do potencial estrogênico, atividade hipoglicemiante, 

adipogênese, anti-inflamatória, antinociceptiva, hepatoprotetora e 

cardiovascular (BRASIL, 2015). Além da espécie Morus nigra, no Brasil 

há o cultivo da Morus alba a qual é utilizada na medicina popular como 

remédio com ação antipirética, hepatoprotetora, hipotensor e agente 

redutor do colesterol (ZENI; DALL’MOLIN, 2010). Estudos mais 
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recentes têm avaliado a fitoquímica, farmacologia e realizado estudos 

clínicos com esta outra espécie de amoreira (Morus alba) (CHAN; LIE; 

WONG, 2016).  

Ainda sobre a amoreira, mas do gênero Rubus, Reitz (1996) afirma 

existem cinco as espécies nativas do gênero Rubus, sendo: R. 

urticaefolius, R. erythroclados, R. brasiliensis, R. sellowii e R.imperialis, 

o que pode estar envolvido com diferentes atividades biológicas 

desempenhadas, dada a variedade de espécies e compostos que podem 

estar envolvidos.  

Outro aspecto é que no Brasil, existem também suplementos 

alimentares a base de amora-preta, sendo comercializadas com 

propriedades nutricionais do alimento em formas não convencionais, 

como por exemplo, cápsulas (ANVISA, 2018). Esses suplementos muitas 

vezes não trazem qual a espécie cientifica dos frutos utilizados na 

produção, assim, as propriedades nutracêuticas atribuídas à popular 

“amora-preta” podem estar sendo relacionadas ao gênero Rubus spp. ou 

ao gênero Morus mais especificamente a espécie nigra, da família 

Moraceae. Portanto, é preciso esclarecer, que neste trabalho, utilizamos 

apenas o gênero Rubus spp. 

No Brasil, o cultivo da amora-preta (Rubus spp.) é considerado 

promissor, com abertura do mercado de comercialização particularmente 

nos Estados do Sul, São Paulo e Sul de Minas Gerais, sendo o estado do 

Rio Grande do Sul o principal produtor (ANTUNES, 2002). 

Embora existam as espécies nativas de amoras do Brasil (R. 

urtieaefolius, R. erythroclados, R. brasiliensis, R.sellowii e R. imperialis), 

a maior parte da produção de amoras pretas utiliza cultivares derivadas de 

cruzamento de espécies nativas dos Estados Unidos (ANTUNES et al., 

2014).  

A árvore que origina os frutos conhecidos como amoras-pretas tem 

porte rasteiro (arbusto) e os frutos são gerados agregados em forma de 

minidrupas (JACQUES, 2012).  
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Figura 6 - Morfologia da Rubus spp. (Amoreira- preta). 

 
Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2018). 

 

A partir das flores da planta, são originados os frutos de amora 

preta, os quais são bagas piriformes, lisas, glabras, de coloração verde 

quando não maduros, tornando-se vermelhos e cor-de-vinho tinto quando 

maduros (EMBRAPA, 2009b). Os frutos pesam em torno de 4 a 7 gramas 

e tem sabor ácido a doce-ácido, sendo in natura altamente nutritivo, 

contendo cerca de 85% de água, 10% de carboidratos, elevado conteúdo 

de minerais, vitaminas B e A e cálcio (EMBRAPA, 2004). São utilizados 

para compor geleias, sucos, sorvetes e iogurtes (VIZZOTTO et al., 2012).  

 

2.6.1 Melhoramento genético de plantas frutíferas 

 

O melhoramento genético é realizado em espécies vegetais 

visando, entre outros objetivos, o desenvolvimento de cultivares sem 

espinho a fim de facilitar a colheita, possibilitar a alta produtividade e 

também o maior peso de frutos, entre outros fatores benéficos ao cultivo 
e industrialização (ANTUNES, 2002; VIZZOTTO et al., 2012).   

O melhoramento genético também pode resultar na produção de 

cultivares com maior teor de compostos bioativos, bem como com maior 

potencial antioxidante das frutas, podendo também impactar na melhora 
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de suas propriedades funcionais para o organismo humano (MAZZONI 

et al., 2016). Sendo assim, através dessa prática, tem-se a combinação dos 

recursos genéticos nativos ou exóticos e o desenvolvimento de novos 

produtos com diferentes propriedades funcionais (EMBRAPA, 2002).  

O programa de melhoramento genético das amoras no Brasil 

iniciou na década de 70, com a introdução das cultivares Brazo, Cherokee 

e Comanche e de um clone de identidade desconhecida proveniente do 

Uruguai. Foram implementadas inicialmente na estação Experimental de 

Pelotas e subsequentemente, na Embrapa – Clima Temperado 

(RAZEIRA; FRANZON, 2012).  

  

2.6.2 Cultivar Tupy 

 

A cultivar Tupy (Figura 7) é a de maior importância no Brasil e no 

mundo em decorrência da sua elevada produtividade e qualidade dos 

frutos, representando 90% dos plantios existentes (FERREIRA et al., 

2016). A cultivar se destaca devido à alta produtividade em diferentes 

condições edafoclimáticas, além de boa aceitação no mercado in natura 

devido ao seu tamanho, uniformidade, firmeza e sabor e cor intensa 

(ANTUNES et al, 2014; FERREIRA et al., 2016).  

A cultivar Tupy foi lançada em 1988 como resultado do 

cruzamento entre as cultivares Uruguai e Comanche realizado na 

EMBRAPA Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil (SANTOS; 

RASEIRA, 1988; HUSSAIN, et al., 2016). Uma das limitações do 

cultivar é a presença de espinhos, a qual torna muitas vezes o manejo mais 

oneroso que as demais cultivares (SOUZA et al., 2014b). 
 

Figura 7 - Cultivar Tupy (na esquerda), fruto da cultivar Tupy (na direita). 

 
Fonte: Adaptado de SANTOS (2018). 

 

2.6.3 Cultivar Xingu 

 

Em 2003, foi lançada a cultivar Xingu (Figura 8), oriunda do 

cruzamento entre a cultivar Tupy e a cultivar americana Arapanho 
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apresentando boa conservação pós-colheita, sendo ótima opção para mesa 

(EMBRAPA, 2015a). 

A cultivar apresenta espinhos, tem porte ereto ou semiereto, requer 

mais de 200 horas de temperatura abaixo de 7,2ºC e seus frutos pesam em 

média 9 gramas com sabor agridoce. A firmeza dos mesmos, faz com que 

a cultivar tenha boa conservação pós colheita (SANTOS, 2018). 
 

Figura 8 - Cultivar Xingu (na esquerda), fruto do cultivar Xingu (na direita). 

 
Fonte: Adaptado de Santos (2018). 

 

2.6.4 Cultivar Xavante 

 

A cultivar Xavante (Figura 9) é a primeira cultivar brasileira de 

porte ereto, hastes vigorosas, sem espinhos e pouco exigente ao frio, 

lançada pela Embrapa Clima Temperado em conjunto com a 

Universidade de Arkansas, Estados Unidos, em 2004 (RASEIRA; 

FRANZON, 2012; HUSSAIN et al., 2016). 

É oriunda do cruzamento entre as seleções A-1620 e A-1507 e seus 

frutos, tem forma alongada, medianamente firmes, sabor doce-ácido com 

predomínio do ácido e peso médio de 6 g (BOTELHO et al, 2009; 

EMBRAPA, 2004). A floração dessa cultivar começa em setembro e 

finaliza em outubro, sendo a maturação precoce e a colheita em novembro 

(EMBRAPA, 2004). 

 
Figura 9 - Cultivar Xavante (na esquerda), fruto da cultivar Xavante (na direita). 

 
Fonte: Adaptado de Santos (2018). 
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2.6.5 Cultivar Black 145 e Black 178 

 

A seleção Black 145 é produto do cruzamento entre a seleção 6/96 

e a cv. Caigangue em 2003, enquanto que a seleção Black 178, é resultante 

do cruzamento entre a cv. Caigangue e a seleção 5/96. As duas seleções 

têm início de floração em setembro e colheita no início do mês de outubro 

(SOUZA, 2018; SANTOS, 2018).  

Os frutos da seleção Black 178 possuem peso médio de 6,3g 

enquanto que os frutos da seleção Black 145 têm, em média, 7,8g. A 

primeira produz frutos com melhores características para o consumo in 
natura, enquanto que a segunda, apresenta frutos com maior acidez, 

sendo mais adequadas para o processamento em indústrias, uma vez que 

o risco de contaminação microbiológica é menor (RASEIRA et al., 2012; 

SOUZA, 2018).  

 
Figura 10 - Seleção avançada Black 145 (superior à esquerda e à direita) e Black 

178 (inferior à esquerda e à direita). 

 
Fonte: Adaptado de Santos (2018). 

 

2.6.6 Composição Fitoquímica 
 

Segundo Skrovankova e colaboradores (2015) a composição 

química das amoras é variável dependendo da cultivar e variedade, 

localização e condições ambientais, nutrição das plantas, fase de 
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maturação e época da colheita, bem como condições subsequentes de 

armazenamento.  

Existem diversos estudos envolvendo as amoras, dado o amplo 

número de variedade e locais onde a planta pode ser encontrada. No 

entanto, é sabido que além dos componentes nutricionais citados 

anteriormente, os frutos também apresentam outras substâncias 

importantes para a saúde.  

As principais classes de substâncias químicas encontradas nos 

frutos de amora-preta são compostos fenólicos simples, flavonoides e 

antocianinas, ocorrendo em menor quantidade, os taninos, carotenoides e 

tocoferóis (CHAVES, 2017).  

 
Quadro 1 - Principais compostos fenólicos presentes nos frutos de Rubus spp. 

Compostos fenólicos simples Ácido gálico 

Ácido elágico 

Ácido hidroxibenzóico 

Ácido Cafeico 

Ácido Cumárico 

Ácido ferúlico 

Flavonoides Quercetina 

Canferol 

Quercetina-xilosídeo 

Quercetina-rutinosídeo 

Quercetina-glicosídeo 

Quercetina-glicuronídeo 

Quercetina-HMG-glicosídeo 

Antocianinas Cianidina-O-glicosídeo 

Cianidina-O-xilosídeo 

Cianidina-O-galactosídeo 

Cianidina- O-arabinosídeo 

Pelargonidina-O-glicosídeo 

Peonidina-O-glicosídeo 

Cianidina-O-malonilglicosídeo 

Cianidina-O-dioxilglicosídeo 

Cianidina-O-rutinosídeo 

Malvidina-O-glicosídeo 

Malvidina-O-acetilglicosídeo 

Fonte: Adaptado de Chaves (2017). 



44 

 

 

Essa variada composição bioativa dos frutos de Rubus spp. indica 

um potencial antioxidante de fonte natural que pode ter efeito 

significativo na profilaxia e progressão de várias doenças associadas ao 

estresse oxidativo (OLAS, 2018). 
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3  OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial antioxidante e antitumoral dos frutos e 

sementes de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-rio-grande) e dos 

frutos de diferentes genótipos de Rubus spp. (Amoreira preta) in vitro. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

- Quantificar os compostos bioativos (fenólicos totais, antocianinas 

e flavonoides) de extratos dos frutos e sementes de E. involucrata, bem 

como dos frutos de Rubus spp; 

 

- Identificar o perfil de antocianinas nos extratos dos frutos de E. 

involucrata e Rubus spp; 

 

- Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos de Rubus 

spp. e de E. involucrata; 
 

- Investigar o potencial antitumoral dos extratos de Rubus spp. e 

de E. involucrata em uma linhagem celular tumoral de adenocarcinoma 

de pâncreas humano (PANC-1). 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos relativos ao preparo dos extratos, quantificação 

dos compostos bioativos, atividade antioxidante e antitumoral in vitro 

foram realizados no Laboratório de Fisiologia da Reprodução Animal 

(LAFRA) da Universidade Federal de Santa Catarina (Campus de 

Curitibanos). A caracterização das antocianinas nos extratos de Rubus 

spp. e de E. involucrata foram realizados por LC-MS na Central de 

Cromatografia (CentralCrom) da Universidade Federal de Santa 

Catarina, campus de Florianópolis. 

 

4.1  DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Para facilitar a compreensão da organização do trabalho, abaixo 

apresenta-se um esquema do desenho experimental realizado (Figura 11).  

 
Figura 11 - Esquema do desenho experimental. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2018).  
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4.2  REAGENTES 

 

Os principais reagentes utilizados no estudo estão listados no Quadro 2. 

 
Quadro 2 – Lista de reagentes 

Nome 

2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina ¹ 

2,4-dinitroclorobenzeno (C6H3ClN2O4) ¹ 

Ácido dietilenotriaminopentaacético (C14H23N3O10) ¹ 

Ácido gálico (C7H6O5) ¹ 

Ácido tiobarbitúrico (C4H4N2O2S) ¹ 

Ácido tricloroacético (C2HCl3O2) ¹ 

Reagente resazurin ¹  

Albumina de soro bovino ¹ 

Brometo de etídio (C21H20BrN3) ¹ 

Difenil-picril-hidrazila (C18H12N5O6) ¹ 

Dimetilsufóxido (C2H6OS) ¹ 

Epinefrina (C9H13NO3) ¹ 

Etanol (C2H5OH) 2 

Fluoreto de fenilmetilsulfonil (C7H7FO2S) ¹ 

Glutationa Oxidada ¹ 

Glutationa Peroxidase  ¹ 

Glutationa Redutase ¹ 

Glutationa reduzida 1 

Glutationa S- Transferase1 

Laranja de acridina (C17H19N3) 1 

Leucopeptina 1  

Meio de cultura Dulbecco Modified Eagles's Medium F12 3 

Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (C21H29N7O17P3)1 

Penicilina 3 

Pepstatina ¹ 

Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 2 

Quercetina (C15H10O7) ¹ 
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Nome 

Reagente de Ellman / Ácido 5,5'-ditio-bis-2- nitrobenzóico 

(C14H8N2O8S2) ¹ 

Reagente Folin-Ciocalteu (C6H6O) ¹ 

Soro bovino fetal 3 

Terc-Butil (t-BuOOH) ¹ 

Tripsina 4 

Trolox (C14H18O4) ¹ 

Legenda: ¹ Sigma – Aldrich; ² Synth; 3 Gibco®. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 

 

4.3  MATERIAL VEGETAL 

 

Exemplares com frutos da E. involucrata foram coletados em 

novembro de 2017 junto a dois produtores rurais na região do município 

de Curitibanos (SC), Brasil, após contato prévio para o agendamento da 

coleta.   

Uma exsicata foi identificada e depositada no Herbário da UFSC – 

Campus de Curitibanos sob o registro de CTBS: 3943. Por se tratar de 

espécie nativa, o registro do projeto foi efetuado na plataforma SisGen 

(Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e Conhecimento 

Tradicional associado), sob o cadastro de n. A967541. 

