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RESUMO 

 

A Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze é encontrada principalmente na região 

sul do Brasil, conhecida por muitos nomes populares como pinheiro-brasileiro, pinheiro-do-

Paraná, pinho, araucária. Os pinhões amadurecem nas pinhas, são sementes grandes que 

apresentam reservas nutritivas. A casca do pinhão, rica em compostos bioativos, é 

considerada um resíduo agroindustrial não explorado, representa em torno de 20% do peso 

total do pinhão, sendo normalmente descartada no ambiente. Os compostos bioativos se 

destacam pelas propriedades que exercem como atividade antioxidante, anti-inflamatória e de 

agentes coadjuvantes no tratamento de doenças. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi 

avaliar a composição fenólica e a atividade antioxidante do extrato da casca de pinhão in 

natura, por meio das técnicas de maceração e extração assistida por ultrassom e investigar a 

ação antitumoral do extrato em células de melanoma cutâneo da linhagem SK-Mel-28 e A-

375. As cascas foram separadas das sementes e secas por 24 horas a 40 °C em estufa com 

convecção forçada de ar (Cienlab). Posteriormente foram trituradas e peneiradas (partículas 

entre 0,210 e 0,250mm). Os extratos das cascas de pinhão in natura foram avaliados quanto 

aos compostos fenólicos totais (CFT) - pelo método de Folin-Ciocalteu - atividade 

antioxidante total (AAT) - pelo método de sequestro de radicais DPPH e ABTS e atividade 

antitumoral em células de melanoma cutâneo (MC). Na extração de compostos fenólicos 

totais (CFT), o maior teor de CFT foi de 15,51 µg.g-1 massa seca obtida pela extração 

assistida por ultrassom durante 30 minutos. Na avaliação da atividade antioxidante por DPPH 

e ABTS, a maceração não apresentou diferença significativa entre os tratamentos, porém pelo 

método de ultrassom durante 30 minutos, o ABTS apresentou diferença significativa 

(p<0,05), com 1202, 44 µM TEAC.g-1 sendo posteriormente este o tratamento aplicado em 

células MC. A atividade antitumoral foi avaliada pelo método de viabilidade celular (MTT) 

expondo as células de melanoma ao extrato bruto e por diluição seriada por 24 horas. Nos 

tratamentos com as células SK-Mel-28 não houve atividade de inibição celular. O tratamento 

nas células A-375 resultou na diminuição significativa da viabilidade celular apresentando 

atividade antitumoral nas concentrações testadas (p<0,001); (p<0,0001), quando comparado 

ao controle, exceto na diluição 1:100, onde as células tratadas não sofreram alteração quando 

comparadas ao controle. As concentrações onde o fator de diluição do extrato de Araucaria 

angustifolia foram 1:1000 e 1:10 foram capazes de inibir o crescimento de células tumorais 



em aproximadamente 30 % em 24 horas de tratamento. Nas concentrações onde o fator de 

diluição foi de 1:1 e com extrato bruto observou-se maior taxa de citotoxicidade, 

apresentando uma redução da proliferação celular com percentual abaixo de 50% em relação 

ao controle nesses tratamentos. O extrato para as células A-375 demonstrou resultado efetivo 

para impedir a migração celular em potencial como agente coadjuvante para o tratamento de 

melanoma cutâneo.  

 

Palavras-chave: compostos bioativos; atividade antioxidante; aplicação biológica; melanoma 

cutâneo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze is found mainly in the southern region 

of Brazil, known by many popular names such as Brazilian pine, Paraná pine, pine, araucaria. 

Pine nuts mature in cones, they are large seeds that have nutritional reserves. The pine nut 

shell, rich in bioactive compounds, is considered unexploited agro-industrial waste, 

representing around 20% of the total weight of the pine nut, and is normally discarded into the 

environment. Bioactive compounds stand out for the properties they exert as antioxidant, anti-

inflammatory and supporting agents in the treatment of diseases. 

In this context, the objective of this work was to evaluate the phenolic composition and 

antioxidant activity of in natura pine nut shell extract, through maceration and ultrasound-

assisted extraction techniques, and to investigate the anticancer action of the extract on 

cutaneous melanoma cells of the SK-Mel-28 and A-375. The coats were separated from the 

seeds and dried for 24 hours at 40 °C in a forced air convection oven (Cienlab). Shells were 

subsequently crushed and sieved (0.210 and 0.250mm). The extracts from fresh pine nut 

shells were evaluated for total phenolic compounds (CFT) - by the Folin-Ciocalteu method - 

total antioxidant activity (AAT) - by the DPPH and ABTS radical scavenging method and 

antitumor activity in cutaneous melanoma cells (MC). In the extraction of total phenolic 

compounds (CFT), the treatments did not show a significant difference. The highest CFT 

content was 15.51 µg.g-1 dry mass obtained by ultrasound-assisted extraction for 30 minutes. 

In the evaluation of antioxidant activity by DPPH and ABTS, maceration did not show a 

significant difference between treatments, however, using the ultrasound method for 30 

minutes, ABTS showed a significant difference (p<0.05), with 1202, 44 µM TEAC.g-1, which 

was subsequently applied to MC cells. Anticancer activity was evaluated by the cell viability 

method (MTT) by exposing melanoma cells to the crude extract and by serial dilution for 24 

hours. In treatments with SK-Mel-28 cells, they did not show cell inhibition activity. 

Treatment on A-375 cells resulted in a significant decrease in cell viability, presenting 

antitumor activity at the concentrations tested (p<0.001); (p<0.0001), when compared to the 

control, except in the 1:100 dilution, where the treated cells did not change when compared to 

the control. The concentrations where the dilution factor of the Araucaria angustifolia extract 

were 1:1000 and 1:10 were able to inhibit the growth of tumor cells by approximately 30% in 

24 hours of treatment. At concentrations where the dilution factor was 1:1 and with crude 



extract, a higher rate of cytotoxicity was observed, showing a significant reduction in cell 

proliferation with a percentage below 50% in relation to the control in these treatments. The 

extract for A-375 cells demonstrated effective results in preventing cell migration, potentially 

as a supporting agent for the treatment of cutaneous melanoma. 

 

Keywords: bioactive compounds; antioxidant activity; biological application; cutaneous 

melanoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O pinhão, consumido principalmente na região sul do Brasil, vem sendo reconhecido 

como um alimento benéfico a saúde devido a seu alto valor nutricional e na prevenção de 

doenças, bem como utilizado como ingrediente diferenciado na gastronomia. 

Por mais que a principal fonte de reserva das sementes da Araucaria angustifolia seja 

o amido, este também é uma fonte de carboidratos, fibras, magnésio, cobre, baixos teores de 

proteínas, de lipídios e açúcares solúveis (Muccillo, 2009; Cladera-Oliveira et al., 2012). As 

concentrações dos constituintes variam conforme o estágio de desenvolvimento da semente 

(Guidolin, 2016). Os pinhões possuem também compostos fenólicos que se encontram em 

maior quantidade nas sementes cozidas, por conta da migração dos compostos da casca para 

as sementes após o processo de cocção (Cordenunsi et al., 2004; Daudt, 2016). 

Além do potencial de promoção à saúde, o pinhão apresenta um bioresíduo, 

geralmente descartada, a casca, destacando-se por ser aproveitada como subproduto de fonte 

de fibras e compostos antioxidantes (Costa; Helm; Tavares, 2012; Santos et al., 2017). 

A casca do pinhão, rica em compostos fenólicos, é considerada um resíduo 

agroindustrial não explorado, que representa em torno de 20% do peso total do pinhão, sendo 

normalmente descartada no ambiente (Peralta et al., 2016; Santos et al., 2018; Trojaike et al., 

2019). Os compostos fenólicos apresentam atividade antioxidante e atividade antimicrobiana, 

uma gama de efeitos promotores de saúde, podendo ser utilizados em diversos segmentos na 

indústria de alimentos (Sant’anna et al., 2016; Trojaike et al., 2019).  

Da fração da semente do pinhão, a casca era o componente com menor exploração 

(Cladera-Oliveira et al., 2012; Silva et al., 2014), porém, diversos autores vêm estudando o 

extrato da casca de pinhão como potencial antioxidante devido seu conteúdo de compostos 

fenólicos. O principal grupo de compostos fenólicos presentes no revestimento do pinhão são 

os taninos condensados e hidrolisáveis de alta massa molecular, compostos estes que possuem 

maior atividade antioxidante que os compostos fenólicos simples (Koehnlein et al., 2012; 

Thys; Cunha, 2015). 

Os antioxidantes estão presentes de forma natural ou intencional nas gorduras e 

alimentos para retardar o aparecimento dos fenômenos de oxidação, mantendo intactas suas 

características sensoriais. Os antioxidantes que se adicionam aos alimentos não devem 

produzir efeitos fisiológicos negativos, cores, odores nem sabores anômalos. A ingestão de 

alimentos que possuem substâncias antioxidantes contribui para prevenir a oxidação 
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proveniente dos processos biológicos, ou seja, de fatores endógenos ao organismo (Degáspari; 

Waszczynski, 2004; Achkar et al., 2013).  

Compostos antioxidantes sintéticos são utilizados como conservantes de alimentos, no 

entanto, apresentam certo grau de toxicidade para o organismo. Antes da década de 80, 

antioxidantes sintéticos eram amplamente utilizados na prevenção da oxidação sofrida em 

alimentos industrializados, porém, a partir dessa década, iniciaram-se estudos destinados à 

produção de antioxidantes de fontes naturais, uma vez que foi detectado que antioxidantes 

sintéticos causam efeitos negativos e deletérios no organismo quando utilizados em doses 

elevadas (Broinizi et al., 2007; Achkar et al., 2013). Cabe ressaltar que o consumo de 

alimentos ricos em compostos fenólicos, como chás, vinhos e frutos foi relacionado com a 

baixa incidência de doenças degenerativas por isso a importância desses compostos na dieta e 

na conservação de alimentos (Achkar et al., 2013). 

Entre os antioxidantes naturais, os compostos fenólicos apresentam atividade 

antioxidante de grande importância em processos de inibição do risco de doenças 

cardiovasculares e do estresse oxidativo, que está relacionado a patologias crônico-

degenerativas, como diabetes, câncer e processos inflamatórios (Helt; Navas; Gonçalves, 

2018; Santos et al., 2018).  

O consumo de fitoquímicos dietéticos apresentam efeitos benéficos à saúde em 

diversas áreas, incluindo propriedades quimiopreventivas e terapêuticas do câncer. Além 

disso, sugere-se que o uso de fitoquímicos combinados com antioxidantes reduzem o risco de 

desenvolver câncer, portanto, embora existam medicamentos em ensaios clínicos, é relevante 

a continuidade pela busca de extratos vegetais que exibam atividade antitumoral sem causar 

efeitos colaterais em células saudáveis (Serafini; Testa, 2009; Helt; Navas; Gonçalves, 2018).  

