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Abstract: The high incidence and aggressiveness of hepatocellular
carcinoma has a global impact on public health. The low efficacy of
conventional chemotherapy combined with adverse effects and resistance
have encouraged the search for more effective treatments with more
selective alternative drugs. Medicinal plants contain substances derived
from secondary metabolism of high therapeutic potential, especially for the
treatment of cancer. In Brazil, the genus Myrciaria O.Berg (Myrtaceae) is
among the groups of plants most used for food and medicinal purposes. Its
therapeutic potential is attributed to high molecular diversity, with different
active compounds. Therefore, the aim of this study was to evaluate the in
vitro cytotoxic potential of the aqueous, ethanol and hexane extracts of
Myrciaria sp. against human hepatocarcinoma cell line (HepG2). Cell
viability was performed by MTT method and cytotoxicity was assessed by
Trypan blue exclusion method. In both assays, the aqueous extract showed
no activity against HepG2 cell line. In contrast, ethanol and hexane extracts
showed cytotoxic potential, with 1Csy 123.9 and 86.4 pg/mL, respectively.
Further studies are being carried out to better evaluate the pathways and

Introducéo

O cancer de figado estd entre os tumores mais
agressivos, sendo a segunda maior causa de morte por
cancer em todo mundo. Em 2012 foi responsavel por
mais de 700.000 mortes, representando um grande
impacto na sadde publica mundial (OMS, 2014). O
tumor priméario de carcinoma hepatocelular (CHC) é a
neoplasia maligna de figado mais comum encontrado em
adultos e também a mais invasiva. A combinacdo de
quimioterapicos como doxorrubicina, cisplatina e 5-
fluoracil tem sido muito utilizada para o tratamento do
hepatocarcinoma (Balogh et al., 2016). No entanto, o
mecanismo de resisténcia ao cancer, como a regulagdo
positiva da proteina de resisténcia a maltiplos farmacos
(MDR) e a diminuigdo das proteinas apoptdticas, sdo 0

mechanisms of these extracts.
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principal problema no tratamento do CHC (Chen et al.,
2007). Assim, faz-se importante a busca por drogas
alternativas, que possam agir em substituicdo ou
associacdo aos compostos tradicionalmente utilizados na
clinica médica.

A avaliacdo da toxicidade é um importante parametro
a ser analisado, tanto na relagdo de compostos nocivos
para salde, como na busca por moléculas inovadoras,
como por exemplo, no desenvolvimento de drogas
anticarcinogénicas. Os testes de citotoxicidade in vitro
sdo amplamente utilizados, demonstrando a capacidade
de uma substancia em promover alteragdes metabolicas
nas células em cultura, podendo resultar ou ndo em
morte celular. As linhagens celulares derivadas de cancer
humano sdo modelos mais utilizados para estudar a
biologia do céncer e testar hipdteses que possam vir a



melhorar a eficacia do tratamento, uma vez que a
informacdo genética do organismo pode ser mantida
(Gillet; Varma; Gottesman, 2013).

Os produtos naturais, incluindo plantas, animais e
minerais tém sido a base do tratamento, cura e prevencao
de doencas humanas durante séculos, desempenhando
um papel importante no bem-estar da populacdo global.
As investigacdes realizadas com diferentes espécies
vegetais resultaram na descoberta de diversos compostos
com propriedades terapéuticas, os quais fazem parte da
estrutura quimica da maioria dos medicamentos
disponiveis hoje no mercado (Lahlou, 2013). Conforme
a revisdo de Newman e Cragg (2016), os produtos
naturais estdo presentes em 75% das drogas langadas nos
altimos 30 anos e contribuiram com o desenvolvimento
de cerca de 80% das drogas anticancerigenas.