As mudas dos cinco diferentes genótipos de Rubus spp. (amoreira-

preta) foram fornecidas pela EMBRAPA – Clima Temperado (Pelotas, 

RS, Brasil) e posteriormente plantadas na Fazenda Experimental da 

UFSC - Campus de Curitibanos. Foram fornecidas três cultivares (Tupy, 

Xavante e Xingu) e duas seleções (Black 145 e Black 178). Os frutos 

foram coletados no período de dezembro de 2016 a fevereiro de 2017.  

Os frutos maduros, frescos e livres de injurias de ambas as espécies 

foram acondicionados em caixas de isopor com gelo e imediatamente 

transportados ao LAFRA e congeladas a - 80°C até o preparo dos 

extratos. 

 

4.4 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS 

 

4.4.1 Extratos de E. involucrata 

 

Os extratos de frutos e sementes de E. involucrata foram 

preparados de acordo com Denardin et al. (2015), com modificações. 
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Inicialmente, foi realizada a separação manual da semente contida no 

interior dos frutos, através de um corte transversal para a retirada das 

sementes. Em seguida, os frutos frescos (15g) foram macerados com gral 

e pistilo, enquanto que as sementes frescas (15g) foram previamente 

trituradas em um triturador de sementes e a farinha resultante foi 

macerada com gral e pistilo. Durante a maceração (5 minutos), os frutos 

ou sementes foram extraídos por adição de 45 mL de etanol absoluto 

(99,5 GL) como solvente extrator seguindo, portanto, uma proporção de 

1:3 (m/v). Em seguida, os macerados foram transferidos para um 

Erlenmeyer com tampa, e levados a um agitador (shaker) por 30 minutos 

a 26ºC ou 50ºC. O uso de diferentes temperaturas foi uma adaptação 

realizada ao método descrito por Denardin et al. (2015). 

Após a agitação, a porção líquida do macerado foi separada, 

centrifugada (1.500g por 5 minutos) e o sobrenadante obtido foi 

armazenado ao abrigo da luz.   

Uma segunda extração foi realizada pela adição de mais 45 mL de 

etanol absoluto (99,5 GL) ao resíduo sólido do macerado, seguida pela 

agitação, centrifugação e obtenção de novo sobrenadante nas condições 

já citadas.   

Os sobrenadantes obtidos das duas extrações foram misturados e 

evaporados em rotaevaporador até a evaporação completa do etanol à 

temperatura de 40°C.  

Posteriormente, os quatro extratos obtidos (dos frutos e das 

sementes a 26 e 50°C) foram armazenados em ultrafreezer (-80°C) até a 

utilização para avaliação da atividade antioxidante e antitumoral.  

 

4.4.2 Extratos de Rubus spp. 

 

Os extratos de Rubus spp. foram preparados de acordo com a 

metodologia descrita em Kuskoski et al. (2005) e modificada por Sacchet 

et al. (2015). Durante o preparo, 25 g de amoras-pretas inteiras (fruto e 

sementes) foram maceradas durante 5 minutos com a adição de 50 mL 

de etanol 96°GL. Em seguida, o extrato foi armazenado refrigerado (1°C) 

durante 24 h. Posteriormente, o extrato foi centrifugado duas vezes 

(1500G durante 5 minutos) e o sobrenadante coletado e evaporado em 

rotaevaporador à temperatura de 40°C. Para o preparo do extrato 

acidificado de cada genótipo, o mesmo procedimento foi conduzido, com 

a diferença de que após a maceração com etanol 96°GL, foi adicionado 

em torno de 0,5 mL (gota a gota) de ácido clorídrico (HCl) concentrado 

para atingir o pH = 1,5.  Após a evaporação completa do etanol, os 
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extratos foram armazenados a -80°C até a avaliação da atividade 

antioxidante e antitumoral que ocorreu em até 15 dias. 

 

4.5  DETERMINAÇÃO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS 

 

A determinação dos compostos bioativos dos extratos foi realizada 

através de métodos espectrofotométricos. Previamente a todos os 

ensaios, foi preparada uma solução concentrada de cada extrato (50 

mg.mL-1), a partir da qual foram obtidas as diluições adequadas em 

solução hidroalcoólica 70% antes de proceder cada metodologia. Os 

resultados de todas as análises de teor de compostos bioativos foram, ao 

final, expressos por 100g de extrato (obtido como massa úmida).  

 

4.5.1 Fenólicos Totais 
 

A quantificação dos compostos fenólicos totais para os extratos de 

E. involucrata e Rubus spp. foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu. O 

princípio do método se baseia no fato de que em meio alcalino, os fenóis 

presentes no extrato reduzem a mistura de ácido fosfotúngstico e 

fosfomolibdico a óxidos de tungstênio e molibdênio, respectivamente, 

ambos de cor azul que pode ser lida em 765 nm (SINGLETON; ROSSI, 

1965).  

O procedimento consistiu em adicionar 100 µl de extrato diluído a 

1 mL de Folin-Ciocalteu. A mistura foi agitada em vórtex e 

posteriormente deixada em repouso por 5 minutos em temperatura 

ambiente, para na sequência, adicionar 1 mL de solução de Na2CO3 10%. 

Os tubos ficaram novamente em repouso por mais 90 minutos a 

temperatura ambiente.  

A concentração foi determinada em relação a curva padrão de 

ácido gálico. Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados 

foram expressos como a média de três repetições independentes em mg 

de equivalente de ácido gálico (EAG).100g-1 de extrato.  

 

4.5.2 Flavonoides 
 

A quantificação espectrofotométrica dos flavonoides totais foi 

realizada para os extratos por um método baseado na formação de um 

complexo estável entre os flavonoides e o íon Al+3 (CHRIST; MÜLLER, 

1960; PĘKAL; PYRZYNSKA, 2014).  
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O ensaio consistiu em adicionar 1 mL de extrato a 0,5 mL da 

solução contendo cloreto de alumínio (AlCl3) 10mM e acetato de sódio 

50mM e após 30 minutos, procedeu-se a leitura em 425 nm.  

A concentração foi determinada em relação a curva padrão de 

quercetina. Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados 

foram expressos como a média de três repetições independentes em mg 

equivalente de quercetina (EQ) .100g-1 de extrato.  

 

4.5.3 Antocianinas Totais Monoméricas  

 

A determinação das antocianinas monoméricas totais (AMT) para 

os extratos das duas espécies foi realizada utilizando o método do pH 

diferencial (GIUSTI; WROLSTED, 2001).  

Os extratos foram diluídos em tampão de cloreto de potássio (KCl 

0,025M, pH 1,0) ou acetato de sódio (CH3COONa 0,4 M, pH 4,5) com 

um fator de diluição pré-determinado. A absorbância dos extratos diluídos 

foi medida em 520 e 700 nm contra um branco de etanol 70%. O cálculo 

da concentração das AMT foi realizado utilizando como referência a 

cianidina 3-O-glicosídeo, que consiste na antocianina majoritária da 

Rubus spp e da Eugenia involucrata. A seguinte equação foi utilizada: 

 

AMT = (A x PM x FD x 1000) ÷ Ɛ x 1                                                  (1) 

 

Onde: A = (A510 nm – A700 nm) pH1,0 - (A510 nm–700 nm) 

pH4,5, PM = Peso molecular da cianidina 3-O-glicosideo (449.2 g.mol-

1), FD = fator de diluição e Ɛ = absortividade molar da cianidina 3-O-

glicosideo (26.900 L.cm-1.mol-1). O resultado obtido pela equação acima 

é expresso em mg cianidina-3-O-glicosídeo.L-1 extrato. Cada 

experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos 

como a média de três repetições independentes em mg EC3G.100g-1de 

extrato. 

 

4.5.4 Identificação das antocianinas por LC-MS 

 

A identificação dos compostos foi realizada por cromatografia 

líquida de ultra eficiência acoplada a detector de arranjo de diodos 

(CLUE/DAD) com detecção em 520 nm e detector por espectrometria de 

massas (MS) de alta resolução do tipo quadrupolo-tempo de voo (QTof) 

modelo Xevo G2-XS® (Waters®). A fonte de ionização utilizada foi 

electrospray (ESI), e os parâmetros de detecção e interface foram os 

seguintes: modo positivo de aquisição dos espectros, faixa de aquisição 
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de 50 – 1200 Da, voltagem do capilar 3 kV, voltagem do cone 40 V, fluxo 

de nitrogênio no cone e de dessolvatação foram 100 e 800 L.h-1 

respectivamente. Temperatura de dessolvatação e da fonte foram de 500 

e 100ºC, respectivamente. 

O cromatógrafo da marca Waters® modelo Acquity®, equipado 

com desgaseificador on line e amostrador automático foi utilizado para a 

realização das análises. A fase móvel empregada foi acetonitrila 

acidificada com 1% ácido fórmico (A) e água ultrapurificada com 3 % de 

ácido fórmico (B). O gradiente linear utilizado variou de 2 a 20% de A 

durante 40 minutos. As análises foram realizadas em coluna 

cromatográfica Phenomenex Polar SynergiTM (150 x 2 mm – 4,0 µm), 

com volume de injeção de 5 µL e fluxo de 0,5 mL.minuto-1. Os dados 

foram processados utilizando o software MassLynx V4.1. As análises 

foram realizadas em triplicata.  

 

4.6  INVESTIGAÇÃO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE 

 

A atividade antioxidante dos extratos foi analisada através de 

métodos espectrofotométricos. Previamente a todos os ensaios, foi 

preparada uma solução concentrada de cada extrato (50 mg.mL-1), a 

partir da qual foram obtidas as diluições adequadas em solução 

hidroalcoólica 70% antes de proceder cada metodologia.  

 

4.6.1 Atividade redutora de ferro 
 

A determinação do potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP) 

nos extratos seguiu a metodologia de Benzie e Strain (1996). Foram 

preparadas seis diluições de cada extrato (10 a 160 µg.mL-1) e as mesmas 

adicionadas a um meio de reação contendo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-

1,3,5-triazina) 10 mM (preparado em HCl 40 mM), FeCl3.6H2O 20 mM, 

tampão acetato 0,3 M (pH 3,6).   

Após a incubação por 15 minutos a 37°C, a absorbância do 

complexo azul escuro formado entre Fe2+ e TPTZ foi registrada em 593 

nm, em leitor de microplaca (Spectramax 190, Molecular Devices). Tubos 

controles contendo extrato sem TPTZ foram também preparados a fim de 

descontar possíveis absorções diretas dos compostos presentes no extrato 

no comprimento de onda utilizado (593 nm).  

Em seguida, a absorbância dos extratos na presença de TPTZ em 

593 nm foi subtraída daquela obtida na ausência do TPTZ. Uma curva de 

Trolox (1,25 – 10 µg.mL-1), um análogo hidrossolúvel da vitamina E, 

também foi preparada.   
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Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram 

expressos, ao final, como a média de três experimentos independentes em 

µg de equivalente de Trolox.g-1 de extrato.  

 

4.6.2 Atividade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 

 

A atividade sequestrante do radical DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazila) dos extratos de E. involucrata e de Rubus spp. seguiu o 

método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).   

Nesse método, avalia-se a capacidade do extrato em reduzir o 

radical DPPH, formando o composto difenil-picril-hidrazina. Essa 

redução é percebida pela conversão da coloração púrpura do DPPH em 

coloração amarela, cuja diminuição da absorbância é medida em 517 nm.  

Para a realização do ensaio, seis diferentes diluições dos extratos 

(10 a 160 µg./ mL) foram preparadas em solução hidroalcoólica 70% e 

misturadas com uma solução metanólica de DPPH. 

O potencial antioxidante dos extratos foi determinado após 24 h de 

repouso dos extratos com a solução metanólica de DPPH ao abrigo da luz 

e o resultado foi expresso em percentual da atividade sequestradora do 

DPPH, a qual foi calculada da seguinte forma:  

 

% inibição = [(Abs controle - Abs extrato) ÷ (Abs controle)] * 100     (2) 

 

Posteriormente, a concentração efetiva 50 (CE50) de cada extrato, 

a qual expressa a quantidade mínima do extrato capaz de reduzir em 50% 

a concentração inicial do radical DPPH foi calculada por regressão não 

linear usando GraphPad Prisma versão 6.0. Cada experimento foi 

realizado em triplicata e os resultados da % de inibição do radical DPPH, 

bem como da CE50 foram expressos, ao final, como a média de três 

experimentos independentes.  

 

4.6.3 Atividade sequestrante do radical hidroxil  
 

A capacidade sequestrante do radical hidroxil (•OH) dos extratos 

de E. involucrata e de Rubus spp. cv. Xavante e Black 178, foi 

determinada pelo método de Halliwell, Gutteridge e Aruoma (1987).  

Neste método, após a exposição ao radical •OH gerado via reação 

de Fenton (em que o íon ferroso (Fe2+) reage com o H2O2), o açúcar 

desoxiribose é degradado em malondialdeído, o qual, sob aquecimento 

com o ácido tiobarbitúrico (TBA), produz um complexo de coloração 

rósea.  
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A habilidade dos extratos (10 a 160 µg.mL-1) em remover o radical 

•OH foi determinada por registrar em leitor de microplaca (Spectramax 

190, Molecular Devices), a queda na absorbância da cor rósea em 532 nm 

e calculada de acordo com a seguinte equação:  

 

% geração de hidroxil = 100 – [A0-(A1-A2)] x 100 ÷ A0                  (3) 

 

Sendo, A0 é a absorbância do controle sem o extrato, A1 é 

absorbância após adicionar desoxiribose mais o extrato e A2 é a 

absorbância do extrato na ausência da desoxiribose. Cada experimento foi 

realizado em triplicatas e os resultados foram expressos, ao final, como a 

média de três experimentos independentes, em % de geração do radical 

hidroxil. 

 

4.6.4 Atividade de remoção do radical superóxido  

 
A atividade de remoção do radical superóxido (atividade tipo 

SOD) foi determinada pela habilidade dos extratos em inibir a auto-

oxidação da epinefrina a adrenocromo, de coloração rósea, mediada pela 

formação do ânion radical superóxido (O2·) em meio básico. Essa 

diminuição na formação do adrenocromo na presença dos extratos foi 

monitorada em 480 nm por 10 min em leitor de microplaca (Spectramax 

190, Molecular Devices).  

Nesse ensaio, diferentes volumes dos extratos de E. involucrata 

foram adicionados a um meio contendo 50 mM de tampão glicina pH 10,2 

e epinefrina 1 mM a 30°C, de modo a obter o volume de extrato que inibe 

50% da oxidação da epinefrina (MISRA; FRIDOVICH, 1972). Os 

experimentos foram realizados em triplicatas e expressos como a média 

de três experimentos independentes em U SOD/mL de extrato.  