Os compostos fenólicos são encontrados com grande facilidade na natureza, porém, 

por apresentarem diversos grupos com características distintas, é necessário a utilização de 

metodologias de extração adequadas garantindo a preservação estrutural desses compostos 

sem perder sua bioatividade, seja para aplicações de interesse nutricional, segmentos 

industriais e outros associados a prevenção e tratamento de doenças.  

A partir do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os diferentes métodos 

de extração de compostos fenólicos da casca de pinhão in natura e identificar atividade 

antioxidante dos extratos no tratamento de células tumorais melanoma cutâneo A-375 e SK-

Mel-28. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Determinar e avaliar o teor de compostos fenólicos presentes na casca de pinhão in 

natura obtidos por diferentes métodos de extração, e investigar a capacidade citotóxica dos 

extratos em células de melanoma cutâneo na linhagem A-375 e SK-Mel-28. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

- Obter extratos da casca de pinhão avaliando os métodos de maceração e extração 

assistida por ultrassom; 

- Determinar o teor de compostos fenólicos totais pelo método de Folin Ciocalteu e da 

capacidade antioxidante frente ao método do DPPH e ABTS; 

- Avaliar os extratos obtidos por diferentes métodos em relação a seus compostos 

fenólicos e atividade antioxidante;  

- Identificar a capacidade sequestradora de radicais livres do extrato da casca de 

pinhão em meio biológico; 

- Avaliar a atividade antitumoral (citotóxica e/ou antiproliferativa) de extratos 

provenientes da casca de pinhão in natura obtidos pelos métodos de maceração e extração 

assistida por ultrassom;  

- Avaliar o efeito biológico do extrato da casca de pinhão in natura em células de 

melanoma cutâneo nas linhagens A-375 e SK-Mel-28.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 PINHÃO  

 

O pinhão é largamente consumido no sul do Brasil e após seu cozimento em água a 

sua casca é geralmente descartada. A Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze, é uma 

conífera nativa da América do Sul encontrada no Sul e Sudoeste do Brasil e Norte da 

Argentina (Conforti; Lupano, 2008). Sua semente é grande, denominada pinhão, de cor 

marrom, contém grande quantidade de reservas nutritivas, além de fibras alimentares. Por 

conta de seu alto valor nutritivo, e por fazer parte da alimentação da fauna silvestre, é muitas 

vezes utilizado na alimentação de animais. Tem forte apelo cultural, pois seu consumo remete 

a memórias familiares, de infância, rurais e folclóricas (Guidolin, 2016; Leivas et al., 2013; 

Peralta et al., 2016; Godoy et al., 2018).  

A exploração descontrolada desta espécie devido a qualidade da sua madeira, quase 

devastou a Floresta de Araucárias, reduzindo grande parte da sua população, sendo 

classificada como espécie ameaçada pela Internacional Union for Conservation of Nature 

(IUCN). Isto provocou impactos ambientais à diversidade biológica, bem como a cadeia 

alimentar do ecossistema (Carvalho, 2010; Dorigam de Matos Furlanetto et al., 2019). O 

período de incidência de sua semente, o pinhão, ocorre entre os meses de abril e julho, de 

acordo com a variedade, época em que o pinhão está com seu desenvolvimento completo. O 

pinhão é um dos alimentos tradicionais da Região Sul, está presente em eventos culturais e é 

utilizado como fonte de renda de agricultores e comerciantes (Gama, 2006; Schveitzer et al., 

2014). 

 No Brasil, as árvores são conhecidas popularmente como “pinheiro-do-paraná” ou 

“pinheiro-brasileiro” (Figura 1) e representam grande importância para o reflorestamento e a 

conservação da Mata Atlântica (Branco et al., 2014; Dorigam de Matos Furlanetto et al., 

2019). A pinha, fruto onde estão aglomerados os pinhões, possuem formato de uma esfera 

compacta com diâmetro entre 15 cm e 20 cm, chegando a pesar, em média 2,0 Kg. Para 

formação da pinha, entre a floração, polinização, crescimento e amadurecimento, é necessário 

um tempo de até três anos. A semente, denominada como pinhão tem cerca de 5 cm de 

comprimento, com aproximadamente 8,6 g e é recoberta por uma casca lisa de cor castanha, 

perdendo a viabilidade em apenas 120 dias (Araújo; Guiotoku, 2010; Batista, 2014).  
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                                               Figura 1 - Árvore da Araucaria angustifolia 

 
                                               Fonte: Elaborada pela autora (2023) 

 

A casca é a parte externa da semente e possui três camadas, que protegem a amêndoa, 

a mais externa, cujos tecidos se dispõem longitudinalmente, apresenta uma coloração que vai 

desde o branco-amarelado até o vermelho escuro. A camada intermediária é bastante delgada 

e seus tecidos estão dispostos transversalmente, ela é responsável pela maior resistência à 

casca do pinhão, sua cor é branco-amarelada externamente e castanha clara na face interna. A 

terceira e última camada é a mais fina e membranácea das três, e está disposta 

longitudinalmente e possui cor castanha clara na face externa e rosada internamente. No 

centro da amêndoa há o embrião, um filamento de 4/5 de seu comprimento. A amêndoa é 

branca-rósea-clara, rica em reservas energéticas, constituída pela massa bastante amilácea, 

sendo ela a parte comestível do pinhão (Gama, 2006; Godoy et al., 2018). Na Figura 2 

apresenta-se o aspecto geral da semente de pinhão cortada longitudinalmente. 

 

Figura 2 - Semente de pinhão cortada longitudinalmente 

 

                                                           Fonte: Elaborada pela autora (2023) 
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As qualidades do pinhão não se resumem às características de sabor e aroma. O 

consumo de pinhão pode fornecer nutrientes relevantes e de caráter funcional, com potencial 

de promoção à saúde (Godoy et al., 2021). Dados parciais de pesquisas realizados pela 

Embrapa Florestas, com pinhões coletados em diferentes épocas do ano, indicaram algumas 

variações na composição físico-química das sementes (Heberle et al., 2015).  

Em relação ao processamento do pinhão, estudos apontam diferenças na composição 

físico-química do pinhão cru e cozido em água, principalmente no conteúdo de umidade 

devido a absorção da água durante o cozimento (Godoy et al., 2021).  

O teor de açúcares solúveis na semente de Araucaria angustifolia é relativamente 

baixo, especialmente após o cozimento. A glicose é o açúcar mais comum, seguido pela 

frutose e sacarose. Treze ácidos graxos foram identificados na semente comestível, sendo os 

principais, ácido linoleico (18:2n-6), oleico (18:1n-9) e palmítico (16:0) (Cordenunsi et al., 

2004; Silva; Garcia; Franciscato, 2016); (Corrêa; Helm, 2010). 

A semente de Araucaria angustifolia é formada por revestimento externo, tegumento 

interno, amêndoa ou polpa e embrião. Sua massa compreende de 7 a 9 g por semente, e a 

casca representa cerca de 22 % do total (Cordenunsi et al., 2004; Cladera-Olivera et al., 

2012). 

 

2.2 MÉTODOS DE EXTRAÇÃO  

 

Na maioria dos casos, os compostos antioxidantes são obtidos de diversas fontes e por 

diferentes meios de extração, em que fatores como mecanismo, tempo, temperatura e tipo de 

solvente são fundamentais para a eficiência da extração (Bonilla et al., 2015).  

 Os extratos naturais nos últimos anos, tem sido estudado com maior atenção, por 

apresentarem caráter terapêutico e custos menos elevados para realização de pesquisa e 

medicamentos (Kotovicz et al., 2021). 

Segundo a ANVISA (2007), extratos são produtos obtidos por esgotamento, a frio ou a 

quente, a partir de produtos de origem animal, vegetal ou microbiana com solventes 

permitidos. Devem conter os princípios sápidos aromáticos voláteis e fixos correspondentes 

ao respectivo produto natural. Podem apresentar-se como: Extratos líquidos: obtidos sem a 

eliminação do solvente ou eliminando-o de forma parcial; e Extratos secos: obtidos com a 

eliminação do solvente. Os extratos vegetais mais comuns no mercado brasileiro são os da 

soja e do coco, entretanto, outros tipos de matérias-primas podem ser utilizados, como 
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amêndoas, castanhas, aveia, semente da abóbora e cravo-da-índia (Oliveira et al., 2016; 

Ribeiro; Lima; Oliveira, 2020).  

A busca por compostos bioativos de origem natural com alta capacidade antioxidante 

aumentou consideravelmente nas duas últimas décadas, principalmente devido ao seu 

potencial preventivo e no tratamento de doenças (Gil-Chávez et al., 2013).  

Compostos bioativos de plantas podem ser extraídos por várias técnicas clássicas de 

extração. Muitas destas técnicas são baseadas em diferentes graus de extração dos solventes 

utilizados sozinhos ou em combinações. Dentre as técnicas mais clássicas de extração sólido- 

líquido é possível citar a extração por Soxhlet, maceração e hidrodestilação.  

Com o desafio em encontrar novas tecnologias, a fim de reduzir o consumo de energia, 

para atender às exigências legais sobre as emissões, produtos/segurança e controle dos 

processos, e por redução de custos, aumento da qualidade, bem como a funcionalidade 

(Chemat et al., 2017), novas e promissoras técnicas de extração são criadas constantemente, 

tais como: extração assistida por enzimas; por micro-ondas; campo elétrico pulsado; por 

fluído supercrítico; por líquido pressurizado; e ainda extração assistida por ultrassom (Azmir 

et al., 2013; Vazquez-Roig; Picó, 2015). Além dos métodos extrativos, são diversos os fatores 

que influenciam na extração, como a parte do material vegetal utilizada, a origem deste, o 

grau de processamento, o tamanho da partícula, o solvente utilizado, o tempo de extração, 

temperatura, polaridade e concentração do solvente (Tiwari et al., 2011; Ribeiro; Lima; 

Oliveira, 2020). O solvente utilizado e a polaridade podem afetar a transferência de elétrons e 

de átomos de hidrogênio, que é aspecto-chave na extração de polifenóis e consequentemente 

na capacidade antioxidante (Rockenbach et al., 2008). 

