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RESUMO 

Na região Potiguar a Pseudobombax marginatum (St. Hill) Rob., é uma espécie vegetal 

amplamente usada na medicina popular para o tratamento de diversas doenças. Apesar de ser 

frequentemente usada para inflamação na coluna vertebral, úlceras e gastrites, essa planta tem 

sido pouco explorada quanto suas propriedades biológicas e medicinais. Assim, este trabalho 

objetivou avaliar o potencial antitumoral e anti-inflamatória do extrato hidroalcoólico da 

entrecasca (EHE) e da folha (EHF) dessa espécie. A citotoxicidade de EHE e EHF sobre 

células cancerígenas (HeLa e SiHa) e células normais (Fibroblastos) foi realizada pelos 

métodos de redução do MTT, de exclusão do azul de tripano e de hemólise. O estudo também 

avaliou a ação anti-inflamatória de EHE através da produção da Interleucina-1β (IL-1β) por 

monócitos. A análise fitoquímica qualitativa revelou a presença de fenóis, taninos, saponinas, 

esteroides livres, alcaloides e flavonoides para ambos os extratos. O teor de fenóis totais foi 

de 72,21 ± 4,39 e 214,76 ± 3,66 mg GAE/g para EHE e EHF, respectivamente. Ambos os 

extratos, produziram um efeito citotóxico dose-dependente. EHE foi mais ativo somente sobre 

as células SiHa, enquanto EHF foi tóxico para todas as linhagens, apresentando maior 

atividade sobre HeLa e SiHa nas doses de 20 e 50 μg mL
-1

. EHE e EHF não apresentaram 

ação hemolítica nos ensaios de citotoxicidade por hemólise. A curva de crescimento após 72 

horas demonstrou que a multiplicação celular das linhagens tumorais tratadas com EHE foi 

significativamente menor em relação ao controle. Entretanto, Fibroblastos expostos a EHE 

nas concentrações de 20 e 50 μg mL
-1

 apresentaram comportamento semelhante ao grupo 

controle nas primeiras 24 horas. Todas as linhagens celulares submetidas à ação de EHF 

apresentaram uma proliferação inferior à do grupo controle na curva de crescimento. Na 

avaliação da atividade anti-inflamatória, monócitos estimulados com lipopolissacarídeo (LPS) 

e EHE por um período de 3 horas reduziram a produção de IL-1β para 7,66±0,82 e 3,75±0,15 

pg mL
-1

 nas concentrações de 20 e 100 μg mL
-1

, respectivamente. O grupo controle, 

estimulado apenas com LPS, apresentou 12,91±0,60 pg mL
-1

 de IL-1β, enquanto o soro 

humano saudável, utilizado com controle negativo, mostrou 1,27±0,71 pg mL
-1

. Ambos os 

extratos de P. marginatum demonstraram citotoxicidade seletiva e moderada sobre células 

tumorais nas menores concentrações avaliadas. EHE apresentou efeito sobre a produção de 

IL-1β, indicando atividade anti-inflamatória. No entanto, outros estudos são necessários para 

a investigação da atividade biológica de P. marginatum. 

 

Palavras-Chave: Pseudobombax marginatum; citotoxicidade; inflamação. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Pseudobombax marginatum (St. Hill) Rob., is a medicinal plant largely used by Blazilian 

Potiguar region population as treatment for many diseases. This medicinal plant is frequently 

used for spinal inflammation, ulcers and gastritis, but it has been little explored as for its 

biological and medicinal properties. This study aimed to test the anticancer, cytotoxic and 

anti-inflammatory profile of the inner bark (HE) and leaf (HF) hydroalcoholic extracts of P. 

marginatum throughout in vitro tests. The cytotoxicity of HE and HF on cancer cells (HeLa 

and SiHa) and healthy cells (fibroblasts) was assessed by MTT reduction methods, trypan 

blue exclusion and hemolysis tests. This study analyzed the HE anti-inflammatory activity by 

Interleukin-1β (IL-1β) production. The phytochemical screening detected the presence of 

phenols, tannins, saponins, steroids, alkaloids and flavonoids not only HE but HF. The total 

phenol determination of HBE and HLE were 72,21 ± 4,39 and 214,76 ± 3,66 mg GAE/g of 

crude extract, respectively. Both extracts produced a dose-dependent cytotoxic effect. HE was 

more active on just SiHa line, while HF showed more activity on SiHa and HeLa cells on 20 

and 50 μg mL
-1

 concentrations. Both, HE and HF exhibit no hemolytic activity on hemolisys 

cytotoxicity assay. The cell growth was carried out during 72 hours and the analysis revealed 

that tumor cells exposed to HE presented lower cellular growth when compared to control 

group. However, fibroblasts cells showed similar growth to the control group at 20 and 50 μg 

mL
-1

, within 24 hours. All cell lines treated with HF exhibited a lower proliferation profile 

when compared to control group. During anti-inflammatory activity evaluation, monocytes 

stimulated with lipopolysaccharide (LPS) and HE (20 and 100 μg mL
-1

 concentrations) for 3 

hours reduced the IL-1β production at 7,66±0,82 and 3,75±0,15 pg mL
-1

, respectively. The 

monocytes stimulated with LPS produced 12.91±0,60  pg mL
-1

 IL-1β, while healthy human 

serum (negative control) produced 1,27±0,71 pg mL
-1

. The P. marginatum extracts exhibited 

selective and moderate cytotoxicity on tumor cells at lower concentrations. The HE inhibited 

the IL-1β production, indicating an anti-inflammatory activity. However, further studies are 

necessary to investigate the biological activity of P. marginatum. 

 

Keywords: Pseudobombax marginatum; cyitotoxicity; inflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O uso de plantas medicinais é uma prática comum entre as populações humanas e 

ocorre desde os primórdios. Ao longo dos anos, o homem observou que algumas plantas 

ingeridas em sua alimentação promoviam o alívio de suas dores e enfermidades, assim passou 

a investigar empiricamente suas propriedades medicinais. Aos poucos as plantas foram 

selecionadas, classificadas e suas propriedades medicinais repassadas através das gerações.  

Apesar da relativa perda do conhecimento tradicional, devido ao avanço da medicina 

alopática, ainda é crescente o número de pessoas que buscam nas plantas uma forma 

alternativa de amenizar ou suprimir patologias. Guerra e colaboradores (2010) relatam que as 

práticas de uso popular de plantas medicinais são o que muitas comunidades têm como 

alternativa viável para o tratamento de doenças ou manutenção da saúde. Diversos fatores 

estão associados a essa prática, dentre eles a ineficiência de tratamentos alopáticos, a busca 

por tratamentos naturais com menores efeitos colaterais, menores custos, ou até mesmo a 

dificuldade de deslocamento até locais onde são oferecidos serviços de saúde (OLIVEIRA et 

al., 2010). Dessa forma, o enfoque de estudos nessa área tem sido cada vez maior. 

A pesquisa e produção de novos fármacos a partir de plantas envolvem diversos 

campos do conhecimento, como etnobotânica, química e farmacologia, e tem crescido 

consideravelmente, principalmente em países em desenvolvimento como o Brasil. Entre 1981 

e 2002, 30% das novas substâncias químicas descobertas foram obtidas diretamente ou 

derivadas de fontes naturais (NEWMAN et al., 2003).  

Devido ao crescente interesse da população e dos pesquisadores, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) já considera as plantas medicinais como importantes instrumentos 

na assistência farmacêutica e trabalha no desenvolvimento de resoluções e protocolos no 

âmbito sanitário que visem validar seu uso seguro. O Brasil, que detém a maior parcela da 

biodiversidade de plantas superiores, com aproximadamente 24%, estabeleceu uma Política 

Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, aprovada por meio do Decreto Nº 5.813, de 

22 de junho de 2006, que determina diretrizes e linhas prioritárias para o desenvolvimento de 

ações voltadas à garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais em nosso país 

(BRASIL, 2006a). 

Esta Política tem como premissas o respeito aos princípios de segurança e eficácia na 

saúde pública e a conciliação de desenvolvimento socioeconômico e conservação ambiental, 
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tanto no âmbito local como em escala nacional. Além disso, o respeito às diversidades e 

particularidades regionais, que é frequentemente relatada em estudos etnobotânicos, também é 

princípio norteador desta Política. Essa legislação tem como objetivo principal reconhecer e 

promover práticas eficazes, focando em pesquisas das propriedades farmacológicas e uso 

seguro das plantas medicinais. Além disso, identificar as variadas formas do uso desse 

recurso, desde o uso caseiro e comunitário, passando pela área de manipulação farmacêutica 

de medicamentos até o uso e fabricação de medicamentos industrializados, e assim reforçar a 

importância dessas plantas em trazer benefícios para a saúde da população. 

A partir dessa necessidade de reconhecer a importância da medicina tradicional na 

atenção básica à saúde, foi criada também a Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares (PNPIC) no SUS (BRASIL, 2006b). Esta política atende, sobretudo, à 

necessidade de se conhecer, apoiar, incorporar e implementar experiências que já vêm sendo 

desenvolvidas na rede pública de muitos municípios e estados, entre as quais destacam-se a 

medicina tradicional, além da  homeopatia, da fitoterapia e acupuntura chinesa. 

Assim como em vários locais do país, no Rio Grande do Norte muitas comunidades, 

principalmente as rurais fazem uso de plantas medicinais (MOSCA; LOIOLA, 2009; ROQUE 

et al., 2010; PAULINO et al., 2011). Estudos etnobotânicos identificaram cerca de 85 

espécies de plantas usadas como medicinais, dentre elas, Anacardium occidentale, 

Myracrodruon urundeuva, Caesaria sylvestris e Ziziphus joazeiro, que são usadas 

frequentemente pela população e como produtos manufaturados em farmácias (MELO et al., 

2009). Contudo ainda são necessários mais estudos florísticos, fitossociológicos, 

etnobotânicos, dentre outros, que visem dar suporte à importância da biodiversidade no 

Estado (PAULINO et al., 2011; 2012). 

A Embiratanha, Pseudobombax marginatum (St. Hill) Rob., é uma espécie arbórea 

amplamente utilizada na medicina tradicional da região Potiguar, com casca e entrecasca 

sendo usadas tradicionalmente no combate a dores e inflamações. Apesar de frequentemente 

relatada em estudos fitossociológicos, poucos são os estudos sobre as propriedades 

farmacológicas dessa espécie, de modo que a investigação de suas atividades biológicas 

apresente-se como uma excelente alternativa na busca por novos compostos com aplicações 

clinica. Além de P. marginatum, diversas espécies da família Malvaceae têm sido utilizadas 

na medicina tradicional. Essa família está entre as que apresentaram maior número de 

espécies citadas pelos moradores da comunidade rural Moacir Lucena, Apodi, RN.  Dentre as 

espécies citadas pelos entrevistados estão a Malva sylvestris e Malvavisco arboreus usadas 
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contra gripe e inflamações (PAULINO et al., 2012).  Da mesma subfamília da Embiratanha, 

temos a Barriguda (Ceiba glaziovii), citada com frequência em trabalhos etnobotânicos, sendo 

usada contra reumatismo e edema. Sida cordifolia e Sida spinosa, também têm destaque, com 

seu uso voltado para o tratamento de acnes, úlceras e doenças do aparelho respiratório 

(AGRA et al., 2007; GUERRA et al., 2010). 

As vias metabólicas secundárias de P. marginatum dão origem a compostos como 

taninos, fenóis, alcaloides e flavonoides, que podem estar relacionadas às propriedades 

medicinais relatadas pela população. Sua ação anti-inflamatória in vivo já foi atestada em 

outros estudos (PAIVA et al., 2013). Sabe-se que o processo inflamatório está relacionado ao 

processo de formação e desenvolvimento de neoplasias, pois as células cancerígenas usam as 

mesmas substâncias do processo inflamatório, como citocinas, prostaglandinas e leucotrienos, 

para induzir a sua própria proliferação e para criar barreiras que o rodeiam (BARRETO et al., 

2011). Em virtude dessa relação causal entre o processo inflamatório e o câncer, princípios 

ativos com atividade anti-inflamatória podem exibir ação antitumoral. Em adição, estudos de 

outras espécies da família Malvaceae, como a Sida acuta, Sida cordifolia, Sida rhombifolia e 

Urena lobata, mostraram efeito citotóxico sobre as células cancerígenas (PIEME et al., 2010). 