 

4.6.5 Atividade de remoção do peróxido de hidrogênio  

 
Avaliou-se a capacidade antioxidante dos extratos em atuar de 

forma semelhante a enzima antioxidante catalase (CAT) (atividade tipo 

CAT), isto é, se são capazes de converter o H2O2 em água e oxigênio 

através do método descrito por Aebi (1984). No meio de reação, os 
diferentes extratos de E. involucrata foram adicionados a um meio 

contendo tampão fosfato 50 mM pH 7,0 e solução de H2O2 10mM. O 

desaparecimento do H2O2 foi monitorado pela diminuição da sua 

absorbância em 240nm, durante 5 minutos, em leitor de microplaca 
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(Spectramax 190, Molecular Devices). Cada experimento foi realizado 

em triplicatas e os resultados foram expressos, ao final, como a média de 

três experimentos independentes, em µmol H2O2.mL-1 de extrato.  

 

4.6.6  Atividade protetora contra a oxidação da glutationa 

  

A capacidade dos extratos em inibir a oxidação da GSH foi 

avaliada na presença e na ausência do H2O2. Para este ensaio, foi utilizado 

o método descrito por Ellman (1959), baseado no princípio de que o 

grupamento sulfidrila da GSH liga-se com o reagente de Ellman (DTNB 

ou ácido 5,5'-ditio-bis-2- nitrobenzóico). A reação produz um ânion 

tiolato (TNB ou ácido 5-tio-2-nitrobenzóico) que possui coloração 

amarela e pode ser medida espectrofotometricamente em 412 nm, sendo 

a formação de TNB é diretamente proporcional à concentração de GSH 

na amostra (Ellman, 1959).  

Inicialmente foram preparadas 6 diluições de cada extrato de E. 
involucrata ou de Rubus spp. (10, 20, 40, 80, 160 µg.mL-1), 48 µL de cada 

diluição foi adicionada a um meio reacional contendo de tampão fosfato 

(TFK) 1M, (pH 6,8), H2O2 10mM, GSH 6mM e água ultrapura em um 

volume total de 1200 µL. Foi preparado um branco para cada tubo sem 

GSH para verificar uma possível absorbância dos extratos em 412 nm. 

Após 30 minutos em repouso no escuro, 100µL de cada meio 

reacional foi adicionado a novos tubos contendo 1 mL de DTNB 10mM. 

Os novos tubos foram agitados e deixados em repouso por 5 minutos. 

Posteriormente, 200 µL dessa solução foi lida em 412nm, em leitor de 

microplaca (Spectramax 190, Molecular Devices), utilizando um branco 

sem DTNB. Ao final, os resultados foram expressos como a média de três 

experimentos independentes como % de grupos sulfidrílicos reduzidos de 

GSH remanescentes. 

  

4.7  INVESTIGAÇÃO DO POTENCIAL ANTITUMORAL 

 

4.7.1 Cultura Celular 

 

Para o ensaio de citotoxicidade, foram utilizadas duas linhagens 

celulares, sendo uma tumoral e outra não tumoral. Como modelo de 

linhagem tumoral, foi utilizada uma linhagem celular tumoral humana de 

adenocarcinoma de pâncreas (PANC-1), enquanto que como modelo de 

linhagem não tumoral, foi utilizada uma linhagem celular endotelial de 

veia umbilical humana (HUVEC). As duas linhagens foram cedidas pelo 
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Grupo de Estudos de Interações entre Micro e Macromoléculas (GEIMM) 

da Universidade Federal de Santa Catarina (Campus Florianópolis). 

As células foram mantidas em garrafas plásticas especificas para 

cultura celular, contendo meio de cultura DMEM F12 (Dulbeccos 

Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 

antibiótico (penicilina 1%), pH 7.4, em estufa umidificada, a 37oC e com 

5% CO2.  

 

4.7.2 Viabilidade Celular 

 

Para o ensaio de viabilidade celular, os extratos foram inicialmente 

dissolvidos em DMSO em uma solução estoque com concentração de 400 

mg.mL-1. A partir desta solução, os compostos foram diluídos em 

soluções de uso em meio de cultura, a fim de alcançar as concentrações 

finais nos poços que variaram entre 1 e 1000 µg.mL-1.  

Após verificação da viabilidade celular e contagem de células com 

Azul de Tripan, as células foram plaqueadas na densidade de 7x103 

células por poço em placa de cultura de 96 poços e mantidas durante um 

período de 24 horas em meio, a fim de aderirem à placa. Posteriormente, 

foram submetidas às concentrações crescentes dos extratos e incubadas 

por 72 horas. Alguns poços receberam uma solução obtida a partir da 

diluição de DMSO em meio de cultura, na mesma proporção utilizada 

para dissolver os compostos, servindo como grupo controle. A máxima 

concentração de DMSO adicionada às células foi de 1%. 

A viabilidade celular foi então avaliada pelo ensaio de redução do 

reagente resazurina e a absorbância final avaliada em leitor de placas, 

utilizando filtros de 570 nm e 600 nm, após 2 horas de incubação. O 

reagente resazurina é um indicador colorimétrico com a propriedade 

redox, assim a forma oxidada é azul (célula não viável) e a forma reduzida 

é rósea (célula viável), o corante se torna oxidado a partir do metabolismo 

decorrente da morte celular (O’BRIEN et al., 2000). 

A partir dos valores de absorbância foi calculada a CC50 

(concentração citotóxica para 50% das células) com base na curva 

sigmoide de concentração-resposta (Plot de Hill) através do programa 

GraphPad Prisma versão 6.1. O mesmo procedimento foi realizado para 

as células de linhagem não-tumoral (HUVEC). 

O Índice de Seletividade (IS) foi calculado através da divisão da 

CC50 encontrada para a linhagem celular não tumoral (HUVEC) pela 

CC50 encontrada para a linhagem celular tumoral (PANC-1). 

 

IS = CC50 HUVEC ÷ CC50 PANC-1                                                                                              (4) 
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4.7.3 Avaliação do tipo de Morte Celular por Microscopia de 

Fluorescência 

 

Para a realização deste ensaio, as células foram adicionadas em 

placas de 12 poços (1x105 células/poço) e mantidas por 24 horas em 

estufa a 37°C com 5% de CO2.  

Após esse período, as células foram submetidas aos tratamentos 

com a CC50 sendo novamente incubadas por 24 horas. Posteriormente, 

as células foram lavadas com PBS e coradas com 0,3 µg.mL-1 de laranja 

de acridina (LA) e 1 µg.mL-1 de brometo de etídio (BE) e avaliadas em 

microscópio de fluorescência com aumento de 400x, conforme descrito 

por Nunes et al. (2018). 

O método de coloração BE/LA possibilita diferenciar através da 

visualização, as células viáveis daquelas que estão em processo de morte, 

seja por necrose ou apoptose. O corante LA tem capacidade de atravessar 

a membrana celular intacta, como ocorre nos casos de apoptose, e cora de 

verde o núcleo que se apresenta condensado e fragmentado. A coloração 

por BE, tem característica de marcar células necróticas com membrana 

danificada e pigmentar o núcleo de laranja e/ou vermelho, conforme 

descrito por Kosmider et al. (2004). 

 

4.7.4 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

 
A perda do potencial mitocondrial é uma característica da 

apoptose, sendo que este evento ocorre antes da externalização da 

fosfatidilserina e coincide com a ativação das caspases (PEREIRA, 2014).  

Desse modo, para explorar o efeito do extrato S50 no potencial de 

membrana mitocondrial, foi utilizada a sonda catiônica lipofílica 

fluorocromo JC-1.  

Em mitocôndrias funcionais, o corante JC-1 adentra a célula e 

acumula-se na organela emitindo a coloração vermelha, enquanto que em 

mitocôndrias com baixo a médio potencial de atividade de membrana a 

fluorescência emitida é verde (CHAZOTTE, 2011). 

As células foram plaqueadas numa densidade de 2x105 

células/poço e incubadas com o dobro da CC50 do extrato S50 durante 4 

h. Em seguida, uma solução da JC-1 (10 μg.mL-1) foi adicionada e as 

células foram incubadas por 20 min a 37°C e 5% CO2. Posteriormente, as 

células foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em 200 μL de 

PBS, o qual foi usado para medir a fluorescência vermelha e verde em 

espectrofluorímetro (Perkin Elmer LS55). As duas fluorescências foram 
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excitadas em 488nm, a fluorescência vermelha foi detectada em 590 nm 

e a verde em 527 nm de emissão. O potencial mitocondrial foi calculado 

como uma taxa (vermelha/verde) e expresso em porcentagem, sendo as 

células sem tratamento consideradas como 100% de ΔΨ. 

 

4.7.5 Determinação de Espécies Reativas de Oxigênio 
 

A formação intracelular de EROS foi determinada usando 

diacetato de 2',7'-diclorofluoresceína (DCFH-DA), que é oxidado a 

diclorofluoresceína (DCF) na presença de EROS. As células foram 

plaqueadas numa densidade de 2x10-5 com o dobro da CC50 por 4 h a 

37ºC e 5% de CO2. Em seguida, foram adicionados 10 µM de DCFH-DA 

as células e as mesmas forma mantidas em incubação por mais 30 

minutos, nas mesmas condições anteriormente citadas. Depois da 

incubação, foi realizada a lavagem com PBS e a fluorescência da DCF foi 

medida, a qual é proporcional à quantidade de EROs formada 

intracelularmente. Os resultados foram normalizados pela quantidade de 

proteína e a medida espectrofluorimetricamente em 280 nm para 

excitação e 340 nm para emissão. 

 

4.7.6 Preparo dos extratos celulares para avaliação dos mecanismos 

de citotoxicidade 

 

Os extratos de E. involucrata foram previamente dissolvidos em 

água, a fim de obter a concentração de 50mg.mL-1. As células foram 

tratadas com os extratos usando volume suficiente para a obtenção da 

CC50 e o dobro da concentração de CC50 foi administrado por um tempo 

de incubação de 24h. Em seguida, as células foram lavadas com PBS,  

tripsinizadas e o conteúdo foi transferido para tubos falcons de 15 mL. 

Após nova lavagem, as células foram ressuspensas e mantidas por 30 

minutos em tampão homogenato (20 mM tampão fosfato, 1% de Triton 

x-100 e 150 mM de Cloreto de Sódio) gelado pH 7,4 adicionado de 

inibidores de protease (Pepstatina 2µg.mL-1, Leucopeptina 2µg.mL-1, 

Aprotinina 5 µg.mL-1 e PMSF 1mM).  

Posteriormente, o conteúdo dos tubos foi transferido para 

microtubos, que foram centrifugados (10000g, 30 minutos) e o 

sobrenadante armazenado em ultrafreezer (-80º C) até o momento da 

utilização. 
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4.7.7 Dosagem de proteínas 

 

A dosagem de proteínas foi determinada pelo método de Lowry et 

al. (1951), utilizando a albumina de soro bovino como padrão. O ensaio 

foi realizado antes de cada dosagem enzimática ou de tióis totais, a fim 

de ajustar a concentração de proteína a ser utilizada para cada amostra.   

 

4.7.8 Tióis totais (T-SH) 
 

Para a sua determinação, foi utilizada uma solução de GSH 6mM 

recentemente preparada, tampão fosfato 0,2M pH 8,0 e DTNB 10mM. 

Uma curva padrão de GSH foi realizada, conforme descrito por Tietze 

(1969). Foram adicionados aos poços da placa, 5 µL de amostra (lisados 

celulares) e completou-se o volume para 200µL com o tampão fosfato 

adicionado da GSH. Posteriormente, foi adicionado 5µL de DTNB 10mM 

e após 5 minutos, realizou-se a leitura em 412nm. O ensaio foi realizado 

em triplicata e os valores finais, foram corrigidos pela quantidade de 

proteína e expressos em porcentagem em relação ao controle, que foi 

considerado como 100% de tióis. 

 

4.7.9 Catalase intracelular (CAT) 
 

Utilizou-se o método descrito por Aebi (1984), que quantifica a 

velocidade de decomposição do H2O2 pela enzima presente na amostra, 

em 240 nm. Para a reação, foi preparada no dia da análise, uma solução 

de H2O2 10mM em tampão fosfato 50mM pH 7,0. 

Para o ensaio, foram colocados 4 µL de lisado celular e 96 µL da 

solução contendo H2O2. Após a adição dessa solução, foi realizada a 

leitura da reação cinética durante 10 minutos, sendo as absorbâncias lidas 

a cada 5 segundos. Para o cálculo da atividade da CAT foi utilizada a 

seguinte fórmula:  

 

CAT (mmol.minuto-1.µg-1) = ([(K) x 60 x diluição] ÷ PTN) x 1000     (5) 

 

Sendo, K = coeficiente angular da equação de reta obtida de cada 

amostra; ε = 40 M-1 cm -1; Diluição = 1x; PTN = proteína em µg/µL. 

O ensaio foi realizado em triplicata e os valores finais, foram corrigidos 

pela quantidade de proteína e expressos em porcentagem em relação ao 

controle que foi considerado como 100% de atividade. 
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4.7.10 Superóxido dismutase intracelular (SOD) 

 

A atividade da enzima SOD nos lisados celulares foi medida 

através da capacidade das amostras em inibirem a auto-oxidação da 

epinefrina a adrenocromo (coloração rósea) mediada pela formação do 

ânion radical superóxido (O2
·) em meio básico. O aumento a absorbância 

do adrenocromo foi monitorado em 480 nm durante 10 minutos.  

Nesse ensaio, diferentes volumes dos lisados (controle e 

tratamento) foram adicionados a um meio contendo 50 mM de tampão 

glicina pH 10,2 e epinefrina 1 mM a 30°C, de modo a obter o volume de 

extrato celular que inibe 50% da oxidação da epinefrina, o que 

corresponde a 1 unidade (U) de SOD (MISRA; FRIDOVICH, 1972). Os 

experimentos foram realizados em triplicatas e expressos como a média 

de três experimentos independentes.   

 

4.7.11 Glutationa peroxidase intracelular (GPx) 
 

O princípio desse método é baseado na dismutação do Terc-Butil 

(t-BuOOH) inserido no ensaio pela Gpx, formando uma ponte dissulfeto 

entre duas GSH (GS-SG), que posteriormente volta ao estado reduzido 

como 2 moléculas de GSH, pela ação da GR. A GR reage mediante a 

oxidação de NADPH, assim, o ensaio é uma medida indireta que consiste 

em registrar a redução de NADPH em 340 nm. (FLOHÉ; GUNZLER, 

1984).  

Para este ensaio utilizou-se 10 µL de lisado celular e 10 µL de t-

BuOOH 0,04% colocados em 180 µL de um meio de reação (tampão 

fosfato 0,1 M pH 7,0, NADPH 0,2mM, DPTA 0,5 mM pH 7,0, GSH 

1,6mM e 15U de GR colocada imediatamente antes do ensaio).  

