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APRESENTAÇÃO

O E-book “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é 
composto por 32 capítulos. Nesse volume, são abordados distintos tópicos nas 
áreas de biotecnologia, citologia, genética, saúde humana, educação, importância 
de condições ambientais que as espécies estão inseridas, bem como, potenciais 
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenário atual de 
mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é extremamente importante 
o uso adequado de técnicas em cada área. Interações entre espécies são difíceis 
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relação simbiótica 
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relação. Estudos que 
abordam essa temática são muito relevantes para compreensão da relação de 
dependência ou não que os organismos estabelecem para se manterem em um 
determinado ambiente.

O E-book também traz capítulos que abordam estratégicas didáticas para 
alunos da educação básica e da graduação. O ensino de ciências precisa ser cada 
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de 
aula, o uso de modelos confeccionados ou a própria produção de material manual 
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saúde humana se encontra em pauta trazendo o uso de células 
tronco para recuperação do tecido lesionado por queimadura, esse é um avanço 
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saúde 
humana é a manipulação de produtos altamente comercializáveis, como açaí na 
região amazônica, o qual sugere a pasteurização como tratamento térmico pelas 
indústrias produtoras.

As aplicações de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia, 
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia 
são extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas.  
Adicionalmente, análises citogenéticas, histoquímicas e toxicológicas fornecem 
informações que são relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capítulos desse livro com muita atenção, 
e desejamos que cada conteúdo abordado aqui seja útil na vida acadêmica. A 
linguagem acessível e no idioma português facilita o acesso tanto para grupos de 
pesquisas como para jovens pesquisadores da área científica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvão
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RESUMO: As linhagens celulares imortalizadas 
de melanoma são usadas para testar a eficácia 
dos medicamentos quimioterápicos. Assim, a 
linhagem de tumor B16-F10 serve como modelo 
para estudo in vivo e in vitro de melanoma. 
O Brasil é o país com a maior biodiversidade 
de plantas medicinais para a fabricação de 
fitoterápicos. O objetivo desse trabalho foi 
identificar os biocompostos presentes na 
folha, e avaliar a atividade citotóxica do extrato 
hidroalcoólico das folhas de Himatanthus 
lancifolius (Müll. Arg.) Woodson (EEHL) em 
células cultivadas de melanoma (B16-F10), e 
em células não tumorais de ovário de hamster 
chinês (CHO), controle. A análise histoquímica 
do EEHL indicou a presença de lipídios, taninos, 
alcaloides entre outros. A citotoxicidade do 
EEHL contra B16-F10 foi determinada por 
fotometria (MTT). O EEHL apresentou 02 
fases com diferença estatística significativa 
(p<0.001) e alto índice de seletividade (IS), 
superior a 3 (aproximadamente 80), para 
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B16-F10 em relação às CHO. As frações polares e apolares do EEHL apresentaram 
alta citotoxicidade contra as células B16-F10 (0,001–650 µg/µL). Já a fração apolar 
(FAHL) apresentou três fases, indicativo de três ou mais compostos ativos. Esses 
resultados são promissores e necessitam de maiores estudos. O tratamento contra o 
câncer de pele do tipo melanoma é o resultado da ação eficiente do medicamento na 
difícil distinção entre células malignas e normais do corpo, e pode significar a vida ou 
a morte de um paciente.
PALAVRAS-CHAVE: citotoxicidade; extrato de planta; melanoma; B16-F10; 
Himatanthus lancifolius.

ACTION OF Himatanthus lancifolius (MÜLL. ARG.) Woodson EXTRACTS 
AND BIOCOMPOSITES IN THE CONTROL OF CELL PROLIFERATION AND 
APOPTOSIS INDUCTION IN CULTIVATED CELLS OF MURINO MELANOMA 

B16-F10.

