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RESUMO 

 

O câncer cervical é um importante problema de saúde pública, sendo a quarta 

causa de óbito em mulheres no Brasil e terceiro tumor mais comum no estado do 

Maranhão, tendo opções terapêuticas de eficácia limitada e com efeitos colaterais 

significativos. Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii são espécies vegetais 

encontradas na Amazônia maranhense, ricas, respectivamente, em polifenóis e 

alcaloides indólicos, classes de compostos com reconhecidas atividades 

antineoplásicas. A semente de açaí corresponde à maior parte do fruto e representa 

um produto de descarte, com impacto ambiental significativo. Além disso, estudos 

prévios evidenciam efeito antitumoral dos componentes da semente, superior às 

demais partes do fruto. Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos antitumorais 

dos extratos de semente de E. oleracea e casca de caule de G. vellosii em linhagens 

celulares de câncer cervical. O extrato hidroalcoólico da semente de E. oleracea foi 

preparado a partir dos frutos coletados nos municípios de Axixá, Morros, São Luís e 

Presidente Juscelino. Após remoção da polpa, trituração das sementes e percolação 

hidroalcóolica, foi realizada rotavaporação e liofilização. A caracterização química foi 

feita por cromatografia líquida de alta eficiência, seguida por espectrometria de 

massas. Testou-se também o extrato etanólico de casca de caule de G. vellosii 

previamente preparado e caracterizado quimicamente. Os extratos foram testados em 

linhagens celulares de câncer cervical (HeLa e SiHa) e de fibroblasto pulmonar 

humano normal (GM), a fim de observar as alterações na viabilidade e morfologia 

celulares e compará-las aos efeitos provocados pela gencitabina. Através da 

caracterização química, verificou-se que o extrato de semente de E. oleracea contém 

catequinas e procianidinas como seus componentes predominantes. Esse extrato 

mostrou redução na viabilidade celular de SiHa e HeLa na concentração 120µg/ml, 

além de induzir alterações morfológicas discretas. O extrato de G. vellosii mostrou 

grande potencial em reduzir a viabilidade celular de maneira tempo e concentração 

dependente em todas as linhagens celulares, com IC50 de 25.46 ± 2.18 e 53.08 ± 2.45 

µg/mL para HeLa e SiHa, respectivamente. A morfologia de dessas células foi 

significativamente afetada pela presença do extrato, com redução da área celular. O 

extrato de casca do caule de G. vellosii evidenciou potencial antineoplásico mais 

promissor, com maior citotoxicidade e maior sensibilidade da linhagem tumoral 
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relacionada ao HPV-18 (HeLa) a baixas concentrações, quando comparada a 

linhagem de células normais. Além disso, foi capaz de reduzir significativamente a 

formação de colônias de células tumorais após o tratamento. Verificou-se ainda efeito 

antitumoral favorável na associação dos extratos de E. oleracea e G. vellosii entre si 

e com a gencitabina, com aumento da citotoxicidade em células tumorais, sem reduzir 

significativamente a viabilidade das células normais testadas. Uma das principais 

inovações deste trabalho é o potencial dos extratos como adjuvantes no tratamento 

antineoplásico. 

 

Palavras-chave: Câncer cervical; Papilomavírus humano; Polifenóis; Alcaloides; 

Agentes antineoplásicos. 
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ABSTRACT 

 

Cervical cancer is an important public health problem, being the fourth cause of death 

in women in Brazil and the third most common tumor in the state of Maranhão, with 

therapeutic options of limited effectiveness and with significant side effects. Euterpe 

oleracea and Geissospermum vellosii are plant species found in the Maranhão 

Amazon, rich, respectively, in polyphenols and indole alkaloids, classes of compounds 

with recognized antineoplastic activities. The açaí seed corresponds to most of the fruit 

and represents a waste product, with a significant environmental impact. In addition, 

previous studies show an antitumor effect of the components of the seed, superior to 

the other parts of the fruit. This work aimed to evaluate the antitumor effects of E. 

oleracea seed and G. vellosii stem bark extracts on cervical cancer cell lines. The 

hydroalcoholic extract of the seed of E. oleracea was prepared from the fruits collected 

in the municipalities of Axixá, Morros, São Luís and Presidente Juscelino. After 

removing the pulp, crushing the seeds and hydroalcoholic percolation, rotavaporation 

and lyophilization were performed. Chemical characterization was performed by high 

performance liquid chromatography, followed by mass spectrometry. The ethanolic 

extract of the stem bark of G. vellosii previously prepared and chemically characterized 

was also tested. The extracts were tested on cervical cancer cell lines (HeLa and SiHa) 

and normal human lung fibroblast (GM) in order to observe changes in cell viability and 

morphology and compare them to the effects caused by gemcitabine. Through 

chemical characterization, it was found that E. oleracea seed extract contains 

catechins and procyanidins as its predominant components. This extract showed a 

reduction in cell viability of SiHa and HeLa at a concentration of 120µg/ml, in addition 

to inducing discrete morphological changes. The G. vellosii extract showed great 

potential to reduce cell viability in a time and concentration dependent manner in all 

cell lines, with IC50 of 25.46 ± 2.18 and 53.08 ± 2.45 µg/mL for HeLa and SiHa, 

respectively. The morphology of these cells was significantly affected by the presence 

of the extract, with a reduction in cell area. The stem bark extract of G. vellosii showed 

more promising antineoplastic potential, with greater cytotoxicity and greater sensitivity 

of the tumor lineage related to HPV-18 (HeLa) at low concentrations, when compared 

to the normal cell line. Furthermore, it was able to significantly reduce the formation of 

tumor cell colonies after treatment. There was also a favorable antitumor effect in the 
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association of extracts of E. oleracea and G. vellosii among themselves and with 

gemcitabine, with increased cytotoxicity in tumor cells, without significantly reducing 

the viability of normal cells tested. One of the main innovations of this work is the 

potential of extracts as adjuvants in antineoplastic treatment. 

 

Key-words: Cervical cancer; Human papillomavirus; Polyphenols; Alkaloids; 

Antineoplastic Agents. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Câncer é um termo genérico para definir distúrbios caracterizados pelo 

crescimento descontrolado de células malignas, com potencial para invadir tecidos e 

órgãos vizinhos e levar a metástases (OPAS, 2018; Sung et al, 2021). Os cânceres 

causam uma em cada seis mortes mundialmente, mais que AIDS, tuberculose e 

malária juntos (American Cancer Society, 2018). Representam o principal problema 

de saúde pública no mundo, sendo esperado que se tornem a principal causa de óbito 

e maior barreira para aumento da expectativa de vida em todos os países (Bray et al, 

2018; Sung et al, 2021; Siegel, Miller, Wagle, 2023). 

O câncer de colo de útero, também chamado de câncer cervical (CaC), é um 

importante problema de saúde pública, sendo a terceira neoplasia mais frequente e 

quarta causa de óbito em mulheres no Brasil. Tem estimativa de 17.010 casos novos 

para o triênio de 2023 a 2025, correspondendo a 15,38 casos para cada 100 mil 

mulheres (INCA, 2022). O Maranhão é o segundo estado da Federação com maior 

número de casos de câncer cervical, com estimativa de 800 casos novos para o ano 

de 2023 (21,13 casos para cada 100 000 habitantes) (INCA, 2022).  

A infecção pelo papilomavírus humano (HPV), sintomática ou assintomática é 

considerada causa necessária para o CaC (Wild, Weiderpass, Stewart, 2020; 

Okunade, 2021). A incidência desse câncer está relacionada à exposição aos fatores 

de risco, eficiência dos programas de rastreamento e, mais recentemente, cobertura 

vacinal contra o HPV (Feitosa, Almeida, 2007; Lei et al, 2020).  

As principais modalidades terapêuticas para essa neoplasia são histerectomia 

radical do tumor, quimioterapia contendo cisplatina ou carboplatina, braquiterapia da 

cavidade uterina ou radioterapia de intensidade modulada, usadas dependendo do 

estadiamento do tumor (Koh et al, 2019). Todas essas modalidades têm eficácia 

limitada e efeitos colaterais significativos, como menopausa precoce, infertilidade, 

redução do prazer sexual, linfedema, neuropatia periférica e complicações 

específicas, dependendo da modalidade empregada (Nunes de Arruda et al, 2020). 

A grande diversidade vegetal do Brasil representa importante potencial 

farmacológico, uma vez que as plantas possuem compostos com propriedades 

bioativas que podem ser usadas como medicamentos (Godswill, 2019). Os 
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fitoquímicos são compostos presentes nos alimentos derivados de plantas, com 

atividades antioxidante, antiproliferativa, antiangiogênica e antiestrogênica, podendo 

bloquear ou reverter etapas da carcinogênese (Seeram, 2008; Koche, Shirsat, 

Kawale, 2016).  

Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii são espécies brasileiras, 

encontradas na Amazônia maranhense, que vêm despertando interesse científico na 

pesquisa de tratamentos antineoplásicos (Silva et al, 2014; Alessandra-Perini, 2018; 

Silva et al, 2021; Silva et al, 2022; Li et al, 2019). A E. oleracea é rica em polifenóis e 

o G. vellosii, em alcaloides indólicos, classes de compostos com reconhecidas 

atividades antineoplásicas (Silva et al, 2021; Lima et al, 2009; Lima et al, 2016; Lima 

et al, 2020; Li et al, 2019). 

Diante do conhecimento acerca dos fitoquímicos presentes na E. oleracea e no 

G. vellosii e suas potenciais propriedades antitumorais, este trabalho teve por objetivo 

avaliar os efeitos dos extratos dessas plantas sobre linhagens celulares de câncer 

cervical relacionadas ao HPV e compará-los aos efeitos em células normais, bem 

como com os efeitos da gencitabina, um quimioterápico já utilizado clinicamente. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral:  

Avaliar os efeitos antitumorais dos extratos de semente de Euterpe oleracea e 

casca de caule de Geissospermum vellosii em linhagens celulares de câncer cervical 

(HeLa e SiHa). 

 

2.2. Objetivos específicos:  

▪ Obter e caracterizar quimicamente os extratos hidroalcóolicos de sementes de 

açaí procedentes dos municípios maranhenses de São Luís, Axixá, Morros e 

Presidente Juscelino;  

▪ Analisar a viabilidade, morfologia e mecanismos de morte celular das linhagens 

celulares após tratamento com os extratos da semente E. oleracea e casca de 

caule de G. vellosii em diferentes concentrações;  

▪ Comparar os efeitos dos extratos e da gencitabina – quimioterápico de uso clínico 

– em células tumorais de câncer cervical e normais de fibroblasto de pulmão; 

▪ Avaliar os efeitos de combinações dos extratos à gencitabina e entre si. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Neoplasia de colo de útero 

3.1.1. Epidemiologia do câncer cervical 

Em 2020 foram diagnosticados aproximadamente 19,3 milhões de novos casos 

de câncer no mundo, com mortalidade global de 10 milhões (Sung et al, 2021). A 

incidência do câncer vem aumentando globalmente, associada ao envelhecimento, 

crescimento populacional e prevalência dos fatores de risco, especialmente dos casos 

associados ao desenvolvimento socioeconômico (INCA, 2022). 