Após a adição do meio de reação, foi realizada a leitura da reação 

cinética num tempo total de 10 minutos. Para o cálculo de GPx contida 

nas amostras foi utilizada a seguinte equação: 

 

GPx (mmol.minuto-1.µg-1) = [(K) x diluição x 1000 x 60] ÷ PTN       (6) 

 

Sendo, K= coeficiente angular da equação de reta obtida de cada 

amostra; ε = 6220 M-1 cm -1; Diluição: 1x; PTN: proteína em µg/µL. O 

ensaio foi realizado em triplicata e os valores finais, foram expressos 

corrigidos pela quantidade de proteína e expressos em porcentagem de 

atividade enzimática em relação ao controle que foi considerado como 

100% de atividade. 
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4.7.12 Glutationa redutase intracelular (GR) 

 

Para a análise da atividade desta enzima, foi utilizado o método 

descrito por Carlberg e Mannervik (1985), onde avalia-se a taxa de 

oxidação do NADPH causada pela redução da GSSG à GSH, catalisada 

pela GR presente na amostra, em 340 nm.  

Foi utilizado 10 µL de lisado celular em 190 µL do meio de reação 

(tampão fosfato 0,1 M pH 7,0; NADPH 0,2mM, GSSG 1mM e DPTA 

0,5mM). Após a adição do meio de reação, foi realizada a leitura da 

reação cinética da oxidação do NADPH, num tempo total de 10 minutos. 

Para o cálculo de GR contida na amostra foi utilizada a seguinte 

equação: 

 

GR (mmol.minuto-1.µg -1) = [(K) x diluição x 1000 x 60] ÷ PTN                (7) 

 

Sendo, K= coeficiente angular da equação de reta obtida de cada amostra; 

Diluição: 20x; PTN: (µg.µL-1) 

 

O ensaio foi realizado em triplicata e os valores finais, foram 

corrigidos pela quantidade de proteína e expressos em porcentagem de 

atividade enzimática em relação ao controle que foi considerado como 

100% de atividade. 

 

4.7.13 Glutationa S transferase intracelular (GST) 
 

A atividade de GST dos extratos obtidos a partir das células foi 

determinada segundo o método de Habig, Pabst e Jakoby (1974), usando 

1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB) e GSH como substratos. Ao meio de 

reação, foram adicionados 20 µL do lisado celular ao poço da placa 

contendo um meio com 10 µL CDNB 0,1 M, 10 µL de GSH 0,1 M e 260 

µL de tampão fosfato 0,1 M pH 7,0.  

O aumento da absorbância causado pela formação do conjugado 

GS-DNB foi monitorado durante 5 minutos. Para o cálculo de GST 

presente nas amostras foi utilizada a seguinte equação: 

 

GST (µmol.minuto-1.µg-1) = [(K) x diluição x 1000 x 60] ÷ PTN              (8) 

 

Sendo, K= coeficiente angular da equação de reta obtida de cada 

amostra, PTN: (µg/µL). O ensaio foi realizado em triplicata e os valores 

finais foram corrigidos pela concentração de proteína e expressos em 
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porcentagem de atividade enzimática em relação ao controle que foi 

considerado como 100% de atividade. 

 

4.7.14 Avaliação da peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica é uma das metodologias utilizadas na 

avaliação do estresse oxidativo. Dessa forma, os produtos deste tipo de 

reação têm sido usados para determinar o dano oxidativo aos lipídios 

(RANI et al, 2016).  

O método utilizado foi o descrito por Bird e Draper (1984), que 

mede a geração do complexo formado entre o ácido tiobarbitúrico (TBA) 

e o malondialdeido, um dos principais produtos da peroxidação lipídica, 

de coloração rósea. 

 Assim, o teste de TBARS foi realizado em microtubos a partir da 

adição de 160 µL de lisado celular, 340µL de tampão tris-HCl (60 mM, 

pH 7,4, 0,1 mM DPTA, 500µL de TCA 12% e 500µL de TBA (ácido 

tiobarbitúrico) 0,73%. Os microtubos foram agitados e mantidos em agua 

fervente por 1 h. Posteriormente, o material foi resfriado e centrifugado 

(10 minutos a 10000g). Por fim, a absorbância do sobrenadante foi 

medida em 535 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e os valores finais, 

foram expressos em porcentagem de TBARS em relação ao controle que 

foi considerado como 100%. 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram apresentados como a média ± erro padrão. As 

diferenças entre os grupos foram analisadas por Teste t Student ou 

ANOVA seguida pelo teste de Tukey. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0,05.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1  Eugenia involucrata  
 

5.1.1 Compostos Bioativos 

 

A quantificação espectrofotométrica dos compostos bioativos foi 

realizada a partir de extratos que utilizaram duas temperaturas diferentes 

com o objetivo verificar qual dos dois métodos seria o mais adequado 

quanto à extração de compostos bioativos e atividade antioxidante. A 

influência da temperatura foi avaliada pois alguns estudos sugerem que 

em torno de 50ºC a enzima polifenol oxidase (PFO), envolvida na 

degradação de compostos bioativos é inativada, exercendo um efeito 

positivo na retenção das antocianinas (SKREDE; WROLSTAD; DURST, 

2000; PATRAS et al., 2010).  Os extratos foram identificados como P26, 

P50, S26 e S50 para a polpa dos frutos extraída a 26°C e 50°C, e para as 

sementes extraídas a 26 e 50°C, respectivamente. Os resultados da 

quantificação espectrofotométrica dos compostos bioativos são 

demonstrados na Figura 12. 
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Figura 12 - Quantificação de Compostos Bioativos. (A) Fenólicos totais, (B) Flavonoides e em (C) Antocianinas Monoméricas 

Totais (AMT) nos extratos de E. involucrata. Os dados foram expressos como média ± erro padrão. Em (A) e (B) barras com letras 

diferentes indicam resultados significativamente diferentes entre si. Em (A) p<0,0001, (B) p<0,005 (ANOVA/Tukey) e em (C), 

**p<0,01, Test t. EAG: Equivalentes de Ácido Gálico; EQ: Equivalentes de Quercetina; EC3G: Equivalentes de Cianidina 3-O-
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O conteúdo de compostos fenólicos totais diferiu 

significativamente entre os tecidos da planta (fruto e semente) e entre as 

temperaturas de extração. Quanto aos tecidos, existe maior conteúdo de 

fenólicos totais nas sementes (1.402,00 ± 22,62 e 527,70 ± 6,58 mg 

EAG.g-1 de extrato para S26 e S50, respectivamente) independente da 

temperatura de extração utilizada, quando comparada aos frutos (92,71 ± 

0,90 e 129,30 ± 0,40 mg EAG.g-1 de extrato para P26 e P50, 

respectivamente) (Figura 12A). De forma semelhante, Infante et al. 

(2016) encontraram maior conteúdo de compostos fenólicos nos extratos 

etanólicos de semente (22,75 ± 0,50 mg EAG.g-1 de extrato seco) em 

relação aos da polpa (18,36 ± 0,66 mg EAG.g-1 de extrato seco). Ainda, 

no mesmo estudo, avaliando em conjunto outras espécies do mesmo 

gênero, os autores sinalizaram a seguinte tendência para o conteúdo de 

fenólicos na E. involucrata: folha > semente > polpa. Embora o 

conhecimento sobre a identidade dos compostos fenólicos das sementes 

de E. involucrata seja escasso, Infante et al. (2016) demonstraram que o 

ácido gálico e a quercetina foram os polifenóis majoritários nas sementes 

de E. involucrata, enquanto nos frutos, somente o ácido gálico foi 

encontrado como majoritário. Além do ácido gálico, Nicacio et al (2010) 

encontraram o ácido p-cumárico e o ácido clorogênico, entre os principais 

compostos fenólicos das sementes de E. involucrata. 

Quanto às diferentes temperaturas de extração, observou-se uma 

diminuição de 37,64% no conteúdo de fenólicos do extrato de semente 

S50 em comparação ao extrato S26, o que pode indicar uma possível 

degradação de alguma (s) classe (s) de compostos fenólicos quando a 

extração ocorre em temperaturas mais elevadas. Estudos evidenciam a 

redução no teor de polifenóis totais em extratos de plantas, porém a 

temperatura mínima para essa redução ocorrer varia entre os estudos, 

além de ser um fator também dependente do tempo de extração (TSAO, 

2010; AKOWUAH; MARIAM; CHIM; 2009). Vergara-Salinas et al. 

(2012) observaram que as condições de 100C por 5min foram as 

melhores em recuperar o maior teor de fenólicos totais, ácidos 

hidroxicinâmicos, flavonas e flavonóis/flavanonas de Thymus vulgaris 

(tomilho). Sharma et al. (2015) demonstraram que o aquecimento dos 

extratos de seis variedades de cebola a temperaturas entre 80-150°C 

durante 30 minutos, resultou em maior teor de polifenóis totais e maior 
atividade antioxidante em todas as variedades estudadas, apenas com 

redução do teor de quercetina e de seu glicosídeo a partir da temperatura 

de 150°C. Portanto, esses dados indicam que há necessidade de se realizar 

mais estudos visando investigar como fatores combinados de  temperatura 
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e tempo de extração podem afetar a recuperação e a decomposição dos 

polifenóis de E. involucrata.  

Pode-se citar ainda, o fato de que outros compostos redutores 

diferentes dos polifenóis, podem estar presentes nas sementes e também 

reagem com o reagente Folin-Ciocalteu utilizado no método (agentes 

redutores como proteínas, tióis, ácido ascórbico, Fe (II), ácidos orgânicos, 

etc.), e podem ser sensíveis ao aumento de temperatura (PRIOR; WU; 

SCHAICH, 2005). Nesse caso, a diminuição específica da concentração 

desses interferentes sob extração à 50C pode ter dado a falsa impressão 

de uma diminuição dos compostos fenólicos no extrato S50.   

Diferente dos compostos fenólicos totais, a concentração de 

flavonoides totais foi maior para as sementes em relação aos frutos 

somente quando o extrato das sementes foi obtido à maior temperatura 

(50C), obtendo-se o valor médio de flavonoides para S50 de 3.224,00 ± 

520,00 em comparação aos valores de 832,00 ± 106,90, 798,20 ± 117,10 

e 48,28 ± 3,07 mg QE.100 g-1 de extrato dos extratos S26, P26 e P50, 

respectivamente (Figura 12B). Semelhante a esses resultados, Mokrani e 

Madani (2016) também demonstraram que a concentração de flavonoides 

dos frutos de pessegueiro (Prunus persica L.) aumentou em torno de 

160% quando a temperatura de extração aumentou de 25 para 60°C, com 

todas as extrações realizadas durante 180 min. Outro possível fenômeno 

que pode explicar o aumento do conteúdo de flavonoides no extrato S50 

é que em alguns casos, temperaturas mais altas de extração promovem 

um amaciamento no tecido vegetal resultando em maior difusão dos 

compostos bioativos, e possibilitando a obtenção de uma maior 

concentração desses compostos no extrato obtido (GOMES et al., 2013). 

Esses dados podem explicar, portanto, porque o extrato de semente obtido 

à maior temperatura (50C) demonstrou maior concentração de 

flavonoides totais em relação ao extrato obtido à menor temperatura 

(26C). Por outro lado, a diminuição das concentrações de flavonoides 

nos frutos, quando submetidos a 50C pode estar relacionado ao fato de 

que esse tecido é mais sensível, quando comparado a semente, em relação 

à estrutura celular vegetal de cada um. Dessa forma, sugere-se que a 

diferença na matriz vegetal de cada tecido da planta pode ter ocasionado 

essa diferença no impacto da temperatura e quantificação de flavonoides 

observada. Ao passo que na semente, o aumento da temperatura favoreceu 

a extração, nos frutos, onde os flavonoides já estavam mais disponíveis, 

o contato com a maior temperatura pode ter degradado os mesmos. 

Não foram encontrados até o momento, estudos avaliando o teor 

de antocianinas em extratos dos frutos da E. involucrata. Nossos dados 
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demonstram que além de prover maior concentração de flavonoides no 

extrato de semente (S50), a maior temperatura de extração dos frutos ( 

50°C) também promoveu um aumento de 89% na concentração de 

antocianinas monoméricas totais (AMT), cujo valor médio para P26 e P50 

foi de 20,86 ± 0,48 e 39,51 ± 1,46 mg EC3G.100g-1 de extrato, 

respectivamente (Figura 12C). Em concordância com os nossos 

resultados, Teles et al. (2017) também observaram que na maior 

temperatura testada para secagem de bagaço de uva (na faixa de 40 a 

60°C), a retenção de compostos fenólicos foi maior possivelmente devido 

à inativação da enzima polifenol oxidase (responsável pela degradação 

das antocianinas), bem como à menor atividade de água devido ao 

processo de aquecimento (Teles et al., 2017). Além disso, a inclusão de 

uma etapa de branqueamento (aquecimento em torno de 50C) tem 

demonstrado exercer um efeito positivo na retenção de antocianinas em 

frutos de diferentes espécies devido à inativação da enzima polifenol 

oxidase (SKREDE; WROLSTAD; DURST, 2000; PATRAS et al., 2010). 

Outro fator que contribui para uma extração mais efetiva de antocianinas, 

é a proporção amostra/solvente que propicia maior taxa de difusão dos 

bioativos (Oncea; Stoia e Coman, 2012). Entretanto, esse fator parece não 

ter contribuído para a diferença no conteúdo de AMT entre os extratos 

P26 e P50, pois ambos foram obtidos utilizando a mesma proporção 

amostra/solvente, sendo a temperatura o único fator variável entre esses 

extratos. 

 

5.1.2 Identificação das antocianinas 
 

A caracterização antociânica nos extratos de polpa da espécie E. 

involucrata é mostrada na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Caracterização química antociânica dos frutos de E. involucrata. 

Ite

m 

TR 

(minutos) 

m/z 

 [M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 
Sugestão de identificação 

1 7,64 747,1894    NI 

2 9,01 579,1497 
409,0916; 

287,0558 
  Derivado de cianidina 

3 10,23 465,1032 303,0479 C21H21O12 -0,2 Delfinidina-O-hexosídeo 

4 13,63 449,1079 287,0557 C21H21O11 -1,1 Cianidina-3-O-glicosídeo 

5 15,07 563,1544 287,0558 C30H27O11 -1,6 Cianidina-O-cinamil-ramnosídeo 

6 16,66 433,1130 271,0606 C21H21O10 -1,2 Pelargonidina-3-O-glicosídeo 

7 18,52 419,0982 287,0558 C20H19O10 1,0 Cianidina-O-pentosídeo 

Legenda: NI - Não identificado. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 
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O preparo em diferentes temperaturas (26 ou 50ºC) não interferiu 

no perfil qualitativo, que foi o mesmo para ambos os extratos conforme 

dados obtidos por CLUE/DAD (Apêndice A). A antocianina majoritária 

foi a cianidina-3-O-glicosídeo, cujos espectro UV-Vis e espectro de 

massas são apresentados nos Apêndices B e C, respectivamente). 