Portanto, tem-se nesta planta um importante foco para pesquisas e testes da atividade 

antitumoral. 

Além de ser uma ferramenta importante na descoberta de novos fármacos, estudos 

sobre o uso de plantas medicinais, bem como outros recursos naturais, podem contribuir para 

a conservação da biodiversidade local (AGRA et al., 2008; ROQUE et al., 2010; SILVA et 

al., 2014). Albuquerque e colaboradores (2007) afirmam que os recursos úteis, como plantas 

usadas na medicina tradicional, experimentam uma maior pressão antrópica e devem receber 

prioridade de conservação. Estudos de espécies vegetais com propriedades medicinais são 

importantes na valorização e no desenvolvimento de estratégias para a recuperação e 

conservação de áreas naturais (ROQUE et al., 2010). Assim, o intuito deste estudo foi avaliar 

a atividade citotóxica e anti-inflamatória dos extratos hidroalcoólicos da entrecasca e da folha 

de Pseudobombax marginatum, contribuindo para a pesquisa de plantas medicinais na região. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS 

O uso de plantas medicinais é uma prática desenvolvida pelo homem há milhares de 

anos, de modo que ao longo do tempo, tem-se registrado diversas formas da utilização de 

plantas para o tratamento, cura e/ou prevenção de diversas enfermidades. Segundo a OMS 

cerca de 80% da população mundial dependem da medicina tradicional para tratar doenças 

através do uso de plantas ou extratos (BRASIL, 2006a). Essa prática ocorre principalmente de 

maneira popular e seus conhecimentos são repassados através das gerações. 

Um dos fatores que estimulam o uso de plantas medicinais é a falta de acesso aos 

medicamentos tradicionais, fazendo com que vias alternativas mais baratas sejam buscadas. O 

conhecimento e o uso de plantas medicinais são de grande importância econômica e tem um 

rápido crescimento, principalmente em países em desenvolvimento, onde o serviço de saúde 

moderno é limitado e representam o único tratamento acessível (AGRA et al., 2008; 

GUERRA et al., 2010). A OMS afirma que grande parte da população de países 

desenvolvidos também faz uso de plantas medicinais. Embora o acesso à medicina moderna 

esteja disponível nesses países, o uso de ervas medicinais se mantem por razões históricas e 

culturais (BRASIL, 2006a). Apesar dessa prática ocorrer em todas as esferas sociais, são nas 

regiões mais pobres do mundo que esse recurso é mais utilizado. Agra e colaboradores (2008) 

afirmam que em muitos países em desenvolvimento, a maior parte da população depende 

exclusivamente das plantas medicinais para cuidados básicos de saúde. 

A utilização de plantas para o tratamento de doenças é comumente chamada de 

medicinal tradicional e já é o objeto de estudos etnobotânicos, área do conhecimento que se 

propõe a resgatar os conhecimentos populares das interações de grupos humanos com as 

plantas (VIU et al., 2010). As pesquisas etnobotânicas vêm crescendo em países como o 

Brasil, principalmente com enfoque no conhecimento de plantas medicinais nativas. A 

importância da medicina tradicional é reconhecida, principalmente no que diz respeito à 

conservação dos valores culturais dos grupos sociais humanos. Entretanto, o uso de plantas 

medicinais pode apresentar uma problemática no que diz respeito à saúde da população que 

faz uso deste recurso. O mau uso associado à falta de informações sobre a composição 

fitoquímica e as ações farmacológicas desses vegetais podem provocar reações colaterais 

graves. Veiga-Junior e colaboradores (2005) afirmam que a toxicidade de plantas medicinais, 
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comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, é um problema 

sério de saúde pública.  

As investigações da composição e dos efeitos de plantas medicinais são importantes 

para o uso seguro desse recurso, além de propiciar o desenvolvimento da medicina 

tradicional. O conhecimento de plantas medicinais de forma organizada, com a finalidade de 

explorar, isolar e posteriormente sintetizar os princípios ativos das plantas para obter produtos 

fitoterápicos, tem crescido nas últimas décadas (CGEE, 2010). Mais de 50% dos novos 

agentes terapêuticos lançados entre 1981 e 2010 envolvem os produtos naturais, sendo mais 

representativo os compostos oriundos dos vegetais, com cerca de 25% desse total. Dos 252 

medicamentos considerados básicos e essenciais pela OMS, 11% são exclusivamente de 

origem vegetal, além de um número significativo de drogas sintéticas obtidas a partir de 

precursores naturais (RATES, 2001; NEWMAN et al., 2003). Todos esses aspectos apoiam a 

importância da continuidade dessas pesquisas. 

Exemplos bem sucedidos da utilização dos produtos naturais foram as descobertas da 

morfina e da codeína, alcaloides com ação anestésica isolados da Papaver somniferum. A 

quinina e a quinidina também são alcaloides isolados de plantas (Cinchona ledgeriana) e são 

utilizadas como antimalárico e como antipirético (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Um 

esteroide extraído das folhas da dedaleira (Digitalis lanata), a digoxina, apresenta 

propriedades medicinais no tratamento da insuficiência cardíaca congestiva. A atropina, 

alcalóide encontrado na planta Atropa belladonna, é muito utilizada na medicina para 

combater arritmias e para o Mal de Parkinson. A Reserpina é uma substância proveniente da 

raiz da planta medicinal Rauwolfia serpentina e usada para baixar a pressão arterial devido ao 

seu efeito hipotensor. Em contrapartida, a efedrina, composto presente em plantas 

pertencentes à família Ephedraceae, é utilizada em casos de queda abrupta da pressão arterial 

(RATES, 2001). 

A descoberta de compostos anticancerígenos de origem vegetal também tem 

incentivado pesquisas nessa área, a ponto de alguns dos fármacos antitumorais já existentes 

no mercado serem de origem natural. A vincristina e a vimblastina, por exemplo, são 

compostos ativos extraídos de Catharanthus roseus e são utilizadas como medicamentos 

antineoplásicos no tratamento de diferentes tipos de câncer, entre eles, o linfoma de Hodgkin, 

o sarcoma de Kaposi, o câncer de ovário e o de testículos e leucemia linfoblástica aguda 

infantil. Outra descoberta importante na área de câncer foi a das substâncias presentes em 

espécies do gênero Podophyllum, utilizadas pelas populações nativas da América e da Ásia no 
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tratamento do câncer de pele e verrugas. A partir da podofilotoxina, uma lignana, foram 

obtidos o etoposídeo e o teniposídeo, cujos estudos experimentais permitiram a introdução 

desses compostos na terapia do câncer. Há ainda fármacos sintetizados a partir de substâncias 

encontradas na natureza, tendo como resultado mais importante a descoberta do paclitaxel, 

isolado da casca do teixo (Taxus baccata e Taxus brevifolia) em 1971. Estudos clínicos 

revelaram que essa substância era capaz de regredir o câncer de mama e de ovário, resistentes 

à terapia tradicional (BRANDÃO et al., 2010). 

O Brasil contem cerca de 23% das espécies vegetais existentes em todo o planeta 

(BATALHA et al., 2003). Essa diversidade vegetal, distribuída em distintos habitats e 

condições ambientais, contribuem acentuadamente para estudos etnobotânicos e fitoterápicos. 

Dentro desse panorama, o Nordeste brasileiro, constituído em grande parte pelo bioma 

caatinga e com elevada riqueza de espécies vegetais, é uma região com grande potencial para 

o desenvolvimento de pesquisas relacionadas à fitoterapia. Agra e colaboradores (2008) 

registraram um total de 650 espécies de plantas medicinais no Nordeste brasileiro. Isso se 

deve às características marcantes do bioma que influenciam na produção de metabólitos 

secundários pela vegetação.    

Extrapolando para o Rio Grande do Norte percebe-se que existem poucas 

investigações sobre plantas medicinais (GUERRA et al., 2010; PAIVA et al., 2013). Essa 

deficiência é notável em comparação a alguns estados vizinhos, como Paraíba, Pernambuco e 

Ceará, que já focam a importância de tais plantas no tratamento de doenças (SILVA; 

ALBUQUERQUE, 2005; AGRA et al., 2007). Uma vez que, plantas da caatinga como 

Aroeira (Myracrodruon urundeuva), cajueiro (Anacardium occidentale), Pau-d’árco-roxo 

(Tabebuia impetiginosa), Catingueira (Caesalpinia pyramidalis), Jatobá (Hymenaea 

courbaril), Cumaru (Amburana cearensis), Pereiro (Aspidosperma pyrifolium), entre muitas 

outras, são usadas frequentemente pela população (MELO et al., 2009; ROQUE et al., 2010; 

PAULINO et al., 2012), torna-se importante a realização de estudos mais aprofundados nessa 

região, tanto na perspectiva florística como medicinal, uma vez que cada área tem sua própria 

flora medicinal.  

 

2.2 Pseudobombax marginatum 

Conhecida popularmente como embiratanha, embira, imbiriçu e sumaúma, 

Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil.) A. Robyns é uma planta pertencente à família 

Malvaceae, subfamília Bombacoidea, encontrada na América do Sul, distribuindo-se 
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principalmente no Peru, Bolívia, Paraguai e no Brasil, nas regiões Nordeste, Centro-Oeste e 

Sudeste (DUARTE, 2006). No Nordeste brasileiro, essa planta é vastamente encontrada nos 

estados do Maranhão, Ceará, Paraíba, Bahia e Rio Grande do Norte (BOCAGE; SALES, 2002).  

P. marginatum (Figura 01) é uma espécie de porte arbóreo (6 a 14 m), apresentando um 

tronco relativamente vertical com 30-40 cm de diâmetro, com casca lisa e estrias longitudinais 

verdes. É composta por uma copa ampla e rala, com folhas compostas por 5 folíolos sésseis ou 

subsésseis. As flores são brancas e solitárias, estando geralmente nas extremidades dos ramos, e 

o fruto desenvolve-se em cápsula obovoide com sementes arredondadas, marrom-escuras, 

envolvidas por uma paina esbranquiçada (SOBRINHO, 2006).  

 

Figura 01 – Pseudobombax marginatum: árvore (a), tronco (b), folha (c), flor (d) e fruto (e). 
Fonte: Arquivo pessoal (2014). 

Em sistemas de classificação mais antigos, P. marginatum pertencia à família 

Bombacaceae. No entanto, estudos recentes de filogenia baseados em dados morfológicos, 

polínicos, químicos e anatômicos associados com dados moleculares evidenciam que esse 

grupo compartilha características filogenéticas relacionadas com gêneros tradicionalmente 
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incluídos na família Malvaceae. Assim, a família Bombacaceae vem sendo mencionada como 

subfamília, Bombacoideae, da família Malvaceae (BOCAGE; SALES, 2002). 

Como outras espécies do gênero Pseudobombax, a Embiratanha é muito utilizada 

comercialmente. Sua madeira leve é bastante utilizada para confecção de caixas de madeira, 

calçados e aeromodelos, enquanto a casca, denominada “embira”, é utilizada como matéria-

prima na produção de cordas (LORENZI, 2002). A raiz da planta jovem pode ser utilizada 

para alimentação humana ou animal em tempos de escassez e, seus frutos podem ser 

utilizados como isca na pesca e como forrageira (DAMASCENO et al., 2010; MORAIS; 

SILVA, 2010). Devido às suas flores vistosas e às suas copas frondosas, essa espécie 

apresenta grande potencial ornamental, sendo utilizadas na arborização de praças públicas, 

parques e avenidas. Pode ser empregada também para restauração florestal, para enriquecer 

capoeiras e matas ciliares (LORENZI, 2002).  

A Embiratanha tem destaque quanto ao uso medicinal na região potiguar, devido às 

suas propriedades farmacológicas, frequentemente relatadas em estudos fitossociológicos. A 

casca em decocção pode ser utilizada por populares como calmante e para aliviar insônia e 

inflamações da coluna vertebral (ALBUQUERQUE, 2007; AGRA et al., 2008; KFFURY, 

2008). A água de sua casca pode ser usada como anti-inflamatório, contraceptivo e ainda, 

contra úlceras, gastrites e dores lombares (ROQUE et al., 2010; PAULINO et al., 2012). 

Entretanto, no que diz respeito a estudos experimentais das propriedades farmacológicas de P. 

marginatum, tem-se uma literatura bastante escassa, observando-se poucos registros com 

estudos da atividade antibacteriana, antioxidante e anti-inflamatória de extratos de sua casca 

(VERAS FILHO, 2012; CHAVES et al., 2013; PAIVA et al., 2013; SANTOS, 2013). 