O processo de maceração consiste em colocar uma matriz sólida em contato com 

solvente (água e/ou compostos orgânicos), ocorrendo a transferência de massa entre os 

componentes da mistura.  O tamanho das partículas da matriz sólida, tipo de solvente, relação 

quantitativa solvente/matriz, o tempo de contato, sendo variáveis que influenciam as cinéticas 

de difusão e o rendimento (Naviglio et al., 2007; Gizir; Turker; Artuvan, 2008; Naviglio; 

Ferrara, 2008; Cujic et al., 2016; Kotovicz et al., 2021).  

A vantagem da maceração está na possibilidade de utilização de solventes orgânicos 

ou inorgânicos e o baixo custo da técnica, este último motivado pela realização em 

temperatura ambiente e simplicidade dos equipamentos utilizados. As principais desvantagens 

dessa técnica, é um processo demorado, para a completa extração pode levar horas, dias, 

semanas. Para amenizar esse processo de espera, pode-se utilizar a temperatura, fator que 
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aumenta o coeficiente de difusão e a concentração no equilíbrio na fase líquida (Bucić-Kojić 

et al., 2007; Linares et al., 2010; Jensen; Zanoelo, 2013; Kotovicz et al., 2021).  

Entre os métodos de extração que geram menor quantidade de resíduos de solventes 

orgânicos e permitem maior eficiência na recuperação de compostos bioativos de plantas, 

destaca-se a extração indireta assistida por ultrassom na qual a amostra é submetida a um 

banho de ultrassom (Silva et al., 2021). 

Esse método se baseia na propagação das ondas ultrassônicas e das forças de cavitação 

resultantes, nas quais as bolhas geradas colapsam intensamente promovendo o rompimento de 

células do tecido, devido a tensões locais de cisalhamento e formação de zonas de alta pressão 

e temperatura (Kluczkovski et al., 2021). Dessa forma, a liberação de substâncias 

intracelulares das plantas no solvente é favorecida. Fatores como tempo e temperatura de 

extração, concentração da amostra e proporção de solvente podem influenciar a extração de 

metabólitos secundários através desse método (Silva et al., 2021).  

As principais vantagens da extração assistida por ultrassom são a simplicidade do 

método utilizado, o baixo custo, a quantidade reduzida de reagentes utilizados, a possibilidade 

de uso de diferentes solventes e um menor tempo necessário para realização do processo, se 

comparado a outros métodos. 

Os métodos de extração abordados podem ser combinados a fim de aumentar a 

eficiência da extração. Os processos que utilizam maceração e ultrassom são considerados 

técnicas verdes de extração, pois, comparados as técnicas convencionais causam menores 

impactos ambientais devido ao menor consumo de energia e pela redução do consumo de 

solventes orgânicos os quais podem ser substituídos por água por exemplo (Sumere et al., 

2018).  

 

2.3 EXTRATOS DE PLANTAS  

 

As plantas produzem metabólitos secundários que possuem atividade biológica, sendo 

importante na área econômica, farmacológica e tecnológica, e são amplamente utilizados nas 

indústrias de alimentos e farmacêutica, na tentativa de obter efeito mais eficaz e com menor 

impacto nas características do produto, uma vez que os compostos naturais apresentam efeitos 

mais leves, porém mais duradouros (Cortés-Rojas et al., 2014).  

Os metabólitos secundários (ou metabólitos especializados), são altamente específicos 

e desempenham um papel importante na evolução dos vegetais e na interação com os seres 

vivos (Borges; Amorim, 2020). 
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Os extratos de plantas também são muito utilizados como alternativa para o uso de 

determinados aditivos na produção de alimentos. Quando comparados aos compostos 

sintéticos, oferecem diversas vantagens, tais como sua baixa toxicidade, não representam 

risco para o ambiente, apresentam amplo modo de ação e são derivados de recursos 

renováveis. Estudos evidenciam que extratos vegetais podem apresentar potencial herbicida, 

fungicida e inseticida, com grande eficiência (Kobayashi; Amaral, 2018).  

Os compostos naturais estão ganhando atenção por estarem associados a uma série de 

bioatividades incluindo ações como antibacterianos, anti-inflamatórios, antialérgicos, 

antivirais, antitrombóticos, vasodilatadores e anticancerígenos (Xie et al., 2015). O número de 

estudos é limitado, mas evidências disponíveis indicam que esses fitoquímicos são 

bioacessíveis e biodisponíveis em humanos. Esses dois parâmetros são importantes, pois estão 

associados a uma série de bioatividades e são capazes de afetar o início e a progressão de 

vários processos patogênicos (Bolling et al., 2011).  

Em estudo realizado por Mota et al. (2014), os autores obtiveram extratos metanólicos 

da casca e polpa de sementes de Araucaria angustifolia identificando a presença de moléculas 

com capacidade de aprisionamento de radicais livres (como compostos polifenólicos, 

flavonóides e proantocianinas). Em outro estudo, Silva et al. (2014) aplicaram um extrato 

obtido da casca do pinhão (etanol a 70% em água) como inibidor de α-amilase sendo que os 

autores observaram que os taninos do extrato eram ricos em procianidinas (catequina, 

epicatequina e ésteres de ácido gálico) e destacaram que o extrato foi considerado um inibidor 

eficaz de α-amilase salivar humana e pancreática suína. Além disso, concluíram que o extrato 

de casca de pinhão também foi eficaz na diminuição dos níveis de glicose no sangue em ratos.  

No estudo desenvolvido por Oliveira et al. (2015), um extrato de casca de pinhão 

provou ser um inibidor eficaz da lipase pancreática e diminuir efetivamente os níveis 

plasmáticos de triglicerídeos em camundongos. Além disso, Branco et al. (2015) 

demonstraram que um extrato aquoso de brácteas de Araucaria angustifolia apresentou 

citotoxicidade seletiva e atividade pró-apoptótica em células HEp-2 de carcinoma de laringe. 

De acordo com Daudt et al. (2015) realizaram um estudo sobre a caracterização de extrato 

aquoso da casca do pinhão e observou que apresentava quantidades significativas de 

compostos fenólicos; seu uso como um agente antioxidante foi considerado relevante. 

Para de Oliveira (2021) os extratos da casca do pinhão apresentaram-se como uma 

alternativa à inibição das enzimas (α-amilase e colinesterases), bem como a atividade anti-

carcinogênica demonstrou atividade citotóxica para os diferentes tipos de células tumorais 

avaliadas, sendo mais efetivo para o carcinoma cervical. 
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No estudo de Sallai et al. (2020) propriedades dos extratos qualificaram as sementes 

de Araucaria angustifolia como uma fonte de proteína com propriedades de inseticida natural 

e por conter um inibidor de protease com potencial para ser uma molécula bioativa em 

diferentes células tumorais. 

No processamento do pinhão, as cascas são tratadas como resíduos, no entanto, elas 

apresentam maior teor de compostos fenólicos quando comparadas com as suas sementes 

(Freitas et al., 2018). Estudos realizados por Sales et al. (2019) utilizando pinhão com 

extração aquosa, mostraram que o teor de compostos fenólicos totais foram de 88,03 ±6,47 

mg EAG.g-1 para as cascas e 50,31 ±4,99 mg EAG.g-1 para as sementes. Adicionalmente, os 

compostos fenólicos presentes na casca do pinhão, que são termolábeis, migram para as 

sementes durante o seu processo de cozimento (Henriquez et al., 2008; Koehnlein et al., 

2012). A presença de compostos fenólicos na casca de pinhão é um aspecto tecnológico 

importante, pois em geral, alto teor de compostos fenólicos se correlaciona com alta atividade 

antioxidante (Bastos, 2016; Reis et al., 2020). A presença de compostos fenólicos em cascas 

de alimentos também foi observada em cascas com farelo de arroz verde (203,2 µg/g massa 

seca) (Dors et al., 2009) e em cascas de buriti (24,9 ±0,3µg EAG/g) (Leite et al., 2021).  

Os compostos fenólicos são um grupo quimicamente heterogêneo que variam nas 

diferentes partes da planta, as quais são afetadas pelo clima, práticas de cultivo, genética, 

fatores pré-colheita e pós-colheita (Ogah et al., 2014; Persic et al., 2017). Além desses 

fatores, os compostos fenólicos apresentam variações quando extraídos por diferentes 

métodos e solventes e essa diversidade metodológica dificulta a comparação direta de 

resultados obtidos em literatura (Bastos, 2016; Reis et al., 2020; Freitas et al., 2018). 

 Souza et al. (2014), ressaltam a importância da valorização de extratos de diversas 

partes das plantas, consideradas como resíduo, mas que apresentam compostos de interesse, 

atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e seletiva para doenças crônicas e câncer 

(Cladera-Oliveira et al., 2008; Daudt et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Branco et al., 2015; 

Sant’anna et al., 2016; Trojaike, 2018). 

 

2.4 COMPOSTOS BIOATIVOS 

 

O consumo de frutas e vegetais tem sido associado à redução do estresse oxidativo e 

do processo inflamatório, ambos relacionados ao desenvolvimento de doenças crônicas. Este 

efeito benéfico é vinculado em parte pela presença dos compostos bioativos presentes nestas 

plantas (Kaulmann et al., 2014).  
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Os compostos bioativos são metabólitos secundários sintetizados por plantas, que 

podem ser extraídos e empregados em nutracêuticos, alimentos processados e também na 

indústria farmacêutica (Puri et al., 2012). Agem como antioxidantes com a capacidade de 

prevenir e reparar danos causados pela oxidação, e podem estar presentes em alguns 

nutrientes (vitaminas e minerais) e em substâncias não nutricionais como os fitoquímicos 

(Beta; Duodu, 2016). Os metabólitos secundários apresentam diversas estruturas químicas, 

podendo ser classificadas em três grandes grupos: terpenos, compostos fenólicos e compostos 

nitrogenados (Borges et al., 2020).  Um dos mecanismos pelos quais estes compostos 

exercem seus efeitos benéficos a saúde é na atuação como antioxidantes capazes de reduzir ou 

prevenir eventuais efeitos nocivos, causados pelos radicais livres ao corpo humano (Mizgier 

et al., 2016).  

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grupos principais, os ácidos 

fenólicos e os flavonoides. Os flavonoides podem ser considerados o maior grupo, com 

aproximadamente 4 mil estruturas identificadas e classificadas (Karakaya, 2004; Liu, 2004). 

Dentre os compostos fenólicos, destaca-se as antocianinas, pigmentos naturais, responsáveis 

pelas cores atraentes de flores, frutas e verduras. De modo geral, compostos como as 

cumarinas nas plantas, podem estar relacionadas à atividade anti-inflamatória, vasodilatadora, 

e ainda atividade anticarcinogênica (Lu et al., 2013; Lima et al., 2013). Dentre os esteroides, 

dos benefícios à saúde humana destaca-se a diminuição nos níveis de colesterol e riscos de 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e inibição do surgimento de certos tipos de 

tumores malignos (Cunha et al., 2016; Pereira; Cardoso, 2012). Os taninos apresentam duplo 

efeito na saúde humana, podendo apresentar efeito benéfico como ação antitumoral e 

antimicrobiana e efeitos antinutricionais, quelando vitaminas e minerais, hipertensão arterial, 

reumatismo, cicatrizante e anti-inflamatório (Chung; Wei; Johnson, 1998; Rodrigues et al., 

2010; Silva et al., 2012).  