No Brasil, o género Myrciaria O.Berg (Myrtaceae),
estd entre os grupos de plantas mais utilizados para fins
alimenticios e medicinais. Seu potencial terapéutico é
atribuido a alta diversidade molecular, com diferentes
componentes ativos incluindo os compostos fendlicos,
como taninos, flavonoides, antocianinas, entre outros
(Borges; Conceicdo; Oliveira, 2013). As atividades
biologicas relatadas para os extratos de frutos, folhas,
caule, e semente das plantas de Myrciaria sp. incluem
efeitos anti-inflamatério, antioxidante, antibacteriano e
antifungico, assim como propriedades medicinais para o
tratamento de diabetes e obesidade (Borges; Conceicéo;
Oliveira, 2013; Baildo et al., 2015). A maioria dos
estudos tém se concentrado nas espécies Myrciaria
cauliflora, Myrciaria dubia e Myrciaria vexator, as
quais revelaram uma grande similaridade quimica e com
propriedades medicinais. Desta forma, é promissora a
realizacdo de estudos com outras espécies desse género
para a descoberta de novas moléculas com importéncia
bioldgica (Borges; Conceigdo; Oliveira, 2013).

Considerando a necessidade na busca de novos
agentes para o tratamento de hepatocarcinoma e o
potencial terapéutico atribuido a espécies do género
Myrciaria, foi proposto neste trabalho investigar o
potencial citotoxico de extratos de Myrciaria sp. em
linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HepG2).

Material e Métodos
Material vegetal

O material vegetal composto por folhas de Myrciaria
sp. foi coletado no municipio de Lajeado, Rio Grande do
Sul. A exsicata do espécime coletado, contendo caule,
folhas, flores e frutos, encontra-se depositada no
Herbério do Centro Universitario UNIVATES (HVAT).

A preparacdo dos extratos foi seguida pela
metodologia proposta por Simdes e col. (2010). As
folhas foram desidratadas e secadas por 24 h a 40 °C em

estufa com ar circulante. Posteriormente, foram
trituradas, pesadas e igualmente divididas para o preparo
dos diferentes extratos.

Extracdo em Solucdo Aquosa

O extrato aquoso (MAQ) foi extraido por decoccéo,
onde as folhas secas foram colocadas em &gua a 70 °C
por 120 min. Em seguida, o extrato obtido foi filtrado e
secado em rota-evaporador a 40 °C. O extrato seco
adquirido foi solubilizado em &gua ultrapura a uma
concentracdo de 20 mg/mL e armazenado a — 20 °C.

Extracdo em Solugdo Etanolica

A porcdo em contato com o alcool etilico 90% ficou
acondicionada durante sete dias. Apds este periodo, o
material obtido foi filtrado por sistema a vacuo e entdo
submetido a uma extracdo em rota-evaporador a 40 °C.
Ao final, o extrato etandlico (MEtOH) obtido foi
solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) a uma
concentragdo de 20 mg/mL e armazenado & — 20 °C.

Extracé@o em Solucio Hexanica

O extrato hexénico (MHEX) foi obtido por
maceracdo estatica. As folhas ficaram em contato com o
solvente hexanico por 14 dias, sendo realizada uma
filtragdo & vacuo a cada 72 h. Em seguida, o extrato foi
submetido a uma extracdo em rota-evaporador a 40 °C.
O extrato seco adquirido foi solubilizado em DMSO a
uma concentracao de 20 mg/mL e armazenado a — 20 °C.

Linhagem Celular e Tratamento

A linhagem celular de hepatocarcinoma humano
(HepG2) foi doada pelo prof. Dr. Jarbas Rodrigues de
Oliveira, do Laboratério de Pesquisa em Biofisica
Celular e Inflamagdo da PUCRS. As células foram
cultivadas em garrafas de cultura com meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suplementadas com
10% de soro fetal bovino (SFB), 0,006 % penicilina e
0,01 % de sulfato de estreptomicina a 37 °C em
atmosfera de 5 % de CO, e 90 % de umidade.

As células foram tratadas com os extratos MAQ,
MEtOH e MHEX em diferentes concentragdes (25; 50;
100 e 200 pg/mL), por 48 h.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata
independentes.