Dados obtidos por espectrometria de massas de alta resolução 

com ionização por electrospay em modo positivo demonstraram a 

presença de seis antocianinas nos frutos de E. involucrata (Tabela 1 e 

Apêndice D):  derivado da pelargonidina (m/z 271), da delfinidina (m/z 

303) e quatro derivados da cianidina (m/z 287).  

Dados sobre a caracterização antociânica dos frutos de E. 
involucrata são pouco disponíveis. Infante et al. (2016) realizaram a 

identificação de alguns compostos fenólicos (ácidos fenólicos, 

flavonoides e seus derivados) nos frutos dessa espécie vegetal, mas a 

identificação dos compostos fenólicos antociânicos só foi descrita em 

outro estudo (DAMETTO, 2014). No presente estudo, os resultados 

obtidos demonstraram que das seis antocianinas encontradas, uma é 

descrita pela primeira vez nos frutos de E. involucrata: cianidina-O-

cinamil-ramnosídeo. Dois derivados da cianidina (cianidina-3-O-

glicosídeo e cianidina-O-pentosídeo), bem como a pelargonidina-3-O-

glicosídeo foram previamente descritas para a E. involucrata no trabalho 

de Dametto (2014), que identificou as antocianinas por CLAE-DAD-

EM/EM em fração metanólica liofilizada do extrato dos frutos de E. 

involucrata. Dametto (2014) também demonstrou que a cianidina-3-O-

glicosídeo é a antocianina majoritária dessa fruta, o que está de acordo 

com os dados obtidos pelo nosso estudo. Além disso, assim como naquele 

estudo (DAMETTO, 2014), não foram encontradas no presente trabalho, 

as antocianinas derivadas das agliconas malvidina, petunidina ou 

peonidina.  

Porém, diferente dos nossos resultados, além das cianidinas 

mencionadas e da pelargonidina-3-O-glicosídeo, Dametto (2014) 

identificou mais dez antocianinas nos frutos de E. involucrata, as quais 

são citadas a seguir: cianidina-3-O-soforosídeo, delfinidina-3-O-

laminaribiosídeo, delfinidina-3-O-galactosídeo, cianidina-3-O-

laminaribiosídeo, cianidina-3-O-sambubiosídeo, cianidina-3-O-cafeoil-

diglicosídeo, cianidina-3-O-cafeoil-glicosídeo, delfinidina-3-O-

cumaroil-glicosídeo, cianidina-3-O-maloil-glicosídeo, cianidina-3-O-

acetoil-glicosídeo. 

Embora se trate da mesma espécie E. involucrata em ambos os 

estudos e as antocianinas tenham sido identificadas por cromatografia 

líquida acoplada à espectrômetro de massas, as diferenças observadas 
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quanto aos dados de identificação das antocianinas podem estar 

relacionadas a diferenças nos fatores ambientais entre as regiões de 

coleta, como a umidade, variações de altitude, temperatura e intensidade 

da radiação solar (YANG et al., 2016). De fato, a produção de 

antocianinas e flavonoides parece estar positivamente correlacionada com 

a temperatura e a intensidade da radiação luminosa, uma vez que esses 

compostos têm importante papel protetor contra a fotodestruição em 

tecidos superficiais das plantas (COHEN, KENNEDY, 2010). Outros 

fatores como o tipo de cultivar, a idade, o desenvolvimento da planta, bem 

como o ataque de insetos também podem influenciar no conteúdo de 

fenólicos em vegetais (FRANCISCO et al., 2012). Não se pode descartar 

as características dos solos das diferentes regiões, uma vez que essas 

podem influenciar na taxa de crescimento dos vegetais e na 

disponibilidade de nutrientes e água para a planta. Em solos com 

disponibilidade mais escassa de nutrientes, os mesmos seriam mais 

direcionados à produção de compostos de defesa, entre esses, os 

compostos fenólicos, o que pode levar a um aumento tanto na 

concentração quanto na diversidade de compostos fenólicos antociânicos 

e não antociânicos (ALBUQUERQUE; RAMOS; MELO, 2012). 

 

5.1.3 Atividade antioxidante 
 

A fim de melhor caracterizar o potencial antioxidante de um 

extrato ou composto antioxidante, são utilizadas diferentes metodologias 

de avaliação dessa atividade, pois nenhum método isolado é capaz de 

refletir de forma acurada todos os mecanismos envolvidos na ação 

antioxidante de um sistema complexo (MENG et al., 2012). No presente 

estudo, foram utilizados os ensaios de atividade antioxidante redutora de 

ferro (FRAP), removedora do radical DPPH e do radical superóxido. 

O método de FRAP avalia a habilidade dos compostos 

antioxidantes em transferir elétron e promover a redução do íon férrico 

(Fe3+) a íon ferroso (Fe2+) in vitro. Consequentemente, essa habilidade 

redutora pode refletir a capacidade do antioxidante em doar elétrons para 

ERs, estabilizando-os às formas não reativas (BENZIE; STRAIN, 1996). 

Os dados obtidos frente a análise de FRAP dos quatro extratos da cereja 

são demonstrados a seguir (Figura 13). 
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Figura 13 - Atividade antioxidante redutora de ferro (FRAP) nos extratos de fruto 

e de semente de E. involucrata. Os dados são expressos como média ± E.P. de 

três experimentos independentes. FRAP foi avaliado utilizando a concentração 

de 20µg.mL-1 de cada extrato. Barras com letras diferentes indicam resultados 

significativamente diferentes entre si (p<0,001, ANOVA). ET: Equivalente de 

Trolox. 
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Nossos resultados demonstraram que os extratos das sementes 

S26 e S50 apresentaram maior atividade redutora (18,17 ± 1,67 e 22,65 ± 

4,41 µg ET.g-1 de extrato, respectivamente) do que os extratos dos frutos 

P26 e P50 (4,24 ± 0,28 e 4,22 ± 0,41 µg ET.g-1 de extrato, 

respectivamente), independente da temperatura de extração (Figura 13).   

Quanto ao método baseado no sequestro do radical DPPH, o 

mesmo pode refletir a capacidade antioxidante de um composto ou de 

extratos com base em dois mecanismos possíveis, ou seja, pela 

transferência de elétron e/ou pela transferência de hidrogênio (HUANG; 

OU; PRIOR; WU, 2005; SCHAICH, 2005). Assim, tanto FRAP quanto 

DPPH avaliam mecanismos de atividade antioxidante similares, o que 

explica as frequentes correlações encontradas por diferentes estudos entre 

os resultados desses dois métodos (THAIPONG et al., 2006; MÜLLER; 

FRÖHLICH; BÖHM, 2011; WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN, 
2011). Na Figura 14, são demonstrados os resultados da atividade 

expressa em % de inibição do DPPH para todas as concentrações testadas.  
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Figura 14 - Atividade sequestrante do radical DPPH dos extratos do fruto e 

semente de E. involucrata. Os dados são expressos como média ± E.P. de três 

experimentos independentes. 
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De maneira semelhante aos dados obtidos pelo método de FRAP, 

a atividade sequestrante do radical DPPH também foi maior para os 

extratos de sementes S26 e S50 em relação aos extratos da polpa P26 e 

P50 na faixa de concentração avaliada (de 20 a 160 µg.mL-1). Porém, em 

relação aos frutos, o extrato obtido à maior temperatura (P50) apresentou 

a menor atividade sequestrante de DPPH (Figura 14). 

A partir da curva de dose resposta, foi possível determinar a 

CE50 para cada um dos extratos (Figura 15), a qual expressa a 

concentração mínima de antioxidante necessária para reduzir em 50% a 

concentração inicial de DPPH.  Esse dado confirma a menor capacidade 

sequestrante do radical DPPH para o P50, uma vez que esse valor foi 

significativamente maior (390,20 ± 37 g.mL-1) em relação a todos os 

demais extratos (72,76 ± 7,99; 33,68 ± 3,27 e 28,45 ± 1,37 µg.mL-1 para 

P26, S26 e S50, respectivamente). No entanto, apesar da % de inibição 

do DPPH ter sido maior para os dois extratos das sementes S26 e S50 

(Figura 14), o valor de CE50 não diferiu estatisticamente entre esses 

extratos e o extrato da fruta P26 (Figura 15).  
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Figura 15 - CE50 dos extratos de E. involucrata determinada para o método de 

sequestro do radical DPPH. Os dados são expressos como média ± E.P. de três 

experimentos independentes. Barras com letras diferentes indicam resultados 

significativamente diferentes entre si (p<0,05, ANOVA). 
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A maior atividade antioxidante in vitro dos extratos das 

sementes, obtida pelos métodos de FRAP e DPPH, pode estar relacionada 

ao maior conteúdo de compostos fenólicos totais nas sementes em 

comparação aos frutos (Figura 12A). Adicionalmente, não se pode 

descartar a contribuição dos flavonoides para a maior atividade 

antioxidante dos extratos de sementes em relação aos dos frutos, cuja 

concentração foi especialmente elevada no extrato S50 (Figura 12B). 

Mesmo que o conteúdo de flavonoides totais tenha sido diferente entre os 

dois extratos das sementes, a presença de uma maior variedade de 

flavonoides nas sementes em relação à polpa dos frutos de E. involucrata 

(INFANTE et al., 2016) pode ter contribuído para uma maior atividade 

antioxidante nos extratos de sementes observada no presente estudo. Por 

outro lado, a menor atividade antioxidante do extrato dos frutos P50 em 

relação ao P26, observada pelo método de remoção do DPPH, pode estar 

relacionada à degradação específica de compostos responsáveis por essa 

atividade, não se descartando a possibilidade de ser atribuída à redução 

do conteúdo de flavonoides no extrato P50 (Figura 12B).  

Os nossos resultados corroboram com os resultados encontrados 

por Infante et al (2016), que além de menor conteúdo de fenólicos totais, 
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também demonstraram que a atividade antioxidante das polpas de E. 

involucrata foi inferior a das sementes, sendo que para o DPPH, a EC50 

obtida foi de 346,70 ± 14,1 µg.mL-1 para o extrato das sementes e 988,52 

± 22.4 µg.mL-1 para as polpas. A diferença entre os valores de EC50 

obtidos por esse grupo e o nosso trabalho pode ser atribuída a fatores 

como as formas diferentes de preparações dos extratos entre os dois 

estudos, diferentes locais de produção das frutas, os quais podem sofrer 

interferências de diferentes variações climáticas, características do solo, 

altitude, entre outros fatores e que podem interferir no teor final de 

compostos bioativos, bem como de sua atividade antioxidante (COHEN, 

KENNEDY, 2010; FRANSCISCO et al., 2012).   

Ainda em concordância com os nossos resultados, a atividade 

antioxidante maior para a semente em relação aos frutos, também é 

semelhante aos dados obtidos por Nicácio et al. (2017), em que as 

sementes de E. involucrata apresentaram maior atividade antioxidante 

independentemente do método utilizado (DPPH, ABTS e ORAC), o que 

segundo os autores foi em decorrência dos diferentes tipos de compostos 

extraídos, bem como dos diferentes radicais envolvidos nos métodos de 

avaliação (NICÁCIO et al., 2017). Ainda, os autores observaram que 

valores mais altos de atividade foram obtidos quanto maior era a 

polaridade dos solventes utilizados, o que foi atribuída à melhor 

capacidade de solvatação (capacidade de aceitar e doar elétrons) desses 

solventes, uma vez que possuíam mais próton aceptores do que solventes 

apolares (BOEING et al., 2014; NICÁCIO et al., 2017).  

Diferente dos resultados de FRAP e DPPH, a atividade 

removedora do ânion radical O2
- foi detectada apenas para os dois 

extratos da polpa, P26 e P50 (Figura 16), não sendo possível detectar essa 

atividade nos extratos das sementes. Essa atividade foi avaliada como 

atividade tipo SOD, em que uma unidade (U) de SOD é expressa como o 

volume de extrato que inibe 50% da oxidação da epinefrina. Os resultados 

expressos em U SOD/mL de extrato não foram diferentes entre o P26 e o 

P50, sendo encontrado os valores de 20,28 ± 3,11 e 25,84 ± 0,65 U 

SOD/mL de extrato para a P26 e P50, respectivamente. 
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Figura 16 – Determinação de atividade tipo SOD para os extratos da polpa de E. 

involucrata. Os dados obtidos são expressos como média ± E.P. de três 

experimentos independentes (Test t, p>0,05). 
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Esses resultados discordam daqueles encontrados por Infante et 

al. (2016) que encontrou atividade removedora do ânion radical O2
- 

apenas para o extrato da semente de E. involucrata, não tendo detectado 

essa atividade para a polpa e casca. Essa diferença entre os dois estudos 

pode estar relacionada ao uso de diferentes metodologias para a avaliação 

dessa atividade (MELO et al., 2015; MISRA; FRIDOVICH, 1972). De 

qualquer forma, a presença dessa atividade nos frutos de E. involucrata 

no nosso estudo pode estar relacionada às antocianinas, uma vez que as 

antocianinas nas formas agliconas ou nas formas ligadas ao seu resíduo 

de açúcar, foram aptas a remover o ânion radical O2
• (RAHMANN et al., 

2006). 

Nosso estudo também avaliou a atividade removedora do radical 
•OH, mas nenhum dos quatro extratos de E. involucrata apresentaram-se 

ativos nesses ensaios (dados não mostrados). Da mesma forma, nenhum 

dos extratos apresentou habilidade em prevenir a oxidação da GSH 

induzida pelo H2O2 in vitro (dados não mostrados), o que sugere que os 

extratos embora tenham apresentado capacidade redutora e habilidade em 
remover radical (DPPH e/ou O2

-•), não são aptos a prevenir alterações 

características de danos oxidativos, como a oxidação da GSH.  
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5.1.4 Avaliação da citotoxicidade e morte celular dos extratos 

 

Neste trabalho, buscamos avaliar a citotoxicidade dos extratos 

etanólicos de E. involucrata em células tumorais de pâncreas (PANC-1) 

e posteriormente, a sua seletividade, por avaliar sua citotoxicidade em 

uma linhagem não tumoral (HUVEC). Os resultados desse ensaio na 

linhagem tumoral PANC-1 após 72 horas de incubação demonstram que 

o extrato S50 induziu maior efeito nas células tumorais e atingiu 50% de 

citotoxicidade (Figura 17).  

 
Figura 17 - Citotoxicidade dos extratos da polpa e semente de E. involucrata em 

linhagem tumoral PANC-1 após 72 h de exposição. Os dados são expressos como 

média ± E.P. de três experimentos independentes. 
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Os dados de viabilidade celular desse extrato foram utilizados 

para o cálculo da CC50 (concentração citotóxica para 50% das células) e 

são apresentados na Figura 18. 
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Figura 18 - Curva sigmóide de concentração-resposta (Plot de Hill) para o 

extrato S50. Os dados são expressos como média ± E.P. de três experimentos 

independentes. 
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A CC50 do extrato S50 foi de 712 ± 85,26 µg.mL-1, calculada 

através da curva sigmoidal (valor interpolado).  