ABSTRACT: Immortalized melanoma cell line are used to test the efficacy of 
chemotherapy drugs. Thus, murine B16-F10 melanoma cell line serves as a model of 
melanoma in vivo and in vitro study. Brazil is the most biodiverse country, with medicinal 
plants for the manufacture of herbal medicines. The objective of this work was to identify 
biocompounds present in the leaf and to evaluate the cytotoxic activity of the ethanolic 
extract on the leaves of Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson (EEHL) against 
cultured melanoma cells (B16-F10) and against Hamster Ovary (CHO) cells, non-tumor 
cells (Control). The histochemical analysis of the EEHL indicated the presence of lipids, 
tannins, alkaloids among others. The cytotoxicity of the EEHL against B16-F10 was 
determined by photometry (MTT). The EEHL, the polar (FPHL) and apolar fractions 
(FAHL) showed high cytotoxicity in B16-F10 (0.001–650 µg / µL). The EEHL presented 
02 phases with significant difference (p<0.001) and high selectivity index (IS), higher 
than 3 (approximately 80), for B16-F10 in relation to CHO. The apolar fraction (FAHL) 
presented three phases, indicative of three or more active compounds. These results 
are promising and need further study. Treatment against melanoma-type skin cancer is 
the result of the drug’s effectiveness in the difficult distinction between malignant and 
normal body cells, that may indicate the life or death of a patient.
KEYWORDS: cytotoxicity; plant extract; melanoma; B16-F10; Himatanthus lancifolius;

1 | 	INTRODUÇÃO

A planta do gênero Himatanthus pertence à família Apocynaceae, próprio 
da América do Sul, composto por 14 espécies. É um arbusto de porte médio, e 
seu gênero possui considerável relevância na medicina tradicional, suportada 
por estudos que demonstram seu uso popular para diversos fins medicinais, por 
apresentar biocompostos farmacológicamente ativos, entre eles alcalóides indólicos, 
iridóides e ésteres triterpênicos (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; SOUZA, 2007). 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2010000500001
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Tais compostos apresentam atividade antimicrobiana e anti-inflamatória (SOUZA et 
al., 2004; NARDIM et al., 2008) e principalmente antitumoral (SEIDL et al., 2017).

Baratto (2010) apud Silva, 1929 que descreve Himatanthus lancifolius (Müll. 
Arg.) Woodson como uma espécie neotropical da Farmacopeia Brasileira (1ª edição 
- SILVA, 1929), sob o basinômio de Plumeria lancifolia Müll. Arg., e nessa monografia 
descreve que as cascas do caule, e a raiz age como droga vegetal de múltipla ação, 
inclusive para tratamento de doenças de pele. 

O câncer se tornou a segunda causa de morte da população, nos países mais 
desenvolvidos do mundo, sendo apenas superado pelas doenças cardiovasculares 
(GRUNFELD et al., 2004). Contudo, em países subdesenvolvidos ou em 
desenvolvimento, como o Brasil, os índices também são alarmantes. 

As estimativas para o ano de 2018-2029 no Brasil são semelhantes a países 
desenvolvidos, com a ocorrência de 600 mil casos novos de câncer. Considerando 
68 mil novos casos de cânceres de próstata em homens 60 mil casos novos de mama 
em mulheres. Serão os mais frequentes os cânceres de pele tipo não melanoma, 
pulmão, intestino, estômago, cavidade oral, para o sexo masculino; e os cânceres de 
pele não melanoma, mama, intestino, colo do útero, pulmão e tireoide, para mulheres 
(INCA, 2017). 

O melanoma é uma neoplasia maligna que atinge os melanócitos da pele, 
células dendríticas, fenotipicamente importantes, responsáveis pela síntese de 
melanina. A maioria dos melanócitos está localizada na pele, na camada basal da 
epiderme e em menor proporção na derme, porém também podem ser encontrados 
nas outras regiões do corpo, como olhos, mucosas e leptomeninges (MIOT et al., 
2009). Em tumores, a difícil distinção entre células malignas e normais do corpo 
dificulta a obtenção de um tratamento mais eficiente. 

2 | 	OBJETIVOS

O principal objetivo desse trabalho foi a identificação qualitativa dos biocompostos 
presentes nas folhas de Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson, e avaliar a 
atividade citotóxica do extrato hidroalcoólico dessas folhas em células cultivadas 
tumorais de melanoma (B16-F10) e de células controle não tumorais de ovário de 
hamster chinês (CHO).