Viabilidade Celular

A avaliacdo da viabilidade celular in vitro foi
realizada através do método colorimétrico de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina), descrito por Mosmann (1983), com algumas
modificacdes. O método de MTT baseia-se na redugdo
de sais tetrazélicos em cristais de formazan por



desidrogenases mitocondriais metabolicamente ativas
(células viaveis). Para o ensaio foi utilizado uma
concentragdo de 5x103 células/poco em placas de 96
pocos. Apods o periodo de tratamento, foi adicionado uma
solugdo de 10% de MTT (0,5 mg/mL) por 3 h e em
seguida, realizada a leitura da absorbancia (570 nm)
através do leitor de microplacas SpectraMax i3.

Citotoxicidade Celular

O método de exclusdo por azul de Trypan (Sigma)
foi utilizado para a avaliagdo da integridade da
membrana celular. O azul de Trypan tem como funcéo
corar as células mortas, permanecendo transllcidas as
células vivas (que ndo absorveram o corante). Para este
ensaio utilizou-se uma concentragdo de 5x10*
células/pogo em placas de 48 pogos. Apos o periodo de
incubacdo com o0s respectivos tratamentos, as células
viaveis foram contadas em cadmara de Neubauer.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do
método estatistico Analise de Variancia (ANOVA) de
uma via seguido pelo teste de Tukey. As analises
estatisticas foram realizadas com o software GraphPad
Prism 6, adotando nivel de significancia de p< 0,05.

Resultados
Viabilidade Celular

A analise da viabilidade celular foi realizada pelo
método de MTT, onde, inicialmente testou-se os extratos
na concentracdo de 200 pg/mL. Apenas MAQ néo
apresentou atividade sobre a viabilidade das células
HepG2, quando comparado com o controle, apés 48 h de
tratamento.  Diferentemente, MEtOH e MHEX
diminuiram significativamente a viabilidade celular em
458 = 2,7 % e 44,2 + 2,2% respectivamente, como
observado na Fig. 1. Desta forma, procedeu-se com a
avaliacdo dos extratos etandlico e hexanico nas demais
concentragbes propostas (25-200 pg/mL). O extrato
MEtOH resultou na diminuicdo significativa da
viabilidade celular em todas as concentragfes testadas
(p < 0,0001) quando comparado ao controle, com 1Cs; de
152,52  pg/mL. Interessantemente,  todas  as
concentragdes do extrato apresentaram o mesmo efeito
sobre a viabilidade, diminuindo-a em torno de 40-50%
“Fig. 2”. Ja o extrato hex@nico demonstrou um efeito
dose-dependente, sendo o ICsy de 176,79 pg/mL. De
acordo com a Fig. 3, apenas as concentracdes mais altas
(100 e 200 pg/mL) apresentaram reducdo significativa
da viabilidade celular (76,7 £ 3,3 % e 44,2 £ 1,9 %,
respectivamente).

Citotoxicidade Celular

Os resultados da contagem direta com azul de Trypan
foram semelhantes aos do ensaio de MTT, sendo que
apenas o extrato MAQ (200 pg/mL) ndo apresentou
efeito sobre a viabilidade celular. Segundo a Fig. 4, as
células tratadas com esse extrato ndo sofreram alteracdo
quando comparadas as células controle. Ja os extratos
MEtOH e MHEX (200 pg/mL) apresentaram alta
citotoxicidade (p < 0,0001). Dessa forma, foram
realizadas novas analises com concentracdes crescentes
desses extratos. A Fig. 5 apresenta que o extrato MEtOH
possui citotoxicidade em todas as concentracdes testadas
(p < 0,0001), com ICsqde 123,9 pug/mL. Enquanto que o
extrato MHEX ¢é citotoxico apenas nas concentracBes de
100 e 200 pg/mL (ICsy 86,36 pg/mL), sem afetar a
viabilidade das células nas outras concentra¢des “Fig. 6”.
Ambos os dados estdo de acordo com o0s resultados
prévios com o ensaio de MTT.