 

2.3 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

As plantas sintetizam uma grande variedade de compostos orgânicos que são 

classificados como metabolitos primários e secundários. Compostos que têm papéis essenciais 

para os vegetais, como os lipídios, ácidos nucleicos, aminoácidos e ácidos orgânicos, são 

chamados metabolitos primários e estão associados à fotossíntese, respiração e crescimento 

vegetal. Os metabólitos secundários são compostos estruturalmente diferentes e se acumulam 

em concentrações elevadas em algumas espécies (CROZIER et al., 2006).  

Existem cerca de 40.000 substâncias diferentes identificadas a partir da análise do 

metabolismo secundário vegetal (SIMÕES; 2007). A produção desses compostos pelas 

plantas tem a função de proteção contra agentes do ambiente, como a ação de predadores, 
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microrganismos e do clima. Ainda podem agir como atrativos para polinizadores e na 

dispersão de sementes por animais, controle da germinação de sementes e inibição das 

espécies de plantas concorrentes (alelopatia), sendo, portanto, parte integrante das interações 

de espécies em comunidades vegetais e animais (MAKKAR et al., 2009). Os metabólitos 

secundários ainda possuem ação protetora em relação a estresses abióticos, como aqueles 

associados com mudanças de temperatura, conteúdo de água, níveis de luz, exposição à 

radiação e deficiência de nutrientes minerais (CHAVES, 2012).  

Para o homem, esses compostos são de grande interesse comercial, sendo importantes 

principalmente para o setor farmacêutico. O metabolismo secundário produz substâncias 

farmacologicamente ativas e com propriedades medicinais que são de grande interesse para a 

fitoterapia. Dentre essas substâncias estão os compostos fenólicos, como fenóis e flavonoides, 

presentes em plantas medicinais como P. marginatum, Malva sylvestris, Hibiscus acetosella e 

Sidastrum micranthum (CAVALCANTE et al., 2010; GIOMBELLI et al., 2012; 

FELISBINO, 2014). Os compostos fenólicos, caracterizados pela presença de um grupamento 

hidroxila (-OH) ligada a um anel aromático, é a classe de metabólitos que apresenta uma 

maior variedade estrutural e distribuição entre as espécies vegetais (EMERY et al., 2010). 

Estes compostos incluem fenóis simples e glicosilados, ácidos fenol-carboxílicos, derivados 

dos ácidos benzóico e cinâmico, cumarinas e isocumarinas, ligninas, flavonoides e quinonas.  

Os flavonoides destacam-se entre os compostos fenólicos, pois podem ser encontrados 

em todas as partes das plantas (SIMÕES, 2007). No reino vegetal, estes compostos são 

responsáveis pela pigmentação, que tem finalidade de atrair polinizadores e ação protetora às 

radiações solares, bem como, propriedades antioxidantes de proteção ao metabolismo vegetal. 

Por outro lado, compostos possuem diversos efeitos biológicos, incluindo ações antioxidantes, 

antimicrobiana, anti-inflamatória, anticancerígena, diurética e vasodilatadora (DEGÁSPARI; 

WASZCZYNSKYJ, 2004).  

Outros metabólitos secundários como alcaloides, esteroides, taninos e saponinas 

espumídicas são comumente relatados em análises fitoquímicas de espécies vegetais usadas 

na medicina tradicional. Os alcaloides constituem uma ampla e diversificada classe em termos 

estruturais e nos vegetais, esses compostos possuem funções voltadas para proteção contra 

insetos e herbívoros. Por apresentar uma elevada toxicidade, os alcaloides são importantes 

fontes de fitofármacos, tendo grande utilidade no tratamento de alguns tipos de câncer 

(MANN, 2002). Os esteroides, formados a partir dos triterpenos por meio de 

descarboxilações, também apresentam propriedades farmacológicas importantes, agindo como 
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anti-inflamatório, analgésico e a antitumoral (RODRIGUES et al., 2010). Os taninos, por sua 

vez, estão presentes em inúmeros vegetais, sendo geralmente encontrados nas folhas, frutos e 

sementes. Diversos estudos sobre atividade dos taninos evidenciaram importante ação anti-

inflamatória, tumoral, antioxidante e anti-infectiva (SIMÕES, 2007; CASTEJON, 2011). Os 

taninos também apresentam potente ação antimicrobiana e antifúngica, efeito este verificado 

por Chaves e colaboradores (2013) para o extrato alcoólico da casca de P. marginatum, que 

demonstrou a presença desse composto.  

As saponinas espumídicas também são substâncias derivadas do metabolismo 

secundário das plantas, estando relacionadas, principalmente, com o sistema de defesa. 

Possuem estrutura esteroidal ou triterpênica e em algumas plantas possuem propriedade 

hemolítica. Outras atividades biológicas estão relacionadas às saponinas, podendo-se destacar 

a ictiotóxica, molusquicida e anti-helmíntica, além de propriedades diuréticas, digestivas e 

anti-inflamatórias (SIMÕES, 2007; CASTEJON, 2011). 

 

2.4 CÂNCER  

A palavra Câncer se refere ao termo neoplasia, especificamente as malignas, uma 

doença caracterizada pelo crescimento descontrolado de células transformadas. A oncogênese, 

origem do câncer, ocorre a partir de células que sofrem uma sequência de mutações ou 

alterações genéticas, e se diferenciam pela capacidade de invadir tecidos e órgãos, vizinhos ou 

distantes (Figura 02).  

Estas alterações resultam tanto de fatores intrínsecos, como mutações genéticas 

herdadas ou erros aleatórios na replicação do DNA, quanto de fatores ditos extrínsecos, por 

exemplo, os danos e instabilidade genética induzida por radiação, por substâncias químicas ou 

por infecção viral. Uma única mutação, no entanto, dificilmente leva à formação de um 

tumor. Para que esse processo ocorra, são necessárias duas ou mais modificações genéticas, 

que irão progressivamente interferir nos mecanismos responsáveis por proliferação, 

diferenciação e morte celular (ALMEIDA et al., 2005; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 
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Figura 02 – Processo de transformação de células normais em neoplasias malignas. 
Fonte: Revista Nova Escola 

A transformação de uma célula normal em cancerígena ocorre por meio de seis 

alterações fundamentais na fisiologia celular (HANAHAN; WEINBERG, 2000). São elas: 

auto-suficiência em sinais de proliferação, insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, 

evasão da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogênese sustentada, e invasão tecidual 

e metástase. Além disso, o câncer funciona como um microambiente, onde interagem células 

geneticamente alteradas, células normais (fibroblastos, células imunes, células endoteliais), 

vasos, e substâncias produzidas localmente ou provenientes da irrigação sanguínea.  

O Câncer é um problema de saúde pública mundial, atingindo tanto países 

desenvolvidos quanto países em desenvolvimento. Segundo a OMS, o câncer é, 

estatisticamente, a terceira causa de óbitos no mundo, matando cerca de 6,0 milhões de 

pessoas por ano. De acordo com estimativas do projeto Globocan 2012, da Agência 

Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC), houve um total de 8,2 milhões de mortes por 

câncer em todo o mundo no ano de 2012. No Brasil, esta neoplasia é atualmente a segunda 

causa de mortes por doença, com estimativas de 190 mil óbitos para o ano de 2014. Neste 

mesmo ano, também foram determinados a ocorrência de aproximadamente 576 mil novos 
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casos de câncer no Brasil (INCA, 2014). Para os próximos dois anos, estudos recentes 

sugerem um aumento de cerca de 4%, totalizando 600 mil novos casos. Excetuando-se o 

câncer de pele do tipo não melanoma (aproximadamente 30% dos casos), os tipos mais 

frequentes em homens serão próstata (28,6%), pulmão (8,1%) e intestino (7,8%), enquanto 

nas mulheres, os cânceres de mama (28,1%), intestino (8,6%) e colo do útero (INCA, 2015). 

O aumento da incidência de câncer está relacionado principalmente ao aumento da 

expectativa de vida da população, pois o aparecimento dessa patologia é favorecido pelo 

envelhecimento do organismo. Ao longo de sua existência, as células humanas são expostas a 

agentes mutagênicos e sofrem erros de duplicação, resultando em alterações sutis e 

progressivas no DNA. Quanto maior o número de divisões da célula, maiores as chances de 

ocorrência de alterações no seu DNA. Eventualmente, uma dessas mutações pode alterar o 

comportamento de crescimento no ciclo celular, levando a uma multiplicação exagerada dessa 

célula (HAHN; WEINBERG, 2002). 

O tratamento do câncer é realizado de diversas maneiras dependendo do tipo e 

evolução da doença. Terapias baseadas em radiação e em compostos químicos e hormonais 

são os principais métodos utilizados no tratamento. Em virtude disso, tratamentos alternativos 

estão sendo constantemente propostos na área de oncologia, dentre os quais se inclui a terapia 

com o uso de células-tronco, imunoterapia e fitoterapia. Diversos estudos voltados para o uso 

de plantas medicinais com propriedade anticancerígenas são desenvolvidos a cada ano, 

tornando-se uma fonte promissora no combate a esta doença (LIN et al., 2012; FROZZA et 

al., 2013; YE et al., 2014; FORMAGIO et al., 2015). Entretanto, os esforços desprendidos na 

busca de terapias mais eficazes para o tratamento do câncer são discreto devido, 

principalmente, ao grau de agressividade da doença, aos mecanismos de escape das células 

neoplásicas e também à toxicidade exercida pelos agentes antineoplásicos clássicos 

(RAFFERTY et al., 1996; NEWMANN; CRAGG, 2003). 

 

2.5 PROCESSO INFLAMATÓRIO  

O processo inflamatório corresponde a uma resposta a uma lesão, que pode ser 

provocada por infecções, ação de anticorpos ou traumas. A finalidade primordial da 

inflamação é remover o estímulo indutor da resposta e iniciar a recuperação tecidual do local 

agredido (MURI et al., 2009; CRUVINEL et al., 2010). Essa resposta é geralmente benéfica 

para o organismo e promove a sobrevivência do tecido, bem como repara e recupera o tecido 

acometido. Entretanto, em algumas situações, a resposta inflamatória torna-se exagerada, 
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extensiva ou não regulada, que é altamente prejudicial ao organismo. Muitas doenças 

envolvem inflamação, que pode ser a causa de dano tecidual como ocorre na esclerose 

múltipla, doença de Alzheimer, artrite reumatóide, lúpus eritematoso sistêmico, lesão do 

cérebro e medula espinal e acidente vascular encefálico (LIMA et al., 2007; CARVALHO, 

2009). 

A resposta inflamatória se inicia através de uma fase aguda provocada por uma lesão 

tissular periférica leva à liberação de mediadores químicos, como citocinas, que promovem e 

facilitam a transmissão dolorosa levando à hiperalgesia. Ocorrem, também, alterações 

inflamatórias com os sintomas de calor, rubor, dor e edema, além da liberação de 

neurotransmissores excitatórios, como por exemplo, o aspartato, glutamato e substância P 

(MURI et al;. 2009). De acordo com Cruvinel e colaboradores (2010), monócitos e 

macrófagos ativados desempenham papel importante no início e na evolução do processo 

inflamatório, pois induzem a produção de mediadores pró-inflamatórios como fatores de 

necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-1 e IL-6 e quimiocinas (Figura 03). 

 

Figura 03 – Resposta infamatória induzida por citocinas, como TNF e IL-1, e quimiocinas 

produzidas por macrófagos ativados. 
Fonte: MESQUITA Jr et al., 2008. 

As citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo, a interleucina (IL) 1, tem papel 

fundamental no inicio da resposta inflamatória aguda, pois são mediadores necessários para 

conduzir a resposta inflamatória aos locais de infecção e lesão. No entanto, sua produção 
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exagerada pode causar danos aos tecidos ou distúrbios metabólicos já que são, muitas vezes, 

citotóxicas (ZHANG; AN, 2007; MENICHINI et al., 2011; SOARES et al., 2015). Segundo 

Dinarello (1996), há duas formas principais de IL-1, designados IL-1α, que age através do 

contato celular, e IL-1β, que produz inflamação sistêmica através da ativação da 

ciclooxigenase-2 (COX-2), com a formação de Prostaglandinas E2 (PGE2) no hipotálamo 

anterior, causando febre. Segundo Varella e Forte (2001), a principal função de IL-1 é mediar 

a inflamação local, estimulando monócitos, macrófagos e células endoteliais a sintetizarem 

quimiocinas que ativam os leucócitos, aumentando as atividades quimiotáticas e fagocitárias 

no local da inflamação (Figura 03). 