3 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Cultivo de Células

As culturas de células foram tratadas com tripsina 0,2%, antes ou durante o 
estado de subconfluência. O meio era removido e as células lavadas com solução 
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de Versene: PBS NaCl (140mM), NaH2PO4 (2,6mM), Na2HPO4 (10mM), EDTA 
(0,5mM) e sulfato de gentamicina (50mg/mL), o qual era aspirado. Após lavagem 
com PBS adicionamos 2,0 ml de tripsina em cada garrafa. As garrafas contendo as 
culturas de células foram transferidas para a estufa de CO2 o tempo suficiente para 
que as células se soltem da matriz da garrafa (1-4 minutos), conforme o grau de 
atividade enzimática. Durante este intervalo, monitoraremos o descolamento das 
células com o auxílio do microscópio invertido de contraste de fase e coradas com 
marcadores fluorescentes para análise do crescimento e da morfologia (figuras 01 e 
02). A suspensão de células era transferida para um tubo cônico, em RPMI completo 
e centrifugada durante 4 min a 358 g. Fez-se a contagem dessas células por meio 
da câmara de Neubauer. 

Figura 1.Micrografiasdas células de melanoma B16F10 ( a ); CHO ( b ) do grupo controle 
coradas  com  HE  identificando  o  citoplasma  e  núcleo,  respectivamente(barra  de  escala  
50μm).  As  imagens  foram  obtidas  por  microscópio  fotônico  invertido  Olympus/modelo 

CKX41 célulasde melanoma B16F10( c ) e CHO( d )coradas com rodamina (vermelho) e 
DAPI (azul) identificando o citoplasmae o núcleo, respectivamente(barra de escala 20μm). As 

imagens foram obtidas por microscopia de fluorescênciano microscopioEvos FL (AMF-4302) da 
ThermoFisher.

3.2 Determinação da atividade celular

Foram semeadas 1x103 células em cada poço de placas de cultura (96 poços) 
com 100μL de meio RPMI 1640 completo e mantidas em incubadora úmida a 37ºC 
e 5% de CO2 por 24 horas. O meio de cultura foi removido e substituído por 300μL 
de meio RPMI 1640 completo contendo os fitoextratos isolados da Himatanthus 
Lancifolius (0,0002 a 20μg/mL), por 48h. Para determinação da atividade celular, 
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estas células foram incubadas com uma solução de 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazoly)-2,5-
diphenyl-2H tetrazolium bromide (MTT) por 4h. O meio contendo MTT foi removido 
e substituído por 100μL de álcool isopropílico, e após 10 minutos, as leituras de 
absorbância foram determinadas por fotometria em leitor de ELISA (Biochrom, 
modelo EZ Read 400) em 570nm.