O uso de recursos naturais e subprodutos, reconhecidos como fonte de nutrientes e de 

compostos bioativos, não são totalmente aproveitados. É o que ocorre com o pinhão, semente 

comestível da Araucaria angustifolia, que após seu cozimento tem sua casca, retirada e 

descartada, considerada um bioresíduo rico em taninos, porém, pouco explorada (Silva et al., 

2014). Estima-se que aproximadamente 10 toneladas de cascas de pinhão sejam descartadas 

anualmente no Brasil. Devido ao longo período de decomposição, tem sido realizado estudos 

visando uma melhor utilização desse resíduo (Peralta et al., 2016; Zortéa-Guidolin et al., 

2017; Bello-Pérez et al., 2006).  
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A valorização da casca como resíduo poderá ser melhor aproveitada e explorada uma 

vez que toda a cadeia produtiva do pinhão seja adequada, passando da informalidade para 

produção dentro dos critérios tecnológicos de processamento de alimentos. 

Compostos fenólicos e polifenóis são frequentemente detectados em quantidades mais 

altas nas cascas das sementes de pinhão. Sua ocorrência na parte externa da semente faz com 

que tenha um papel de defesa das plantas. Dando ainda tonalidade característica da casca de 

pinhão (Mota et al., 2014). As cascas e brácteas possuem como principais compostos 

fenólicos a catequina, epicatequina, quercetina e apigenina (Souza et al., 2014). 

Diversas são as evidências de que esses compostos apresentam potencialidade para 

serem utilizados pelos seres humanos a fim de promover saúde e reduzir os riscos de doenças 

crônicas, como doenças cardiovasculares, câncer e Alzheimer (Puri et al., 2012).  

Neste contexto, a investigação dos teores e a identificação de compostos bioativos na 

Araucaria angustifolia é parte importante dos estudos que visam elucidar o potencial 

biológico dessa espécie nativa, pois as atividades avaliadas podem ser atribuídas a uma ou 

mais classes de compostos bioativos que fazem parte da sua composição fitoquímica 

(Yamamoto et al., 2004). 

 

2.5 CÂNCER  

 

2.5.1 Câncer 

 

O câncer é o principal problema de saúde pública no mundo e já está entre as quatro 

principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos países. 

Verifica-se uma transição dos principais tipos de câncer observados nos países em 

desenvolvimento, com um declínio dos tipos de câncer associados a infecções e ao aumento 

daqueles associados à melhoria das condições socioeconômicas com a incorporação de 

hábitos e atitudes associados à urbanização (sedentarismo, alimentação inadequada, entre 

outros) (Bray et al., 2018). 

Câncer é um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doenças malignas que 

têm em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos adjacentes 

ou órgãos a distância. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e 

incontroláveis, determinando a formação de tumores, que podem espalhar-se para outras 

regiões do corpo desenvolvendo um processo denominado de metástase. Os diferentes tipos 

de câncer correspondem aos vários tipos de células do corpo. Quando começam em tecidos 
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epiteliais, como pele ou mucosas, são denominados carcinomas. Se o ponto de partida são os 

tecidos conjuntivos, como osso, músculo ou cartilagem, são chamados sarcomas (INCA, 

2022). 

O câncer surge a partir de uma mutação genética, ou seja, de uma alteração no Ácido 

Desoxiribonucleico (DNA) da célula, que passa a receber instruções erradas para as suas 

atividades. O processo de formação do câncer é chamado de carcinogênese ou oncogênese e, 

em geral, acontece lentamente, podendo levar vários anos para que uma célula cancerosa 

prolifere-se e dê origem a um tumor visível. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes 

cancerígenos ou carcinógenos são os responsáveis pelo início, promoção, progressão e 

inibição do tumor (INCA, 2022). 

A metástase ocasionada pelas células tumorais necessita de um processo denominado 

de migração celular. Os compostos bioativos possuem a capacidade de atuar na modulação da 

migração celular e são importantes para a compreensão dos mecanismos envolvidos, pois 

podem modular funções biológicas das células vivas, demonstrando ação positiva em células 

tumorais, além de poderem ser utilizados como agentes coadjuvantes em processos de 

quimioterapia (Tashiro; Imoto, 2016). 

 

2.5.2. Câncer de pele não melanoma e melanoma 

 

Entre os diversos tipos de cânceres existentes, o câncer de pele, subdivide-se em 

câncer de pele não melanoma e melanoma. O câncer de pele não melanoma, apresenta altos 

percentuais de cura, se for detectado e tratado precocemente. Entre os tumores de pele, é o 

mais frequente e de menor mortalidade, porém, se não tratado adequadamente pode deixar 

mutilações expressivas (INCA, 2022). 

Embora o câncer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a cerca de 30% 

de todos os tumores malignos registrados no país, o melanoma representa apenas 3% das 

neoplasias malignas do órgão. O câncer de pele do tipo melanoma, de menor incidência, tem 

se apresentado como a forma mais invasiva pela elevada capacidade de formar metástases 

(INCA, 2022).  Em decorrência disso, o melanoma cutâneo é classificado como o tipo de 

câncer com maior capacidade de ocasionar mortes pela característica extremamente invasiva, 

ocasionando o aumento do índice de mortalidade e de números de casos nos últimos anos 

(Pelinson et al., 2019).  

Segundo estudos do Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2022), no Brasil, a 

estimativa para o triênio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerão 704 mil casos novos de câncer, 
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483 mil se excluídos os casos de câncer de pele não melanoma. Este é estimado como o mais 

incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos cânceres de mama, com 74 mil 

(10,5%); próstata, com 72 mil (10,2%); cólon e reto, com 46 mil (6,5%); pulmão, com 32 mil 

(4,6%); e estômago, com 21 mil (3,1%) casos novos. O impacto do câncer no mundo, em 

2020, baseado nas estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan), elaboradas pela 

International Agency for Research on Cancer (IARC), aponta que ocorrerão 19,3 milhões de 

casos novos de câncer no mundo (18,1 milhões, se forem excluídos os casos de câncer de pele 

não melanoma).  

 

2.5.3. Fitoquímicos e o Câncer 

 

O século XX apresentou um avanço extraordinário nas pesquisas de produtos naturais, 

importantes para a saúde humana, provenientes de compostos fitoquímicos, propiciando a 

descobertas de diversas substâncias utilizadas atualmente na terapêutica antineoplásica e 

também estimulando a importância do conceito da quimioprevenção. A descoberta de 

fármacos antineoplásicos de fácil administração e com poucos ou insignificantes efeitos 

colaterais é uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da área (Costa-Lofuto et 

al., 2010; Oliveira et al., 2020).  

Os fitoquímicos e seus derivados são compostos biologicamente ativos e 

demonstraram efeitos anticancerígenos (Majrashi, et al., 2023). O tratamento de combate ao 

câncer pode envolver diferentes estratégias como excisão cirúrgica, radioterapia e 

quimioterapia, variando de acordo com o tipo de tumor e estágio de seu desenvolvimento. Um 

ponto importante a ser levado em consideração em relação a estes tratamentos convencionais, 

é que eles apresentam efeitos colaterais como náusea, vômito e caquexia, devido a danos 

ocasionados a células e tecidos saudáveis. Por esta razão e pelo fato de que esta doença 

apresenta altos índices de mortalidade, há uma contínua busca por compostos que possam 

contribuir no tratamento dela, buscando uma ação mais eficiente nas células cancerosas e 

menos agressivas às células não tumorais (Ali et al., 2012; Costa et al., 2015).  Os 

fitoquímicos alcaloides, saponinas, triterpenos, glicosídeos, polifenóis, entre outros, 

apresentam propriedades antitumorais (Gautam; Mantha; Mitall, 2014; Oliveira et al., 2020). 

Em estudos com extratos aquosos da Araucaria angustifolia, foi possível observar efeitos 

antiproliferativos seletivos mediados por disfunção mitocondrial e ativação de apoptose em 

células de carcinoma de laringe humano HEp-2 (Branco et al., 2015).  
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  3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Neste capítulo serão apresentadas as metodologias utilizadas no presente trabalho para 

a avaliação e obtenção do extrato da casca de pinhão in natura por diferentes métodos de 

extração com posterior aplicação biológica. Serão apresentadas nas etapas iniciais, obtenção e 

caracterização da matéria-prima e dos extratos. Na sequência, será demonstrado, através dos 

métodos analíticos, a determinação dos compostos fenólicos totais (CFT) e avaliação da 

atividade antioxidante (AAT) pelos métodos DPPH e ABTS, e posterior resultado do 

tratamento com extrato em células de melanoma cutâneo (MC) nas linhagens A-375 e SK-

Mel-28. Os experimentos e tratamentos foram realizados nos Laboratórios da Universidade 

Federal da Fronteira Sul Campus Laranjeiras do Sul (UFFS) – PR e Campus Chapecó – SC.  

 

3.1 MATERIAL  

 

3.1.1 Matéria prima 

 

O pinhão (semente da Araucaria angustifolia) foi adquirido em local especializado na 

comercialização desse produto em Laranjeiras do Sul – PR, em junho de 2022. Este 

estabelecimento comercializava o pinhão proveniente da comunidade rural Serro Verde, no 

município de Campina do Simão - PR. O munícipio de Campina do Simão, se estende por 

448,4 km2, situando a 77 Km ao sul-Oeste de Guarapuava. Situado a 994m de altitude, tendo 

as seguintes coordenadas geográficas: Latitude: 25°4' 8'' Sul, Longitude: 51°49'31" Oeste.  

As sementes selecionadas foram separadas em porções de 1 Kg em embalagens de 

polietileno, posteriormente armazenadas em ultrafreezer (-80oC), até o momento de sua 

utilização. 

  

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

  

3.2.1 Preparo das cascas do pinhão para uso 

 

Na etapa inicial do procedimento, as sementes foram descascadas individual e 

manualmente, sendo separadas as cascas para utilização. Inicialmente determinou-se o 

conteúdo de umidade das cascas em estufa à 105°C por 24 horas, ponto no qual a massa (g) se 

tornou constante.  A umidade em base seca e base úmida foi calculada, conforme metodologia 
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do Adolfo Lutz (2008). As análises foram feitas em triplicata e o resultado foi expresso como 

percentual de umidade (%) conforme a Equação 1.  