Atualmente, a maioria dos anti-inflamatórios estudados são bloqueadores das 

principais vias de mediadores pró-inflamatórios, assim o estudo de produção ou inibição de 

interleucinas com essa característica tem sido utilizado como modelo para determinar as 

propriedades anti-inflamatórias de produtos de origem vegetal. Walker e colaboradores (2013) 

estudaram a liberação da IL-8 por fibroblastos gengivais humanos após a exposição de 

extratos de vegetais preparados com Polygonum aviculare, Sambucus nigra e Isodon 

japonicus.  Ehrnhöfer-Ressler e colaboradores (2013) avaliaram a produção de IL-6 por 

células bucais humanas após a exposição de compostos voláteis do chá de Salvia officinalis. 

Assim, os compostos analisados possuem atividade inflamatória, pois foram capazes de inibir 

a produção das interleucinas pró-inflamatórias IL-8 e IL-6. Uma vez que, constituem 

compostos com diversas ações biológicas, os vegetais podem atuar nos estágios iniciais do 

processo inflamatório através da inibição de componentes que são essenciais para a 

ocorrência do mesmo, como a produção de citocinas pró-inflamatórias. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a influência dos extratos hidroalcoólicos da entrecasca e da folha de 

Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil.) A. Rob. sobre o crescimento de células de câncer 

cervical.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 Realizar estudo fitoquímico dos extratos hidroalcoólicos da entrecasca e da folha de P. 

marginatum, buscando identificar qualitativamente seus metabólitos secundários; 

 Determinar o teor de fenóis totais nos extratos de P. marginatum; 

 Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos de P. marginatum sobre células de câncer 

cervical (HeLa e SiHa) e sobre fibroblastos humanos saudáveis; 

 Investigar a curva de crescimento celular de células tumorais e normais submetidos 

aos extratos de P. marginatum;  

 Avaliar o potencial hemolítico dos extratos de P. marginatum; 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória do extrato hidroalcoólicos da entrecasca de P. 

marginatum. 
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
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5. METODOLOGIA 
 

5.1 COLETA, PROCESSAMENTO E ANÁLISE DE Pseudobombax marginatum  

5.1.1 Coleta e identificação  

A coleta da entrecasca e da folha de P. marginatum foi realizada, respectivamente, nos 

meses de fevereiro e maio de 2015, na Floresta Nacional de Assú (Flona-Açu), Rio Grande do 

Norte (Figura 04).  

 

Figura 04 – Floresta Nacional de Assú. Mapa do Estado do Rio Grande do Norte, com 

destaque para área da FLONA no município de Assú. 
Fonte: modificado de Martins (2007). 

 

Por meio da autorização SISBIO/ICMBio de número 46690-1, 3,7 kg de peso fresco 

de entrecasca foram coletados através de uma incisão vertical do tronco e, 5,2 kg de folha 

foram colhidas com auxílio de uma tesoura de poda. A identificação botânica da espécie 

vegetal foi realizada pelo Laboratório de Ecologia e Sistemática Vegetal (LESV), 

Departamento de Ciências Biológicas da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte – 

UERN. A exsicata foi depositada no Herbário Dárdano de Andrade Lima, Universidade 

Federal do Semi-Árido – UFERSA, sob o número MOSS 14885.  
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5.1.2 Produção dos extratos hidroalcoólicos 

Para a obtenção do Extrato Hidroalcoólico da Entrecasca (EHE) e da Folha (EHF) de 

P. marginatum (Figura 05), o material vegetal foi seco em estufa de circulação de ar à uma 

temperatura de 40ºC por 96 horas. Posteriormente, o material foi triturado e macerado com 

etanol a 70% sob agitação ocasional por um período de 9 dias, com renovação do líquido 

extrator a cada 3 dias. O líquido extraído passou por duas filtrações em kitasato sob pressão 

reduzida. Para a separação do etanol, o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo à 

70°C, sob pressão reduzida. A solução resultante foi seca em banho-maria à temperatura 

constante de 60°C para evaporação da água e obtenção dos extratos sólidos brutos. 

 
Figura 05 – Produção do Extrato Hidroalcoólico de P. marginatum. 

Depois de seco, os extratos tiveram sua massa medida para cálculo do rendimento de 

extrativos com relação ao peso da planta seca pela fórmula descrita abaixo. Posteriormente 

foram armazenados sob proteção da luz e em ambiente refrigerado até o uso.  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 (%) = (
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
) × 100 
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5.1.3 Análise fitoquímica qualitativa  

Seguindo a metodologia de Matos (1997), os extratos foram submetidos à análise 

fitoquímica qualitativa para detecção das principais classes de metabólitos. Esta análise inclui 

várias reações químicas que resultam no desenvolvimento de coloração e/ou precipitado, 

característico para cada classe de substâncias. 

Para a identificação de fenóis, taninos, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, 

leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas, flavonóis, xantonas, saponinas, esteroides, 

triterpenoides, quinonas, antraquinonas e alcaloides, os extratos foram solubilizados em água 

destilada ou em outros compostos de acordo com a especificidade de cada teste conforme 

descrito a seguir. 

5.1.3.1 Teste para fenóis e taninos 

Em um tubo de ensaio foram dissolvidos aproximadamente 0,1 g de extrato em 3 mL  

de água destilada e foram adicionadas 3 gotas de cloreto férrico (FeCl3). Após agitação 

observou-se se houve a variação da cor e a formação de precipitado, que foram comparados a 

um teste branco. A presença de fenóis é geralmente indicada por uma coloração azul ou 

vermelha. Já a formação de precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a presença 

de taninos. 

5.1.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e outros flavonoides  

Em três tubos de ensaio foram adicionados 3 mL do extrato solubilizado em água 

destilada. O tubo 01 foi acidificado a pH 3, enquanto os tubos 02 e 03 foram alcalinizados a 

pH 8.5 e 11, respectivamente. Foi observado se houve mudança de coloração de acordo com a 

Tabela 01. É importante destacar que a presença de um constituinte pode mascarar a cor 

indicativa da presença de outro. 

5.1.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas 

Para este teste, dois tubos de ensaio contendo 3 mL dos extratos solubilizados em água 

destilada tiveram seus pH modificados. O tubo 01 foi acidulado com solução de ácido 

clorídrico (HCl) até pH 3, enquanto o tubo 02 foi alcalinizado a pH 11 com solução de 

hidróxido de sódio (NaOH). Em seguida, os tubos foram aquecidos por aproximadamente 3 

minutos, observando-se, de acordo com a Tabela 02, se houve o aparecimento da cor 
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indicativa do constituinte. Neste teste a presença de um constituinte também pode mascarar a 

cor indicativa de outro. 

Tabela 01 – Coloração característica para cada classe de metabólitos secundários. 

Constituintes 
Cor do meio 

pH 3 pH 8,5 pH 11 

Antocianinas e 

antocianidinas 
 

Vermelho Lilás Azul púrpura 

Flavonas, flavonóis 

e xantonas 
--- --- Amarela 

Chalconas e 

auronas 
Vermelho --- Vermelho 

Flavanonóis --- --- Vermelho-Laranja 

Fonte: Matos (1997). 

Tabela 02 – Coloração característica para cada classe de metabólitos secundários. 

Constituintes  
Cor do meio 

pH 3 pH 8,5 pH 11 

Leucoantocianidinas Vermelho --- --- 

Catequinas Pardo-Amarela --- --- 

Flavanonas --- --- Vermelho-Laranja 

Fonte: Matos (1997). 

5.1.3.4 Teste para saponinas 

Aproximadamente 0,5 g dos extratos da entrecasca ou da folha foram diluídos em 10 

mL de água destilada. O tubo fechado foi agitado vigorosamente durante 2 minutos. A 

formação de uma espuma persistente e abundante indica a positividade do teste.  

5.1.3.5 Teste para esteroides e triterpenoides 

Os testes para esteroides e triterpenoides foram realizados pela reação de Lieberman-

Burchard. Para isso, cerca de 0,5 mg dos extratos secos foram dissolvidos em 10 mL de 

Clorofórmio, sendo filtrada em funil de algodão posteriormente. Ao filtrado foi adicionado 1 

mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Em seguida, adicionaram-se cuidadosamente 

três gotas de H2SO4 (ácido sulfúrico) concentrado. Agitou-se novamente e foi observado se 

houve o desenvolvimento de cores que vão do azul evanescente ao verde persistente que 
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indicam esteroides livres e, do pardo ao vermelho que indica triterpenoides pentacíclicos 

livres. 

5.1.3.6 Teste para quinonas e antraquinonas 

 Neste teste foi utilizada a reação direta de Bornträger, onde cerca de 0,1 g do extrato 

foi diluída em 5 mL de éter etílico, agitada suavemente por 2 minutos e filtrada. À solução 

etérea do extrato adicionou-se 2 mL de solução de hidróxido de amônio (NH4OH) 10%, 

agitou-se suavemente e foi verificado se houve o aparecimento de coloração rósea ou 

vermelha na fase aquosa, que indica reação positiva para quinonas e antraquinonas. 

5.1.3.7 Teste para alcaloides 

Os alcaloides são geralmente detectados por meio dos reativos gerais de alcaloides 

(RGA), com os quais formam turvação e precipitação em meio ácido. Para o teste, 0,1 g do 

extrato seco foi dissolvido em 5 mL da solução de HCl a 5%, filtrada e separada em três 

porções. A elas foram adicionadas respectivamente 3 gotas dos RGAs Wagner, Mayer e 

Dragendorf. O aparecimento de turvação branca com os reativos de Wagner e Mayer, e de cor 

alaranjada com o reativo de Dragendorff indica a presença de alcaloides. 

5.1.4 Determinação do teor de fenóis totais  

A determinação do teor de fenóis totais presentes nos extratos de P. marginatum foi 

realizada através do método de Folin–Ciocalteu (BONOLI et al., 2004), cujo reagente 

apresenta uma mistura dos ácidos fosfomolibídico e fosfotunguístico, que na presença de 

certos agentes redutores, como os compostos fenólicos, formam o molibdênio azul e o 

tungstênio azul, cuja coloração permite a determinação da concentração das substâncias 

redutoras, que não necessariamente precisam ter natureza fenólica (SOUSA et al., 2007). 

Cada extrato vegetal foi dissolvido em metanol a uma concentração de 1 mg mL
-1

. 

Uma alíquota de 100 µL desta solução foi misturada com 500 µL do reagente Folin-Ciocalteu 

e 6 mL de água destilada. Depois do intervalo de 1 min, foram adicionados 2 mL da solução 

de carbonato de sódio (Na2CO3) a 15% e a mistura foi deixada em repouso durante 2 horas. A 

absorbância da mistura foi medida a 750 nm, utilizando como um reagente branco a solução 

final, exceto o extrato (Figura 06).  
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Figura 06 – Determinação do teor de fenóis totais. EPM = extrato de P. marginatum; RFC = 

Reagente Folin-Ciocalteu. 

O teor de fenóis totais foi determinado por interpolação da absorbância das amostras 

contra uma curva de calibração construída com padrões de ácido gálico (10 a 350 μg mL
-1

) e 

expressos como mg de EAG (Equivalentes de Ácido Gálico) por g de extrato. A equação da 

curva foi C = 0,0011A + 0,0138, onde C é a concentração do ácido gálico, A é a absorbância 

da amostra a 750 nm e o coeficiente de correlação foi R = 0,9925. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DE EHE E EHF DE P. marginatum  

5.2.1 Preparação de EHE e EHF de P. marginatum  

Para os ensaios biológicos, os extratos sólidos brutos da entrecasca e da folha foram 

solubilizados em uma solução fosfato-salino (PBS) numa concentração de 10 mg mL
-1

. Para 

acelerar a dissolução dos extratos, as soluções foram sonicadas em 6 ciclos de 5 minutos cada. 

Em seguida, os extratos solubilizados foram centrifugados a 1000 g por 10 minutos e 

esterilizados em filtro com membrana de 0,22 µm.  