3.3 Planta medicinal e preparo dos extratos

A planta medicinal utilizada para estudo da atividade citotóxicidade foi a 
Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson da família Apocynaceae que foi coletada 
no campus da UFBA / Salvador. Coordenadas Geográfica: Latitude: (-13.00119), 
Longitude: (-8.508493) e depositada no Herbário de Botânica da UESC sob número 
de voucher 23374 (figura 2 a). As folhas da Himatanthus lancifolius (figura 3A) foram 
secas em estufa ventilada (Biofoco, modelo BF2 ECN 100) e trituradas (Bermar, 
modelo BM 31) até que se obtivesse um pó de cor verde. Desta forma, os extratos 
hidroalcoólicos foram preparados com 1g do pó das folhas em 40mL de etanol/água 
70% (V/V). Esta mistura foi reservada em um tubo de 50 ml e ficou no homogeneizador 
de soluções (Phoenix, modelo AP-22) por 24h protegida da luz a 25oC. Logo depois, 
foi filtrado em filtro de papel e em filtro de 0.22μm em fluxo laminar. A solução foi 
distribuída em eppendorfs, contendo 1,5ml do extrato, e foi levada ao speedvac 
(Eppendorf, modelo Concentrator 5301) por 6h, para que fosse removido o solvente. 
A seguir pesou-se 20μg/mL e solubilizou-se na solução hidroalcoólica de 70% de 
etanol/água (V/V), solução estoque. Outra solução similar de volume 1mL e 10 
vezes mais concentrada (200μg/mL) foi transferida para um funil de separação de 
50mL, adicionou-se 25mL de acetato de Etila (Sigma-Aldrich), e 25mL de água. Após 
intensa agitação em funil de separação a mistura permaneceu em repouso por 5 
minutos e formou-se uma solução com duas fases: fração polar (FPHL) e apolar 
(FAHL), figura 2 b.  A FPHL foi transferida para um tubo cônico de 50 mL, congelada 
a -20ºC e levada ao liofilizador (Labconco, modelo FreeZone 6), figura 02. Após 48h, 
a FPHL secou e cerca de 6h a FAHL distribuídas em eppendorfs, e também secou 
no speedvac. Portanto, esse processo permitiu a preparação de três soluções para 
os ensaios: 1) o extrato hidroalcoólico da folha (20μg/mL); 2) a fração polar em água 
(20μg/mL) e 3) a fração apolar em acetato de etíla (20μg/mL) (figura 2 b). 
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Figura 2.Imagem  da  sementee  das  folhas  de Himatanthus  lancifolius (  a ) e Imagem das 
frações no funil de separação após 05 minutos de repouso da mistura de acetato de etila  e  
água, e  imagem  das  duas  frações  isoladas dessa mistura: fração  polar  (FPHL)e fração 

apolar (FAHL)( b ).

3.4 Análise qualitativa dos biocompostos presentes na folha de Himatanthus 
lancifolius (Müll. Arg.) Woodson

Realizou-se testes histoquímicos para identifi cação dos compostos presentes 
nas folhas, utilizando as seguintes substâncias: Sudam III para Lipídios totais (Sass, 
1951); Lugol para Amido  (Johansen, 1940); Vanilina clorídrica para Taninos (Mace 
e Howell, 1974); Floroglucinol acidifi cado para Lignina (Johansen, 1940 Reagente 
de Wagner para Alcalóides (Furr & Mahlberg, 1981); Cloreto férrico para Compostos 
fenólicos (Johansen, 1940); Cafeína + DMACA para Flavonóides (Feucht & Schmid, 
1983).

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Análise histoquímica: A análise qualitativa dos biocompostos presentes na 
folha da Himatanthus lancifolius (Müll. Arg.) Woodson mostraram a presença de 
substancias lipídicas somente na cutícula (fi gura 3a); amido nas células do parênquima 
clorofi liano, principalmente do parênquima paliçádi co (fi gura 3b); lignina nas paredes 
do esclerênquima e elementos traqueais do xilema (fi gura 3c e d); alcalóides no 
conteúdo de algumas células parenquimáticas nas nervuras (fi gura 3e); compostos 
fenólicos no conteúdo e paredes de células parenquimáticas do mesofi lo (fi gura 3f); 
fl avonóides no conteúdo de células parenquimáticas no mesofi lo e epiderme (fi gura 
3g e h).
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Figura  3.Cortes  transversais  das  folhas  de Himatanthus lancifolius com  resultados  de 
testes  histoquímicos.  a)  Sudam  III  evidenciando  lipídios  na  cutícula  (estrela  branca);  b) 

Lugol  evidenciando  amido  no  parênquima  clorofi liano  (ponto  branco);  c  e  d)  fl oroglucinol 
acidifi cado evidenciando lignina na parede das células (ponta de seta branca); e) Reagente de 
Wagner evidenciando alcaloides na células do parênquima (asterisco branco); f) Cloreto férrico 
evidenciando compostos fenólicos no parênquima (triangulo branco); g e h) cafeína e DMACA 
evidenciando fl avonides nas células parenuimáticas ( # branco). Aumentos: b, f, h –4X e a,c, d, 
e, g –10X. Legendas: Ep:epiderme, Pa:parênquima, Co: colênquima, Xi: xilema, Fl:fl oema,  Ed: 
epiderme  adaxial,  Pp:  parênquima  paliçádico,  Pl:parênquima  lacunoso,  Es: esclerenquima, 

Ct: cutícula, Fv: feixe vascular.