 

 

 

Onde: 

U= teor da umidade em percentual (%) 

Mi = massa inicial da placa (g) 

Mf = massa final da amostra mais a placa (g) 

Mi = massa inicial da amostra (g)  

 

A primeira etapa de preparação da amostra foi a secagem das cascas in natura, 

importante para garantir que a amostra permaneça estável durante o armazenamento, evitando 

o crescimento de microrganismos e uma possível perda de compostos bioativos. Como forma 

de melhorar as condições de durabilidade da casca, após o seu descascamento, as cascas 

foram submetidas a secagem em estufa com renovação e convecção forçada de ar (Cienlab) a 

40°C por 24 h. Após esta etapa, as amostras foram resfriadas e a sua umidade foi 

determinada. 

Na etapa seguinte, as cascas desidratadas foram moídas em equipamento provido de 

lâminas cortantes (JL Colombo BR 6L) e posteriormente padronizou-se as amostras através 

de peneiramento, por meio de peneiras com malhas de aberturas diferentes acopladas entre si 

e com movimentação manual. As amostras foram armazenadas em sacos plásticos e 

acondicionado no freezer (-18°C) até o procedimento de extração.  

 

3.2.2 Métodos de extração 

 

As análises químicas de quantificação e extração de compostos bioativos, bem como a 

quantificação da atividade antioxidante por radicais sintéticos foram realizadas nos 

Laboratórios de Engenharia de Alimentos da UFFS-LS. As amostras secas, trituradas e 

peneiradas foram submetidas aos processos de extração. As condições definidas para os 

métodos de extração foram baseadas em análises preliminares realizadas. 
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3.2.2.1 Extração por Maceração 

 

O processo de extração por maceração foi realizado sob proteção da luz em 

temperatura de 25°C± 2°C. Em cada experimento utilizou-se 15g de casca de pinhão in 

natura (previamente desidratada e moída) e 100 mL de água destilada em copo de béquer de 

250 mL.  As amostras foram armazenadas ao abrigo de luz com diferentes tempos de extração 

de 12, 24 e 48 h. Decorrido o tempo de extração, as amostras foram filtradas por 2 h com 

papel qualitativo Whatmam® n.1 (Sigma-Aldrich, Alemanha). As amostras foram 

acondicionadas em frascos âmbar e armazenadas sob refrigeração em ultrafreezer (-80ºC), 

devidamente identificadas para posteriores análises. O processo de extração por maceração foi 

realizado em triplicata real de experimento em cada tempo de extração. A Figura 3 apresenta 

um esquema das etapas dos experimentos de extração por maceração. 

 

Figura 3 - Esquema do processo de extração por maceração utilizado 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2023) 

 

3.2.2.2 Extração Assistida por Ultrassom  

  

Na extração assistida por ultrassom, para cada corrida utilizou-se 15g de casca de 

pinhão in natura (previamente desidratada e moída) e 100 mL de água destilada em copo de 

béquer de 250 mL.  As amostras foram imersas em banho ultrassônico (MTB-Científica-

Modelo:SSBuc-6L-Potência 1000Watts) com temperatura programada de 25ºC e frequência 

ultrassônica padrão de 40 KHz. A extração foi realizada nos intervalos de tempo de 10, 20 e 

30 min. Decorrido o tempo de extração, as amostras foram filtradas por 2 h com papel 

qualitativo Whatmam® n.1 (Sigma-Aldrich, Alemanha). As amostras foram acondicionadas 
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em frascos âmbar e armazenadas sob refrigeração em ultrafreezer (-80ºC), devidamente 

identificadas para posteriores análises. O procedimento foi realizado em triplicata real de 

processo. A Figura 4 apresenta um esquema das etapas dos experimentos de extração por 

ultrassom.    

 

Figura 4 - Esquema do processo de extração por ultrassom utilizado 

 

 

Fonte: elaborado pela autora (2023) 

 

3.2.3 Determinação do rendimento em volume do extrato  

 

Para a determinação do rendimento em volume de extrato, os extratos coletados foram 

mensurados de acordo com o descrito por Santos (2017). O volume de extrato coletado na 

filtração (Ve, mL) foi determinado com uma proveta graduada de 50 mL e o rendimento em 

volume foi calculado com base no volume inicial de solvente adicionado para extração (Vs, 

mL) pela Equação (2). 

 

 

 

Onde: 

R= rendimento em volume do extrato (%) 

Ve = volume do extrato coletado após filtração (mL) 

Vs = volume inicial de solvente adicionado para extração (mL) 
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3.2.4 Métodos analíticos  

 

3.2.4.1 Determinação de compostos fenólicos totais  

 

Para determinação de compostos fenólicos totais, seguiu-se a metodologia descrita por 

Singleton e Rossi (1965), com modificações. Utilizou-se a microplaca com poços de 280 µL, 

misturando com 200 μL de água destilada, 14µL de amostra, 22 μL de carbonato de sódio 

(7,5%, p/v) e 44 μL do reagente Folin–Ciocalteu. A placa foi mantida em repouso, na 

ausência da luz, por 2 horas. Posteriormente, a absorbância foi medida a 765 nm em 

espectrofotômetro (UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japão). A metodologia foi aplicada para os 

extratos obtidos por maceração e extração assistida por ultrassom nos diferentes tempos dos 

experimentos. Uma curva padrão foi elaborada com ácido gálico nas concentrações de 0; 

4,46; 8,92; 17,85; 35,7 e 71,42 mg de EAG/L. O conteúdo fenólico do extrato após calculado 

foi expresso em microgramas de equivalente de Ácido Gálico por grama de massa seca de 

casca de pinhão (µg EAG.g-1). As análises foram realizadas no mínimo em triplicata. 

 

3.2.4.2 Avaliação da atividade antioxidante por DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) 

 

Amostras de extrato de casca de pinhão obtidos por maceração e extração assistida por 

ultrassom nos diferentes tempos dos experimentos foram utilizadas para a determinação da 

atividade antioxidante, pelo método DPPH, em triplicata de acordo com o descrito por Brand-

Williams et al. (1995) com algumas modificações. Para curva de calibração utilizou-se uma 

solução estoque Trolox 800 µmol/L (5 mg de Trolox diluído em metanol até completar um 

balão volumétrico de 25 mL). Para o procedimento da análise foi realizado o preparo da 

solução estoque de DPPH (24 mg de DPPH em 100 ml de metanol) e solução de uso do 

radical DPPH (10 mL da solução estoque de DPPH diluída em 45 mL de metanol), preparada 

no dia e ajustada absorbância 515 nm. Nas microplacas foram adicionados 35uL do extrato e 

265 uL da solução de uso do radical DPPH (recentemente preparada), com posterior agitação 

(5s) e mantida em repouso na ausência de luz por 6 min em temperatura ambiente.  A leitura 

no espectrofotômetro (UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japão) deu-se em intervalos de 10 min até 

sua estabilização. A absorbância final (tempo de estabilização) foi utilizada para padronizar 

todas as amostras e a curva padrão. Os resultados para expressar a atividade antioxidante 

frente ao radical DPPH foram em µmol TEAC.g-1 (capacidade antioxidante equivalente em 

Trolox) por grama de massa seca. As análises foram realizadas no mínimo em triplicata. 
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3.2.4.3 Avaliação da atividade antioxidante por ABTS (2,2-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-

6-ácido sulfônico) 

 

Outro método utilizado para medir a atividade antioxidante foi através da geração do 

radical ABTS, de cor azul esverdeada, formado pela reação de Persulfato de Potássio com 

ABTS, produzindo a sua oxidação. A atividade antioxidante da amostra foi determinada pela 

descoloração do ABTS, medindo-se a redução do radical a uma absorbância de 734nm. O 

método utilizado foi de acordo com o descrito por Re et al. (1999) com algumas 

modificações. Para curva de calibração utilizou-se uma solução estoque Trolox 800 µmol/L (5 

mg de Trolox diluído em metanol até completar um balão volumétrico de 25 mL). Para o 

procedimento da análise foi realizado o preparo das soluções estoque do ABTS 7 mM (192 

mg de ABTS em água destilada até completar o volume de 50 mL em balão volumétrico), 

solução Persulfato de Potássio 140 mM (378,4 mg de Persulfato de Potássio em água 

destilada até completar volume de 10 mL em balão volumétrico) e a solução do radical ABTS 

7 mM (5 mL da solução estoque de ABTS com 88 µL da solução de Persulfato de Potássio 

mantida na ausência de luz por 16 h em temperatura ambiente).  

Em microplacas foram adicionados 35µL do extrato e 265 µL da solução do radical 

ABTS recentemente preparada e com absorbância ajustada, com posterior agitação (5s) e 

mantida em repouso na ausência de luz por 6 min em temperatura ambiente, para posterior 

leitura no espectrofotômetro (734 nm). Os resultados para expressar a atividade antioxidante 

frente ao radical ABTS foram em µmol TEAC.g-1 (capacidade antioxidante equivalente em 

Trolox) por grama de massa seca. As análises foram realizadas no mínimo em triplicata. 

 

3.2.4.4 Perfil de compostos bioativos 

 

Os compostos bioativos do extrato da casca de pinhão obtido por 30 minutos de 

ultrassom foram determinados utilizando um Cromatógrafo Líquido Shimadzu acoplado ao 

detector de massa (HPLC-MS) com fonte de ionização por eletrospray (ESI (-)) seguindo a 

metodologia descrita por Arruda et al. (2018), com adaptações. A coluna utilizada foi Shim-

pack VP-ODS fase reversa (150mm x 2,0mm (I.D) x 4,6µm). Utilizou-se como fase móvel A: 

Ácido Fórmico 0,3% e fase móvel B: metanol puro. Utilizou-se modo gradiente a um fluxo de 

0,4 mL/min e a temperatura do forno a 40°C. A curva padrão foi realizada diluindo os 

padrões, individualmente, em metanol na concentração em 1000 ppm. A partir destas soluções 

foi preparada a mistura dos padrões nas concentrações de 1; 2,5; 5; 7,5;10 mg/L. 
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 Foram avaliadas onze substâncias padrões, sendo: quercetina (m/z=301), miricetina 

(m/z=317), kaempferol (m/z=285), ácido cafeico (m/z=179), epicatequina (m/z=289), 

pirocatecol (m/z=109), ácido gálico (m/z=169), epigalocatequina (m/z=305), ácido p-

cumárico (m/z=163), ácido siríngico (m/z=197), flavona (m/z=223). A identificação e 

quantificação dos compostos bioativos foi avaliada conforme a razão massa/carga (m/z) de 

cada composto e o tempo de retenção dos padrões injetados.  