Ainda, no ensaio de citotoxicidade as células foram
fotografadas em microscépio invertido, ap6s as 48 h de
tratamento com os trés extratos na concentracdo de 200
pg/mL. Nas imagens obtidas “Fig 7” é possivel observar
que o extrato MAQ ndo interfere na viabilidade das
células. J& o tratamento com os extratos MEtOH e
MHEX apresentam uma reducdo do ndmero e tamanho
das células.
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Fig. 1. Viabilidade de células HepG2 tratadas com 200 pg/mL
de extratos de Myrciaria sp. por 48 h e avaliadas pelo método
de MTT. Dados apresentados como média + EPM (n=3).
****p<0,0001, comparado ao Controle. MAQ, extrato aquoso;
MEtOH, extrato etandlico; MHEX, extrato hexanico.
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Fig. 2. Viabilidade de células HepG2 tratadas com
concentracdes crescentes do extrato etandlico de Myrciaria sp.
(MEtOH) por 48 h e avaliadas pelo método de MTT. Dados
apresentados como média + EPM (n=3). ****p<0,0001,
comparado ao Controle.
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Fig. 3. Viabilidade de células HepG2 tratadas com
concentracdes crescentes do extrato hexanico de Myrciaria sp.
(MHEX) por 48 h e avaliadas pelo método de MTT. Dados

apresentados como média + EPM (n=3). ***p<0,001,
****n<0,0001, comparado ao Controle.
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Fig. 4. Citotoxicidade das células HepG2 tratadas com 200
pg/mL de extratos de Myrciaria sp. por 48 h e avaliadas pelo
método de exclusdo por azul de Trypan. Dados apresentados
como média + EPM (n=3). ****p<0,0001, comparado ao
Controle. MAQ, extrato aquoso; MEtOH, extrato etandlico;

MHEX, extrato hexanico.
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Fig. 5. Citotoxicidade das células HepG2 tratadas com
concentracdes crescentes do extrato etandlico de Myrciaria sp.
(MEtOH) por 48 h e avaliadas pelo método de exclusdo por
azul de Trypan. Dados apresentados como média + EPM (n=3).
****n<0,0001, comparado ao Controle.
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Fig. 6. Citotoxicidade das células HepG2 tratadas com
concentragdes crescentes do extrato hexanico de Myrciaria sp.
(MHEX) por 48 h e avaliadas pelo método de exclusdo por
azul de Trypan. Dados apresentados como média + EPM (n=3).
****n< 0,0001, comparado ao Controle.
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Fig. 7. Imagem ilustrativa da analise microscopica das células
HepG2 tratadas com 200 pg/mL de extratos de Myrciaria sp.



por 48 h (n=3). Ampliagdo de 400 x. MAQ, extrato aquoso;
MEtOH, extrato etan6lico; MHEX, extrato hexanico.

Discussao

A familia Myrtaceae é uma das familias mais
importantes da flora brasileira devido a alta prevaléncia
de espécies comestiveis e por sua utilizacdo na medicina
popular para diferentes fins terapéuticos. Segundo a
literatura, espécies dessa familia sdo ricas em compostos
com potencial antitumoral. Na revisdo de Frauches et al.
(2016) foi elucidada a presenca de compostos fendlicos
com importante  atividade  anticancerigena e
quimiopreventiva, entre elas, as antocianinas presentes
em frutos como a jabuticaba (Myrciaria cauliflora),
jamboldo  (Syzygium cumini) e jambo-vermelho
(Syzygium malaccense).