Os cânceres mais incidentes no mundo são, respectivamente, de mama 

feminino, pulmão, próstata, pele não melanoma e colorretal (Figura 1) (Sung et al, 

2021; Siegel, Miller, Wagle, 2023). No Brasil os mais incidentes são: mama feminina, 

próstata, colorretal e pulmão. O câncer de colo de útero é o terceiro mais comum em 

mulheres, representando 7,4% dos casos novos de neoplasia no país (INCA, 2019). 

Figura 1: Distribuição dos casos e mortes dos dez cânceres mais comuns em 2020 em ambos os 
sexos. 
Extraída de: GLOBOCAN, 2020. 
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O câncer cervical ocorre predominantemente em países em desenvolvimento, 

com falta de recursos (Cohen et al, 2019). No Brasil, ocupa lugar de destaque nas 

regiões Norte e Nordeste, onde é a segunda neoplasia mais incidente, havendo 

equivalência entre os casos novos de neoplasia cervical e mama na região Norte 

(INCA, 2019; INCA, 2022). No estado do Maranhão também é o terceiro câncer mais 

comum, sendo estimados 800 casos novos para o ano de 2023 (INCA, 2022). 

 

 

 

 

 

 

3.1.2. Fatores de risco e prevenção do câncer cervical 

O principal fator de risco, considerado essencial para o desenvolvimento dessa 

neoplasia, é a infecção por alguns tipos de papilomavírus humanos (Schiffman et al, 

2016; Wild, Weiderpass, Stewart, 2020). Essas infecções levam a alterações no 

epitélio da cérvice uterina, que podem evoluir para câncer (INCA, 2019). Entretanto, 

cerca de 5% desses cânceres não estão relacionados ao HPV, especialmente 

adenocarcinomas (Cancer Genome, 2017). Os HPV 16 e 18 são considerados os de 

maior oncogenicidade (Zeferino et al, 2018). 

Outros fatores de risco para essa neoplasia são início precoce da vida sexual, 

promiscuidade, história de infecções sexualmente transmissíveis, tabagismo, uso 

prolongado de anticoncepcionais, obesidade, desnutrição e imunossupressão (INCA, 

2019; Momenimovahed, Salehiniya, 2017). Cita-se ainda o número de gestações 

completas como fator de risco independente para o HPV e câncer cervical (Okunade, 

2021). 

Tabela 1: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2023 
por sexo, exceto pele não melanoma. 
Extraída de: Estimativa 2023, INCA. 
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A prevenção do CaC está relacionada à redução do contágio por HPV, como 

redução das parcerias sexuais e uso de preservativo (INCA, 2019). Além disso, é 

recomendada a realização do exame citopatológico de colo uterino (Papanicolaou) 

para as mulheres em idade sexual, conforme preconizado pela OMS (Feitosa, 

Almeida, 2007). Outro recurso com importante papel na prevenção dessa neoplasia é 

a vacinação em massa, antes do início da vida sexual, capaz de reduzir 

substancialmente o risco de apresentações invasivas (Lei et al, 2020). 

 

3.1.3. Métodos diagnósticos 

A abordagem das pacientes deve ter início com a sua história clínica e sexual. 

Nos estágios mais precoces, a doença costuma ser assintomática, mas nos estágios 

avançados, as pacientes podem apresentar sangramento intermenstrual e/ou 

associado ao coito, edema de membros, dor em flancos ou ciática (Cohen et al, 2019). 

O ponto-chave para diagnóstico é a identificação das lesões cervicais escamosas 

precursoras, através do exame citológico, coletado através de exame especular, 

indicado para mulheres entre 25 e 60 anos, após início da atividade sexual (Brasil, 

2011). 

É possível ainda realizar testes primários para identificação do HPV, os quais 

têm se tornado mais populares, especialmente em mulheres mais jovens (Rerucha, 

Caro, Wheeler, 2018; CDC, 2021). Caso o teste seja positivo, pode-se realizar o 

exame citológico para avaliar a severidade das alterações a nível celular (ACS, 2021). 

Citologia oncótica anormal ou teste positivo para HPV de alto risco devem conduzir à 

colposcopia e biópsia ou procedimentos excisionais, como a conização (Marth et al, 

2017). 

 

3.1.4. Tratamento e seguimento 

A indicação da terapia ideal para o câncer cervical deve levar em consideração 

os dados da biópsia, história clínica da paciente, desejo de ter filhos etc. (FDA, 2022). 

As opções terapêuticas são, primariamente, através de cirurgia ou radio-quimioterapia 

(Bhatla et al, 2021). 
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Em estágios mais iniciais, podem-se adotar modalidades cirúrgicas 

preservadoras de fertilidade, como a conização e a traquelectomia (NCCN, 2019). Na 

conização retira-se preferencialmente uma peça inteira do colo uterino, com formato 

de cone; nos estágios iniciais da doença, pode ser considerada curativa (WHO, 2021). 

Na traquelectomia, por sua vez, remove-se apenas a cérvice uterina, com preservação 

do corpo uterino (Figura 2), podendo ser realizada pelas vias abdominal ou vaginal 

abertas ou por abordagens minimamente invasivas (NCCN, 2019; Bhatla et al, 2021). 

Em estágios avançados, não é possível a preservação da fertilidade, sendo 

necessária a realização da histerectomia, que pode ser realizada de maneira “simples” 

ou extrafascial ou histerectomia radical modificada, com remoção de linfonodos 

pélvicos, preferencialmente por abordagem aberta (Bhatla et al, 2021; NCCN, 2019; 

Bogani et al, 2022). Na histerectomia ampliada, remove-se o útero, terço superior da 

vagina, paramétrios e parte do paracolpo, juntamente com a dissecção linfonodal 

(Bhatla et al, 2021). A linfadenectomia pélvica deve ser sempre realizada, devido ao 

risco de envolvimento linfonodal (van Meurs, 2009). 

Algumas complicações e efeitos relacionados à terapia cirúrgica do câncer 

cervical são: sangramentos, lesões dos órgãos adjacentes ao sítio cirúrgico, risco de 

trombose venosa profunda etc. (Broutet et al, 2014; Lee et al, 2020). 

Além das modalidades cirúrgicas, pode-se optar pela radioterapia (RT) de 

feixes externos associada à braquiterapia (na qual implantam-se sementes 

Figura 2: Representação do procedimento de traquelectomia, por meio do qual é feita a remoção da 
cérvice uterina.  
Extraída de: American Cancer Society, 2021. 
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radioativas). Esse esquema pode ser feito isolado ou associado (quimio-radioterapia) 

à quimioterapia (QT) baseada em platina (NCCN, 2019). A RT pode induzir 

menopausa precoce, infertilidade, desconforto e dor no intercurso sexual etc. (Broutet 

et al, 2014; Lee et al, 2020). 

Embora a base dos esquemas quimioterápicos seja a cisplatina, o uso da droga 

traz preocupações no que diz respeito a seus extremos efeitos adversos e 

desenvolvimento de resistência pelo tumor – sendo este último o principal obstáculo 

para seu uso (Bhatla et al, 2021). A cisplatina tem efeito antitumoral por meio da 

ligação e lesão do material genético celular, evitando o desenvolvimento e proliferação 

das células cancerígenas; os mecanismos de resistência tumoral à droga são 

múltiplos, o que dificulta sua resolução (Bhattacharjee, 2022). Algumas estratégias 

aventadas para suplantar a indução de resistência do quimioterápico são a terapia 

fotodinâmica, combinação com outras drogas e compostos naturais, entre outras 

(Galluzzi et al, 2012). 

Pacientes que não podem receber os esquemas de QT com platina, podem 

receber esquemas baseados em 5-fluoruracil (Kim et al, 2008). Convém lembrar que, 

além da resistência às drogas, os efeitos adversos da quimioterapia não afetam 

apenas as células malignas, mas também células de todo o corpo, com alto potencial 

de replicação (Broutet et al, 2014; Lee et al, 2020). 

O seguimento pós-tratamento deve ser feito inicialmente a cada dois ou três 

meses e, posteriormente, em intervalos mais longos. Devem ser pesquisadas e 

tratadas complicações de natureza psicossexual e sinais de recidiva de doença 

(Bhatla et al, 2021). 

Tendo em vista as limitações das estratégias terapêuticas atuais do câncer 

cervical, índice de recidiva, bem como grande perfil de complicações, tem-se buscado 

descobrir novos potenciais tratamentos para essa neoplasia, a partir de produtos 

naturais (Park et al, 2021). Alguns desses produtos podem ser utilizados isoladamente 

ou combinados com medicamentos quimioterápicos (Momtazi-Borojeni et al, 2018; 

Nasreen et al, 2018). Em uma revisão de literatura realizada por Park e colaboradores 

(2021), os autores citam ao todo sessenta e quatro produtos naturais com potencial 

efeito sobre o câncer cervical. 

 



25 
 

3.2. Produtos naturais como agentes terapêuticos para o câncer 

Historicamente, os produtos naturais desempenham papel de destaque na 

descoberta de medicamentos, especialmente para tratamento de infecções e 

neoplasias (Harvey, Edrada-Ebel, Quinn, 2015). O uso da medicina natural tem 

aumentado em países desenvolvidos como terapia complementar e chega a 80% no 

continente africano, que depende primordialmente de plantas para os cuidados 

primários de saúde (OMS, 2017). Mais de um quarto dos novos fármacos, dentre eles 

as drogas anticâncer, aprovados entre 1981 e 2019 são derivadas de produtos 

naturais (Newman, Cragg, 2020). 

A utilização desses produtos, especialmente de origem vegetal, tem sido 

comum com finalidade terapêutica (Tabela 2). O uso de chás tem sido associado a 

vários benefícios à saúde, como prevenção de neoplasias, doenças crônicas e 

neurodegenerativas, envelhecimento da pele, fraturas etc. (Yang et al, 2009). 

Múltiplos mecanismos de ação têm sido propostos para explicar os efeitos 

quimiopreventivos desses produtos (Dou, 2019). 

Tabela 2: Ocorrência e papel das principais classes de fitoquímicos 

Classe de 

fitoquímico 

Ocorrência como 

produto natural (%) 

Função na saúde 

Fenólicos 45 Antioxidantes, antineoplásicos, citotóxicos, 

antimicrobianos e vasodilatadores 

Terpenoides 

e esteroides 

27 Antimicrobianos, desintoxicantes, 

fortificantes, antirreumáticos, antimaláricos, 

Hepatoprotetores 

Alcaloides 18 Neurofármacos, antineoplásicos, sedativos, 

antimicrobianos, inseticidas 

Outros 

químicos 

10 Anti-inflamatório, imunoestimulante 

Embora não haja uma classificação exata para os fitoquímicos, esses 

compostos são, classicamente, divididos em metabólitos primários (açúcares, 

aminoácidos, proteínas, ácidos nucleicos e clorofilas) e metabólitos secundários 

(fenólicos, terpenoides, esteroides vegetais, alcaloides, etc.) (Koche, Shirsat, Kawale, 

2016). Grande parte das substâncias de interesse farmacêutico são provenientes de 

metabólitos secundários, produzidos pelas plantas para regulação, balanceamento e 

Extraída de: Koche, Shirsat, Kawale, 2016. An overerview of major classes of phytochemicals: their 
types and role in disease prevention. 
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adaptação ao ambiente, fatores físicos e químicos e proteção contra patógenos e 

predatores (Valli, Russo, Bolzani, 2018). 