 

3.2.5 Avaliação da atividade antitumoral do extrato  

 

3.2.5.1 Cultivo Celular 

 

Para a realização do cultivo celular, foram utilizadas células de linhagem de melanoma 

cutâneo da linhagem SK-Mel-28 e A-375 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro 

(BCRJ), com código ATCC (American Type Culture Collection) HTB-72. As células foram 

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino, acrescido de 1% de antibiótico e antifúngico, e mantidas em incubadora 

umidificada a 37ºC com saturação de 5% de CO2 (Thermo Scientific™). Ao atingirem a 

confluência de 80-95%, foram destacadas das garrafas de cultivo utilizando Tripsina/EDTA e 

semeadas em placas de 96 poços para o ensaio de viabilidade celular.  

Nos testes com tratamento das células, foram escolhidos os extratos obtidos da 

extração por ultrassom no tempo de 30 minutos. 

 

3.2.5.2 Tratamento das células  

 

Para realização dos ensaios, as células foram tratadas por 24 h com o extrato de casca 

de pinhão in natura. Para isso, o extrato foi diluído utilizando o meio de cultivo DMEM.  

As concentrações de tratamento do extrato foram realizadas por meio de diluição 

seriada, conforme (Figura 5). O controle da reação foi realizado utilizando apenas o meio 

DMEM. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de células viáveis em relação ao 

controle.  
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                     Figura 5 – Diluição seriada para tratamento de células de melanoma cutâneo 

 

                         Fonte: elaborada pela autora (2023). 

 

3.2.5.3 Ensaio de viabilidade celular  

 

Para a avaliação da viabilidade celular utilizou-se o reagente de ensaio MTT (Brometo 

de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) na concentração de 5 mg/mL.   Ao ser 

facilmente incorporado às células viáveis, o MTT é reduzido, pela atuação de enzimas 

desidrogenases formando o sal formazan, de coloração roxo-púrpura quando solubilizado com 

a adição de dimetilsulfóxido (DMSO), sendo a intensidade de cor proporcional à quantidade 

de células viáveis (Fukui; Yamabe; Zhu, 2010).  A absorbância foi medida em comprimento 

de onda de 570 nm usando um espectrofotômetro de microplaca (Multiskan GO, Thermo 

Fisher Scientific™). Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de células viáveis 

em relação ao controle. 

 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados dos ensaios dos compostos fenólicos e atividade antioxidante foram 

avaliados estatisticamente usando o software Jamovi® (2.3.21).   Os resultados do ensaio de 

viabilidade celular foram avaliados com o software GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA), 

versão 9.0. Primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade segundo 

Shapiro-Wilk e os outliers foram excluídos segundo o teste de Grubbs. A análise estatística 

foi determinada por análise de variância One-Way ANOVA, seguida pelo Teste de Tukey.  

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três réplicas de experimentos 

independentes com nível de confiança de 95%. Nos testes de aplicação de viabilidade celular 

os níveis de confiança foram maiores que 95%.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

4.1. SECAGEM, DETERMINAÇÃO DA GRANULOMETRIA E TEOR DE UMIDADE DA 

CASCA DO PINHÃO 

 

As sementes de pinhões no presente estudo apresentaram em média 6,4cm±0,01 de 

comprimento, com massa média de 7,12g±0,15. Em relação as sementes, as cascas dos 

pinhões, apresentaram em média 1,076g±0,06 representando 23,7% da sua massa, sendo esse 

um valor típico para esse produto (Fonseca et al., 2020; Lima et al., 2022; Peralta et al., 2016) 

sendo considerável potencial de estudo, o reaproveitamento deste resíduo.  

O teor de umidade da casca de pinhão in natura foi de 29,8%±0,01 (base úmida) e 

0,424±0,02 g água g-1massa seca (base seca). Nessas condições, a casca pode apresentar 

deterioração se não for armazenada adequadamente. Por se tratar de um produto biológico, 

suas características físico-químicas podem sofrer alterações de acordo com as condições 

ambientais. A umidade da casca do pinhão é elevada quando comparada a umidade média de 

grãos 12,35% (Raschen et al., 2014), refletindo na importância da sua secagem para prolongar 

seu tempo de armazenamento. Em estudos realizados por Reis (2020) e Albuquerque et al. 

(2017), os valores de umidade (base úmida) determinados para casca de pinhão in natura 

foram de 42,80%±0,19 e 52,81%±0,15, sendo estes valores maiores do que os apresentados 

neste estudo. Esse fato está relacionado as condições de clima e colheita do produto. Após a 

desidratação das cascas de pinhão, a umidade passou a ser de 10,23% ±0,004 (base úmida) e 

0,115g±0,005 g água g-1massa seca (base seca), sendo essa redução significativa (p<0,05; 

Fcalc=686,89) quando comparada com a umidade inicial. A casca de pinhão desidratada 

apresentou valor próximo ao determinado por Jacinto et al. (2016) em resíduos da cadeia 

produtiva de pinhão (9,91%).  A partir das amostras desidratadas, após o processo de 

trituração e peneiramento, optou-se por utilizar amostras padronizadas com partículas de 

tamanho entre 0,210 e 0,250 mm visando uma uniformidade no processo de extração, visto 

que o tamanho da partícula pode ocasionar alterações no rendimento e na composição do 

extrato, interferindo na transferência de massa durante a extração (Borges et al., 2017; 

Maksimovic; Jasna; Skala, 2012). 
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4.2 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS E DETERMINAÇÃO DO RENDIMENTO  

 

A Tabela 1 apresenta o volume de extrato obtido para cada processo de extração, e 

rendimento, expresso em volume obtido conforme equação descrita no item 3.2.3. 

 

      Tabela 1 - Rendimentos dos extratos aquosos (mL e %) da casca in natura da Araucaria angustifolia 

Método de extração 
Volume médio de 

extrato (mL) 

Rendimento médio por      

volume de extrato (%) 
  

Maceração 12h 34,00±1,00c 34,00%±0,01c  

Maceração 24h 34,33±1,15bc 34,33%±0,01bc  

Maceração 48h 34,66±1,52bc 34,66%0,015bc  

Ultrassom 10min 36,33±0,57abc 36,33%0,05abc  

Ultrassom 20min 36,66±0,57ab 36,66%0,05ªb  

Ultrassom 30min 37,66±0,57a 37,66%0,05ª  

       Fonte: Elaborado pela autora (2023) Letras minúsculas sobrescritras às médias indicam diferença 

estatisticamente significativa ao nível de 5% pelo teste de Tukey. 

 

Nos processos de extração do presente trabalho, utilizou-se solvente aquoso como 

forma de promover uma extração sem a utilização de solventes orgânicos com a dissolução de 

compostos polares presentes em diferentes estruturas vegetais (Benelli et al., 2010).  A 

utilização da água como solvente apresenta uma série de vantagens por ser atóxica, acessível, 

de baixo custo e não agredir o meio ambiente, também se destacando pela economia de tempo 

e energia ao não requerer a etapa de evaporação/concentração (Gil-Chávez et al., 2013). Essa 

característica na utilização do extrato aquoso, foi relevante na aplicação direta no estudo das 

células de melanoma cutâneo SK-Mel-28 e A-375. Os processos de extração utilizados 

(maceração e ultrassom), embora tenham características diferenciadas de operação, são 

processos de extração sólido-líquido, onde se observa que existe uma interação física entre a 

matriz sólida (casca do pinhão) com o solvente (água). A casca do pinhão apresenta estrutura 

fibrosa, sendo essa uma característica que favorece a absorção da água (Nóbrega et al., 2021). 

O volume médio de extrato coletado variou de 34% (maceração 12 h) até 37,66% (ultrassom 

30 min), sendo que esses valores podem sofrer alterações de acordo com as condições de 

processo utilizadas.  
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4.3 DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS, CAPACIDADE 

ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DPPH E ABTS 

 

Os resultados da Concentração dos Fenólicos Totais e Capacidade antioxidante pelos 

métodos DPPH e ABTS, obtidos dos extratos aquosos das cascas de pinhão, nas diferentes 

condições de extração são apresentados na Tabela 2. Para fins de visualização, os resultados 

de Fenólicos Totais e Capacidade Antioxidante foram expressos em unidades diferentes. 

 

Tabela 2 - Concentração de Fenólicos Totais e Capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS. 

Método de 

Extração 

Fenólicos 

totais em mg 

EAG.100g-1 g 

de massa seca 

 

Fenólicos 

totais em 

µg EAG.g-1 

g de massa 

seca 

Capacidade 

antioxidante 

DPPH em mM 

TEAC.100g-1  

 g massa seca 

Capacidade 

antioxidante 

DPPH em µM 

TEAC.g-1 

g massa seca 

Capacidade 

antioxidante 

ABTS em mM 

TEAC.100g-1 

g massa seca 

Capacidade 

antioxidante 

ABTS em µM 

TEAC.g-1 

g massa seca 

Maceração 

12h 

1,33±0,12a 13,13±1,28a 96,72±2,44a 967,21±24,48a 90,56±2,34a 905,63±23,46a 

Maceração 

24h 

1,26±0,07a 12,61±0,71a 105,32±4,67a 1053,21±46,74a 81,57±12,16a 815,70±121,67a 

Maceração 

48h 

1,23±0,09a 12,29±0,92a 97,04±11,86a 970,42±118,65a 94,28±3,14a 942,80±31,42a 

Ultrassom 

10min 

1,45±0,07a 14,56±0,72a 108,17±2,50a 1081,78±25,05a 106,93±8,30b 1069,33±83,06b 

Ultrassom 

20min 

1,51±0,007a 15,12±0,07a 108,55±1,70a 1085,50±17,06a 

 

111,48±4,97b 1114,88±49,79b 

Ultrassom 

30min 

1,55±0,07a  15,51±0,77a 115,98±0,76a 1159,87±7,63a 120,24±0,69a 1202,44±6,94a 

Fonte: elaborada pela autora, (2023). 
*Os valores referem-se a média de diferentes tempos de extração ± desvio padrão; e médias na mesma coluna, 

seguida de letras iguais, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p˂ 0,05). As análises estatísticas 

foram realizadas de forma separada para cada a extração por maceração e extração por ultrassom. 

 

A análise quantitativa dos compostos fenólicos totais (Tabela 2) mostrou que não 

houve diferença significativa (p>0,05) no teor de compostos fenólicos nos diferentes tempos 

de extração nos métodos utilizados. 