Os extratos foram ajustados para as concentrações de 20, 50, 100 e 200 μg mL
-1

, em 

meio de cultura RPMI-1640 e DMEM, suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), 

L-glutamina (0,2 M) e 1% de gentamicina ou em tampões salinos de acordo com a 

especificidade dos ensaios biológicos descritos a seguir.  

5.2.2 Atividade citotóxica in vitro 

5.2.2.1 Linhagens celulares 

A atividade citotóxica dos extratos de P. marginatum foi avaliada através das 

linhagens celulares de neoplasias cervicais HeLa (ATCC - CCL-2) e SiHa (ATCC - HTB35), 
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e por uma linhagem de fibroblasto normal isolados de tecido humano, cedidas pelos 

Laboratório de Imunomodulação e pelo Laboratório de Complemento, do Instituto de 

Ciências Biomédicas – ICB, USP. As células foram mantidas em meio RPMI (células 

neoplásicas) e DMEM (fibroblastos), suplementados com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina 

e 1% de gentamicina em estufa a 37ºC e 5% de CO2.  

Para avaliar a toxicidade de EHE e EHF também foram utilizadas hemácias de coelho 

conservadas em Alsever estéril adquiridas comercialmente (BBV – BioBoaVista).  

5.2.2.2 Citotoxicidade pelo método de redução do MTT 

A citotoxicidade de EHE e EHF de P. marginatum foi avaliada utilizando o ensaio 

colorimétrico do MTT (Figura 08) proposto por Mosmann (1983). Neste método, o MTT 

(brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil), um sal de coloração amarela, é 

reduzido pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial a um produto chamado 

farmazana, um composto de coloração púrpura. A quantidade deste produto pode ser 

determinada espectroscopicamente e indicar metabolismo e viabilidade celular. 

Neste ensaio, 2,5x10
4
 células/poço foram semeadas em placa de 96 poços (100 μL / 

poço), em meio de cultura RPMI ou DMEM, contendo 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina e 

1% de gentamicina em estufa a 37ºC e 5% de tensão de CO2. Após completa adesão, as 

células foram tratadas com diferentes concentrações (20 a 200 μg mL
-1

) de EHE ou EHF de P. 

marginatum por 24 horas. Posteriormente, 10 μl da solução de MTT a 5 mg mL
-1

 foram 

adicionados a cada poço e incubados por mais 4 horas sob proteção da luz. Os cristais de 

farmazana, resultante da redução do MTT por células viáveis foram dissolvidos pela adição 

de 100 µL de DMSO P.A. Células incubadas apenas em meio de cultura suplementado foram 

utilizadas com controle, correspondendo a 100% de viabilidade celular. A densidade óptica 

foi obtida por leitor de ELISA utilizando comprimento de onda 570 nm. 

Foram consideradas não tóxicas, as concentrações em que a viabilidade celular foi 

maior ou igual a 90% em relação aos controles celulares. A viabilidade celular foi estimada 

pela porcentagem da densidade óptica (D.O) de acordo com a fórmula abaixo:  

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) = (
𝐷. 𝑂𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐷. 𝑂𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) × 100 
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Figura 06 – Ensaio colorimétrico do MTT (Mosmann, 1983). 

5.2.2.3 Citotoxicidade pelo método de exclusão do azul de tripano 

O número de células viáveis na presença ou ausência dos extratos de P. marginatum 

também foi avaliado segundo o método de exclusão de azul de tripano. Este método avalia a 

integridade da membrana celular, através da capacidade de permeabilização do corante azul 

de tripano. As células viáveis são impermeáveis a este corante, enquanto as células não 

viáveis permitem a penetração do corante devido à presença de poros na membrana. Dessa 

forma, células viáveis, que excluem o azul de tripano, apresenta aspecto translúcido, enquanto 

as células não viáveis exibem coloração azul após tratamento.  

Para a realização deste método (Figura 09), uma alíquota de 20μl da suspensão de 

células tratadas por 24 horas com diferentes concentrações de EHE e EHF foi diluída em 10μl 

de azul de tripano a 0,2%. As células foram contadas em câmara de Neubauer. A viabilidade 

celular foi calculada em relação aos grupos controle não tratados.  
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Figura 07 – Método de exclusão do azul de tripano. 

5.2.2.4 Citotoxicidade pelo método de hemólise em tubos 

O ensaio de hemólise é outro método in vitro que vem sendo empregado em estudos 

de toxicidade de plantas com interesse farmacológico. A hemólise é caracterizada pela ruptura 

do eritrócito com consequente liberação de hemoglobina. Livre no plasma, a hemoglobina é 

prejudicial à saúde causando sérios danos em órgãos vitais tais como fígado, rins e coração 

(SANTOS et al., 2012). Nesse sentido a determinação da atividade hemolítica, como 

indicador de citotoxicidade, é importante em estudos de triagem de atividades biológicas de 

extratos vegetais.  

O ensaio da atividade hemolítica de EHE e EHF de P. marginatum foi feito através da 

adaptação do método descrito por Wall et al (1952), como demonstrado na Figura 10. Neste 

método, uma alíquota de 2 mL de hemácias de coelho conservadas em Alsever estéril foi 

diluída em 10 mL de tampão GVB-EGTA-Mg
2+

 e lavadas três vezes por centrifugação a 400 

g a uma temperatura de 4ºC por 10 minutos. Após descartar o sobrenadante foi preparada uma 

suspensão de hemácias a 1% em tampão GVB-EGTA-Mg
2+

. As hemácias diluídas (100 µL) 

foram distribuídas em tubos contendo os extratos diluídos em tampão GVB-EGTA-Mg
2+

 (100 

µL) nas concentrações de 20, 50, 100 e 200 µg mL
-1

. 
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Figura 8 – Ensaio de hemólise em tubos (WALL et al., 1952).  

Os tubos foram incubados em banho-maria a 25ºC por 30 minutos, sendo agitados 

suavemente e incubados novamente por 150 minutos, nas mesmas condições. Posteriormente, 

os tubos foram centrifugados a 400 g por 5 minutos. Como controles, as hemácias foram 

incubadas apenas com tampão GVB-EGTA-Mg
2+

 (0% de lise) e com H2O (100% de lise). 

Para cada amostra, 100 µL do sobrenadante em duplicata foram transferidos para uma 

microplaca para leitura espectrofotométrica em um comprimento de onda de 405nm. A 

porcentagem de lise foi obtida em relação aos controles pela fórmula a seguir, onde D.O 

indica a densidade óptica: 

 

𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒 (%) = (
𝐷. 𝑂𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐷. 𝑂 0%

𝐷. 𝑂 100% − 𝐷. 𝑂 0%
) × 100 

5.2.2.5 Cálculo da CI50 

As concentrações que inibem 50% do crescimento celular (CI50) foram determinadas 

graficamente a partir das porcentagens de células viáveis em relação aos controles celulares, 

por análise de regressão, admitindo-se um intervalo de confiança de 95% (p<0,05). 
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5.2.2.6 Curva de crescimento celular 

O comportamento da multiplicação celular sob influência dos extratos de P. 

marginatum foi realizada pelo método de exclusão de azul de tripano descrito no item 5.2.2.3. 

O crescimento celular na presença ou ausência de EHE e EHF (20 a 200 µg mL
-1

) foi avaliado 

nos tempos de 24, 48 e 72 horas. A curva de crescimento foi calculada em relação à curva de 

grupos controle não tratados.  

5.2.3 Atividade anti-inflamatória in vitro  

5.2.3.1 Isolamento e tratamento de monócitos do sangue periférico humano  

Para a obtenção dos monócitos (Figura 11), aproximadamente 30 mL de sangue foi 

coletado em tubo contendo heparina e homogeneizado levemente para evitar a formação de 

coágulos.  

 
Figura 9 – Isolamento e tratamento de monócitos do sangue periférico humano. PBMC = 

Células mononucleares do sangue periférico; LPS = Lipopolissacarídeo. 

O sangue foi diluído em PBS na proporção 1:1 e separado através de um gradiente de 

Ficoll, seguido de centrifugação a 800 g sem brake por 30 minutos. Em seguida foi coletada a 

“nuvem” de células entre o Ficoll e o sobrenadante, que foram transferidas para um tubo 
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contendo meio RPMI e lavadas duas vezes por centrifugação a 250 g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de RPMI para 

contagem de células viáveis pelo método de exclusão do azul de tripano. Posteriormente, 500 

µL de uma suspenção de 2x10
6
 células mL

-1
 foram incubadas em paca de 24 poços a 37ºC e 

5% de CO2 por 2 horas para a adesão das células mononucleares. Após a incubação foram 

realizadas 3 lavagens com meio RPMI em cada poço para a remoção de células não aderentes.  

Para avaliar a produção de IL-1β, os monócitos isolados foram estimulados com 50 µL 

de LPS (10 µg mL
-1

; 500 µL) e tratadas com as concentrações de 20 ou 100 μg mL
-1

 de EHE 

e EHF de P. marginatum. As células foram incubadas novamente a 37 °C por 3 horas em 

estufa de CO2. Após esse período, seus sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20ºC 

até a realização do ensaio.  

Como controles, monócitos estimulados com 50 µL de LPS (10 µg mL
-1

; 500 µL) 

foram incubados apenas com meio RPMI suplementado, correspondendo ao máximo de 

inflamação, enquanto o soro de dois indivíduos saudáveis correspondeu ao mínimo de 

inflamação. Células sem estímulo de LPS também foram incubadas na presença ou ausência 

(produção basal) das mesmas concentrações de EHE para verificar a habilidade do extrato de 

influenciar a liberação de IL-1β. 

5.2.3.2 Viabilidade celular  

A viabilidade de monócitos frente a P. marginatum foi realizada para garantir que as 

variações nas concentrações de IL-1β seriam devido à modulação de mecanismos celulares e 

não à citotoxicidade dos extratos. O método utilizado foi o de exclusão por azul de tripano 

descrito no item 5.2.2.3, onde os monócitos foram submetidos à ação de EHE e EHF (20 e 

100 µg mL
-1

) durante um período de 3 e 24 horas.   

5.2.3.3 Quantificação de IL-1β  

A citocina IL-1β foi quantificada no sobrenadante celular através do teste 

imunoenzimático de ELISA de captura. O kit de ELISA para detecção de IL-1β (BioLegend) 

foi utilizado de acordo com as instruções do fabricante (Figura 12).  
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Figura 10 – Quantificação de IL-1β produzida por monócitos, através do teste 

imunoenzimático de ELISA de captura. 

 

O anticorpo humano de captura monoclonal anti IL-1β, em concentração adequada, foi 

adsorvido em microplaca de 96 poços a 4ºC por 16 horas (100 μL / poço). Após a incubação, 

a placa foi lavada quatro vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (tampão de lavagem) 

e posteriormente bloqueada com 200 μL / poço da solução diluente (Reagente A – PBS pH 

7,4; diluição 1:5). A placa foi incubada à temperatura ambiente, por 1 hora, seguida de quatro 

lavagens. A cada poço foram adicionados 50 μl do padrão da citocina ou dos sobrenadantes 

das culturas de monócitos. A placa foi novamente incubada à temperatura ambiente por 2 

horas e lavada quatro vezes. Em seguida foram adicionados 100 μL / poço do anticorpo de 

detecção (marcado com biotina) na proporção 1:200 em solução diluente. A placa foi 

incubada à temperatura ambiente por 2 horas, seguida de quatro lavagens e adição de 100 μL / 

poço da solução avidina-peroxidase na diluição 1:1000 em solução diluente. A placa foi 

incubada à temperatura ambiente por 30 minutos. Após este período, a placa foi lavada quatro 

vezes e 100 μL do substrato (Solução F) foram adicionados a cada poço. Esta, foi incubada 

protegida da luz por aproximadamente 30 minutos. A reação foi interrompida com a adição de 
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100 μL da solução de paragem (2N H2SO4) em cada poço.  A absorbância foi lida a 450 nm 

em leitor de ELISA e a concentração de IL-1β foi determinada utilizando-se a curva padrão 

estabelecida com concentrações conhecidas de cada padrão. Os resultados foram expressos 

em pg mL
-1

. 