Com o desenvolvimento da indústria farmacêutica e de técnicas mais modernas 

para síntese laboratorial de compostos bioativos, muitos cientistas têm se referido ao 

uso de produtos naturais como de mero interesse histórico (Cote et al, 2015; Cheng 

et al, 2016). Entretanto, são cada vez mais emergentes os estudos que demonstram 

efeito sinérgico desses produtos com quimioterápicos modernos, ajudando a reduzir 

a indução de resistência e intensificando os efeitos dos fármacos antineoplásicos 

(Cote et al, 2015; Pearson et al, 2017). 

Tendo em vista o grande número de espécies vegetais do planeta e inúmeros 

padrões capazes de produzir extraordinária diversidade química, a biodiversidade em 

ambientes tropicais e equatoriais oferece potencial particularmente grande para 

descoberta de compostos ativos que podem ser usados como modelos na química 

medicinal e descoberta de fármacos (Bolzani et al. 2012). Portanto, é evidente que os 

produtos naturais continuam a desempenhar um papel altamente significativo no 

desenvolvimento de novas drogas (Newman, Cragg, 2020). 

 

3.2.1. Euterpe oleracea 

O açaí é um fruto de cor roxa-escura, oriundo do açaizeiro (Euterpe oleracea 

Mart.), árvore típica da Amazônia Brasileira e um dos mais importantes produtos do 

extrativismo nacional. O Brasil é um dos grandes produtores de açaí, principalmente 

nos estados do Pará, Amazonas, Maranhão, Acre, Amapá e Rondônia (CONAB, 

2019).  

É considerado uma “super fruta”, dado seu elevado valor energético e 

nutricional, sendo alimento básico na dieta da população ribeirinha do Rio Amazonas 

(EMBRAPA, 2006). Possui constituintes com importantes propriedades nutricionais e 

terapêuticas, o que aumenta sua cadeia global de valor, movimentando um mercado 

global de cifras bastante expressivas (Neves, 2015).  

A demanda por açaí tem aumentado nos mercados nacional e internacional, 

para diferentes consumos, devido principalmente ao seu grande valor nutricional e 

propriedades medicinais (Rogez, 2000). É considerado um fruto quimiopreventivo, 

pela sua capacidade de reduzir a formação de oxigênio e espécies reativas de 

nitrogênio (Kang et al, 2011). 
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O elevado teor de ácidos graxos insaturados torna o fruto atraente para o 

mercado dos chamados alimentos funcionais – definidos como aqueles que possuem 

compostos ativos com comprovado benefício na prevenção e tratamento de doenças 

crônicas (Martirosyan, Singh, 2015). O uso de matérias primas ricas em ácidos graxos 

mono e poli-insaturados é de grande interesse para as indústrias de alimentos e 

bebidas que buscam alternativas para a elaboração de produtos mais saudáveis 

(Nascimento et al, 2008). 

Destaca-se ainda o elevado teor de polifenóis da classe dos flavonoides, com 

destaque para as antocianinas (Figura 3) (Lima et al, 2012). Esses compostos têm 

propriedades antioxidantes e estão associados à prevenção de doenças crônicas, 

como diabetes, obesidade, doenças cardiovasculares, câncer e doenças 

neurodegenerativas (Ramos, Herrera, Moya-León, 2014). 

 

Embora o produto final de interesse após o beneficiamento do fruto seja a 

polpa, esta corresponde a apenas 15% de sua massa total. Os 85% restantes, 

referentes a caroço e fibras, normalmente são descartados como “rejeito orgânico”, 

Figura 3: Flavonoides e antocianinas presentes nos extratos de E. oleracea. 
Adaptada de: Silva et al, 2021. 
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sem destinação econômica adequada. A polpa de açaí é rica em água (cerca de 85% 

de sua composição), lipídeos (7,2%) e proteínas (2,8%) (Tinoco, 2005).   

Apesar de a semente ser formada predominantemente por ligninas e celulose, 

substâncias biodegradáveis, os resíduos do açaí representam um importante 

problema ambiental (Rodrigues et al., 2006). As regiões Norte e Nordeste – de maior 

produção no Brasil – geram grande quantidade de resíduos, em sua maioria 

depositados irregularmente no meio ambiente, podendo tornar-se poluentes de 

mananciais e reduzindo os níveis de oxigênio dissolvido na água, ou em muitas 

cidades são jogados em vias públicas (Maranho, Paiva, 2012).  

Apesar de os chás verde e preto possuírem quantidades maiores de polifenóis 

que os encontrados no extrato de semente de E. oleracea, o maior valor da 

identificação e potencial isolamento desses compostos está na possibilidade de 

aproveitamento do caroço – um subproduto, habitualmente descartado – para a 

obtenção de fármacos bioativos (Khan, Mukhtar, 2007; Maranho, Paiva, 2012). 

Portanto, o aproveitamento desses resíduos, além de aplicabilidade por seu potencial 

farmacológico, ajudaria a resolver o problema da quantidade de resíduos lançados no 

meio (FAO, 2021). 

Ainda há poucos estudos avaliando a atividade biológica dos compostos 

presentes na semente de açaí. Em diferentes modelos animais experimentais in vivo, 

extratos hidroalcoólicos do caroço têm apresentado efeitos anti-hipertensivo, 

antioxidante, anti-inflamatório, redutor da lipogênese, hipolipidêmico e vasodilatador 

(Silva et al, 2018; Oliveira et al, 2015; Rocha et al, 2007).  

Estudos in vitro dos extratos hidroalcóolicos têm demonstrado atividades 

antioxidantes (inibição da peroxidação lipídica e atividade sequestradora relevante 

contra radicais peroxil, peroxinitrito e hidroxila), reversão do estresse oxidativo 

induzido por água oxigenada; atividades citotóxicas em linhagens celulares malignas 

de tumores humanos, como os de mama (MCF-7), pulmão (A549 e NCI-H460), e 

fígado (HepG2) (Martinez et al, 2018; Rodrigues et al, 2006; Soares et al, 2017; Silva 

et al, 2014; Barros et al, 2015). 

Deste modo, o extrato de semente de Euterpe oleracea pode representar um 

produto natural com atividade promissora contra diversas doenças, além de ajudar a 

reduzir o impacto ambiental causado pelo descarte inadequado desse produto no 

meio.  
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3.2.2. Geissospermum vellosii 

O pau pereira (Geissospermum vellosii – também referido na literatura científica 

como Geissospermum leave ou Tabernaemontana laevis) é uma árvore encontrada 

na Bahia, Minas Gerais, Espírito Santo e Rio de Janeiro (Pio Corrêa, 1984). Sua 

casca, de sabor amargo, é usada na medicina popular desde os tempos coloniais com 

diversas finalidades (Almeida et al, 2009). 

O uso medicinal do G. vellosii para tratamento de febres, dores, doenças 

hepáticas, dispepsia, tonturas, malária, constipação etc. aguçou o interesse científico, 

de modo que foi a primeira espécie do gênero a ter sua composição química 

detalhadamente estudada (Camargo et al, 2013). As principais formas de uso popular 

são através de banhos ou chás preparados com as cascas da planta (Almeida et al, 

2009). 

O caule do pau pereira é rico em alcaloides indólicos, com intensa atividade 

anticolinesterásica (Lima et al, 2009; Lima et al, 2016). Os alcaloides indólicos são 

conhecidos por suas atividades farmacológicas, como antimicrobiana e especialmente 

antitumoral, ocupando lugar de destaque na síntese de fármacos e compostos 

bioativos (Luo et al, 2022). Os principais alcaloides isolados foram geissosquizolina, 

geissosquizona, geissospermina e 3’,4’,5’,6’-tetrahidrogeissospermina, uma base 

anidrônio de geissospermina (Figura 4) (Lima et al, 2009; Lima et al, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudos em modelos animais têm evidenciado melhora de memória, inflamação 

e dor após o tratamento com o extrato de caule de pau pereira (Lima et al, 2009; Lima 

et al, 2016). Os efeitos antineoplásicos de componentes do extrato do caule foram 

Figura 4: Alcaloides do Geissospermum vellosii. 
Extraída de: Lima et al, 2020. 
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verificados e caracterizados por variados mecanismos no glioblastoma, câncer 

colorretal, de pâncreas, de ovários, entre outros (Beljanksi et al, 1993; Li et al, 2019; 

Dong, Chen, Che, 2018; Chen, Dong, Chen, 2022).  

Uma vez que grande parte dos componentes químicos da planta já foram 

caracterizados e isolados, o uso do extrato de caule de G. vellosii pode ajudar a 

identificar novos alvos moleculares para tratamento do câncer cervical. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Preparo e caracterização do extrato hidroalcoólico de semente de 

Euterpe oleracea 

4.1.1. Coleta e acondicionamento dos frutos 

Foram coletados frutos nativos em quatro 

municípios maranhenses (Figura 5): São Luís (2º 31’ 48” 

S, 44º 18’ 10” W), Axixá (2º 50’ 13” S, 44º 3’ 10” W), Morros 

(2º 51’ 50” S, 44º 2’ 20” W) e Presidente Juscelino (2º 55’ 

40” S, 44º 3’ 54” W) (IBGE, 2010). A coleta foi realizada no 

mês de outubro de 2019 e 2020; escolheu-se como horário 

de coleta as primeiras horas da manhã, uma vez que 

nesses horários as temperaturas do ambiente estão mais 

amenas, trazendo maior conforto aos coletadores. Após a 

coleta, os frutos foram acondicionados em refrigeração a    

-20ºC até o uso para preparo dos extratos. 

Além dos frutos, coletaram-se também folhas e flores, para confecção das 

exsicatas. O exemplar utilizado foi identificado, com amostra depositada no Herbário 

Rosa Mochel do Núcleo de Estudos Biológicos da Universidade Estadual do 

Maranhão (UEMA), sob laudo de número 30, conclusivo para Euterpe oleracea Mart., 

conforme as características da taxonomia. 

 

4.1.2. Obtenção do extrato hidroalcóolico de E. oleracea 

O descongelamento ocorreu à temperatura ambiente (em torno de 37º C). Em 

seguida os frutos foram higienizados com solução de hipoclorito e água destilada. 

Utilizou-se 1500g de fruto de cada município para preparação dos extratos. Após a 

pesagem, eram submetidos ao processo de despolpamento em amassadeira elétrica 

e, em seguida, lavagem adicional em água destilada.  

Após o despolpamento e lavagem, as sementes foram mantidas em estufa à 

temperatura de 40ºC por 48h, para secagem. Após esse período, foram conservadas 

à temperatura de 30ºC, a fim de mimetizar a temperatura ambiente na região durante 

Figura 5: Municípios 
maranhenses em que se deu 
a coleta dos frutos de açaí 
para preparo dos extratos. 
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a época em que o experimento foi realizado, porém, protegendo-os de oscilações de 

temperatura e excesso de umidade, também frequentes durante o período. As 

sementes foram submetidas a remoção manual das fibras, seguida de trituração em 

triturador manual, para obtenção de pó. O rendimento médio do pó triturado das 

amostras de cada um dos municípios foi em torno de um terço da massa inicial de 

frutos. 

As amostras foram acondicionadas em frascos âmbar, com proteção contra 

exposição à luz e protegidas de umidade e encaminhadas ao Laboratório de Química 

de Produtos Naturais (LQPN)/UFMA, para realização das etapas subsequentes de 

preparação dos extratos hidroalcoólicos. 