Posteriormente, este extrato foi avaliado na linhagem não-

tumoral HUVEC, a fim de identificar qual o índice de seletividade (IS). 

Esse índice serve para determinar quão seletivo é o extrato em relação à 

citotoxicidade de células não tumorais (HUVEC) e tumorais (PANC-1) e 

o objetivo é que o mesmo seja superior a 1, uma vez que se deseja que 

mais células tumorais sejam afetadas, em relação as células não tumorais 

(Figura 19). 
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Figura 19 - Comparação da citotoxicidade do extrato de semente (S50) em 

linhagem tumoral (PANC-1) e não tumoral (HUVEC) após 72h de incubação. Os 

dados são expressos como média ± E.P. de três experimentos independentes. 
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Como pode ser observado na Figura 19, o extrato S50 não 

induziu toxicidade considerável em células HUVEC até a máxima 

concentração testada (1000 µg.mL-1). Assim, o índice de seletividade (IS) 

em relação às células não tumorais (HUVEC) foi superior a 1,55, 

indicando que o extrato é mais tóxico para as células tumorais do que para 

as não tumorais. Optou-se por não aumentar a concentração acima de 

1000 ug.mL-1 por questões de solubilidade do extrato. 

O índice de seletividade é o parâmetro mais importante de uma 

substância eficaz para o tratamento do câncer, e embora não exista um 

valor absoluto, melhor ou pior isoladamente, ele deve ser comparado com 

os índices de seletividade dos medicamentos padrões usados no câncer 

em questão (LÓPEZ-LÁZARO, 2015). 

A caracterização da morte celular é demonstrada na Figura 20 

(Controle, A) através da coloração dupla LA/BE. 
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Figura 20 - Avaliação do tipo de morte celular em células tumorais pancreáticas 

nos dois grupos avaliados Controle e exposto ao S50 (A). As setas brancas 

indicam células em necrose e as setas amarelas indicam células em apoptose. 

Aumento de 400x. 

 
 

A Figura 20 demonstra que o S50 induziu principalmente a 

fragmentação do DNA (A), a qual foi caracterizada pela formação de 

corpos apoptóticos, além de induzir a ruptura das células, o que indica 

alguma necrose.  

A gencitabina, que é o fármaco padrão-ouro para o câncer de 

pâncreas, também induz a apoptose. Embora a apoptose seja o principal 

tipo de morte celular desejado na quimioterapia, recentemente, a necrose 

foi considerada interessante para o tratamento de células tumorais que 

desenvolvem mecanismos distintos para escapar da maquinaria da 

apoptose (MOHAMMAD et al., 2015).  

Estudos sugerem que a necrose e a apoptose compartilham redes 

bioquímicas e a indução da necrose pode ser uma estratégia mais eficiente 

no tratamento do câncer, uma vez que esta promove uma poderosa 

resposta inflamatória que pode inclusive, participar na regressão do tumor 

durante a terapia antineoplásica, favorecendo esse processo 

(PROSKURYAKOV; GABAI, 2010; ZHANG et al., 2016). 

Considerando a ocorrência de apoptose causada pelo extrato S50 

utilizamos a sonda catiônica lipofílica fluorocromo JC-1, um tipo especial 

de carbocianina, apropriado para identificar a diferença de potencial 

mitocondrial (AGRIMANI et al. 2015). 
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Figura 21 – Efeito do extrato S50 sobre o potencial de membrana mitocondrial 

através de sonda catiônica lipofílica fluorocromo JC-1. Os dados são expressos 

como média ± E.P. de três experimentos independentes. (Test t, *p<0,05). 
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Na Figura 21 observa-se que houve redução do potencial 

mitocondrial. Isso demonstra que a eficiência do transporte de elétrons 

pode ter ficado comprometida frente a exposição ao extrato S50, devido 

a alteração dos complexos enzimáticos ou outras características da 

membrana, como por exemplo, poros (TERADA, 1990; AGRIMANI et 

al., 2015). A perda do potencial mitocondrial foi observada em conjunto 

com a fragmentação do núcleo por Cordova (2011), onde também foi 

observado ativação da caspase-3, aumento da expressão da Bax e inibição 

da expressão da Bcl-2, indicando que a apoptose seria por via intrínseca. 

Desse modo, sugerimos que essa seja a via apoptótica ocasionada pela 

exposição ao extrato S50, no entanto, novos estudos são necessários para 

que essa sugestão possa ser comprovada ou descartada. 

Não há relatos prévios sobre ensaios antitumorais envolvendo a 

espécie E. involucrata, sendo este trabalho, portanto, inédito. No entanto, 

outras espécies da mesma família foram avaliadas para este tipo de 

atividade. No estudo de Charepalli (2016), o extrato da fruta da espécie 

E. jambolana, rica em antocianinas, suprimiu a proliferação das células 

de câncer de colón e induziu a apoptose tanto nas células tumorais quanto 

nas células troncos desse mesmo câncer (CHAREPALLI et al., 2016).  

No entanto, as antocianinas não são os únicos compostos testados 

para a atividade antineoplásica do gênero Eugenia. Os metabólitos de 
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polifenóis foram avaliados por Teixeira et al. (2017) na espécie E. 

brasiliensis, popular grumixama ou ainda, cereja nativa brasileira, contra 

células de câncer de mama humano. Nesse estudo, foi administrado uma 

dose de suco da fruta e os metabólitos foram analisados em amostras de 

plasma e urina, sendo na sua grande maioria ácidos fenólicos e 

conjugados de urolitina e catabólitos da microbiota intestinal de ambas as 

classes de polifenóis, respectivamente (TEIXEIRA et al., 2017). Ainda, 

esse conjunto de metabólitos encontrados em amostras de urina 

apresentaram inibição significativa da proliferação celular nas células de 

câncer de mama avaliadas (TEIXEIRA et al., 2017). Recentemente, 

Núñez et. al. (2018) avaliaram outra espécie do mesmo gênero, o extrato 

bruto das folhas de E. uniflora em células de HPV, um tipo invasivo de 

câncer cervical. Esse tipo celular foi comparado com células de linfócitos 

humanos (grupo controle), não tumoral; nessa investigação foi observado 

que o extrato bruto da espécie testada causou morte via apoptose nas 

células tumorais através de ensaio MTT. Outra espécie estudada do 

gênero é a E. umbelliflora, conhecida popularmente como “baguaçu”. 

Dos frutos desta espécie, pesquisadores isolaram e caracterizaram um 

novo composto sesquiterpenil-floroglucinol que exibiu alta citotoxidade 

em células humanas de leucemia e melanoma (FARIAS et al., 2018). A 

atividade citotóxica do gênero parece estar relacionada com característica 

apolares dos compostos, pois o possível alvo identificado era uma região 

lipídica da célula cancerígena, não sendo possível ainda determinar se 

isso acontece na membrana ou em outra parte da célula, também com 

características lipofílicas (FARIAS et al., 2018). 

Diversos estudos indicam que os flavonoides podem prevenir e 

reduzir os riscos de certos tipos de câncer (LE MARCHAND, 2002; 

NEUHOUSER, 2004; ROMAGNOLO; SELMIN, 2012). Ainda em 2002, 

Le Marchand (2002) abordou os efeitos biológicos dos principais 

flavonoides com a prevenção de diversos tipos de neoplasias. Neuhouser 

(2004) concluiu que o consumo na dieta de flavonoides, particularmente 

a quercetina, tem uma relação inversamente proporcional com o risco de 

câncer. Mais recentemente, Romagnolo e Selmin (2012) sinalizam que 

apesar de haver evidências relacionando os flavonoides à prevenção de 

diversos tipos de câncer, a dose e o tempo de ingestão possivelmente 

afetam a resposta antineoplásica frente as dietas ricas em flavonoides. Os 

autores ainda propõem que os mecanismos anticancerígenos exercidos 

pelos flavonoides são a inibição da proliferação, inflamação, invasão, 

metástase e ativação da apoptose (ROMAGNOLO; SELMIN, 2012).   

Baseado nos dados obtidos em nosso estudo, a extração das 

sementes de E. involucrata a 50ºC (S50) demonstrou ter um efeito 
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positivo na extração de flavonoides. Portanto, possivelmente a 

citotoxicidade desse extrato em células tumorais esteja associada à maior 

presença desses compostos em relação aos demais extratos que não 

apresentaram atividade antitumoral. Porém, considerando todos os dados 

apresentados e disponíveis na literatura, entendemos a necessidade de 

uma avaliação cromatográfica das diferentes classes de bioativos e com 

extratos de diferentes polaridades (frações). Isso permitiria a identificação 

de compostos majoritários no tecido e novos compostos, que podem 

inclusive, estar atuando de maneira sinérgica para a obtenção desse efeito 

citotóxico.  

 

5.1.5 Avaliação dos efeitos celulares relacionados à exposição 

 

Uma vez que o extrato S50 foi o único que apresentou atividade 

citotóxica significativa, foi realizada a avaliação dos efeitos celulares 

relacionados ao metabolismo oxidativo celular. Assim, para determinar 

se o estresse oxidativo está envolvido na morte celular induzida pelo 

extrato S50, indicadores do status oxidativo (tióis totais, atividade de 

enzimas antioxidantes e peroxidação lipídica), além da produção de EROs 

pelo ensaio da DCF, foram avaliados.  
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Figura 22 – Avaliação de espécies reativas de oxigênio (EROS), tióis totais, 

peroxidação lipídica (TBARS) e atividade de enzimas antioxidantes em células 

PANC-1 após 24 h de exposição ao extrato S50. Os dados são expressos como 

média ± E.P. de três experimentos independentes. (Test t, ** p<0.005, *p<0,05). 

E
R

O
S

T
IO

IS
 T

O
T

A
IS

T
B

A
R

S

S
O

D

C
A

T

G
P

X

G
R

G
S

T
0

25

50

75

100

125

150

175

(%
 d

o
 c

o
n

tr
o

le
)

*

**

*
*

**

 

Observa-se que houve diminuição da quantidade de tióis totais 

para o grupo exposto ao extrato da semente (S50) em relação ao grupo 

controle. Os tióis totais representam os grupos sulfidrílicos (-SH) ligados 

a compostos proteicos e não proteicos. Nesse último caso, a GSH é o 

antioxidante não enzimático mais importante e representa a maioria dos 

tióis totais intracelulares (TIETZE, 1969; YANG; GUAN, 2015). 

Portanto, uma redução nos níveis de tióis totais indica um decréscimo no 

status antioxidante das células tumorais, o qual é induzido em condições 

oxidativas, devido à produção de EROs (TOYOKUNI, 2014).  

No entanto, paralelamente ao decréscimo dos tióis totais, S50 

também reduziu a atividade da enzima GR, que por atuar na redução da 

GSH, pode ter contribuído para o decréscimo dos níveis de tióis totais 

observado e possivelmente, para o aumento na produção de EROs. Outro 

fator que pode ter contribuído para a diminuição dos tióis totais, é o 

aumento da atividade da enzima GST. Embora não remova diretamente 

as EROs, a GST age como importante integrante das reações de fase 2 
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que protegem as macromoléculas da ação dos xenobióticos, uma vez que 

utiliza GSH nas reações de conjugação com os compostos eletrofílicos, a 

fim de realizar a detoxificação desses compostos do organismo 

(ALLOCATI et al., 2018). Dessa forma, o aumento na atividade dessa 

enzima, indica que a célula requereu mais GSH através da atividade 

exercida por GST para metabolizar compostos do extrato e excretá-los. 

Esse aumento da atividade da GST pode estar associado ao aumento da 

expressão gênica dessa enzima (TOWNSEND; TEW, 2003) e pode ter 

resultado da tentativa das células tumorais em detoxificar os compostos 

presentes no extrato S50. Esse recurso de biotransformação parece ser 

explorado pelas células cancerígenas para adquirir resistência a 

medicamentos, onde as células se tornariam “resistentes” a esses 

compostos, e em alguns casos, esse mecanismo funcionaria através da 

superexpressão da enzima (ALLOCATI et al., 2018).  

Um terceiro fator também pode estar envolvido na redução dos 

níveis de tióis totais. A toxicidade induzida por alguns agentes 

citotóxicos ocasiona a oxidação da GSH, diminuindo sua 

biodisponibilidade e desencadeando a apoptose. Nesse sentido, 

considera-se que a perda de GSH é um dos eventos característicos da 

morte celular por apoptose, pois causa a intolerância da célula à presença 

de agentes tóxicos (KANNAN; JAIN, 2000; LOCATELLI et al., 2009; 

PANG et al., 2012). Desse modo, não se pode descartar a possível 

contribuição da redução dos níveis de GSH para a apoptose observada em 

células tumorais PANC-1 (Figura 20 A).  

Não houve alteração da atividade das enzimas removedoras de 

EROs (SOD e CAT), mas um decréscimo na atividade da GPx ocorreu 

em células expostas ao S50. Este decréscimo pode ser resultado da 

inibição direta do extrato S50 sobre a enzima. De acordo com Miyamoto 

et al. (2003), a GPx pode ser inativada por diversas substâncias in vitro. 

Além disso, esse decréscimo da GPx tem sido relatado em tecidos sob 

estresse oxidativo, e o aumento dos níveis de H2O2 resultante dessa queda, 

pode agir como segundo mensageiro e regular a expressão de genes 

antiapoptóticos (SCHAFER; BUETTNER, 2001). Além disso, o H2O2 é 

conhecido como um potente indutor da apoptose (XIANG et al., 2016; 

XING et al., 2017) e portanto, a redução da atividade da GPx associada 

ao aumento da produção de EROs (Figura 22) possivelmente estejam 

envolvidos na apoptose de células PANC-1 expostas ao extrato S50 

(Figura 20 A). 

A lipoperoxidação é um dos efeitos deletérios causados pelo 

excesso de EROs, cujo aumento pode induzir ao estresse oxidativo. 

Nossos resultados demonstram que a exposição ao extrato S50 não causou 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyamoto%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12751786
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mudança na lipoperoxidação avaliada pelos níveis de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) quando comparado ao grupo controle 

(Figura 22). No entanto, há uma tendência (p= 0,0566), do aumento dos 

níveis de TBARS nas células tumorais expostas ao extrato S50. Portanto, 

não se pode descartar que as EROs ou mesmo os compostos presentes no 

extrato S50, tenham contribuído para a indução da peroxidação lipídica 

em células PANC-1. 

Baseado nos dados de citotoxicidade, apoptose e de estresse 

oxidativo de células tumorais PANC-1 expostas ao extrato S50, pode-se 

concluir que o mecanismo da atividade antitumoral do extrato S50 parece 

ter relação com o metabolismo oxidativo, que por sua vez, pode induzir a 

morte celular por apoptose e necrose (CHEN et al., 2016). Provavelmente 

outros mecanismos de ação do extrato estejam envolvidos, o que é uma 

característica comum encontrada em quimioterápicos usados 

convencionalmente na terapia do câncer (ROMAGNOLO; SELMIN, 

2012; BEERENWINKEL et al., 2015; MOHAMMAD et al., 2015; 

UETAKI et al., 2015; LI et al, 2017; YOKOYAMA et al., 2017). 