5.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Para a avaliação da citotoxicidade dos extratos de P. marginatum foram realizados 

experimentos fatoriais 3x2, onde a susceptibilidade de 3 linhagens celulares foram testadas 

frente a ação de 2 extratos diferentes (EHE ou EHF ). Todos os ensaios foram realizados em 

triplicatas e os resultados obtidos estão expressos como média ± desvio padrão (D.P). Para 

comparações múltiplas foi aplicada a análise de variância (ANOVA), seguida do teste de 

Tukey, sendo considerados estatisticamente significativos, os valores com p<0,05. 

Todos os dados foram analisados e apresentados graficamente através dos softwares 

GraphPad Prism versão 6.0 e Microsoft Excel 2010. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 PROCESSAMENTO FITOQUÍMICO 

Com a extração hidroalcoólica com etanol 70% obteve-se um rendimento de 10,9% e 

12,1% de extrativos solúveis para EHE e EHF, respectivamente.  

Os resultados obtidos na prospecção fitoquímica para os extratos hidroalcoólico bruto 

da entrecasca e da folha de P. marginatum estão descritos na Tabela 03. Dentre as classes 

químicas identificadas, observa-se a presença de fenóis, taninos, saponinas, esteroides livres, 

alcaloides, bem como flavonoides e seus derivados para ambos os extratos. A presença de 

antocianinas, antocianidinas, leucoantocianidinas e quinonas não foi observada. 

Tabela 03 – Prospecção qualitativa dos constituintes químicos de EHE e EHF de P. 

marginatum. 

Constituintes EHE EHF 

Fenóis + + 

Taninos e catequinas + + 

Antocianinas, antocianidinas e 

leucoantocianidinas 
- - 

 

Flavonóis, flavononóis, flavanonas e 

xantonas 

+ + 

Chalconas e auronas + + 

Saponinas + + 

Esteroides livres + + 

Alcaloides + + 

Quinonas e antraquinonas 
- - 

EHE = Extrato hidroalcoólico da entrecasca; EHF = Extrato hidroalcoólico da folha; (+) 

Presença; (-) Ausência.  

 

Os teores de fenóis totais (FT) dos extratos de P. marginatum, determinados pelo 

método Folin– Ciocalteu e expressos como mg EAG / g de extrato bruto foram 72,21 ± 4,39 e 

214,76 ± 3,66 para EHE e EHF, respectivamente. 
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6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DE EHE E EHF DE P. marginatum 

6.2.1 Atividade citotóxica 

6.2.1.1 Atividade citotóxica em linhagens tumorais e normais 

A viabilidade das células HeLa, SiHa e Fibroblasto, avaliadas após 24 h de exposição 

a diferentes concentrações dos extratos de P. marginatum, pelos métodos de redução do MTT 

e exclusão do azul de tripano e seus valores de CI50, estão apresentadas nas Figuras 13 a 16, 

respectivamente. Esta avaliação demonstrou que ambos os extratos, entrecasca e folha, 

produziram um efeito citotóxico dose-dependente.  

O Extrato Hidroalcoólico da Entrecasca (EHE) foi mais ativo sobre as células SiHa 

tanto pelo método do MTT (Figura 13) quanto pelo ensaio do azul de tripano (Figura 14), 

enquanto HeLa e fibroblasto foram menos sensíveis, não apresentando diferenças 

significativas entre si. No entanto, no ensaio do azul de tripano todas as linhagens 

apresentaram sensibilidade semelhante na concentração de 200 µg mL
-1

 (Figura 14).  

 

 

 

Figura 11 – Viabilidade celular de HeLa , SiHa e Fibroblasto: após 24h de exposição a EHE 

de P. marginatum (20 a 200 µg mL
-1

) pelo método de redução do MTT. Resultados 

expressos como média e D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 no teste de Tukey. 
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Figura 12 – Viabilidade celular HeLa, SiHa e Fibroblasto após 24h de exposição a EHE de 

P. marginatum (20 a 200 µg mL
-1

) pelo método de exclusão de Azul de tripano. Resultados 

expressos como média e D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 no teste de Tukey. 

 

As células tumorais (HeLa e SiHa) foram mais sensíveis ao Extrato Hidroalcoólico da 

Folha (EHF) nas concentrações de 20 e 50 µg mL
-1

, quando comparadas aos fibroblastos no 

ensaio do MTT (Figura 15). Neste teste, as viabilidades das linhagens avaliadas não 

apresentaram diferença significativa entre si para as concentrações de 100 e 200 µg mL
-1

.  

Através do método de exclusão do azul de tripano, EHF apresentou ação citotóxica 

sobre todas as linhagens celulares (Figura 16). 

 

Figura 13 – Viabilidade celular HeLa , SiHa e Fibroblasto após 24h de exposição a EHF de 

P. marginatum (20 a 200 µg mL
-1

) pelo método de redução do MTT. Resultados expressos 

como média e D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 no teste de Tukey. 
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Figura 14 – Viabilidade celular de células HeLa, SiHa e Fibroblasto após 24h de exposição a 

EHF de P. marginatum (20 a 200 µg mL
-1

) pelo método exclusão de Azul de tripano. 

Resultados expressos como média e D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 no teste de Tukey. 

 

Os valores de CI50, concentração capaz de inibir a viabilidade celular em 50%, estão 

demonstrados nas Figuras 13 a 16. As linhagens HeLa, SiHa e Fibroblasto tratadas com EHF 

e avaliadas através do método de exclusão de azul de tripano apresentaram valores de CI50 de 

91, 122 e 174 µg mL
-1

, respectivamente. A CI50 para as demais análises não foram 

determinados, pois os valores obtidos demonstraram que até mesmo a concentração de 200 μg 

mL
-1

 dos extratos avaliados não inibiu a proliferação celular a 50%. 

6.2.1.2 Curva de crescimento celular 

Nas figuras 17 e 18 estão representadas as curvas de crescimento, com o número de 

células viáveis descrito em logaritmo na base 10, das linhagens HeLa, SiHa e Fibroblasto 

avaliadas sob a ação de diferentes concentrações dos extratos EHE e EHF, ao longo de 72 

horas de incubação. A partir destes dados, observou-se uma variação dose dependente no 

crescimento das linhagens estudadas quando tratadas com os extratos da entrecasca e da folha 

de P. marginatum.  
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(a) 

(b) 

(c) 

Figura 15 – Curva de crescimento HeLa (a), SiHa (b) e Fibroblasto (c) ao longo de 72 horas 

de exposição a EHE de P. marginatum (20 a 200 µg mL
-1

)  pelo método de exclusão de Azul 

de tripano. Número inicial de células (linha tracejada). Resultados expressos como média e 

D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 nos testes de Tukey.  
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(a) 

(b) 

(c) 

Figura 16 – Curva de crescimento HeLa (a), SiHa (b) e Fibroblasto (c) ao longo de 72 horas 

de exposição a EHF de P. marginatum (20 a 200 µg mL
-1

)  pelo método de exclusão de Azul 

de tripano. Número inicial de células (linha tracejada). Resultados expressos como média e 

D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 nos testes de Tukey. 
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Em relação ao controle, a multiplicação celular das linhagens tumorais tratadas com 

EHE foi significativamente menor. No entanto, a linhagem de células normais expostas às 

concentrações de 20 μg mL
-1

 e 50 μg mL
-1

 desse mesmo extrato, apresentou comportamento 

semelhante ao grupo controle nas primeiras 24 horas (Figura 17). Nesse tratamento, a 

duplicação do número de células ocorreu apenas nas concentrações de 20 μg mL
-1

 e 50 μg 

mL
-1

, onde as linhagens HeLa e SiHa duplicaram após um período de 48 horas de exposição a 

EHE, enquanto os fibroblastos dobraram o número de células viáveis após 24 horas.  

Todas as linhagens celulares submetidas à ação de EHF apresentaram uma 

proliferação inferior à do grupo controle (Figura 18). No entanto, as linhagens aqui estudadas 

dobraram seu número de células após 48 horas de avaliação. 

As figuras 17 e 18 demonstram ainda que para ambos os extratos o declínio da 

duplicação celular das células HeLa e SiHa ocorreu após 48 horas de incubação, 

comportamento não observado nos fibroblastos, que se manteve em fase estacionária até o 

tempo máximo de avaliação. 

6.2.1.3 Atividade hemolítica 

O teste de hemólise de hemácias de coelho in vitro foi empregado para a avaliação da 

toxicidade dos extratos hidroalcoólicos da entrecasca e da folha de P. marginatum. A Tabela 

04 apresenta as porcentagens de lise obtidas neste teste. Os dados demonstram que os extratos 

desta planta não apresentaram ação hemolítica, sendo observada uma baixa porcentagem de 

lise das hemácias para cada uma das concentrações testadas.  

Tabela 04 – Porcentagem de lise de hemácias de coelho expostas a diferentes concentrações 

(20 a 200 µg mL
-1

) de EHE e EHF de P. marginatum. 

Concentração 
Lise (%) 

EHE EHF 

20 µg mL
-1

 0,18 ± 0,13 0,19 ± 0,12 

50 µg mL
-1

 0,46 ± 0,11 0,04 ± 0,05 

100 µg mL
-1

 0,85 ± 0,34 0,30 ± 0,04 

200 µg mL
-1

 0,59 ± 0,27 1,35 ± 0,26 

GVB-EDTA-Mg
2+

 0% de lise 

H2O 100% de lise 

EHE = Extrato hidroalcoólico da entrecasca; EHF = Extrato hidroalcoólico da folha. 
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6.2.2 Atividade anti-inflamatória 

6.2.2.1 Viabilidade celular de monócitos 

A viabilidade de monócitos frente à EHE e EHF de P. marginatum foi avaliada através 

do ensaio de exclusão por azul de tripano. O número de células viáveis foi avaliado após 3h e 

24h de estimulação às concentrações de 20 µg mL
-1

 e 100 µg mL
-1

 de cada extrato (Figura 

19). 

Após um período de 3h de exposição, a citotoxicidade de EHE foi insignificante sobre 

os monócitos, uma vez que os valores não diferiram significativamente do controle. Por outro 

lado, EHF mostrou-se extremamente tóxico, reduzindo a viabilidade dos monócitos em 13,6% 

e 37,3% após 3h de estímulo para as concentrações de 20 µg mL
-1

 e 100 µg mL
-1

, 

respectivamente.  

Ambos os extratos reduziram significativamente a viabilidade dos monócitos após 

exposição de 24h, sendo a utilização deste período invariável para a quantificação de IL-1β. 

 

 
Figura 17 – Viabilidade de monócitos após 3h de exposição a EHE e EHF de P. marginatum 

(20 e 100 µg mL
-1

) pelo método de exclusão de Azul de tripano. Resultados expressos como 

média e D.P. Com **p< 0,01 e ***p< 0,001 no teste de Tukey 

 

6.2.2.2 Efeito na liberação de IL-1β 

A inibição da produção de IL-1β pelo extrato da entrecasca de P. marginatum (20 μg 

mL
-1

 e 100 μg mL
-1

) após um período de 3h de estímulo está representada na Figura 20.  
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Figura 18 – Efeito de EHE de P. marginatum sobre a liberação de IL-1β. Grupos pré-

estimulados com LPS (10 µg mL
-1

) e tratados RPMI-10% SFB (controle), EHE (20 e 100 µg 
mL

-1
) ou soro humano saudável (SHN). Resultados expressos como média e D.P. Com **p< 

0,01 e ***p< 0,001 no teste de Tukey. 

Os monócitos estimulados apenas por LPS (controle) produziram grandes quantidades 

de IL-1β (12,91 ± 0,60 pg mL
-1

), enquanto que a concentração desta citocina no soro humano 

saudável foi pouco mais que 1 pg mL
-1

. Os monócitos estimulados com LPS e tratados com 

EHE reduziram a produção de IL-1β, indicando que em condições inflamatórias esse extrato 

inibe a produção desta citocina. 
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7. DISCUSSÃO  

 

O rendimento obtido com a extração hidroalcoólica com etanol a 70% esteve dentro 

do previsto, resultando em um maior aproveitamento de extrativos para as partes menos 

rígidas, como as folhas (SIMÕES, 2007). A água é um dos solventes mais comumente 

utilizados pela população para a extração dos princípios ativos vegetais, no entanto, é o álcool 

que possibilita a extração de um maior número de compostos. Preparações hidroalcoólicas, 

como a utilizada para a produção dos extratos brutos de P. marginatum, apresentam grande 

eficácia quanto à solubilidade de constituintes fitoquímicos, além de possibilitar uma 

abordagem voltada para o uso popular.  