A extração se deu por percolação hidroalcóolica, por ser um método clássico 

para extração de flavonoides – compostos sabidamente presentes nos extratos de E. 

oleracea; macerar o material vegetal e utilizar etanol como solvente garante grande 

eficiência de extração (Tzanova et al, 2020; Echeverry et al, 2018). O método garante 

também maior rendimento que outros métodos como decocção e infusão, por ser um 

método de extração mais exaustiva (Chanda, Kaneria, 2012). A cada amostra foi 

adicionado álcool 70% em quantidade suficiente para cobrir todo o pó. Inicialmente o 

álcool foi misturado à amostra, até homogeneização da mistura. Em seguida, deixado 

em repouso por uma hora, coberto com papel alumínio, para fotoproteção. 

A mistura foi colocada em percolador forrado com filtro de papel Whatman nº 

1, com poros de 0,8 mm de diâmetro; o extrato hidroalcoólico produzido no processo 

era coletado em um béquer coberto por papel alumínio ou em frasco de cor âmbar, a 

fim de proteger a mistura da interação com a luz. O processo de percolação 

hidroalcóolica foi realizado durante 21 dias, até esgotamento da extração, identificado 

Figura 6: Registro do aspecto do extrato obtido por percolação, do 1º ao 21º dia. Observa-se 
mudança de coloração no líquido que sai do percolador; o processo visa extrair o máximo de 
produtos do material percolado. 
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pela alteração no aspecto macroscópico do extrato, quando o mesmo passava à 

coloração clara (Figura 6). A conservação dos filtrados até o final do processo de 

percolação era feita nos frascos âmbar, sob refrigeração, a cerca de 5ºC. 

Os extratos foram submetidos a rotaevaporação, a fim de remover o álcool, 

obtendo-se um extrato aquoso. Durante o processo, a mistura era aquecida até a 

temperatura máxima de 40 ºC, obtendo-se uma mistura viscosa escura, conservada 

sob refrigeração a -20 ºC até a próxima etapa de preparo do extrato. 

Para remoção da água presente na mistura, foi realizada a liofilização, última 

etapa de preparação do extrato, após a qual obteve-se um extrato em pó (Figura 7). 

Os extratos foram pesados e acondicionados em frascos de vidro com tampa vedante, 

cobertos por duas camadas de papel alumínio intercaladas com 3 camadas de filme 

plástico e acondicionados em ultrafreezer a -80 ºC até a realização das análises 

químicas e testes biológicos nas células.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3. Cromatografia líquida de alta eficiência 

As análises químicas foram realizadas em parceria com o LQPN, sob 

coordenação da professora Dra. Claudia Quintino. Uma amostra de cada um dos 

quatro extratos foi separada para a caracterização química por cromatografia líquida 

de alto desempenho (HPLC). Os extratos foram analisados usando um sistema de 

cromatografia líquida Shimadzu Prominence com duas bombas injetoras automáticas 

Shimadzu LC-20AD. Uma coluna C18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm - 5 μm) foi 

usada nas análises. A fase móvel foi acidificada com água ultrapura e metanol (0,1% 

HCOOH), a uma taxa de fluxo de 1,0 mL / min, com o gradiente de metanol 

Figura 7: Aspecto final do extrato hidroalcoólico de E. oleracea após liofilização. 
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aumentando da seguinte forma: 0% de metanol em 0–5 min; 0%-10% de metanol em 

5-40 min; 10%-14,5% de metanol em 40-45 min; 19%-55% de metanol em 55-60 min. 

O volume de injeção foi de 20,0μL. O aparelho foi acoplado a um espectrômetro 

de massa equipado com ionização por eletrospray e um analisador do tipo ion-trap em 

modo negativo, nas seguintes condições: tensão capilar de 5 kV, capilar temperatura 

325°C, fluxo de gás de arrastamento (N2) 12 L / min, pressão do nebulizador de 

nitrogênio a 10 psi. O intervalo de aquisição foi de 100-1500 m/z, com dois ou mais 

eventos. 

 

4.1.4. Espectrometria de massas 

A espectrometria de massas foi realizada na Central Analítica do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo (USP). O processamento e análise dos dados 

foi feito no Laboratório de Química dos Produtos Naturais/UFMA. Os extratos de 

semente de E. oleracea foram suspensos em 2 mL de metanol (MeOH) para HPLC e 

centrifugados a 13000 rpm por 5 minutos. 100 μL da solução sobrenadante foram 

filtrados a 0,22 μm e diluídos em 900 μL de MeOH para HPLC.  

As amostras foram analisadas usando um espectrômetro de massa LC Agilent 

1200 acoplado ao Agilent iFunnel 6550 Q-ToF LC/MS. A ionização por 

eletropulverização foi operada em modo positivo. A tensão do fragmentador e as 

energias de colisão foram selecionadas seguindo as condições operacionais de 

acordo com cada análise durante as infusões. Até 5 precursores por ciclo foram 

selecionados. Fase estacionaria: coluna Thermo Scientific Accucore C18 2,6 μm, 2,1 

mm x 100 mm. Fase móvel: acetonitrila e ácido fórmico 0,1%. Taxa de fluxo: 0,2 mL 

min-1. Fase orgânica no modo gradiente de 5% a 98% em 10 minutos, mantendo por 

5 min, até 5% em 1,2 min e mantendo por 4,8 min. Tempo total de execução: 21 

minutos. Volume de injeção: 2μL. O software Agilent Mass Hunter foi usado para 

processar os espectros. 

 

4.2. Extrato de Geissospermum vellosii 

Foi utilizado o extrato etanólico da casca de caule do G. vellosii (PP) coletado 

no Horto Jardim Botânico do Rio de Janeiro, gentilmente cedido pela professora 

Josélia Alencar Lima e cujo método de preparo e caracterização química já foram 
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descritos anteriormente pela pesquisadora (Lima et al, 2009; Lima et al, 2016; Lima et 

al, 2020). O extrato em pó foi solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) puro, a partir 

do qual prepararam-se as soluções nas concentrações a serem testadas. 

 

4.3. Aspectos éticos 

Por se tratar de uma pesquisa envolvendo coleta e análise de representantes 

da flora brasileira, este estudo foi submetido e aprovado pelo Sistema Nacional de 

Gestão do Patrimônio Genético (SisGen), com código de cadastro AF1ABAE. 

 

4.4. Linhagens celulares 

4.4.1. Linhagens e condições de cultivo 

Para a avaliação biológica dos extratos, foram utilizadas as linhagens celulares 

imortalizadas de câncer cervical HeLa (relacionada ao HPV 18) e SiHa (relacionada 

ao HPV 16) e como controle linhagem de células normais de fibroblasto pulmonar 

humano GM, todas mantidas para crescimento até 80-90% de confluência. As 

linhagens foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e possuíam certificado 

de identidade e qualidade (INMETRO, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). 

As células foram cultivadas de acordo com o descrito pela ATCC, em meio 

Dulbecco’s modificado (DMEM) (Invitrogen) Low Glucose, suplementado com 

antibióticos: penicilina G (60 mg/L) e estreptomicina (100 mg/L) e soro fetal bovino 

(10%), a 37 °C e 5% de CO2.  

 

4.4.2. Preparo das soluções 

Os extratos foram solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck®), na 

concentração 100mg/ml (soluções estoque), a partir do qual prepararam-se as 

soluções nas concentrações a serem testadas. Para os extratos de E. oleracea e G. 

vellosii prepararam-se as concentrações 5, 10, 20, 40, 60 e 120 µg/ml, diluindo a 

solução estoque em DMEM Low Glucose. A gencitabina (GCTB) foi usada nas 

concentrações 0,00003, 0,0003, 0,003, 0,03, 0,3, 6, e 12 µg/ml. 
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Nas etapas preliminares do estudo verificou-se redução do efeito das soluções 

(dados não mostrados), sendo possível perceber que as soluções perdiam efeito ao 

longo do tempo após a preparação. Essa perda de efeito era mais significativa no 

extrato de semente de E. oleracea e praticamente inexistente no extrato de casca de 

caule de G. vellosii. Entretanto, para fins de padronização e a fim de reduzir a perda 

de efeito das preparações, as soluções preparadas do pó eram utilizadas por até 30 

dias e acondicionadas sob refrigeração; as rediluições das soluções em meio eram 

utilizadas pelo tempo máximo de uma semana. 

 

4.4.3. Ensaio de viabilidade celular 

Após o cultivo, as células foram tripsinizadas, separadas, contadas em câmara 

de Neubauer, plaqueadas em placas de 96 poços, com densidade de inoculação 

1x104 células/poço, num volume de 100µl, e tratadas com extratos de semente de E. 

oleracea, casca de caule de G. vellosii, gencitabina e blendas por 24, 48 e 72h, 

conforme o desenho de placa. Foram incluídos também poços-controle (contendo 

células, porém nos quais não foi colocado qualquer tratamento) e veículo (contendo a 

mesma densidade de células, tratadas com DMSO 0,12%).  

Após o tempo pré-determinado de exposição ao tratamento (24, 48 ou 72h) o 

sobrenadante foi removido e os poços lavados uma vez com 200 µl de tampão fosfato 

salino (PBS). Em seguida, cada poço recebeu 100µl de uma solução de MTT (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 10% diluído em DMEM. 

Após a adição do MTT, as placas foram incubadas por três horas na estufa de 

CO2, protegida da luz. Após esse período, houve descarte do sobrenadante e os 

poços receberam adição de 100µl etanol e foram submetidas a agitação manual para 

eluição dos cristais de formazana. A leitura da absorbância dos cristais foi realizada 

utilizando o leitor de ELISA Epoch®, BioTek Instruments USA, e o software Agilent 

BioTek Gen5, com comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

4.4.4. Morfologia celular 

Para avaliação da morfologia celular, as linhagens HeLa e SiHa foram 

cultivadas em placas de 24 poços, com  densidade de inoculação 2 x 104 células/poço, 
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na presença ou não dos extratos e da gencitabina, por 24, 48 e 72h. Após a adição 

das concentrações de 120 μg/mL do EOSL, IC50 do PP e 0,3 μg/mL de GCTB + IC50 

do G. vellosii às culturas, foram capturadas 3 imagens de cada um dos grupos de 

tratamento, de um experimento independente de cada célula, durante 24, 48 e 72h de 

exposição das células às concentrações.  

As fotografias foram feitas com o auxílio de um microscópio invertido Axio 

Observer Z1 equipado com uma câmera fotográfica Axiocam HRc Ver.3 com objetiva 

de 10 x. As imagens foram adquiridas por meio do software Axiovision Release (Carl 

Zeiss Inc., Alemanha). As análises dos registros fotográficos foram realizadas no 

software Image J (Wayne Rasband National Institute of Health, MA) para avaliação de 

densidade celular, formato, área e perímetro das células. 

 

4.4.5. Ensaio de formação de colônias 

O ensaio clonogênico é um ensaio de sobrevivência baseado na capacidade 

de uma célula isolada crescer e formar uma colônia. Para tanto, após o cultivo, as 

células das linhagens SiHa foram tripsinizadas, separadas, contadas em câmara de 

Neubauer, plaqueadas em placas de 24 poços, com densidade de inoculação de 750 

células/poço, num volume de 500µl de DMEM. Após 24h do plaqueamento, as células 

foram visualizadas ao microscópio para verificar a aderência e tratadas com os 

compostos ou deixados sem tratamento (poços-controle), que permaneceram por 72 

h. Após esse período, foi removido o sobrenadante e os poços lavados com PBS. Os 

cultivos foram mantidos nas condições usuais durante 10 dias, com trocas de meio a 

cada 48-72h. 