Na extração por maceração (Tabela 2) a análise quantitativa da capacidade 

antioxidante pelo método de DPPH e ABTS não apresentou diferenças significativas (p>0,05) 

entre os tratamentos, indicando, que a capacidade antioxidante desses compostos é semelhante 

nos diferentes tempos de extração por maceração. Isso mostra que nas condições em que o 

estudo foi realizado, o tempo de maceração de 12 h foi suficiente para a extração dos 

compostos avaliados. 

Avaliando-se os diferentes tratamentos (Tabela 2), os resultados apresentados 

mostraram que na extração assistida por ultrassom, o teor de compostos fenólicos foi 
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numericamente maior, comparado a extração por maceração. Embora não houve diferença 

significativa entre os compostos fenólicos nos diferentes tempos de ultrassom, o teor obtido 

em 30 min (15,51 µg EAG.g-1 g massa seca) foi maior estatisticamente (p<0,05; F 

calc=275,62) do valor obtido em 48 h no processo de maceração (12,29µg EAG.g-1 g massa 

seca). O método de extração por ultrassom utiliza correntes de alta frequência, promove 

colapso e ruptura celular e aumenta a penetração do solvente, o que contribui em 

concentrações maiores de polifenóis e melhor atividade antioxidante, quando comparado com 

o método convencional de extração (Porto et al., 2013; Braga, 2018; Ribeiro, 2011). 

Em relação a extração por ultrassom, observou-se que a capacidade antioxidante 

(DPPH e ABTS) foi significativamente maior (p<0,05) nas amostras com 30 min de extração, 

quando comparadas aos tempos de 10 e 20 min, indicando que o extrato foi mais eficaz contra 

os radicais DPPH e ABTS. 

Observou-que também, que por apresentarem resultados semelhantes, ambos os 

métodos utilizados (DPPH e ABTS) foram adequados para determinar a capacidade 

antioxidante dos extratos da casca de pinhão. Alguns compostos que têm atividade de 

eliminação do radical ABTS podem não apresentar a mesma atividade em relação ao radical 

DPPH, baseado na ação de diferentes cátions para a reação com estes radicais. Estudos 

concluíram que os antioxidantes hidrofílicos e de alta pigmentação são melhores refletidos 

pelo ensaio ABTS, em relação ao método do DPPH, além de que diferentes métodos de 

análise do potencial antioxidante podem gerar diferentes resultados, visto que os compostos 

interagem de modos diferentes com cada substância (Gaber; El-Dahy; Shalaby, 2023). 

Os resultados (Tabela 2) obtidos nos tratamentos com extratos aquosos de cascas de 

pinhão indicam que essa parte da araucária possui potencial antioxidante.  De acordo com 

Sales et al. (2019) o potencial antioxidante de diferentes extratos de plantas é uma condição 

promissora para sua aplicação como agentes anticancerígenos, uma vez que possuem a 

capacidade de eliminar os radicais livres e, consequentemente, proteger as células de seus 

efeitos nocivos. Dessa forma é essencial entender a relação dos antioxidantes com a atividade 

antitumoral, pois estes potencializam os efeitos das drogas antineoplásicas, podendo, assim, 

diminuir a dose administrada desses medicamentos, sem prejudicar o efeito terapêutico, 

proporcionando a redução dos efeitos colaterais. Essa associação concomitante parece 

proteger as células sadias da ação das drogas, principalmente as dos tecidos de rápida 

proliferação celular (Santos; Souza, 2001; Weber, 2018). 

Os valores da capacidade antioxidante (DPPH e ABTS), obtidos em 30 min de 

extração por ultrassom (1159,87±7,63 e 1202,44±6,44 µM TEAC.g-1 g massa seca) foram 
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maiores (p<0,05) quando comparados com o tempo de maceração de 48 h (970,42±118,65 e 

942,80±31,42 µM TEAC.g-1 g massa seca, (Fcalc=7,80; Fcal=195,32)). Como método 

alternativo de extração, o ultrassom destaca-se pela rapidez, redução de reagentes, além da 

qualidade do extrato. As vantagens deste tratamento estão na simplicidade do equipamento, 

redução da quantidade de reagentes, na possibilidade de usar diferentes solventes para a 

extração, bem como diminuir o tempo necessário para realizá-las (Schons et al., 2017; Thoe et 

al., 1998; Mulet et al., 2002; Freitas et al., 2007; Cardoso et al., 2014; Wen et al., 2018; Leite 

et al., 2021). Portanto, entre os tratamentos, o ultrassom (30 min) foi superior, indicando o 

tempo necessário para uma extração favorável, econômica e eficiente.   

Em estudo realizado por Koehnlein et al. (2012), os autores avaliaram a capacidade 

antioxidante em extratos de casca de pinhão (70% etanol em água) e reportaram que 50% do 

radical foi eliminado. Segundo os autores, considerar a polaridade do solvente utilizado é um 

parâmetro importante, e quando se utiliza o método de extração aquoso, a água é o solvente 

mais adequado, uma vez que o processo de extração dos compostos fenólicos é facilitado, 

resultando em maiores concentrações na amostra.  

Diante dos resultados obtidos, a condição de maior rendimento de extração (ultrassom 

30 min) para a casca de pinhão in natura (Araucaria angustifolia) foi selecionada para as 

etapas seguintes de estudo.  

 

4.4 PERFIL DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DO EXTRATO DA Araucaria angustifolia 

POR HPLC-MS  

 

São muitas as técnicas utilizadas para a detecção de compostos fenólicos. Contudo, os 

compostos fenólicos são constituídos de estrutura muito similar, ocasionando espectros de UV 

semelhantes, dificultando a identificação dos compostos. A cromatografia líquida acoplada ao 

detector de massas permite identificar diferenças nas estruturas dos compostos de interesse 

(Sun et al., 2007). O processo para demonstrar a especificidade do método depende do seu 

objetivo. Em diversas técnicas analíticas (como nas análises cromatográficas, por exemplo) 

esse parâmetro pode ser estabelecido pela comparação do resultado obtido com a combinação 

de vários fatores. Como substâncias diferentes podem apresentar respostas similares em dadas 

condições deve-se proceder à análise, seguida por outras técnicas comprobatórias (Brito et al., 

2003).  

A partir das condições analíticas utilizadas para os padrões na análise cromatográfica, 

foi possível indicar a presença de compostos bioativos, por meio da comparação dos tempos 
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de retenção e espectros de absorção UV/VIS de padrões autênticos, utilizando a biblioteca de 

padrões no equipamento, permitindo assim, qualificar a amostra e constituir o perfil de 

compostos das cascas de pinhão do presente estudo. Não foi possível quantificar os 

compostos no extrato da casca de pinhão da amostra.  A análise cromatográfica apresentou 

um limite de detecção (LOD mg/L) na faixa de 0,01 a 0,27 e limite de quantificação (LOQ 

mg/L) de 0,02 a 0,82 indicando a necessidade de método com limites de detecção na escala de 

micrograma por litro (µg/L).  

A Tabela 3 apresenta os compostos fenólicos identificados no extrato da casca de 

pinhão obtido pela extração em ultrassom por 30 min. 

 

Tabela 2 - Compostos Fenólicos identificados por HPLC-MS no extrato da casca de pinhão in natura obtido pelo 

método de extração em ultrassom por 30 min. 

Compostos Fenólicos Tempo de retenção (min) Precursor íon (m/z) 

Quercetina 12,049 301,00 (-) 

Epicatequina 9,393 289,00 (-) 

Ácido gálico 8,406 169,00 (-) 

Epigalocatequina 9,206 305,00 (-) 

Fonte: Elaborada pela autora (2023); *: tempo de retenção em minutos; **(m/z=massa/ carga elétrica). 

 

Os compostos fenólicos (quercetina, epicatequina, ácido gálico e epigalocatequina) 

identificados no extrato da casca de pinhão, estão coerentes com valores obtidos em literatura. 

De acordo com Castrillon et al. (2021), observaram em estudo integral do pinhão, a presença 

expressiva de componentes fenólicos na casca, dentre eles ácido gálico, epicatequina, 

catequina, epigalocatequina, quercetina. Conforme Liu et al. (2017) a quercetina apresenta 

atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, antialérgicas, antivirais e antitumorais. Souza et 

al. (2019) apresentaram perfis de compostos fenólicos da casca da semente Araucaria 

angustifolia e identificaram flavonoides (quercetina e apigenina) e taninos (catequina e 

epicatequina), sendo que esses últimos possuem propriedades antioxidantes e antimicrobianas, 

bem como potencial anticarcinogênico e antimutagênico. A casca do pinhão brasileiro não é 

consumida como alimento e é descartada como um resíduo, indicando que sua utilização pode 

ser promissora levando-se em consideração a presença de compostos fenólicos. 
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À luz destas considerações, os resultados alcançados sobre a determinação 

qualitativa de compostos polifenólicos e flavonoides na Araucaria angustifólia apoiam o uso 

deste resíduo como componente bioativo. Entretanto, se faz necessário a identificação desses 

compostos e de suas estruturas químicas por outros métodos espectroscópicos com 

modificações para isolamento efetivo de cada composto.         

                                                                                             

4.5. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS EXTRATOS  

 

Nesta etapa avaliou-se a atividade antitumoral do extrato aquoso da casca de pinhão in 

natura obtido pela extração assistida por ultrassom durante 30 min. Este extrato foi escolhido 

por apresentar resultado significativo em relação a capacidade antioxidante quando 

comparado aos demais. Nesta avaliação foi investigada a capacidade do extrato em inibir o 

crescimento celular tumoral, verificando a citotoxicidade do extrato sobre as células 

avaliadas.  

Os compostos bioativos obtidos a partir de fontes vegetais tem ganhado destaque na 

área da saúde devido aos benefícios pelos efeitos químicos e biológicos (Souza et al., 2014). 

Milhares de fitoquímicos que possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, 

antitumorais, antivirais e antialérgicas estão presentes em frutas e vegetais. Análises in vivo e 

in vitro, bem como estudos em humanos, sugeriram que os polifenóis têm efeitos protetores 

contra doenças (Pop; Diaconeasa, 2021). 

O extrato aquoso da casca de pinhão in natura na linhagem SK-Mel-28 não apresentou 

atividade sobre a viabilidade das células quando comparada com o controle após 24 h de 

tratamento. Conforme observado na (Figura 6), os resultados mostraram que o extrato diluído 

nas concentrações 1:1000 e 1:100, não apresentou toxidez significativa nos tratamentos.  