O estudo com os extratos aquoso, etandlico e
hexanico das folhas de Myrciaria sp. realizado neste
trabalho, apresentou diferentes efeitos nas células da
linhagem de hepatocarcinoma humano HepG2. Esta
atividade distinta pode estar relacionada aos diferentes
metabolitos secunddrios extraidos em cada extrato. Entre
os compostos fitoquimicos avaliados nos extratos de
Myrciaria sp., diferentes compostos foram identificados
em mais de um extrato, como esteroides, triterpenoides,
taninos, flavonoides e alcaloides. Contudo, a presenca de
alcaloides foi encontrada apenas nos extratos etanélico e
hexanico (dados ndo publicados).

Os alcaloides pertencem a classe de metabdlitos
secundarios e podem exercer diferentes papéis sob o
organismo, entre eles, atividade antiproliferativa e
citotoxica. Um estudo desenvolvido por Kuete e col.
(2015) testou cinco alcaloides derivados de produtos
naturais em nove linhagens tumorais com resisténcia a
maltiplos farmacos, incluindo HepG2, os quais
revelaram-se citotdxicos frente todas as linhagens
testadas. Ainda, os alcaloides sdo dificilmente extraidos
em solucdo aquosa, devido a sua polaridade, o que
corrobora com a atividade do extrato aquoso frente a
linhagem celular de hepatocarcinoma, diferentemente
dos demais extratos avaliados.

O efeito citotoxico observado com o0s extratos
MEtOH e MHEX de Myrciaria sp. também foi descrito
em outros estudos com espécies desse género em
diferentes linhagens celulares. Faleiro e col. (2017)
realizaram a caracterizacdo de compostos fitoquimicos e
ensaio de citotoxicidade com os 6leos essenciais das
folhas de trés espécies da familia Myrtaceae, entre elas a
espécie Myrciaria plinioides. O ensaio citotéxico foi
realizado pelo método de Alamar Blue com as linhagens
celulares RAW264.7 (macréfagos murinos) e CHO-K1
(células epiteliais de ovario de hamster chinés). O
tratamento de 48 h com o 6leo essencial de M. plinioides

apresentou grande potencial citotoxico nas duas
linhagens, apresentando 1Cs, de 45.92 + 6.64 pg/mL e
52.91 £ 4.27 pg/mL, respectivamente.

Em outro estudo, foi avaliada a atividade
antiproliferativa do extrato acetato de etila das folhas de
Myrciaria floribunda em sete diferentes linhagens de
células tumorais humanas, e uma linhagem celular
normal. Os valores encontrados no potencial
antiproliferativo foram expressos pela Inibicdo Total do
Crescimento (TGI). A linhagem celular MCF-7
(adenocarcinoma de mama) foi a mais sensivel, com TGI
de 69,70 pg/mL, enquanto que as células normais foram
as menos afetadas pelo extrato, com TGI de 213,60
pg/mL, revelando assim, um potencial antiproliferativo
seletivo para as linhagens tumorais (Tietbohl et al.,
2017).

No trabalho desenvolvido por Tauchen e col. (2016)
foram realizadas diferentes analises com 23 extratos de
plantas medicinais encontradas na Amaz6nia Peruana.
No estudo, o extrato etandlico do pericarpo e das folhas
de M. dubia apresentaram atividade antiproliferativa
contra as células de hepatocarcinoma HepG2, com ICx
de 124.0 e 149.5 pg/mL, respectivamente, resultados
semelhantes ao do presente estudo. Ainda, estes extratos
demonstraram-se seletivos, néo apresentando
citotoxicidade em células normais MRC-5 (fibroblastos
de pulm&o humano).

Concluséao

Diante dos resultados expostos, concluimos que os
extratos MEtOH e MHEX possuem potencial citotdxico
em células de hepatocarcinoma HepG2, enquanto que o
extrato MAQ ndo apresentou atividade nesta linhagem
celular. Pode-se sugerir que o0s extratos etandlico e
hexanico das folhas de Myrciaria sp. podem ser fonte de
compostos ativos com potencial terapéutico promissor,
incluindo biomoléculas naturais antitumorais. Estudos
estdo sendo realizados para elucidar as vias e 0s
mecanismos de acdo desses extratos.
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