Após 10 dias de cultivo, foi descartado o sobrenadante e os poços lavados com 

PBS. As colônias foram fixadas com etanol (200 μL) por 10 minutos, depois tiveram o 

líquido removido e deixadas para secar; em seguida, adicionado 300 μL de solução 

de cristal violeta (0,05% de violeta de cristal e 20% de etanol) por 10 minutos, lavadas 

duas vezes com água destilada. Após captura de imagens no microscópio óptico, 

adicionou-se 500 μL de metanol por 5 minutos, coletou-se 200 μL do eluato e realizou-

se a medida de absorbância usando um espectrofotômetro Epoch®, BioTek 

Instruments (EUA) e o software Agilent BioTek Gen5, com comprimento de onda de 

595 nm. Os experimentos foram realizados em duplicata. 
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4.4.6. Ensaio de morte celular 

 A fim de avaliar os mecanismos de morte celular, foi realizado o ensaio FITC 

Annexin V/Dead Cell Apoptosis (Invitrogen, Massachusetts, EUA), conforme 

recomendações do fabricante. Esse ensaio marca as células com a proteína anexina 

V, que possui propriedades de ligação aos fosfolipídios como a fosfatidilserina, na 

presença dos íons de cálcio, para detectar células apoptóticas e células vivas. 

O ensaio foi realizado nas linhagens tumorais HeLa e SiHa que, após o cultivo, 

foram tripsinizadas, separadas, contadas, plaqueadas em placas de 96 poços, com 

densidade de inoculação 1x104 células/100µl/poço e tratadas durante 72h (tempo de 

maior efeito no MTT) com os extratos, blendas ou GCTB, conforme concentrações 

determinadas nos testes de viabilidade celular. Foram incluídos também poços 

controle negativo e controle positivo (mesma densidade de células, com DMSO 20%). 

Após o tempo pré-determinado de exposição ao tratamento o sobrenadante foi 

removido e os poços lavados uma vez com 300 µl de PBS; as células foram 

dissociadas com tripsina por 5 minutos, seguido pela inativação da tripsina com 

DMEM. Em seguida foi adicionado 1ml de solução de PBS com albumina de soro 

bovino e realizada centrifugação por 5 minutos a 200G, a 5ºC. Novamente descartado 

sobrenadante, realizada ressuspensão com 500 µl de DMEM e deixadas sob 

refrigeração a 4-6ºC. Realizada lavagem com 500 µl de PBS e nova centrifugação por 

5 minutos a 200 G, a 5ºC.  

Em seguida as células foram incubadas com tampão anexina V e de iodeto de 

propídio, em temperatura ambiente, por 15 minutos. Em seguida, foram 

imediatamente analisadas em citômetro de fluxo Guava EasyCyte HT system (Merck, 

Alemanha), com o software GuavaSoft 3.1.1. de acordo com as instruções do 

fabricante. Os dados foram analisados usando o software FlowJo (v. 10) Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

 

4.5. Análise estatística 

Para análise estatística, realizou-se o teste one-way analysis of variance 

(ANOVA), seguido pelos pós-testes de Dunnet ou Tukey’s, de acordo com o tipo de 

análise. As diferenças foram consideradas significativas quando o p < 0,05. Utilizou-

se para a análise o programa GraphPad Prism versão 8.0 para Windows (GraphPad 

Software, San Diego, CA).  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Caracterização química dos extratos hidroalcóolicos de sementes de 

E. oleracea 

A caracterização por HPLC mostrou não haver diferenças químicas entre os 

extratos de semente de E. oleracea de São Luís, Axixá e Morros, sendo considerado, 

portanto, iguais, conforme se vê na figura 8. O extrato das sementes procedentes de 

Presidente Juscelino evidenciou um perfil cromatográfico um pouco diferente 

daqueles dos outros três municípios. Portanto, foram enviados para análise LC-MS 

apenas dois extratos: o de São Luís e o de Presidente Juscelino. 

 

5.1.1. Análise dos extratos hidroalcóolicos das sementes de açaí procedentes 

dos municípios de São Luís, Axixá e Morros 

A espectrometria de massas mostrou que o extrato da Euterpe oleracea 

procedente do município de São Luís (que mostrou igual ao de Axixá e Morros) 

apresentou 16 picos, como principais compostos dos grupos das catequinas e a 

procianidinas (tabela 3). 

 

 

 

Figura 8: Cromatogramas dos extratos de semente de E. oleracea dos quatro municípios 
maranhenses. É possível notar não haver diferenças química entre os extratos dos frutos 
provenientes de São Luís, Axixá e Morros, verificando-se o mesmo comportamento cromatográfico 
e sendo considerados, portanto, um mesmo extrato. 
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5.1.2. Análise dos extratos hidroalcóolicos das sementes de açaí procedentes 

do município de Presidente Juscelino 

A espectrometria de massas mostrou que o extrato da Euterpe oleracea 

procedente do município de Presidente Juscelino (EOJ) apresentou 18 picos, também 

tendo como principais compostos dos grupos das catequinas e a procianidinas. 

Figura 9: Espectro de massas do extrato de semente de açaí procedente do município de São 
Luís. É possível notar a presença de dezesseis picos, sendo o pico mais significativo é o de 
número 4. Os compostos representados por cada pico estão discriminados na tabela 3. 

Tabela 3: Identificação dos compostos representados pelos picos do espectro de massas do extrato 
de sementes de Euterpe oleracea provenientes do município de São Luís (MA). 
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Verificou-se ainda a presença de cafeoil-glicose e epicalocatequina galato em 

quantidades-traço. 

 

Figura 10: Espectro de massas do extrato de semente de açaí procedente do município de Presidente 
Juscelino. É possível notar a presença de dezoito picos, sendo o pico mais significativo é o de número 
6. Os compostos representados por cada pico estão descritos na tabela 4. 

 

Tabela 4: Identificação dos compostos representados pelos picos do espectro de massas do extrato 
de sementes de Euterpe oleracea provenientes do município de Presidente Juscelino (MA). 
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5.2. Efeitos dos extratos na viabilidade celular 

Os efeitos citotóxicos dos extratos em diferentes concentrações, isoladamente 

ou associados entre si, foram avaliados através de testes de MTT nas três linhagens 

celulares analisadas: HeLa, SiHa e GM. 

 

5.2.1. Citotoxicidade do extrato de semente de E. oleracea 

Nas células de fibroblasto pulmonar (GM), não houve redução de viabilidade 

celular após o tratamento com o extrato de semente de E. oleracea por 24h e 48h, 

Viabilidade celular após o tratamento com extrato de semente de Euterpe oleracea 

Figura 11: Teste de MTT analisando a viabilidade das células GM, SiHa e HeLa após o tratamento 

com o extrato de semente de açaí. One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por Dunnett’s 

pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Ctrl-: células com DMEM; Veículo: 

DMSO 0,12%. 
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nas seis concentrações utilizadas. Setenta e duas horas após o tratamento, observou-

se tendência a aumento da viabilidade celular na concentração 40 µg/mL, sem 

significância estatística; nesse último tempo, houve redução da viabilidade celular na 

concentração 120 µg/mL. 

Na linhagem SiHa o EOSL produziu redução da viabilidade celular nas maiores 

concentrações (60-120 µg/mL) nas primeiras 24h. Após 48h após o tratamento, 

observou-se tendência à redução da viabilidade, sem significância estatística. Em 72h, 

houve redução significativa da viabilidade celular na concentração 120 µg/mL. 

 A citotoxicidade do EOSL nas células HeLa foi semelhante à observada nas 

SiHa: não houve redução significativa de viabilidade celular nas primeiras 24h, porém 

observou-se uma tendência de reduzi-la na maior concentração. Após 48h a redução 

de viabilidade das células tratadas com 120 µg/mL do extrato mostrava significância 

estatística. Essa redução se acentuou 72 horas após o tratamento. 

 

5.2.2. Citotoxicidade do extrato de G. vellosii 

O extrato de G. vellosii foi capaz de reduzir significativamente a viabilidade 

celular de GM de maneira tempo e concentração dependente, com efeito evidente 

após 24h nas maiores concentrações (40-120 µg/mL). Houve acentuação do efeito 

após 48h-72h, notadamente a partir de 20 µg/mL. 

Com base nessa resposta concentração-dependente, foi possível delinear a 

curva de concentrações x viabilidade celular e determinar a concentração inibitória 

média (IC50) desse extrato nas células GM em 72h, sendo 34,15 ± 1,77 µg/mL (Figura 

13). 

Na linhagem SiHa o G. vellosii também mostrou efeito citotóxico concentração-

dependente ainda nas primeiras 24h, partir da concentração 20 µg/mL. Esse efeito se 

intensificou progressivamente após 48h e 72h, nas mesmas concentrações, 

evidenciando que o efeito desse extrato nas células SiHa foi concentração e tempo 

dependente. Obteve-se a curva de concentrações nessa linhagem e, a partir dela, 

calculou-se a IC50 de 53,08 ± 2,45 µg/mL (Figura 13). 
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O PP também mostrou atividade tempo e concentração dependente evidente 

na linhagem HeLa. Após 24h do tratamento, notou-se efeito citotóxico significativo a 

partir de 60 µg/mL. Essa citotoxicidade concentração-dependente se acentuou após 

48h, quando se tornou mais evidente a partir de 10 µg/mL; após 72h, a redução de 

viabilidade celular foi mais marcante e observada em todas as concentrações.  

Viabilidade celular após o tratamento com extrato de Geissospermum vellosii 

Figura 12: Teste de MTT analisando a viabilidade das células GM, SiHa e HeLa após o tratamento 

com o extrato de casca de caule de pau-pereira. One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por 

Dunnett’s pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Ctrl-: células com DMEM; 

Veículo: DMSO 0,12%. 
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A partir da relação entre viabilidade celular e concentração do extrato, foi 

possível desenhar uma curva de concentrações x viabilidade celular, por meio da qual 

determinou-se para a HeLa a IC50 = 25,57 ± 1,09 µg/mL (Figura 13). 

 

5.2.3. Citotoxicidade da Gencitabina 

Os efeitos da gencitabina nas células GM foram pouco significativos nas 

primeiras 24h, porém observável nas maiores concentrações. Após 48h e, de modo 

mais evidente, após 72h, houve redução de viabilidade celular a partir da 

concentração 0,03 µg/mL, de maneira estatisticamente significativa. 

A citotoxicidade da gencitabina – quimioterápico padrão – em linhagens GM 

(controle) serviu como ponto de partida para a definição das concentrações a serem 

utilizadas desse quimioterápico nas demais linhagens. Por esse motivo, após uma 

testagem preliminar, foram selecionadas as seis concentrações de gencitabina 

utilizadas que, em GM, permitiram o delineamento da curva concentração x viabilidade 

celular e, consequentemente, da IC50 do fármaco nessa linhagem, 0,20 ± 0,01 μg/mL 

(figura 14). 

 

 

 

 

Curva dose-resposta e determinação da concentração inibitória média do G. vellosii 

Curva dose-resposta e determinação da concentração inibitória média da GCTB em GM 

Figura 13: Curva dose-resposta e IC50 do G. vellosii nas linhagens GM, SiHa e HeLa, 72 horas 
após o tratamento. 