Observou-se que o extrato diluído nas concentrações 1:10, 1:1 e extrato bruto estimulou a 

proliferação celular quando comparados com o grupo controle. Esse fato pode ser devido à 

ausência ou às baixas concentrações de compostos capazes de desempenhar propriedades 

antitumorais para determinada linhagem celular, ou ao método de extração, mesmo tendo 

atividade antioxidante significativa, pode não ter efetivamente recuperado compostos com 

essas propriedades de suas fontes (cascas de pinhões in natura), o que justificaria a 

necessidade de mais análises detalhadamente sobre cada composto bioativo presente no 

extrato.  
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Figura 6- Viabilidade de células de melanoma humano in vitro 

SK-Mel-28 tratadas através de diluição seriada com extrato de 

casca de pinhão in natura por 24h e avaliadas pelo método MTT* 

 

Legenda: CT: Controle; EXB: Extrato Bruto; EAC: extrato 

diluição seriada; ns (p >0,05); Dados apresentados como média ± 

desvio padrão EAC quando comparado ao Controle. 

 

É provável que a viabilidade celular e a atividade antiproliferativa sejam dependentes 

de diferentes tipos de compostos fenólicos. Sugere-se a continuidade da avaliação deste 

extrato, utilizando uma série de concentrações a fim de identificar os possíveis efeitos 

antiproliferativos e mecanismos de ação envolvidos dentro do processo da oncogênese 

(Weber, 2018). 

De acordo com Kato et al. (2021) avaliaram o efeito de extratos e frações de diferentes 

plantas brasileiras sobre a viabilidade de linhagens de células de melanoma SK-Mel-28 e SK-

Mel-103, escolhidas por apresentarem elevada resistência e capacidade metastática. Os 

autores avaliaram que compostos bioativos dos extratos, estão positivamente correlacionados 

com a inibição das linhagens celulares resistentes, elencando esses compostos como 

potenciais candidatos ao desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de melanoma. 

No mesmo estudo, os autores observaram que as frações obtidas a partir de solventes de 

média e baixa polaridade (compostas por polifenóis e derivados de terpenos) foram mais 

ativas do que as frações obtidas a partir de solventes de alta polaridade (compostas por 

metabólitos secundários ligados a glicosídeos ou grupos com grande quantidade de 

hidroxilas). Esses compostos mais polares podem ter baixa interação com a membrana 

plasmática, diminuindo os efeitos nas células tumorais, contudo, os autores destacam que 

ensaios in vitro não mimetizam um sistema biológico completo, portanto, os compostos não 

sofrem todos os processos farmacocinéticos e podem ter diferentes respostas nas células. 

Conforme Zeng et al. (2014) avaliaram a viabilidade de células SK-Mel-28 tratadas 

com composto bioativo suprimindo cerca de 30% da proliferação das células tumorais após 48 
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e 72 h de tratamento, porém nenhum efeito significativo foi observado, portanto, é importante 

investigar novos agentes terapêuticos, que possam apresentar propriedades seletivas para 

induzir citotoxicidade através da ativação de vias de sinalização de morte celular (Branco et 

al., 2015). Apesar de não ser possível estabelecer uma relação direta da citotoxicidade do 

extrato em células SK-Mel-28 nos resultados deste trabalho, uma vez que os testes são 

realizados em diferentes condições, é importante que sejam relatados, porém, não 

conclusivos, para próximos estudos do potencial tóxico do extrato da casca de pinhão in 

natura em células tumorais, visando um possível componente colaborativo na estratégia para 

aumentar a eficiência terapêutica de quimioterápicos em melanomas resistentes.  

Diferentemente dos resultados anteriores, os tratamentos com extrato aquoso da casca 

de pinhão in natura induziram uma atividade antiproliferativa em células de melanoma 

humano in vitro A-375 (Figura 7). Os resultados mostraram diminuição significativa da 

viabilidade celular apresentando atividade antitumoral nas concentrações testadas (p<0,001); 

(p<0,0001), quando comparado ao controle, exceto no extrato diluído na concentração 1:100, 

onde as células tratadas não sofreram alteração quando comparadas ao controle. Os extratos 

diluídos nas concentrações 1:1000 e 1:10 foram capazes de inibir crescimento de células 

tumorais em aproximadamente 30 % em 24 h de tratamento.  

 

Figura 7 - Viabilidade de células de melanoma 

humano in vitro A-375 tratadas através de diluição 

seriada com extrato de casca de pinhão in natura 

 
Legenda: CT: Controle; EXB: Extrato Bruto; EAC: 

extrato diluição seriada; * (p< 0,05); ** (p<0,01); 

*** (p<0,001); **** (p<0,0001); ns (p >0,05); 

Dados apresentados como média ± desvio padrão 

EAC quando comparado ao Controle. 
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Um estudo do polifenois em uvas tintas, vinho tinto, amendoim e pinho (Niles et al., 

2003; Horn; Zamin et al., 2017; Oz et al., 2019) confirmaram a atuação de fitoquímicos em 

diversas vias de sinalização celular e potencial anti-inflamatório sendo que inibiu o 

crescimento e induziu apoptose em linhagens de células de melanoma humano A-375 e SK-

Mel-28, sendo a linhagem A-375 mais sensível à indução de apoptose do que a linhagem 

melanótica SK-Mel-28. A linhagem A-375 avaliada no presente estudo correspondeu ao 

extrato de forma expressiva possivelmente pelas características indicativas dos polifenóis, 

através de vias de sinalização responsáveis pela regulação do funcionamento das células 

(Viana et al., 2017).  

As células necessitam se comunicar umas com as outras e, a partir desta comunicação, 

coordenar as funções desempenhadas por cada tipo celular. O princípio da sinalização celular, 

se caracteriza pela comunicação através de moléculas-sinal, secretadas ou expostas em sua 

superfície. As moléculas-sinal são reconhecidas por receptores, geralmente proteínas que 

podem estar expostas na superfície celular ou presentes no interior das células, 

comprometidas com a regulação de eventos da fisiologia celular, como proliferação, 

migração, diferenciação celular (Viana et al., 2017). 

De acordo com Wu et al. (2015), linhagens de melanoma humano A-375 e SK-Mel-

31, avaliadas, no tratamento com fitoquímico induziu parada no ciclo celular e inibiu a 

proliferação destas células, evidenciando o papel desses compostos na atuação promissora de 

ação para o bloqueio de crescimento celular. Em virtude de o câncer apresentar, muitas vezes, 

resistência às formas tradicionais de tratamento e/ou estas não serem seletivas à neoplasia, 

apresentando diversos efeitos colaterais, surge a necessidade de formas alternativas, as quais 

visam, sobretudo, maior especificidade dos mecanismos de ação, segurança e eficácia 

terapêutica, defende-se a maior utilização de produtos naturais bioativos, por apresentarem 

compostos ativos citotóxicos e indutores de apoptose em várias linhagens de células tumorais 

testadas (Viana et al., 2017).  

Nos últimos anos, a apoptose tem atraído muita atenção com potencial de aplicação 

em várias doenças humanas. Para a manutenção normal do organismo completo, milhões de 

células serão sintetizadas e morrem todos os dias, e a morte celular relacionada à apoptose é 

essencial para o crescimento saudável de um organismo. Desta forma, o estudo da via de 

sinalização de apoptose aumentaria o entendimento sobre os mecanismos apoptóticos de uma 

droga alvo que abriria caminho para a descoberta de novos fármacos (Perumalsamy et al., 

2018). 
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Em estudo para investigar o perfil de segurança in vitro e in vivo de um extrato aquoso 

de M. officinalis, Sipos et al. (2021) observaram efeito citotóxico seletivo em células A-375 

em concentração mais altas (1000 μg/mL) enquanto nenhuma toxicidade foi observada em 

células normais HaCaT (queratinócitos). No presente estudo foi indicado o potencial 

citotóxico em concentração mais elevada (Figura 7), porém, se faz necessário estudos futuros 

para avaliar a citotoxicidade em células não tumorais. Deve-se salientar para que um 

composto tenha um potencial antitumoral ideal é necessário que ele possua efeitos citotóxicos 

contra as células tumorais, mas que não apresente esse mesmo efeito em células normais, ou 

que esse efeito seja muito reduzido, possuindo assim um efeito contra as células do câncer e 

baixa toxicidade ao organismo (Mulder et al., 2013; Huang, et al., 2014). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Diante dos tratamentos realizados, conclui-se que Araucaria angustifolia apresentou 

teor de compostos fenólicos e atividade antioxidante nos diferentes métodos de extração 

realizados. Para compostos fenólicos totais não houve resultados significativos entre métodos 

da extração pela maceração e ultrassom. Em relação aos métodos para a avaliação da 

atividade antioxidante, os resultados mais relevantes foram para o método ABTS através da 

extração assistida por ultrassom durante 30 minutos em comparação com DPPH. Isso ressalta 

a importância da realização de diferentes metodologias, vistos que os compostos bioativos 

podem atuar de diferentes formas. É importante destacar o uso de água como solvente para as 

extrações, obtendo extratos com resultados promissores e que podem ser utilizados em áreas 

nutracêuticas e indústria farmacêutica, sem a presença de resíduos de solventes orgânicos.  

Quanto a avaliação da atividade antitumoral, o extrato escolhido não demonstrou 

resultados para o tratamento de células de melanoma cutâneo na linhagem SK-Mel-28 

indicando ausência ou baixa concentração de compostos bioativos capazes de desempenhar 

propriedades no combate as células tumorais com maior resistência.   

Para a linhagem celular A-375 os tratamentos apresentaram resultados significativos 

na redução da viabilidade celular, destacando-se os extratos diluídos nas concentrações 

1:1000, 1:10, 1:1 e extrato bruto, quando comparados ao controle, de forma dose-dependente 

nesses tratamentos, indicando a atuação dos compostos bioativos como coadjuvantes no 

tratamento de doenças tumorais.  

Até o presente momento, não foi encontrada na literatura estudos avaliando o 

potencial do extrato aquoso da casca do pinhão in natura (Araucaria angustifolia) em células 

de melanoma cutâneo nas linhagens analisadas no presente trabalho.  

Este trabalho sugere que quercetina, epicatequina, ácido gálico e epigalocatequina 

sejam responsáveis pela atividade antitumoral do extrato Araucaria angustifolia. Contudo, é 

necessário avaliar o potencial dos compostos identificados individualmente. Esta pesquisa 

demonstra potencial de continuidade, necessitando aprofundamentos em relação aos 

mecanismos envolvidos nos tratamentos e aos compostos que de fato estão contribuindo para 

inibir a migração celular da linhagem A-375, além de oportunizar campo para o 

desenvolvimento de novos fármacos com menor efeito no organismo humano.  

Considerando-se o potencial da casca, um material geralmente descartado, e outras 

partes do pinhão, torna-se altamente viáveis e aplicáveis, estudos baseados na extração de 

substâncias provenientes deste material vegetal, considerado como resíduo bioativo. 
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