Nesse trabalho os primeiros ensaios foram feitos para o extrato hidroalcoólico da 
folha da Himatanthus Lancifolius, (fi gura 04). Tanto para células de melanoma como 
para células controle (CHO) foram evidenciadas duas fases. As células (B16-F10 e 
CHO) apresentaram duas fases (1 e 2), na fase 2 ocorreu uma diferença signifi cativa 
no índice de seletividade (IS). O extrato hidroalcoólico da folha da Himatanthus 
Lancifolius apresentou citotoxidade elevada e índice seletividade alta (muito superior 
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a 3) para células tumorais de melanoma (B16-F10) em relação a células de ovário de 
hamster Chinês (CHO), (fi gura 04). A atividade citotóxica e antitumoral relacionada 
aos compostos bioativos presente na Himatanthus lancifolius e seu uso na medicina 
popular no Brasil também é relatado por Wood et al., (2001). 

Corroborando com nossos resultados em estudo de plantas como protótipo 
de drogas, Rosales et al., 2019 mostraram que a atividade citotóxica de alcalóides 
indólicos (metabolitos vegetais ativos) da planta da família da apocynaceae
(tabernaemontana catharinensis) apresentaram citotoxicidade seletiva contra 
células tumorais de melanoma. Nesse estudo as frações enriquecidas identifi cada 
por espectrometria de massa de alta resolução são testadas in vitro contra linhagens 
celulares: A375 (melanoma), A549 (adenocarcinômicas) e células Vero não tumorais 
(células epiteliais de rim de macaco verde africano). A partir dos alcalóides identifi cados 
como ativos foram obtidas seis subfrações. A subfração contendo afi nisina mostrou 
toxicidade seletiva contra células de melanoma (A375), com um IC50 de 11,73 µg/mL, 
e nenhuma citotoxicidade contra células normais (Vero). Esses autores concluem que 
os alcaloides indólicos da apocynaceae (tabernaemontana catharinensis) exibem 
citotoxicidade seletiva em células tumorais de melanoma (A375) e toxicidade em 
silico, considerando que a subfração contendo afi nisina pode ser um indicativo de 
quimioterápico para células de melanoma (A375).

Figura 4. Curva da atividade das células tumorais de melanoma B16-F10 e não tumorais 
(controle) de ovário de hamster Chinês (CHO-K1) tratadas com extratos polar da folha da 
Himatanthus Lancifolius. Esse gráfi co representam a densidade óptica observado do MTT, 

após 4h de incubação, em função os valores do Log da concentração do extrato polar da folha 
da Himatanthus Lancifolius (160 - 0,3 µg/mL), para as células expostas por 48h. Essas linhas 
gráfi cas que refl etem a dispersão dos pontos (R2 = 0,994) permitem o cálculo pelo Programa 

Gráfi co PrismPlot3 para o valor do IC50 e do Rmax.

Nossos estudos mostraram por ensaios de citotoxicidade (MTT), alta toxicidade 
celular para células de melanoma e CHO-K1 tratadas com EPHL. Para células de 
CHO-K1 foi obtido um IC50 = 410,2 μg/mL e citotoxicidade máxima numa concentração 
400 µg/mL, enquanto as células B16-F10 tiveram IC50 = 8,998 µg/mL e citotoxicidade 
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máxima em 40µg/mL. Nessa análise observamos que IS = 1,11. O EPHL não 
apresentou toxicidade seletiva para células tumorais de melanoma (B16-F10) em 
relação a células (CHO-K1), (Figura 05 a). 

Os ensaios de citotoxicidade (MTT) mostraram três fases para fração EAHL, 
com pelo menos três biocompostos ativos. A alta toxicidade celular para células de 
melanoma tratadas EAHL apresentou citotoxicidade máxima em 350µg/mL, (Figura 
05 b).

A análise de substâncias ativas é muito mais complexa e longa, já que geralmente 
os compostos presentes em maior proporção na planta são os que apresentam 
melhores efeitos biológicos (CECHINEL FILHO, 1998).  