 

Figura 14: Curva dose-resposta e IC50 da gencitabina em GM. 
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Em SiHa, nas primeiras 24h após o tratamento com gencitabina em diferentes 

concentrações, observou-se redução de viabilidade celular de modo paradoxal: com 

tendência à menor viabilidade em menores concentrações e maior viabilidade nas 

concentrações mais elevadas. Após 48h delineou-se uma redução de viabilidade de 

modo concentração-dependente a partir de 0,3 µg/mL. Esse efeito se acentuou nas 

mesmas concentrações após 72h. 

 

Viabilidade celular após o tratamento com Gencitabina 

Figura 15: Teste de MTT analisando a viabilidade das células GM, SiHa e HeLa após o tratamento 

com o gencitabina. One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por Dunnett’s pos-hoc test.          * 

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Ctrl-: células com DMEM; Veículo: DMSO 0,12%. 
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Na linhagem HeLa a gencitabina teve efeito menos evidente que o observado 

em SiHa. Embora nas primeiras 24h o fármaco não tenha sido capaz de reduzir 

substancialmente a viabilidade celular, houve redução a partir de 0,3 µg/mL em 48h e 

72h. Nesse último tempo o efeito citotóxico observado foi significativamente maior. 

  

5.2.4. Citotoxicidade da blenda da gencitabina com o extrato de semente de E. 

oleracea 

Após testar os extratos e gencitabina isoladamente e em posse dos resultados 

obtidos naqueles experimentos, elaboraram-se experimentos para verificar o potencial 

dos extratos para reduzir a dose necessária de quimioterápicos. Nesses experimentos 

associava-se a gencitabina na concentração 0,3 µg/ml (concentração a partir da qual 

o fármaco reduziu a viabilidade celular das linhagens tumorais) com as menores 

concentrações de extratos que haviam sido testadas, para verificar se haveria 

aumento de efeito citotóxico nas associações.  

Conforme se verifica na figura 16, na linhagem HeLa não houve ganho de 

citotoxicidade ao associar as menores concentrações de EOSL com a gencitabina. De 

maneira paradoxal, observou-se, após 24h, aumento da viabilidade das células 

tratadas com essa combinação, quando comparadas ao controle negativo, sugerindo, 

portanto, efeito proliferativo dessa blenda. 

Na linhagem SiHa, após 72h do tratamento, observou-se aumento da 

citotoxicidade da associação, quando comparada tanto à GCTB quanto ao EOSL 

testados isoladamente, sugerindo benefício nessa combinação e permitindo supor 

que, provavelmente, esses compostos atuam por mecanismos diferentes, de modo a 

não competirem entre si. Nesse contexto, seria possível associar componentes o 

EOSL para intensificar o efeito quimioterápico da gencitabina nessa linhagem celular. 

Em GM, por sua vez, observou-se que a blenda manteve apenas o efeito 

citotóxico já observado na gencitabina isoladamente. Nessa linhagem, portanto, não 

houve aumento de efeito citotóxico em associar o EOSL ao quimioterápico padrão, o 

que se torna favorável à associação, uma vez que essas células representam uma 

linhagem normal. Esse seria, portanto, um efeito a ser buscado, uma vez que, 

teoricamente, seria possível aumentar os efeitos citotóxicos necessários ao 
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tratamento de câncer cervical, sem aumentar os efeitos adversos (decorrente do efeito 

do fármaco nas células normais). 

  

5.2.5. Citotoxicidade da blenda da gencitabina com o extrato de casca de caule 

de G. vellosii 

Ao testar a associação entre a gencitabina e o extrato de casca de caule G. 

vellosii na linhagem HeLa observou-se, após 24h, aumento da citotoxicidade na 

associação de GCTB 0,3 µg/ml ao PP 40 µg/ml, quando comparada ao fármaco ou 

extrato, isoladamente, nas mesmas concentrações. Esse efeito não permaneceu ao 

observarem-se os experimentos de 48 e 72h, nos quais observa-se um efeito 

equivalente ao do PP isolado, portanto, sem benefício na combinação. 

Na linhagem SiHa, após 72 h é possível perceber maior citotoxicidade nas 

blendas PP-GCTB, de maneira concentração-dependente e mais significativa em (5-

Viabilidade celular após o tratamento com blenda GCTB + EOSL 

Figura 16: Teste de MTT analisando a viabilidade das três linhagens celulares após o tratamento com 

a blenda entre a gencitabina e o extrato de semente de Euterpe oleracea. One-way analysis of variance 

(ANOVA) seguida por Dunnett’s ou Tukey’s pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** 

p<0,0001. *Comparação do composto com o controle; #: Comparação da GCTB com as blendas; +: 

comparação das quatro concentrações (EOSL ou PP) das blendas com os compostos isoladamente. 

Ctrl-: células com DMEM; Veículo: DMSO 0,12%. 
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20-40 µg/ml de Geissospermum vellosii. É possível verificar na figura 17 que esse 

efeito citotóxico é significativamente maior que o observado tanto para a GCTB como 

para o PP isoladamente, nas mesmas concentrações. Diante de tal efeito, é possível 

supor que os componentes dessa associação atuam por mecanismos distintos e que, 

portanto, componentes químicos do extrato poderiam ser usados em associação à 

gencitabina, com aumento do poder citotóxico deste fármaco. 

Em GM (Figura 17), após 72h, também se observa maior citotoxicidade apenas 

quando a gencitabina 0,3 µg/ml é associada ao G. vellosii 20µg/ml, tanto quando 

comparada ao fármaco quanto ao extrato isoladamente. Em concentrações menores 

de PP (5-10 µg/ml) não se observa diferença com relação ao efeito citotóxico 

observado na gencitabina. Na associação de GCTB com 40µg/ml de PP não se 

observou aumento de citotoxicidade com relação à observada no extrato testado 

isoladamente. 

 

Figura 17: Teste de MTT analisando a viabilidade das três linhagens celulares após o tratamento com 

a blenda entre a gencitabina e o extrato de casca de caule de Geissospermum vellosii. One-way 

analysis of variance (ANOVA) seguida por Dunnett’s ou Tukey’s pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; *** 

p<0,001; **** p<0,0001. *Comparação do composto com o controle negativo; #: Comparação da GCTB 

com as blendas; +: comparação das quatro concentrações (EOSL ou PP) das blendas com os 

compostos isoladamente. Ctrl-: células com DMEM; Veículo: DMSO 0,12%. 

Viabilidade celular após o tratamento com blenda GCTB + PP 
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5.2.6. Citotoxicidade da blenda entre os extratos de semente de E. oleracea e 

casca de caule de G. vellosii 

Testaram-se, ainda, associações do extrato de semente de E. oleracea na 

concentração de 120 µg/ml (única concentração na qual se observou algum efeito 

citotóxico) com o extrato de casca de caule G. vellosii em concentrações de 5 a 40 

µg/ml, a fim de verificar se uma combinação dos extratos teria efeito citotóxico mais 

evidente que o observado nesses compostos isoladamente. 

Em HeLa a associação não produziu efeito citotóxico: paradoxalmente, levou a 

aumento significativo da viabilidade celular em 24, 48 e 72h, independente da 

concentração de PP usada, sugerindo efeito proliferativo. Na linhagem SiHa os 

resultados da associação foram mais promissores, observando-se, já em 24h, 

redução da viabilidade celular na maior concentração de PP (40 µg/ml) mais 

significativa que a observada isoladamente em cada um dos extratos.  Em 72h, 

Viabilidade celular após o tratamento com blenda EOSL + PP 

Figura 18: Teste de MTT analisando a viabilidade das três linhagens celulares após o tratamento com 

a blenda entre o extrato de semente de Euterpe oleracea e o extrato de casca de Geissospermum 

vellosii. One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por Dunnett’s ou Tukey’s pos-hoc test.                  

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. *Comparação do composto com o controle; #: 

Comparação EOSL com as blendas; +: comparação das quatro concentrações (EOSL ou PP) das 

blendas com os compostos isoladamente. Ctrl-: células com DMEM; Veículo: DMSO 0,12%. 
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observa-se o efeito pleno dessa associação, atingindo-se praticamente o dobro da 

citotoxicidade observada tanto no EOSL quanto no PP isoladamente. 

O efeito observado em GM foi similar ao de SiHa: aumento de citotoxicidade 

provocado pela associação, em 24h, e, de modo mais significativo, em 72h. Chama 

atenção, entretanto, que nessa linhagem a citotoxicidade dessa blenda é 

concentração-dependente, conforme aumenta-se a concentração de PP. 

Observando-se novamente o gráfico de SiHa, percebe-se um efeito mais “em platô”, 

sem relação direta com o aumento de concentração.  

 

5.3. Efeitos dos extratos na morfologia celular 

Após a observação dos efeitos dos extratos de E. oleracea, G. vellosii e 

gencitabina isoladamente, buscou-se observar se esses compostos produziriam 

alterações significativas na morfologia das células tumorais. Para tanto as células 

foram tratadas com esses compostos ou deixadas sem tratamento (grupo controle) e 

fotografadas após 24h, 48h e 72h em microscópio invertido. Em seguida, os 

resultados foram tratados no software ImageJ. 

Considerando que os efeitos mais significativos foram verificados após 48 e 72 

horas do tratamento, foram selecionadas as imagens nesses tempos para a realização 

das medidas e comparações. Após 72h do início do experimento, as células HeLa não 

tratadas (controle) tinham área 8,3 ± 1,7 μm2 e perímetro 415,8 ± 65,2 μm (figura 19). 

As células SiHa controle tinham área 7,2 ± 1,7 μm2 e perímetro 411,6 ± 70 μm (figura 

20). 

 

Tratamento 
utilizado 

Área Perímetro 

SiHa HeLa SiHa HeLa 

Controle 7,2 ± 1,7 μm2 8,3 ± 1,7 μm2 411,6 ± 70 μm 415,8 ± 65,2 μm 

Gencitabina 10,6 ± 2,6 μm2 7,0 ± 2,4 μm2 472,4 ± 79,5μm 376,3 ± 88,6 μm 

EOSL 6,7 ± 2,0 μm2 6,6 ± 1,2 μm2 406,7 ± 86,3μm 401 ± 59 μm 

PP 5,1 ± 1,3 μm2 1,0 ± 0,4 μm2 373,0 ± 72,2μm 117,6 ± 21,9 μm 

 

 

TABELA 5: Medidas de morfologia das células após o tratamento com os compostos 
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5.3.1. Alterações morfológicas após tratamento com o extrato de semente de E. 

oleracea 

O EOSL na concentração de 120 µg/mL produziu alterações morfológicas 

discretas nas linhagens HeLa, mais evidentes após 72h do tratamento (área da célula: 

6,6 ± 1,2 μm2; perímetro: 401 ± 59 μm). Na linhagem SiHa, foram observadas 

alterações morfológicas ainda mais sutis e também mais evidentes após 72h do início 

do tratamento (área da célula: 6,7 ± 2,0 μm2; perímetro: 406,7 ± 86,3 μm). 

 

5.3.2. Alterações morfológicas após tratamento com o extrato de G. vellosii 

Foram verificados efeitos significativos na morfologia celular após o tratamento 

das células com o extrato de G. vellosii de acordo com a IC50 de cada linhagem de 

câncer cervical. Em HeLa, embora já tenham sido observadas alterações de perímetro 

e área celular após 24h do tratamento, as alterações mais significativas foram 

verificadas após 72h. Nesse tempo houve significativa redução da densidade celular, 

além de marcante redução da área das células (1,0 ± 0,4 μm2) e do perímetro das 

mesmas (117,6 ± 21,9 μm). 