A prospecção de EHE e EHF de P. marginatum revelou a presença de fenóis, taninos, 

saponinas, esteroides livres, alcaloides e flavonoides. Outros estudos também relataram a 

presença desses compostos na casca da Embiratanha. Com exceção das saponinas, Chaves 

(2012) e Paiva (2013) detectaram em extratos hidroalcoólicos da casca e entrecasca de P. 

marginatum os mesmos metabolitos secundários identificados neste estudo. Além destes 

compostos, outras substâncias como cumarinas, derivados antracênicos, lignanas e 

terpenoides (mono, sesqui, diterpenos e triterpenos) já foram identificados na casca desta 

planta (VERAS FILHO, 2012).  

Poucos estudos demonstram a presença e identificação de metabólitos secundários na 

folha da Embiratanha. Através de análise fitoquímica pelo método cromatografia em camada 

delgada (CCD), Veras Filho (2012) verificou a presença de antocianinas, antraquinonas 

agliconas e glicosídicas, compostos fenólicos, cumarinas, terpenoides e esteroides na folha de 

P. marginatum. Para ele, os grupos que mais se destacaram em diversidade foram os 

terpenoides e compostos fenólicos. A carência de estudos voltados para a folha e outras partes 

da planta pode estar relacionada ao maior interesse fármaco e etnobotânico na casca desta 

espécie, uma vez que esta é frequentemente relatada quanto ao seu uso popular 

(ALBUQUERQUE, 2007; AGRA et al., 2008; KFFURY, 2008; ROQUE et al. 2010; 

PAULINO et al., 2011; SILVA et al., 2014). 

Apesar de informações escassas no que diz respeito a estudos de prospecção 

fitoquímica da espécie P. marginatum, tem-se na literatura relatos de diversos metabólitos 

secundários de importância fitoterápica em outras espécies da subfamília Bombacoideae.  

Paula e colaboradores (1997) realizaram uma revisão de todos os estudos químicos realizados 

em espécies da família Bombacaceae, atualmente incorporada na família Malvaceae, e 

verificaram que as substâncias mais significativas isoladas foram alcaloides, naftalenos 
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oxidados, cumarinas, lignanas e ácidos graxos com anel ciclopropeno. A analise fitoquímica 

da Barriguda (Ceiba glaziovii) indicou a presença de taninos catéquicos, flavonóis, fenóis, 

flavonas, xantonas, alcaloides, albumina e quantidades menores de antocianina e 

antocianidina na casca, enquanto nas folhas constatou-se a presença de taninos catéquicos, 

flavonóis, alcaloides, albumina, antocianina, antocianidina e traços de saponinas (LEAL et al., 

2011).  

A prospecção fitoquímica preliminar não permitiu verificar a presença de 

antocianinas, antocianidinas, leucoantocianidinas e quinonas. No entanto, Menezes e 

colaboradores (2015) relataram a presença desses compostos em diferentes partes (galhos, 

cascas, raízes e flores) de P. marginatum. Os resultados obtidos por esses autores constataram 

que as concentrações de antocianinas nesta planta não são significativos, portanto podem não 

ser detectados em testes qualitativos. Dentre os membros estudados, a casca apresentou o 

resultado mais relevante para o estudo em questão, com concentração de 0,49 mg/100 g de 

extrato.  

Dentre os compostos químicos identificados qualitativamente em EHE e EHF estão os 

fenóis. A avaliação de seus teores nos extratos de P. marginatum, realizada através do 

reagente de Folin-Ciocalteu, apresentou valores intermediários em relação aos dados de outras 

espécies descritas na literatura (SOUSA et al., 2007; CHAVES et al., 2010; DE SÁ et al., 

2012). No entanto, quando comparados com estudos dessa mesma espécie, esses valores são 

elevados para ambos os extratos (CHAVES et al., 2013; VERAS FILHO, 2013).  

O extrato da folha de Embiratanha exibiu o maior teor de fenóis totais (FT) com 

214,76 ± 3,66 mg EAG/g. Estes resultados são corroborados por Veras Filho (2012), que 

encontrou resultados semelhantes ao avaliar extratos hidroalcoólicos da casca e da folha de P. 

marginatum, com teores de 9.06 e 26,01 mg EAG/g, respectivamente. Ruiz-Terán e 

colaboradores (2008) determinaram o conteúdo total de fenóis de extratos metanólicos de 

plantas utilizadas na medicina popular mexicana, dentre elas Pseudobombax ellipticum, e 

encontraram valores próximos a 230 mg EAG/g para o extrato da folha, valor semelhante ao 

obtido para P. marginatum. Valores semelhantes também foram obtidos para os extratos de 

Hibiscus sabdariffa, que apresentaram maiores teores de FT para os extratos metanólico dos 

cálices (471,35 mg EAG/g) em relação ao extrato da folha com 389,98 mg EAG/g 

(FORMAGIO et al., 2015).  

Neste estudo, as concentrações de fenóis de EHE e EHF sofreram alteração de acordo 

com a parte da planta estudada. Outros fatores, como a idade e o tamanho da planta, da parte 
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coletada, características edáficas e climáticas influenciam na quantidade desses e de outros 

metabólitos (BLANK et al., 2007). Ao avaliar a concentração de fenóis do extrato da casca da 

Embiratanha, Chaves e colaboradores (2013) observaram uma influência sazonal, onde os 

fenóis foram mais abundantes no período chuvoso (37,21 µg EAG/g).  

A atividade citotóxica dos extratos da entrecasca e da folha de P. marginatum ocorreu 

principalmente sobre as células de câncer cervical. Ao avaliar a ação dos extratos metanólico 

de quatro espécies da família Malvaceae (Sida acuta, Sida Cordifolium, Sida rhombilifolia e 

Urena lobata) sobre células de carcinoma hepático (HepG-2), Pieme e colaboradores (2010) 

também registraram efeito citotóxico com redução dose-dependente da viabilidade celular. De 

modo geral, fibroblastos isolados de tecido humano saudável demonstraram nesse estudo uma 

menor sensibilidade aos extratos, principalmente nas menores concentrações testadas. O 

extrato aquoso da flor de Hibiscus sabdariffa também apresentou toxicidade sobre células de 

câncer de estômago, que foram mais susceptíveis à ação do extrato do que as células 

saudáveis do fígado (LIN et al., 2007). O extrato aquoso da folha dessa mesma espécie foi 

avaliado sobre linhagens de adenocarcinoma da próstata. Os resultados mostraram um efeito 

inibidor dose-dependente sobre o crescimento de células de câncer de próstata, LNCaP, 

DU145 e PC3. O mesmo tratamento foi realizado numa linhagem celular normal, no entanto, 

essas foram menos sensíveis ao efeito citotóxico desse extrato (LIN et al., 2012).  

Nesse estudo, as células SiHa foram significativamente mais sensíveis a EHE, 

sugerindo que esse extrato pode apresentar citotoxicidade seletiva para esse tipo celular. Nas 

doses mais altas, o extrato da folha apresentou moderada citotoxicidade para todas as 

linhagens estudadas, reduzindo a viabilidade celular em até 40% para as células tumorais e 

49% para a linhagem normal no teste do azul de tripano. A viabilidade celular abaixo de 50% 

indica que um extrato é ativo e, portanto, citotóxico (RIBEIRO, 2012). Das linhagens 

tumorais avaliadas por Costa e colaboradores (2004), as células HEp-2 (carcinoma laríngeo 

humano) foram mais sensíveis ao extrato etanólico das folhas de Lipia alba, quando 

comparado ao extrato da raiz e do caule. O extrato etanólico da folha de Anisomeles indica 

também foi mais ativo e inibiu a viabilidade de células colo 205 (câncer de colo uterino) e 

MCF-7 (câncer de mama) em 94% e 82%, respectivamente, na concentração de 200 µg mL
-1

 

(HSIEH et al., 2008). Por outro lado, doses menores do extrato da folha de Embiratanha nesse 

estudo mostraram maior seletividade para as linhagens HeLa e SiHa.  

A concentração de um determinado composto ou substância capaz de inibir um 

processo biológico em 50% é chamada CI50. Como já afirmado acima um composto capaz de 
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reduzir a viabilidade celular a 50% é considerado citotóxico. Menores valores de CI50 indicam 

maior citotoxicidade. Os dados aqui apresentados demonstraram que as células HeLa e SiHa 

tratadas com EHF apresentaram os  menores valores de CI50 comparados aos fibroblastos, 

indicando maior citotoxicidade desse extrato sobre células tumorais. Frozza e colaboradores 

(2013) observaram uma inibição seletiva do crescimento de células tumorais tratadas com o 

extrato bruto de Dalbergia ecastophyllum, com valores de CI50 de 128 μg mL
-1

 para Hep-2 e 

85 μg mL
-1

 para HeLa. Semelhante a EHF, o extrato hidroalcoólico das folhas de Casearia 

sylvetris também demonstrou uma redução da viabilidade de células tumorais MCF-7, que 

apresentou CI50 de 141 µg mL
-1

 (FELIPE et al., 2014). Felisbino (2014) afirma que valores de 

CI50 entre 25 e 200 μg mL
-1

 podem ser considerados moderadamente citotóxicos. O mesmo 

autor, ao averiguar, o potencial farmacológico de extratos hidroalcoólicos de Hibiscus 

acetosella registrou essa citotoxicidade para as frações de acetato de etila e de diclorometano 

quando adicionados a linhagens HaCaT (queratinócitos humanos saudáveis) e B16 

(melanócitos de murinos).  

EHE demonstrou um efeito antiproliferativo, reduzindo de forma dose-dependente a 

viabilidade das linhagens celulares estudadas, com maior ação sobre as linhagens de câncer 

cervical. No entanto, este extrato não possui citotoxicidade acentuada, uma vez que as 

maiores concentrações não inibiram a proliferação celular em 50%. O extrato hidroalcoólico 

de Marsdeniae tenacissimae reduziu a viabilidade das PBMCs, no entanto foi mais ativo 

sobre as células tumorais de Raji (linfoma de Burkitt) e células leucêmicas humanas NB4 e 

K562 (YE et al., 2014). O extrato etanólico de Mikania laevigata apresentou valores de CI50 

acima de 600 µg mL
-1

 para as linhagens Hep-2 e HeLa. Esses valores indicam menor 

atividade quando comparados com os obtidos nesse estudo. No entanto, esse extrato manteve 

a atividade citotóxica sobre essas linhagens (RUFATTO et al., 2013). Esses resultados são 

significantes, principalmente estando relacionados a linhagens de câncer cervical, que é o 

terceiro mais frequente em mulheres, além de apresentar maior potencial de prevenção e cura 

(INCA, 2014). Além disso, não há na literatura relatos da atividade antitumoral dessa espécie, 

assim, este estudo é pioneiro na avaliação da capacidade antiproliferativa de extratos brutos 

da entrecasca e da folha de Embiratanha.  

A citotoxicidade de EHF pode estar associada a sua elevada concentração de fenóis, 

comparado com EHE. Estes e outros metabólitos secundários são sintetizados com a função 

de defender a espécie de predadores, por isso apresentam elevada toxicidade. Ao avaliar a 

atividade antitumoral de extratos metanólicos da folha e do cálice de Hibiscus sabdariffa, 
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Formagio e colaboradores (2015) observaram que o extrato do cálice, com maior teor de FT 

(474,09 mg EAG/g) apresentou significativa atividade citotóxica contra uma linhagem de 

leucemia (K-562), com valores de IC50 de 120 µg mL
-1

. O tratamento de células SiHa com 

componentes fenólicos purificados de Baccharis trimera suprimiu a formação de colónias 

celulares, e inibiu a proliferação e a motilidade celular (OLIVEIRA et al. 2013). A avaliação 

da citotoxicidade in vitro de compostos isolados do extrato etanólico de folhas de Schinus 

terebinthifolius indicaram o ácido gálico como o composto de maior atividade citotóxica 

contra células HeLa e HL-60 (SANTANA et al., 2012). Devido a esse crescente estudo sobre 

sua capacidade antitumoral é que os compostos fenólicos têm atraído considerável interesse 

na prevenção e tratamento do câncer. 