Figura 5. Em (A) Curva da atividade das células tumorais de melanoma B16-F10 e não tumorais 
(controle) de ovário de hamster chinês (CHO-K1) tratadas com extrato polar da folha da 

Himatanthus Lancifolius. (B) Curva da atividade das células tumorais de melanoma B16-F10 
tratadas com fração apolar da folha da Himatanthus Lancifolius. Esse gráfi co representam 

a densidade óptica observado do MTT, após 4h de incubação, em função os valores do Log 
da concentração do extrato polar (650-0,1 µg/mL), e apolar (350-3,5 µg/mL) para as células 
expostas por 48h. Essas linhas gráfi cas que refl etem a dispersão dos pontos (R2 = 0,998) 

permitem o cálculo pelo Programa Gráfi co PrismPlot3 para o valor do IC50 e do Rmáx.

Souza et al., (2010), que avaliou a ação da uleína e da fração rica em alcalóides, 
isolada das cascas de Himatanthus lancifolius sobre a produção de óxido nítrico em 
células RAEC e B16- F10. Os resultados demonstraram uma atividade antioxidante de 
59,3 ± 0,8% para a fração alcaloídica. Em ensaio DPPH (redução do radical livre), a 
fração alcaloídica apresentou IC50 = 196,3 ± 8,9 µg/mL e para a uleína 6475,0 ± 25,0 
µg/mL. 

Existem mais de 1000 compostos fi toquímicos diferentes descritos com atividade 
preventiva contra o câncer e muitos estudos estão voltados para a elucidação de 
mecanismos moleculares (DAVIS et al, 2007), principalmente pelo fato que componentes 
bioativos presentes nos fi toterápicos podem prevenir a carcinogênese (SURH et al, 
2003). Estudos fi toquímicos e farmacológicos realizados com plantas indicam que elas 
são constituídas principalmente de glicosídeos esteroídicos, triterpenos, terpenoides, 
taninos, quinonas, lactonas e fl avonóides (SILVA & CECHINEL, 2002).

Atualmente, um dos importantes métodos de pesquisa para o desenvolvimento 
de novos medicamentos vem se baseando na busca de protótipos farmacêuticos de 
produtos de origem natural, provenientes de plantas, com ação citotóxica em células 
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tumorais e/ou indutores de apoptose. 

5 | 	CONCLUSÕES

A análise histoquímica e qualitativa da folha da Himatanthus lancifolius (Mull. 
Arg.) Woodson indicou a presença de lipídios, lignina, alcalóides, flavonóides 
e compostos fenólicos. Sendo que o extrato hidroalcoólico da folha Himatanthus 
Lancifolius (EEHL), a fração polar (FPHL) e apolar (FAHL) desse extrato apresentaram 
alta citotoxicidade contra célula de melanoma B16-F10 na faixa de 0,001 – 650 µg/
µL, dependente do extrato, da fração e do tempo de contato com as células. O EEHL 
apresentou duas fases. A fase 2 apresentou diferença significativa (p‹0.001) e alto 
índice de seletividade (IS), que foi muito superior a 3 (aproximadamente 80), para 
células tumorais de melanoma (B16-F10) em relação a células de ovário de hamster 
Chinês (CHO). 

A FPHL apresentou citotoxicidade máxima em 40 µg/mL (IC50 = 9,998 µg/
mL) e para CHO em 90 µg/mL (IC50 = 8,998 µg/mL), mas não induziu toxicidade 
diferenciada (IS = 1,12). Já com o extrato EAFH solúvel em etanol para os ensaios 
de citotoxicidade (MTT) mostraram três fases, com pelo menos três biocompostos 
ativos. A alta toxicidade celular para células de melanoma tratadas com EAHL solúvel 
em etanol apresentaram citotoxicidade máxima em 350µg/mL.

Esses resultados são promissores e necessitam de maiores estudo, pois em 
tumores, a difícil distinção entre células malignas e normais do corpo dificulta a 
obtenção de um tratamento mais eficiente.
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