Na linhagem SiHa, as alterações morfológicas foram menos evidentes, com as 

mais significativas observadas 48h após o tratamento (área das células 5,1 ± 1,3 μm2; 

perímetro: 373,0 ± 72,2 μm); também foi observada redução na população das células, 

de modo menos evidente que o observado em HeLa. A presença de alterações 

morfológicas menos importantes corrobora a maior tolerabilidade dessa linhagem 

celular ao extrato de G. vellosii, conforme já evidenciado nos ensaios de viabilidade 

celular. 

 

5.3.3. Alterações morfológicas após tratamento com gencitabina 

Conforme já havia sido delineado nos ensaios de citotoxicidade, os maiores 

efeitos da gencitabina foram observados após 72h. Após esse período, observou-se 

em SiHa um aumento da área (10,6 ± 2,6 μm2) e do perímetro das células (472,4 ± 

79,5 μm). Na linhagem HeLa as alterações foram mais discretas (área 7,0 ± 2,4 μm2; 

perímetro 376,3 ± 88,6 μm) quando comparadas aos controles. 
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Figura 19: Imagens de microscopia óptica da linhagem HeLa. Na primeira coluna, as fotografias foram 

registradas 48 horas após o tratamento; na segunda coluna após 72h. A e B correspondem ao controle 

(células sem tratamento); C e D células tratadas com gencitabina; E e F células tradas com EOSL; G e 

H células tratadas com PP. 
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Figura 20: Imagens de microscopia óptica da linhagem SiHa. Na primeira coluna, as fotografias foram 

registradas 48 horas após o tratamento; na segunda coluna após 72h. A e B correspondem ao controle 

(células sem tratamento); C e D células tratadas com gencitabina; E e F células tradas com EOSL; G e 

H células tratadas com PP. 
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5.4. Efeitos dos extratos na formação de colônias de células 

O ensaio clonogênico foi realizado, a fim de avaliar se os efeitos sobre a 

redução da viabilidade celular e formação de novas colônias se mantinha após a 

remoção do tratamento. Utilizaram-se células da linhagem SiHa, tratada com os 

extratos e blendas por 72 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

Observou-se capacidade de reduzir a viabilidade celular/formação de novas 

colônias de modo mais significativo no PP, sem diferença estatística entre as 

concentrações de 20-40 µg/mL e 53 µg/mL (IC50 determinada a partir do MTT). Esse 

efeito foi mais significativo que o observado para a gencitabina isoladamente, na 

concentração de 0,3 µg/mL. O EOSL na concentração de 120 µg/mL, embora tenha 

sido capaz de reduzir a viabilidade celular no ensaio de MTT, não teve permanência 

desse efeito após remoção do tratamento, conforme observado neste ensaio 

clonogênico, sugerindo, portanto, baixo potencial para uso clínico como 

quimioterápico. 

 A associação entre a GCTB na concentração 0,3 µg/mL com o PP só foi capaz 

de reduzir a viabilidade celular quando a concentração deste último foi de 40 µg/mL. 

Entretanto, esse efeito foi menos significativo que o observado para o PP 

isoladamente e sem diferença com relação à GCTB isolada, sugerindo, portanto, 

ausência de efeito desta associação sobre a formação de novas colônias de células. 

A associação da GCTB com o EOSL não foi capaz de reduzir a formação de novas 

colônias. 

Figura 21: Ensaio clonogênico na linhagem SiHa, evidenciando a formação de novas colônias de 
células, 10 dias após remoção do tratamento com gencitabina, extratos ou blendas.                                  
One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por Tukey’s pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001; **** p<0,0001. *: comparação com o controle negativo; #: comparação com a GCTB; +: 
comparação com o EOSL; @: comparação com o PP40. Ctrl-: células com DMEM. 
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 O efeito observado de forma mais intensa das blendas na formação de colônias 

foi verificado na associação entre o EOSL 120 µg/mL com o PP, entretanto, sem 

diferença estatisticamente significativa com relação ao observado para o PP 

isoladamente. 

 

5.5. Mecanismos de morte celular dos extratos 

No ensaio de anexina V, para a linhagem SiHa (figuras 22 e 23) não foi possível 

verificar diferença entre os extratos, blendas e controle negativo com relação aos 

eventos de apoptose inicial, sendo, portanto, pouco conclusivo para esta etapa. Com 

relação à apoptose tardia, as maiores taxas foram verificadas nas células tratadas 

com EOSL isoladamente, blendas EOSL+PP e GCTB+EOSL. Nas células tratadas 

isoladamente com gencitabina ou PP, verificaram-se menores taxas de apoptose, 

sugerindo a possibilidade de outro mecanismo de morte celular para essas células. 

Figura 22: Gráfico dos eventos de apoptose inicial e tardia para cada uma das soluções testadas em 

SiHa. One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por Dunnett’s pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001; **** p<0,0001. 

Apoptose em SiHa 
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Figura 23: Imagens de citometria de fluxo no ensaio de Anexina V na linhagem SiHa, 72 horas após o 

tratamento com diferentes soluções. Em A, B e C observam-se imagens dos eventos identificados como 

apoptose inicial e tardia no controle negativo, PP na IC50 e blenda EOSL-PP, respectivamente. 
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Na linhagem HeLa (figuras 24 e 25), só foi verificada taxa de apoptose inicial 

maior que o controle negativo nas células tratadas isoladamente com a gencitabina, 

com taxas de apoptose significativamente menores em todas as demais células. Com 

relação à apoptose tardia, não houve diferença significativa entre o controle negativo 

e as células tratadas com gencitabina, sugerindo a possibilidade de outro mecanismo 

de morte celular. As taxas de apoptose foram significativamente mais elevadas nas 

células tratadas com todas as demais soluções, tendo sido mais elevado naquelas 

tratadas com PP na IC50, EOSL 120 µg/mL e blenda PP-EOSL. 

 

 

 

Figura 24: Gráfico dos eventos de apoptose inicial e tardia para cada uma das soluções testadas em 

HeLa. One-way analysis of variance (ANOVA) seguida por Dunnett’s pos-hoc test. * p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001; **** p<0,0001. 

Apoptose em HeLa 
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Figura 25: Imagens de citometria de fluxo no ensaio de Anexina V na linhagem HeLa, 72 horas após o 

tratamento com diferentes soluções. Em A, B e C observam-se imagens dos eventos identificados como 

apoptose inicial e tardia no controle negativo, PP na IC50 e blenda EOSL-PP, respectivamente. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A maior parte dos trabalhos que se dedicam à E. oleracea tem como foco de 

estudo a polpa, na qual os polifenóis biologicamente ativos predominantes são as 

antocianinas – cianidina-3-glicosídeo e Cianidina-3-rutinosídeo (Pacheco-Palencia et 

al, 2009; Del-Pozo-Insfran et al, 2004; Lichtenthaler et al, 2005). Entretanto, as 

sementes representam 85% da massa total do fruto, descartadas na forma de rejeitos 

industriais (Ferreira et al, 2016). No estudo de Silva et al (2014) o extrato de semente 

de E. oleracea teve efeito mais relevante que o verificado com extratos preparados 

com as demais partes da planta; esses extratos foram testados em diferentes 

linhagens celulares, sendo verificado efeito citotóxico significativo apenas na linhagem 

tumoral MCF-7 (câncer de mama). 

Através da caracterização química dos extratos de semente de E. oleracea, 

observou-se predomínio de polifenóis da família dos flavonoides, principalmente 

catequinas e procianidinas, similar ao verificado em outros estudos (Rodrigues et al, 

2006; Barros et al, 2015, Oliveira et al, 2015).  As catequinas são flavonoides com 

fortes propriedades antioxidantes (Cardoso et al, 2020). Portanto, estão relacionadas 

à eliminação de espécies reativas de oxigênio, inibição da formação de radicais livres 

e da peroxidação de lipídeos, tendo efeito relatado na prevenção de vários tipos de 

câncer (Filippini et al, 2020).  As procianidinas são flavonoides de alto peso molecular, 

também com clara atividade antioxidante, antitumoral e anti-inflamatória (Bagchi et al, 

1997).  

Embora as catequinas e procianidinas tenham sido os compostos 

predominantes nos extratos dos municípios de São Luís e Presidente Juscelino, 

verificaram-se diferenças quantitativas dessas substâncias nesses extratos. Foram 

identificados também alguns outros compostos em quantidades menores/traço, 

portanto, presumivelmente com menor potencial efeito biológico. Testagens 

preliminares realizadas nas etapas iniciais desta pesquisa (MTT – dados não 

mostrados) evidenciaram efeito proliferativo do EOJ, portanto sem interesse como 

quimioterápico. Por esse motivo, considerou-se conveniente realizar experimentação 

biológica de apenas um dos extratos de E. oleracea (EOSL). 

A atividade antioxidante do extrato da semente de açaí já foi caracterizada em 

estudo prévio deste grupo (Silva et al, 2021). Observou-se que ocorre de maneira 
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concentração-dependente, com atividade máxima na concentração 500 μg/mL e 

concentração requerida para obter 50% da atividade antioxidante 61.8 μg/mL. Nesse 

estudo os autores observaram também redução da viabilidade celular, em linhagens 

de câncer de mama MCF-7, nas concentrações de extrato de 25 a 250 μg/mL.  

Em nossa pesquisa, o efeito do extrato da semente de E. oleracea sobre a 

viabilidade celular das duas linhagens tumorais só foi significativo na concentração de 

120 μg/mL. As alterações morfológicas das células tratadas com o EOSL foram 

discretas, menos evidentes que as produzidas pela gencitabina, com tendência a 

encolhimento celular, o que pode sinalizar perda do conteúdo citoplasmático (Silva et 

al, 2022). 

Embora essa redução de viabilidade em linhagens neoplásicas de câncer 

cervical possa ter significado promissor, observou-se também redução na viabilidade 

celular de GM na concentração 120 μg/mL, após 72h de tratamento, resultado similar 

ao observado no estudo de Silva et al (2021). Convém ressaltar, entretanto, que o fato 

de o EOSL ter sido citotóxico tanto em linhagens neoplásicas quanto controles não 

exclui a possibilidade de uso do extrato com finalidade antineoplásica, uma vez que 

quimioterápicos padrões, em uso clínico, também têm variados efeitos citotóxicos em 

células normais. Além disso, mesmo que não sejam promissores como 

antineoplásicos isoladamente, após melhor elucidação dos mecanismos de morte 

envolvidos, podem ser usados em associação com quimioterápicos que se ligam 

especificamente a alguns alvos celulares (Ranjitkar et al, 2021).  

Em nosso estudo, a citotoxicidade de gencitabina foi maior na linhagem GM 

(IC50 = 0,20 ± 0,01 μg/mL) que nas linhagens neoplásicas (HeLa e SiHa), nas quais 

não foi possível obter curva dose-resposta nas concentrações testadas. Nessas 

últimas, os efeitos mais significativos de inibição da viabilidade celular ocorreram a 

partir de 0,3 μg/mL, portanto, em uma concentração superior ao IC50 da GCTB na 

linhagem normal. 