Adicionalmente, o maior teor de polifenóis, especialmente de flavonoides 

no extrato S50 em relação aos demais extratos, pode estar relacionado à 

atividade antitumoral observada. Porém, mais estudos são necessários 

para melhor caracterizar o potencial biológico do extrato de sementes de 

E. involucrata e elucidar a base bioquímica e molecular da atividade 

antitumoral das sementes. Os compostos envolvidos em tal atividade 

também devem ser investigados. 

 

5.2  Rubus spp. 

 

A EMBRAPA – Clima Temperado tem realizado melhoramento 

genético da fruta amora-preta desde 1973, a fim de lançar no mercado 

variedades desejáveis para o consumidor e para a indústria. Além disso, 

o melhoramento genético de frutas pode impactar nos níveis de 

compostos bioativos, e consequentemente no seu potencial biológico 

(TORMA et al., 2017). Desde 1973, foram lançadas seis cultivares de 

amora-preta, entre elas, as cultivares Tupy, Xavante e Xingu, sendo a 

Tupy, a variedade mais comercializada mundialmente (EMBRAPA, 

2015b). Além dessas cultivares, o presente estudo também avaliou duas 

seleções mais recentes Black 145 e Black 178. 

A fim de determinar o melhor método para a extração de 

compostos bioativos e atividade antioxidante, foram preparados dez 

diferentes extratos, sendo dois extratos para cada genótipo de Rubus spp. 

(um acidificado e outro não acidificado). A acidificação dos extratos foi 
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realizada devido ao fato de a literatura indicar que a extração de 

antocianinas é favorecida em meio ácido (TORMA et al., 2017). 

 

5.2.1 Compostos Bioativos 

 

Inicialmente, buscou-se avaliar se a concentração de compostos 

bioativos (fenólicos totais e antocianinas monoméricas totais), e se as 

atividades antioxidantes seriam mais representativas em extratos 

acidificados ou não acidificados. Foram encontradas diferentes formas de 

preparo de extratos de frutas contendo antocianinas na literatura, muitas 

vezes utilizando diferentes proporções de solventes (alguns com certo 

grau de toxicidade) (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010, 

ONCEA; STOIA; COMAN, 2012), e nem sempre utilizando condições 

de meio ácido para a extração (YAMASHITA et al., 2017).  

No entanto, dados indicam que a extração de antocianinas é 

favorecida em meio ácido (ONCEA; STOIA; COMAN, 2012; TORMA 

et al., 2017). Embora o método usualmente utilizado seja com metanol 

acidificado com HCl, quando a extração é realizada com fim alimentício, 

é recomendada a substituição do metanol por etanol em decorrência da 

menor toxicidade deste (LONGO et al., 2007; ONCEA; STOIA; 

COMAN, 2012). 

A maioria das extrações de polifenóis requerem condições 

ácidas, a fim de manter a estabilidade e a condição neutra desses 

compostos, facilitando assim, suas extrações por solventes orgânicos 

(STALIKAS, 2010; TSAO, 2010). Embora tenha ocorrido um discreto 

aumento no teor de fenólicos totais no extrato acidificado em relação ao 

não acidificado na cv. Xingu, por outro lado, houve uma redução no teor 

desses compostos nas cvs. Tupy e Xavante no extrato acidificado em 

comparação com seus respectivos extratos não acidificados (Figura 23A).  

 
Figura 23 - Efeito da acidificação do extrato sobre o teor de fenólicos totais (A) 

e de antocianinas monoméricas totais (B) para cada genótipo de Rubus spp. Os 

dados são expressos como média ± E.P. de três experimentos independentes 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, Test t Student). EAG: Equivalentes de Ácido 

Gálico. 
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Esses resultados (relacionados às cv. Tupy e Xavante) podem ser 

uma consequência de uma eventual degradação de alguns polifenóis, pois 

concentrações de ácidos maiores do que as requeridas para a extração 

ótima de polifenóis, pode ocasionar reações de hidrólise dos glicosídeos 

e de acilglicosídeos, e portanto, impactar na medida da concentração 

desses compostos no extrato (STALIKAS, 2010; TSAO, 2010). Assim, 

apesar da concentração de HCl utilizada nos extratos acidificados estar 

bem abaixo da concentração de HCl (1 - 2 N) requerida para a hidrólise 
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de polifenóis (STALIKAS, 2007), não se pode descartar essa hipótese. 

Além disso, conforme mencionado anteriormente, não se pode descartar 

a degradação de outros compostos redutores presentes em frutos que 

também reagem com o reagente Folin-Ciocalteu, e que podem ter 

contribuído para uma falsa redução do teor dos fenólicos totais (PRIOR; 

WU; SCHAICH, 2005). 

Em relação ao efeito dos diferentes genótipos sobre o teor de 

fenólicos totais, observou-se que independentemente da acidificação do 

extrato, as cvs. Xavante, Tupy e seleção Black 178 apresentaram, em 

ordem decrescente, os maiores teores desses compostos, com menores 

teores para a cv. Xingu e seleção Black 145 (Figura 24 A e B). 
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Figura 24 – Efeito do genótipo sobre o teor de fenólicos totais entre os extratos acidificados (A) e não acidificados (B) e de 

antocianinas monoméricas totais entre os extratos acidificados (C) e não acidificados (D) de Rubus spp. Os dados são expressos 

como média ± E.P. de três experimentos independentes. As barras com letras diferentes indicam resultados significativamente 

diferentes entre si (p<0,0001 ANOVA/Tukey). EAG: Equivalentes de Ácido Gálico. 
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Nossos resultados mostram a Xavante como a cv. de Rubus spp. 

com maior teor de fenólicos está de acordo com Denardin e colaboradores 

(2015), que avaliaram a capacidade antioxidante e os compostos bioativos 

de frutas nativas brasileiras. Nesse estudo, a cv. Xavante, junto com a 

pitanga roxa apresentaram o maior teor de fenólicos totais, seguido pela 

amora cv. Cherokee, araçá, pitanga laranja e vermelha e butiá 

(DENARDIN et al., 2015). 

Em relação às antocianinas, o teor de AMT nos extratos 

acidificados aumentou nas seleções Black 178 (~83%) e Black 145 (83%), 

bem como na cv. Xavante (67%) em relação aos seus respectivos extratos 

não acidificados (Figura 23B). Embora não tenha sido significativo, 

também houve uma tendência (p=0,0585) ao aumento (~30%) do teor de 

AMT na cv. Xingu (Figura 23B). Portanto, assim como é descrito na 

literatura, a acidificação é um fator importante para a maior recuperação 

de antocianinas (KHOO et al., 2017; MARSZAŁEK et al., 2017), ao 

menos para a maioria dos genótipos avaliados neste estudo.  

O efeito do genótipo sobre o conteúdo de AMT demonstrou que 

independentemente da acidificação dos extratos, a cv. Xavante apresentou 

o maior teor de antocianinas (Figura 24 C e D), sendo igualado ao teor 

presente na cv. Tupy no extrato não acidificado, seguido pela cv. Xingu, 

e seleções Black 178 e Black 145 (Figura 24D).  

É importante mencionar que o teor de antocianinas e compostos 

fenólicos totais muda de acordo com o estágio de maturação do fruto. 

Wang; Lin (2000) avaliaram três estágios de maturação de cultivares de 

amora-preta sem espinhos (cv. Chester Thornless, Hull Thornless e Triple 

Crown Thornless), baseando-se na coloração dos frutos (verdes, rosas e 

maduros). Encontraram para antocianinas, os resultados de 6,70 mg.100g-

1 de suco base seca para os frutos verdes, e 57,50 mg.100g-1 e 909,30 

mg.100g-1 para os frutos rosas e maduros, respectivamente. Os resultados 

também variaram quando os compostos avaliados foram os fenólicos 

totais, sendo obtidos os valores de 2166, 1550 e 1347mg.100g-1 de suco 

(base seca). Em nossos resultados, utilizamos os frutos no estágio de 

maturação completo, pois todos os frutos apresentavam coloração negro-

violácea. Portanto, sugere-se que os frutos dos cinco genótipos utilizados 

se encontravam no mesmo estágio de maturação.  

Com relação à caracterização fitoquímica dos frutos de Rubus spp., 

foram identificadas 7 antocianinas derivadas da cianidina (m/z 287 e/ou 

449) nos 5 genótipos estudados: cianidina-3-O-glicosídeo, cianidina-3,5-

di-O-hexosídeo, cianidina-O-oxoil-dipentosídeo, cianidina-O-

rutinosídeo, cianidina-O-maloil-glicosídeo, cianidina-O-maloil-

pentosídeo e cianidina-O-acetil-dipentosídeo, além de derivados da 
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cianidina em todos os genótipos que não puderam ser completamente 

identificados. Para 2 compostos, não foi possível realizar a identificação 

(n. 22 e 30, Tabela 2).  
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5.2.2 Identificação das antocianinas 
 

A caracterização química antociânica para os extratos dos cinco genótipos de Rubus spp é apresentada a seguir 

(Tabela 2). 

 
Tabela 2 - Caracterização química antociânica dos frutos de Rubus spp. 

Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

1 9,50 
611,16

22 

449,1118; 

287,0578 
C27H31O16 1,6 

Cianidina-3,5-di-

O-hexosídeo 

Black 145 A 

e NA; 

Black 178 

NA;  

Tupy NA; 

Xavante NA;  

Xingu A e 

NA. 

2 10,77 
611,15

93 

449,1118; 

287,0578 
C27H31O16 -3,1 

Cianidina-3,5-di-

O-hexosídeo 

Black 145 A; 

Xavante A; 

Xingu A. 

3 11,46 

611,16

17 

611,16

22 

449,1075; 

287,0578 
C27H31O16 0,8 

Cianidina-3,5-di-

O-hexosídeo 

Black 145 A 

e NA; 

Black 178 

NA; 

Tupy NA; 
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Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

Xavante A e 

NA; 

Xingu A e 

NA.  

4 12,26 

611,16

00 

611,16

22 

449,1075; 

287,0578 
C27H31O16 -2,0 

Cianidina-3,5-di-

O-hexosídeo 

Black 145 A 

e NA; 

Black 178 

NA; Xavante 

NA;  

Xingu A e 

NA. 

5 13,63 
449,10

85 
287,0544 C21H21O11 0,2 

Cianidina-3-O-

glicosídeo 

Black 145 A 

e NA; 

Black 178 

NA ; 

Tupy A e 

NA; 

Xavante A e 

NA; 

Xingu A e 

NA. 
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Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

6 15,65 
623,12

48 
287,0544 C27H27O17 0,0 

Cianidina-O-

oxoil-dipentosídeo 
Xingu A. 

7 15,81 
595,16

66 

449,1075; 

287,0544 
C27H31O15 0,3 

Cianidina-O-

rutinosídeo 

Black 145 A 

e NA; 

Black 178 

NA; 

Tupy A e 

NA; 

Xavante A e 

NA; 

Xingu A e 

NA. 

8 17,90 
565,11

92 
287,0544 C25H25O15 -0,2 

Cianidina-O-

maloil-glicosídeo 
Xingu A 

9 18,15 
565,11

92 
287,0544 C25H25O15 -0,2 

Cianidina-O-

maloil-glicosídeo 

Black 145 

NA; 

Black 178 

NA; 

Tupy NA; 

Xingu NA. 

10 19,88 
623,12

48 
287,0544 C27H27O17 0,0 

Cianidina-O-

oxoil-dipentosídeo 
Xingu A 
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Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

11 19,92 
623,12

48 
287,0544 C27H27O17 0,0 

Cianidina-O-

oxoil-dipentosídeo 

Black 145 

NA; 

Black 178 

NA; 

Xavante NA; 

Xingu NA. 

12 20,02 
565,11

92 
287,0544 C25H25O15 -0,2 

Cianidina-O-

maloil-glicosídeo 

Tupy A; 

Xavante A; 

Xingu A. 

13 20,12 
535,10

87 
287,0557 C24H23O14 -0,2 

Cianidina-O- 

maloil-pentosídeo 

Black 145 

NA; 

Black 178 

NA; 

Xavante NA. 

14 20,12 
623,12

48 
287,0544 C27H27O17 0,0 

Cianidina-O-

oxoil-dipentosídeo 
Tupy NA. 

15 20,34 
557,12

92 
287,0573   

Derivado 
cianidina 

Xingu A. 

16 21,51 
535,10

87 
287,0557 C24H23O14 -0,2 

Cianidina-O- 

maloil-pentosídeo 
Xingu NA. 
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Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

17 22,02 
637,14

09 
287,0573 C28H29O17 0,6 

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Xavante A; 

Xingu A. 

18 22,67 
593,15

12 
287,0544 C27H29O15 1,0 

Cianidina-O-

acetil-dipentosídeo 

Black 145 

NA; 

Xingu NA. 

19 23,24 
593,15

12 
287,0544 C27H29O15 1,0 

Cianidina-O-

acetil-dipentosídeo 

Black 145 A;  

Black 178 

NA; 

Tupy NA; 

Xavante NA; 

Xingu A. 

20 23,88 
579,13

43 
287,0544   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Xingu A. 

21 25,05 
637,14

09 
287,0573   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Xavante A; 

Xingu A. 

22 25,52 
765,20

25 
   NI 

Black 145 

NA; 

Black 178 

NA; 

Tupy NA; 
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Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

Xavante NA; 

Xingu NA. 

23 25,68 
579,13

43 
287,0544   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Xavante A; 

Xingu A. 

24 26,59 
651,15

51 
287,0573   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Xavante A; 

Xingu A. 

25 28,34 
557,12

92 
287,0573   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Tupy A; 

Xavante A. 

26 29,08 
607,16

69 
287,0573   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A;  

Xingu A. 

27 29,08 
607,16

62 
287,0544   

Derivado 

cianidina 

Black 145 

NA; 

Black 178 

NA; 

Tupy NA. 

28 29,20 
557,12

92 
287,0573   

Derivado 

cianidina 
Xingu A. 
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Ite

m 

TR 

(minut

os) 

m/z 

[M]+ 

Principais 

fragmentos 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Sugestão de 

identificação 
Genótipo 

29 29,82 
651,15

51 
287,0573   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A;  

Xavante A; 

Xingu A. 

30 30,12 
765,20

25 
   NI 

Black 145 

NA; 

Black 178 

NA; 

Tupy NA; 

Xavante NA; 

Xingu NA. 