Para determinar o padrão de crescimento celular frente ao estímulo dos extratos de P. 

marginatum, foram construídas curvas de crescimento para cada linhagem aqui estudada. Os 

resultados apresentados demonstram que, com exceção dos fibroblastos tratados com as 

concentrações 20 e 50 µ g mL
-1

 de EHE, todas as linhagens estudadas reduziram a 

proliferação celular de forma dose-dependente. As linhagens celulares não estimuladas com 

os extratos de Embiratanha apresentaram uma curva de crescimento padrão, atingindo o 

plateau nas 72 horas de avaliação. Linhagens estimuladas com EHE e EHF exibiram 

alterações no número de células ao longo do período avaliado, sendo mais evidentes para as 

linhagens cancerígenas.  

As concentrações de 20 μg mL
-1

 e 50 μg mL
-1

 de EHE e EHF permitiram a duplicação 

das linhagens HeLa e SiHa dentro do período avaliado. No entanto, esse comportamento 

ocorreu após um período de 48 horas de exposição, indicando que o tratamento com os 

extratos retarda a multiplicação dessas linhagens. Apesar da duplicação celular, essas células 

ainda mantiveram a viabilidade inferior a do grupo controle. Após esse período, foi observado 

um declínio na viabilidade dessas linhagens, que não apresentou o período estacionário.  

A multiplicação dos fibroblastos foi semelhante ao grupo controle nas menores 

concentrações de EHE, possibilitando sua duplicação nas primeiras 24 horas. No entanto, 

quando estimulado com EHF, essas células dobraram a partir das 48 horas de avaliação 

apenas nas concentrações de 20 μg mL
-1

 e 50 μg mL
-1

. Ao contrário das células cancerígenas, 

os fibroblastos apresentaram fase estacionária observada após duplicação até o tempo máximo 

de avaliação para ambos os extratos. No entanto, todas as linhagens submetidas à ação de 

EHF, principalmente nas maiores doses, apresentaram uma proliferação inferior à do grupo 

controle, corroborando com uma elevada citotoxicidade deste extrato quando comparado com 
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o extrato da entrecasca. No entanto, os critérios estabelecidos pelo programa de triagem 

vegetal do National Cancer Institute (NCI) defendem que para a atividade citotóxica ser 

considerada significativa o CI50 para extratos brutos de origem vegetal deve ser ≤ 30 μg mL
-1

, 

enquanto para para substâncias puras o CI50 ≤ 4 μg mL
-1

 (GERAN et al., 1972). Dessa forma, 

os extratos de P. marginatum não mostraram atividade citotóxica significante, embora tenha 

demonstrado efeito antiproliferativo, principalmente sobre as células de câncer cervical.  

Aliado a essa prerrogativa, tem-se os resultados do ensaio de citotoxicidade dos 

extratos de P. marginatum através do teste de hemólise. Sabe-se que através do metabolismo 

secundário nos vegetais são produzidas substâncias capazes de provocar hemólise, dentre elas 

estão os compostos saponínicos. Essa propriedade é resultado da formação de complexos 

insolúveis com colesteróis presentes nas membranas de eritrócitos celulares, alterando sua 

permeabilidade e causando o rompimento celular (SCHENKEL et al., 2001). Embora estudos 

fitoquímicos tenham demonstrado a presença de saponinas na Embiratanha, nossos resultados 

demonstraram que os extratos hidroalcoólico da entrecasca e da folha dessa espécie não 

apresentaram atividade hemolítica nas concentrações avaliadas.  Esses dados corroboram a 

seletividade dos extratos para células cancerígenas, uma vez que apresentou menor atividade 

biológica sobre células saudáveis, como eritrócitos e fibroblastos.  

Ao investigar os efeitos citotóxicos do extrato etanólico da casca de Sterculia striata, 

pertencente à mesma família da Embiratanha, Sousa (2009) observou que as concentrações 

estudadas (1 a 100 μg mL
-1

) não induziram lise em eritrócitos de ratos. A atividade hemolítica 

também não foi observada na avaliação do extrato etanólico e metanólico das folhas de 

Pereskia aculeata e Myracrodrun urundeuva, apesar da verificação de compostos saponínicos 

através da prospecção qualitativa nesses extratos (CARVALHO; OLIVEIRA, 2012; SANTOS 

et al., 2012). Ao verificar parâmetros sanguíneos de cães tratados com Yucca schidigera, que 

também apresentou saponinas em seu extrato, Álvares (2006) constatou uma diminuição no 

número de hemácias, porém, ainda permaneceram dentro dos valores de referência. 

Resultados negativos são de grande interesse para estudos farmacológicos, pois possibilitam o 

uso seguro desses extratos. 

P. marginatum tem sido usada popularmente para o tratamento de inflamações e dores, 

principalmente na coluna. Apesar de diversos estudos etnobotânicos relatarem o uso dessa 

espécie como anti-inflamatória, existem poucos estudos experimentais que confirmem essa 

atividade (PAIVA et al., 2013). Dentre os vários mecanismos naturais de defesa, os 

monócitos e macrófagos apresentam participação crucial na reação inflamatória, portanto, 
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muitas pesquisas têm focado as ações inflamatórias dessas células (AN et al., 2009). 

Monócitos e macrófagos podem ser ativados pela secreção de citocinas, que também regulam 

a produção e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pró-inflamatórias) ou 

atenuar (anti-inflamatórias) a resposta inflamatória (OLIVEIRA et al., 2011). O estudo de 

produção ou inibição de interleucinas tem sido utilizado como modelo para determinar as 

propriedades anti-inflamatórias de produtos de origem vegetal (SOARES et al., 2015). Assim, 

o extrato hidroalcoólico de P. marginatum foi avaliado quanto as sua capacidade de modular a 

secreção da citocina IL-1β, produzida por monócitos humanos.  

A citotoxicidade de EHE e EHF sobre monócitos isolados do sangue periférico 

humano foi realizada para garantir que as variações nos níveis da citocina IL-1β ocorreram 

devido à modulação de mecanismos celulares e não à toxicidade das amostras vegetais. Após 

um período de 3 horas de exposição, a citotoxicidade de EHE, foi insignificante sobre os 

monócitos, uma vez que os valores não diferiram significativamente do controle. Por outro 

lado, EHF mostrou-se tóxico, onde a viabilidade dos monócitos ficou abaixo de 90% no 

mesmo período de avaliação.  Ambos os extratos reduziram significativamente a viabilidade 

dos monócitos após exposição de 24h, sendo a utilização deste período inadequado para a 

quantificação de IL-1β. Desse modo, nas concentrações avaliadas, apenas EHE testado no 

período de 3 horas apresentou citotoxicidade adequada para a avaliação de IL-1β. 

 Os resultados expressos nesse estudo revelaram que monócitos estimulados com LPS 

e EHE por um período de 3h tiveram sua produção de IL-1β alterada. As concentrações de 20 

e 100 μg mL
-1

 diminuíram, respectivamente, a produção de IL-1β para 7,66 e 3,75 pg mL
-1

. 

Sendo uma citocina pró-inflamatória, IL-1β produz inflamação sistêmica através da ativação 

da ciclooxigenase-2, com a formação de prostaglandina E2 (PGE2) no hipotálamo anterior, 

causando febre (VARELLA; FORTE, 2015). Dessa forma, a inibição na produção de IL-1β 

pela ação de EHE indica atividade anti-inflamatória. A ação anti-inflamatória de P. 

marginatum foi similarmente verificada através de ensaios in vivo por Paiva e colaboradores 

(2013) em estudos anteriores do grupo de pesquisa. Nas doses de 100 e 300 mg kg
-1

, o extrato 

da entrecasca dessa espécie demonstrou uma resposta anti-inflamatória, impedindo o aumento 

do edema de pata de rato induzido por carragenina e a migração de neutrófilos para o sítio da 

inflamação. As mesmas doses do extrato também inibiram a migração de leucócitos para a 

cavidade peritoneal, numa porcentagem de 48 e 56%, respectivamente. 

Do mesmo modo, outras espécies da família Malvaceae apresentam atividade anti-

inflamatória. A produção de IL-1β por fibroblastos estimulados com LPS foi inibida pela 
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adição do extrato hidroalcoólico de Malva sylvestris, onde a concentração de 1,0 µg mL
-1

 foi 

capaz de inibir 86% dessa citocina (BENSO, 2012). A atividade anti-inflamatória local de M. 

sylvestris em modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina, demonstrou 

que o gel contendo o extrato de malva a 5% reduziu significativamente o edema, mostrando o 

maior poder anti-inflamatório, com redução significativa do edema após 3 horas 

(CHICLANA et al., 2009). As espécies Sidastrum micranthum, Luehea divaricata e Sida 

santaremnensis também promoveram um efeito anti-inflamatório in vivo em modelo 

experimental de edema de pata e de orelha induzido por carragenina e óleo de cróton, 

respectivamente (GONÇALVES et al., 2013; ROSA et al., 2014).  

É relevante mencionar que alguns dos metabólitos detectados pela prospecção 

fitoquímica de EHE e EHF de P. marginatum apresentam ação anti-inflamatória comprovada 

em testes experimentais. Muitos esteroides estão relacionados aos efeitos anti-inflamatórios. 

Esteroides isolados do extrato etanólico de Sidastrum paniculatum reduziram 

significativamente a migração células polimorfonucleares induzida por carragenina em ratos 

em até 82% na dose de 90 mg kg
-1

 (CAVALCANTE et al., 2013). Os flavonoides também 

apresentam importância nos processos inflamatórios. Eles podem inibir enzimas importantes 

na resposta inflamatória, como ciclo-oxigenase, 5-lipoxigenase e prostaglandina sintetase 

(LEE et al., 2007). O flavonóide cianidina, por exemplo, suprimiu a produção da interleucinas 

pró-inflamatórias IL-6 no processo de inflamação aguda em macrófagos humanos 

(DESJARDINS et al., 2012).  

Extratos brutos apresentam uma gama de compostos oriundos do metabolismo 

secundário nos vegetais que podem agir sinergicamente, tornando-se responsáveis pelas 

atividades observadas nessa pesquisa. Os extratos de P. marginatum reduziram a viabilidade 

de linhagens celulares cancerígenas e normais, sendo mais seletivo para as primeiras, e inibiu 

a produção de IL-1β, indicando uma ação anti-inflamatória. Assim, tem-se nessa planta um 

potencial fitoterápico a ser explorado em testes mais específicos, que nos possibilitem 

averiguar os mecanismos envolvidos tanto na citotoxicidade quanto na ação anti-inflamatória 

exercida por EHE e EHF. Portanto, a continuação da investigação das propriedades biológicas 

de Pseudobombax marginatum é relevante tanto para o esclarecimento de seu potencial 

terapêutico, quanto para o uso medicinal seguro desta planta.  
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8. CONCLUSÕES 

A prospecção fitoquímica dos extratos hidroalcoólicos de Pseudobombax marginatum 

revelou a presença de fenóis, taninos, saponinas, esteroides livres, alcaloides e algumas 

classes de flavonoides. O extrato bruto da folha (EHF), no entanto, apresentaram teores de 

fenóis totais maiores do que o extrato da entrecasca (EHE). 

Ambos os extratos de P. marginatum produziram um efeito citotóxico dose-

dependente, sendo EHE mais ativo sobre a linhagem de câncer cervical SiHa e EHF tóxico 

para todas as linhagens, com maior atividade sobre as linhagens HeLa e SiHa nas 

concentrações de 20 e 50 µg mL
-1

. Somente o extrato da folha de P. marginatum apresentou 

valores de CI50 mensuráveis para todas as linhagens avaliadas. No entanto, os extratos não 

apresentaram ação hemolítica sobre hemácias de coelho nas concentrações avaliadas. 

O padrão de crescimento das linhagens tratadas com EHE e EHF foi 

significativamente menor ao do grupo controle. Entretanto, fibroblastos tratados com EHE (20 

e 50 μg mL
-1

) apresentaram crescimento semelhante aos fibroblastos não tratados, duplicando 

após 24 horas e apresentando fase estacionária. Todas as linhagens submetidas à ação de EHF 

obtiveram crescimento inferior à do grupo controle, com duplicação do número de células 

apenas após um período de 48 horas, seguida de morte.  

O extrato da entrecasca (EHE) de P. marginatum apresentou efeitos 

imunomodulatórios, inibindo a produção de IL-1β por monócitos estimulados ou não 

estimulados por LPS. Nas concentrações avaliadas, o extrato da folha (EHF) foi tóxico sobre 

os monócitos após 24h, não sendo possível a avaliação de sua atividade anti-inflamatória. 
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