A gencitabina é um dos quimioterápicos utilizados no tratamento do câncer 

cervical, sendo considerado substituto da cisplatina, com evidências de mesma 

eficácia e menor toxicidade que aquele e sem o comprometimento de função renal 

conhecido nos fármacos derivados de platina; portanto, promissor para pacientes com 

comorbidades (Brau-Figueroa et al, 2022). Por tais motivos, foi selecionado como 

quimioterápico-padrão para as testagens em linhagens celulares, isoladamente ou em 

associação aos extratos. Embora seja um quimioterápico já em uso clínico, in vitro, 
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mostrou maior redução da viabilidade das linhagens normais que nas neoplásicas, em 

maneira concentração e tempo-dependente. 

No que diz respeito ao extrato de casca de caule de Geissospermum vellosii, 

predominam os compostos da família dos alcaloides indólicos, caracterizados pela 

presença de um anel benzênico em sua estrutura química (Lima et al, 2009; Khaushit 

et al, 2013). Esses compostos também têm reconhecidas atividades antitumorais, 

antimicrobianas, anti-inflamatórias, anticolinesterásicas etc., portanto, sendo 

promissores na pesquisa por antineoplásicos (Lima et al, 2009; Khaushit et al, 2013; 

Omar et al, 2021).  

Em nosso estudo, os resultados mais promissores de citotoxicidade sobre 

células tumorais foram observados com uso do PP. Tanto em SiHa como em HeLa, o 

extrato reduziu significativamente a viabilidade celular, de maneira concentração e 

tempo-dependente. O efeito foi mais evidente em HeLa, já 24 horas após o tratamento; 

em GM também houve citotoxicidade significativa, porém com IC50 substancialmente 

maior, embora tenha sido menor que o verificado para SiHa. Assim, chama a atenção 

o potencial desse extrato no câncer cervical relacionado ao HPV 18: caso confirmado 

por estudos in vitro adicionais e posteriores experimentos in vivo, seria possível utilizar 

uma baixa concentração, capaz de afetar as células neoplásicas, mas sem grande 

impacto nas células normais. 

As alterações morfológicas mais significativas identificadas em nosso estudo 

também foram desencadeadas pelo extrato de G. vellosii. Observou-se redução 

significativa da área e perímetro das células.  Esse extrato já mostrou potencial 

citotóxico in vitro em outras linhagens tumorais, como glioblastoma, câncer colorretal, 

de pâncreas, de ovários, entre outros (Beljanksi et al, 1993; Li et al, 2019; Dong, Chen, 

Chen, 2018; Chen, Dong, Chen, 2022).  

Em nosso estudo, foram verificadas alterações de viabilidade e morfologia 

celulares, com maior potencial em inibir a formação de novas colônias de células 

verificado no extrato de G. vellosii. Convém ressaltar que, até o momento, só foram 

realizados ensaios clonogênicos para a linhagem SiHa, sendo necessário 

experimentos adicionais para investigar os efeitos sobre a linhagem HeLa. 

Com relação aos mecanismos de morte celular, verificaram-se perfis diferentes 

entre as linhagens tumorais estudadas. Em HeLa houve predomínio significativo de 

eventos apoptóticos, enquanto na linhagem SiHa esse tipo de morte celular foi mais 

observado nas células tratadas com EOSL puro ou combinado ao PP ou gencitabina. 
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Esse resultado difere do encontrado por Silva et al (2021), na linhagem MCF-7, na 

qual não foram verificadas taxas significativas de apoptose. No estudo de Silva et al 

(2022), também com MCF-7, o extrato de semente de E. oleracea provocou morte 

celular por autofagia e, através das análises por microscopia óptica e eletrônica, os 

autores verificaram diminuição da área das células e surgimento de vesículas 

autofágicas. 

Tanto na linhagem HeLa quanto SiHa, a gencitabina produziu baixa taxa de 

apoptose tardia, compatível com o mecanismo de ação já descrito para esse fármaco, 

induzindo morte celular por autofagia (Marchand et al, 2023). Quando a linhagem SiHa 

foi tratada com extrato de G. vellosii isoladamente ou associado à gencitabina, não foi 

possível verificar aumento significativo da taxa de apoptose quando comparada ao 

controle. Isso pode levar à suspeição de outros mecanismos de morte celular 

envolvidos nessa linhagem celular, embora Chen, Dong e Chen (2022) tenham 

descrito a presença de apoptose para células tumorais de ovário. Portanto, é 

necessária a realização de experimentos adicionais nas linhagens de câncer cervical, 

a fim de verificar a presença de autofagia ou outros mecanismos. 

Ao comparar os resultados encontrados para a linhagem SiHa no ensaio de 

viabilidade celular (MTT), clonogenicidade e morte celular, é possível supor, 

inicialmente, que os resultados sejam discrepantes entre si. Diante desse contexto e 

do fato de estudos prévios descreverem compostos do G. vellosii com atividade 

antagonista nicotínica (Ribeiro, Souccar, Lappa, 1984) e dos efeitos desses 

receptores nos diferentes tipos de câncer, propõe-se a hipótese de que esse extrato 

poderia estar se ligando a esses receptores e, por meio dessa ligação, 

desencadeando alguns dos efeitos encontrados. Isso justificaria a redução na 

capacidade proliferativa das células verificada nos ensaios clonogênico e redução da 

sobrevivência celular verificada nos ensaios de MTT, de modo independente do 

observado para os ensaios de anexina, uma vez que esse último ensaio analisa uma 

via clássica e que, provavelmente, o composto em questão age por uma via 

envolvendo receptores nicotínicos, de maneira independente. 

É conveniente compreender as principais diferenças entre as linhagens SiHa e 

HeLa para tentar explicar os diferentes efeitos dos extratos observados nessas 

linhagens e, deste modo, propor mecanismos de ação dessas substâncias. HeLa 

contém 10-50 cópias de DNA do HPV-18, enquanto SiHa contém 1-2 cópias do DNA 

do HPV-16 (Schwarz et al.,1985; Baker et al., 1987). Portanto, uma das possíveis 
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hipóteses seria de que essas diferentes sensibilidades aos extratos estariam 

relacionadas à sua interação com o material genético no interior das células, como no 

estudo de Su e Wu (1996), em que as diferentes supressões tumorais provocadas por 

adenovírus nessas linhagens deveram-se às interações do vírus com o material 

genético do HPV encontrado nessas duas linhagens tumorais.  

É possível também que os efeitos diferenciais dos extratos estejam 

relacionados subunidades específicas de receptores nicotínicos, uma que já se sabe 

que HeLa e SiHa expressam algumas dessas subunidades de modo 

significativamente distinto, sobretudo as subunidades alfa-5 e beta-1 (Calleja-Macias, 

Kalantari, Bernard, 2009; Liu et al, 2019) e que já é conhecido o efeito 

anticolinesterásico do G. vellosii (Lima et al, 2009; Lima et al, 2020).  

Por último, hipotetiza-se o papel das smads – família de proteínas criticamente 

importantes para a regulação e desenvolvimento celular e que representam os 

principais transdutores de sinal do TGF-β – nessa resposta diferencial, uma vez que 

também estão diferencialmente expressas nessas duas linhagens tumorais. Maliekal, 

Anto e Karunagaran (2004) observaram que, embora HeLa e SiHa tenham sido 

altamente responsivas ao estímulo com TGF-β, apenas na linhagem SiHa verificou-

se ativação de smads, levando a parada no ciclo celular na fase G0/G1 e inibição de 

crescimento. Na linhagem HeLa, por outro lado, o estímulo com TGF-β não levou a 

expressão dessas proteínas, resultando em progressão do ciclo celular e efeito 

proliferativo. 

As hipóteses supracitadas poderão ser testadas em experimentos posteriores, 

através de estudos com técnicas de biologia molecular, como reação em cadeia de 

polimerase, para avaliação da expressão gênica, e western blot, para análise e 

quantificação das proteínas. Também poderão ser realizados ensaios para análise do 

ciclo celular, para compreender se os extratos interferem nas etapas desse ciclo. 

Ressalta-se o ineditismo desta pesquisa, uma vez que não foram identificados 

outros trabalhos na literatura que avaliassem os efeitos dessas plantas em linhagens 

de câncer cervical. São necessárias mais pesquisas para a identificação de alvos 

moleculares e componentes de fitoquímicos com ação antineoplásica, no intuito de 

desenvolver um agente alternativo para prevenção e terapêutica do câncer cervical, 

podendo preencher a lacuna existente nas atuais opções terapêuticas disponíveis e 

seus efeitos indesejáveis. 
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Uma das principais inovações deste trabalho é o potencial dos extratos como 

adjuvantes no tratamento antineoplásico, uma vez que se verificou intensificação do 

efeito citotóxico da gencitabina quando associadas concentrações baixas de EOSL ou 

PP, sugerindo efeito adjuvante desses compostos. Após investigações adicionais, 

será possível utilizar modelos matemáticos para confirmar se os componentes nas 

blendas aumentam o efeito antitumoral por somação ou sinergismo, embora nossos 

dados sugiram esse último mecanismo. Em estudos futuros, espera-se que seja 

possível otimizar os efeitos dos quimioterápicos sem aumentar as doses utilizadas e, 

portanto, efeitos adversos dos mesmos, através da associação com esses extratos ou 

componentes vegetais. 
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7. CONCLUSÕES 

 

O extrato de semente de Euterpe oleracea é rico em polifenóis da família dos 

flavonoides, tendo potencial para aproveitamento com diversos fins. 

Tanto os extratos de E. oleracea como o de Geissospermum vellosii são fontes 

de fitoquímicos promissores para desenvolvimento de fármacos bioativos de efeito 

antitumoral, com importantes efeitos sobre a viabilidade e morfologia celulares e 

podendo levar à morte celular por apoptose. Esse potencial mostrou-se maior como 

adjuvantes antineoplásicos e na associação desses extratos entre si e a fármacos 

quimioterápicos para melhora de seu potencial antitumoral. 

Dentre os extratos estudados, o de G. vellosii mostrou efeito mais significativo, 

de maneira concentração e tempo dependente e tendo efeito duradouro sobre a 

formação de novas colônias de células.  

A presença de uma citotoxicidade não completamente seletiva indica a 

necessidade de identificação de alvos moleculares e melhor compreensão dos 

mecanismos de ação desses compostos. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Uma das mais intrigantes observações desta pesquisa foi, além dos 

significativos efeitos do extrato de G. vellosii e blendas na viabilidade celular e 

clonogenicidade, a possibilidade de que esses efeitos seriam desencadeados não por 

apoptose, mas por vias envolvendo receptores nicotínicos de acetilcolina. A figura 26 

representa as vias ativadas pelo receptor nicotínico e onde provavelmente se daria a 

ligação e bloqueio pelo PP. Diante dos resultados deste trabalho, foi possível observar 

a redução da sobrevivência (no ensaio de MTT), proliferação celular e metástases (no 

ensaio de colônias). 

A elucidação acerca do envolvimento de receptores nicotínicos de acetilcolina 

nos mecanismos de ação desses extratos poderá ser realizada em ensaios 

posteriores, utilizando como controle positivo fármacos agonistas ou antagonistas 

seletivos de acetilcolina de atividade já amplamente caracterizada. 

 

Figura 26: Diversos eventos envolvidos na tumorigênese são mediados através de receptores 
nicotínicos de acetilcolina. Ao bloquear esse receptor, o extrato de G. vellosii seria capaz de impedir 
essas etapas e, portanto, reduzir a tumorigênese.  
Extraída de: Singh, Pillal, Chellappan, 2011. 
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