31 30,30 
651,15

51 
287,0573   

Derivado 

cianidina 

Black 145 A; 

Xavante A; 

Xingu A. 
Legenda: NI - Não identificado; A - Acidificado; NA - Não acidificado. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 
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Assim como para os frutos da cereja (E. involucrata), a antocianina 

majoritária foi a cianidina-3-O-glicosídeo (Apêndices B e C) em todos os 

genótipos de Rubus spp., o que está de acordo com outros estudos sobre 

a caracterização antociânica em frutos de amoreira-preta do gênero Rubus 

(DAI et al., 2009; RYU et al., 2016). Além disso, conforme descrito em 

outros trabalhos com amora-preta, não foram identificadas antocianinas 

derivadas das outras cinco antocianidinas e que são geralmente 

encontradas em berries, tais como a delfinidina, malvidina e peonidina 

(WANG; LIN, 2000). Porém, no estudo de Chaves et al. (2018), além de 

três derivados de cianidina, foi encontrado um derivado de pelargonidina 

na cv. Tupy, que não foi identificado em nosso estudo. 

Apesar das 7 antocianinas identificadas estarem presentes nos 5 

genótipos, houve diferenças na caracterização antociânica de um mesmo 

genótipo frente à acidificação do extrato. Algumas antocianinas só foram 

identificadas em alguns genótipos quando o extrato não foi acidificado. É 

o caso da cianidina-3,5-di-O-hexosídeo (nas cvs. Tupy e seleção Black 
178), cianidina-O-maloil-glicosídeo (seleções Black 145 e Black 178), 

cianidina-O-maloil-pentosídeo (cv. Xavante e Xingu e seleções Black 145 

e Black 178), e da cianidina-O-acetil-dipentosídeo (cv. Tupy e Xavante e 

seleção Black 178). Apesar da extração em meio ácido ter recuperado 

maior teor de AMT em três genótipos (Figura 23B), não se pode descartar 

uma possível degradação de algumas das antocianinas identificadas em 

extratos ácidos, o que explicaria o fato de, nos casos acima citados, ter 

sido possível identificá-las somente em extratos não acidificados (GAO; 

MAZZA, 1994; STALIKAS, 2007). Por outro lado, no caso da cv. 

Xavante, foi possível identificar a antocianina cianidina-O-maloil-

glicosídeo somente no extrato acidificado, sugerindo que a acidificação 

pode exercer efeitos diferenciados sobre a caracterização de antocianinas 

conforme o genótipo e a antocianina identificada.  

 

5.2.3 Atividade antioxidante: Potencial redutor de ferro (FRAP) e 

sequestrante (DPPH) 
 

A atividade antioxidante in vitro avaliada pelo método do 

potencial antioxidante redutor do ferro (FRAP) é demonstrada na Figura 

25. O FRAP foi avaliado utilizando a concentração de 80 µg.mL-1 de cada 

extrato. Com relação ao efeito da acidificação dos extratos sobre a 

atividade avaliada por FRAP, observou-se que, com exceção da cv. Tupy 

que apresentou queda da atividade no extrato ácido, a acidificação não 

teve influência sobre a atividade antioxidante para a maioria dos 

genótipos. Provavelmente essa diminuição da atividade no extrato 
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acidificado da cv. Tupy esteja relacionada à diminuição do teor de 

fenólicos totais (Figura 23 A). Da mesma forma, nota-se que embora a 

diminuição da atividade medida por FRAP no extrato ácido da cv. 

Xavante não tenha sido significativa, a mesma também pode estar 

relacionada à redução do teor de fenólicos totais também observada nesta 

cultivar (Figura 23 A).  

Independentemente da acidificação dos extratos, a cv. Xavante 

apresentou a maior atividade antioxidante por FRAP (Figura 25 A). Nos 

extratos acidificados, após a cv. Xavante, a maior atividade antioxidante 

foi demonstrada pelos genótipos Tupy, Black 178, Xingu e finalmente, 

Black 145 (Figura 25 B). Já nos extratos não acidificados, a atividade foi 

predominantemente maior nas cvs. Xavantes e Tupy, seguido pelos 

demais genótipos (Figura 25 C).  
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Figura 25 - Atividade antioxidante redutora de ferro (FRAP). Efeito da 

acidificação dos extratos sobre a atividade antioxidante de cada genótipo de 

Rubus spp. (A). Efeito do genótipo sobre a atividade antioxidante de extratos 

acidificados (B) e de extratos não acidificados (C). Em (A), **p<0,01. Em (B) e 

(C), as barras com letras diferentes indicam resultados significativamente 

diferentes entre si (p < 0,0001). ET: Equivalentes de Trolox. 

 

 
 

Os resultados da atividade antioxidante para os diferentes 

extratos e genótipos de Rubus spp. avaliada através do sequestro do 

radical DPPH (Difenil-picril-hidrazila), são demonstrados a seguir 
(Figura 26). 
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Figura 26 - Efeito da acidificação do extrato sobre a atividade sequestrante do 

radical DPPH para os genótipos (A) Tupy, (B) Xavante e (C) Xingu e seleções 

(D) Black 145 e (E) Black 178. Os dados são expressos como média ± E.P. de 

três experimentos independentes. 
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Observou-se que a acidificação dos extratos aumentou a 

atividade sequestrante do DPPH nas cvs. Tupy, Xavante, Xingu e seleção 

Black 178, em relação aos seus respectivos extratos não acidificados 

somente na maior concentração (160 g.mL-1) (Figura 26 A, B, C e E). 

Embora observa-se na Figura 26 que há uma tendência dos genótipos 

Xavante, Xingu e seleção Black 178 de apresentarem maior atividade 
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sequestrante de DPPH nos extratos acidificados em relação aos não 

acidificados também na concentração de 80 g.mL-1, essa diferença não 

foi significativa (p>0,05, ANOVA/Tukey). Não houve diferença entre os 

extratos da seleção Black 145 (Figura 26D) em quaisquer concentrações 

testadas. Considerando que a maioria dos genótipos que apresentaram 

maior atividade de inibição por DPPH quando os extratos foram 

acidificados (Xavante, Xingu, Black 178 e Tupy), também apresentaram 

maiores teores de AMT nessa condição (mesmo que tenha sido apenas 

uma forte tendência na Xingu, p=0,0585, Figura 23 B), esses dados 

sugerem ao menos parte, que a contribuição para a atividade sequestrante 

de DPPH desses extratos pode ser atribuída às antocianinas presentes em 

maior concentração nesses extratos. No entanto, isso não se aplica para a 

seleção Black 145, a qual também apresentou teor de AMT mais elevado 

no extrato acidificado sem, no entanto, apresentar diferenças na atividade 

antioxidante sequestrante de DPPH entre os extratos acidificados e não 

acidificados (Figura 23 B). Assim, outros compostos fenólicos em 

conjunto podem estar contribuindo para esta atividade antioxidante.  

A acidificação dos extratos também resultou em diferenças na 

atividade antioxidante (notadamente na concentração de 160g.mL-1) 

quando comparamos os diferentes genótipos entre si (Figura 27), com 

maior atividade para a seleção Black 178 (54,99% de inibição), seguido 

da cv. Xavante (40,23 %), Xingu (29,31%) e Tupy (28,63%), e por fim, 

pela seleção Black 145 (17,87%) (Figura 27 A). A maior atividade da 

seleção Black 178 em relação aos demais genótipos não pode ser 

completamente atribuída às antocianinas, uma vez que esta seleção não 

foi a que obteve maior teor de antocianinas (Figura 23B). Portanto, 

sugere-se que outros compostos fenólicos não antociânicos podem ter 

contribuído para esta maior atividade sequestrante de DPPH para esta 

seleção. Por outro lado, não foi possível perceber essas diferenças entre 

os genótipos quando preparados em extratos não acidificados, 

provavelmente pelo fato das antocianinas terem sido menos extraídas 

nessas condições.  
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Figura 27 - Atividade sequestrante do radical DPPH entre os extratos acidificados 

(A) e os extratos não acidificados (B) dos cinco diferentes genótipos. Os dados 

são expressos como média ± E.P. de três experimentos independentes. AC: 

acidificados. 

%
 i

n
ib

iç
ã

o
 D

P
P

H

0 40 80 120 160

0

20

40

60
Tupy AC

Xavante AC

145 AC

Xingu AC

178 AC

Concentração (g.mL
-1

)

%
 i

n
ib

iç
ã

o
 D

P
P

H

0 40 80 120 160

0

20

40

60
Tupy

Xavante

145

Xingu

178

Concentração (g.mL
-1

)

A

B

 

Os resultados obtidos demonstram que não foi possível observar 

um comportamento característico de aumento da atividade antioxidante 
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com o aumento da concentração de cada extrato. A diferença entre os 

extratos (acidificados e não acidificados) e entre os genótipos foram 

majoritariamente detectadas apenas na maior concentração (160g.mL-1, 

p>0,05, ANOVA/Tukey). Assim, não foi possível determinar a EC50 

para este ensaio.  

Com base nos dados obtidos, sugere-se que, no geral, a cultivar 

Xavante é o genótipo de Rubus spp. com maior potencial antioxidante. 

Nossos resultados estão de acordo com Silva et al. (2011) que 

demonstraram que a cv. Xavante apresentou a maior capacidade 

sequestrante de DPPH em relação às cvs. Guarani, Comanche, 

Caingangue, Brazos, Tupi, Chocktaw e Cherokee, o que corrobora o 

grande potencial antioxidante desta cultivar. 

 

 

5.2.4 Avaliação da citotoxicidade do extrato 
  

A citotoxicidade dos dez extratos de Rubus spp. foi avaliada na 

linhagem tumoral PANC-1 após 72 horas de exposição. Nenhum extrato 

induziu toxicidade nas células tumorais avaliadas até a máxima 

concentração testada (1000 µg.mL-1). Nesse caso, a CC50 não foi 

calculada (dados não mostrados).  

Evidências do efeito antitumoral da cianidina-3-O-glicosídeo, a 

antocianina majoritária dos frutos de Rubus spp., foram demonstradas em 

estudos utilizando glioblastomas (HOSSEINE et al., 2017), células do 

câncer de próstata (SORRENTI et al., 2015) e células do câncer de mama 

(WANG et al., 2016). Contrariando esses estudos, nenhum dos extratos 

etanólicos de Rubus spp. foi ativo contra células tumorais PANC-1.  

A recuperação das antocianinas e/ou de outros compostos com 

atividade antitumoral em concentrações abaixo das requeridas para o 

efeito antitumoral, pode ter influenciado na ausência dessa atividade, 

possivelmente porque o método extrativo (etanol acidificado ou não 

acidificado) não envolveu uma extração exaustiva dos frutos. Não se 

descarta também o fato de que extratos vegetais são misturas complexas 

de diversos compostos químicos que reagem e interagem entre si, 

resultando em maior, menor ou até na ausência de efeitos que poderiam 

exercer de forma isolada, desde que presentes na forma e nas 
concentrações ideais. 

Além disso, a polaridade dos solventes  de extração também 

pode influenciar nas características químicas e biológicas dos compostos 

extraídos. De fato, estudos demonstram que compostos com atividade 

antitumoral de outras espécies de amora-preta ou do gênero Rubus podem 
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estar presentes em extratos preparados com solventes mais apolares do 

que o etanol, utilizado em nosso estudo. O extrato metanólico das folhas 

de R. ellipticus foi ativo contra tumores de ratos induzidos com o modelo 

de tumor de ascite do linfoma de Dalton (GEORGE et al, 2015). A fração 

acetato de etila do extrato de framboesa (Rubus idaeus) apresentou 

atividade antitumoral em células metastáticas do câncer de pulmão 

humano (A549) (CHU et al. 2013). Além disso, outros compostos 

fenólicos com atividade antitumoral, cuja presença também foi 

encontrada em espécies do gênero Rubus, podem não ter sido recuperados 

em concentrações adequadas para exercer esta atividade (SUN et al., 

2016; BENDER; ATALAI, 2018).  

De qualquer forma, mesmo que os extratos dos genótipos de 

Rubus spp. aqui estudados não tenham apresentado atividade antitumoral, 

não se pode descartar a hipótese de que possam exercer esse efeito em 

outras linhagens de células tumorais. Por isso, estudos posteriores 

deverão ser realizados a fim de melhor caracterizar o potencial 

antitumoral de Rubus spp.   
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6 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados indicam que as sementes da espécie E. 
involucrata (Cerejeira-do-rio-grande) apresentam maior potencial 

antioxidante do que os frutos, além de exercer potencial antitumoral na 

linhagem celular PANC-1 (células do câncer de pâncreas) quando o 

extrato é preparado a 50C (S50). Os mecanismos estão relacionados ao 

desequilíbrio oxidativo, bem como à indução de apoptose e necrose nas 

células tumorais. Embora sugere-se que esses efeitos estejam 

relacionados ao maior teor de flavonoides encontrado nesse extrato (S50), 

há a necessidade de se identificar através de um estudo mais detalhado, 

os compostos responsáveis por essa atividade. Aliado a esses resultados, 

o conhecimento da composição antociânica dos frutos de E. involucrata 

realizada no presente estudo é importante para o incentivo a estudos 

futuros de avaliação de sua atividade biológica (incluindo a atividade 

antitumoral em outras linhagens celulares), bem como forma de estimular 

o consumo dessa espécie nativa pouco conhecida e subutilizada 

popularmente.  

Quanto à espécie Rubus spp. (amoreira preta), conclui-se que o 

melhoramento genético, o qual é necessário para desenvolver 

características mais adequadas ao cultivo e industrialização dos frutos, 

não impacta necessariamente em uma melhora no conteúdo de compostos 

bioativos, na atividade antioxidante e nem resulta em atividade 

antitumoral dos genótipos estudados. Porém, de uma forma geral, a 

acidificação favorece a extração de antocianinas e a atividade 

antioxidante sequestrante de DPPH em diferentes genótipos de amora-

preta. Considerando que os frutos de Rubus spp. são ricos em antocianinas 

e em outros compostos com propriedades funcionais, há necessidade de 

mais estudos envolvidos na elucidação do potencial biológico desses 

genótipos comumente incluídos em programas de melhoramento 

genético.   

Além disso, em conjunto, nossos dados indicam a importância 

de se avaliar diferentes condições de extração de compostos fenólicos em 

frutas vermelhas, a fim de otimizar a recuperação do teor desses 

compostos bioativos, bem como a atividade por eles desempenhadas.  
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APÊNDICE A – Perfil de compostos antociânicos de E. involucrata.. 

Detecção – PDA (520 nm) 

 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 
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APÊNDICE B – Espectro UV/Vis da antocianina majoritária dos 

frutos de E. involucrata - Cianidina-3-O-glicosídeo. 

 

 

 
 
Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 
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APÊNDICE C – Espectro demonstrando a fragmentação da 

cianidina-3-O-glicosídeo, ou seja, perdendo 162 daltons resultante 

da perda de glicose com a consequente detecção da aglicona livre 

(m/z 287). 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 
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APÊNDICE D – Detecção por espectrometria de massas - 

Cromatograma dos íons extraídos dos extratos dos frutos de E. 

involucrata (P26 e P50). 

 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 


