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Resumo: O uso de plantas medicinais tem se mostrado importante para a populacédo brasileira. Entre
as plantas medicinais menos estudadas encontra-se a Garcinia humilis, mais conhecida como
achachaird. No Brasil, € uma fruta muito pouco explorada, porém apresenta varias propriedades
farmacolégicas que d&o a ela uma boa atividade antibacteriana, atua no sistema imunolégico, séo
antioxidantes, e anticancerigenos. O presente estudo tem como objetivo avaliar a citotoxidade do
extrato de Garcinia humilis em células tumorais e ndo tumorais. As analises de citotoxicidade foram
realizadas pelo teste Alamar Blue. As Linhagens celulares utilizadas foram uma imortalizada que
corresponde as células sadias e uma linhagem tumoral. Foram utilizadas trés fracbes, sendo elas
acetato de etilo, n-butanol e 4gua, com as seguintes concentragdes T1: 500uL de estoque, T2: 250uL
de estoque e 250uL de meio completo, T3: 125uL de estoque e 375uL de meio completo, T4: 62,5uL
de estoque e 437,5uL de meio completo, T5: 31,25uL de estoque e 468,75 de meio completo e T6:
15,6uL de estoque e 484,4uL de meio completo. O extrato fracionado de G. humilis apresentou
diminuicdo da viabilidade celular de linhagens ndo tumorais, enquanto que apresentou um aumento

na viabilidade celular de células tumorais pela utilizacdo com o fracionamento com acetato de etilo.
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Ainda no inicio da civilizacdo e, em varias culturas, o uso de espécies
vegetais eram empregados para a cura de doencas (LIMA, et al., 2016). Todo
vegetal que contém principios ativos, em um ou varios de seus 0rgaos, utilizados
para objetivos terapéuticos ou precursores de substancias utilizadas para tais fins é
denominado planta medicinal, sendo bastante utilizada pela medicina alternativa
(ZUCCHI, et al., 2013).

O consumo de plantas medicinais tem aumentado em todo o mundo, e esse

crescimento estad relacionado a diversos fatores, como a decepcdo com o0s
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resultados obtidos em tratamentos convencionais ou também o interesse em

tratamentos “seguros” e “naturais” destinados a impulsionar uma vida mais saudavel
(GELATTI, et al., 2016). Dessa forma, nos ultimos anos a Organizacdo Mundial de
Saude reconhece o valor potencial das espécies vegetais, e recomenda aos paises
membros da ONU que utilizem seus conhecimentos tradicionais sobre tais plantas
como método terapéutico viavel (CAVALCANTE, et al., 2017).

Entre as plantas medicinais menos estudadas encontra-se a Garcinia humilis,
da familia Clusiaceae e género Garcinia, mais conhecida como achachaird. Embora
seus frutos sejam comercializados na Bolivia e em grande parte do nordeste
brasileiro, raros sdo os estudos cientificos sobre esta espécie (MARQUES, 2012).
Diversos estudos quimicos comprovam que principios ativos presentes em plantas
do género Garcinia possuem uma boa atividade antibacteriana, atuam no sistema
imunoldgico, sdo antioxidantes, e anticancerigenos, além de serem utilizados como
cicatrizantes, digestivos, laxantes, em tratamentos de reumatismo, Ulcera gastrica e
inflamagéo, possuindo uma grande diversidade de classes estruturais, como
benzofenonas poliisopreniladas, flavondides, cumarinas e xantonas. Isto €, exibindo
um amplo perfil farmacologico (MELIM, 2011).

A deteccdo, composicao quimica e acdo biologica de substancias téxicas esta
relacionada com a toxidade, entretanto a capacidade de ocasionar danos prejudiciais
graves a um organismo, por vezes, esses danos de substancias toxicas interferem
no material genético das células, causando uma citotoxidade (ANCIA, et al., 2016).
As andlises de substancias citotoxicas de extratos das plantas medicinais, e suas
interagbes e provaveis efeitos em animais, plantas e humanos séo significativas,
uma vez que podem determinar o que as mesmas podem ocasionar nos organismos
(COSTA, et al., 2000). Assim o objetivo do trabalho foi avaliar a citotoxidade do

extrato de Garcinia humilis em células tumorais e ndo tumorais.

Material e Métodos

Material Botanico
Foram utilizadas folhas de G. humilis, estas foram coletadas, lavadas e secas

em estufa a 50° até obter peso constante, posteriormente moidas em moinho tipo
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Willey com peneiras de crivo circular de 0,75 mm, para aumento da superficie de
contato e maior extragao de substancias.
Obtencéao do extrato e fracionamento

Um quilograma de extrato seco de Garcinia humilis foi misturado e extraido
com cinco litros de etanol a 98%. Durante seis dias, agitando diariamente, o material
da planta foi deixado macerando. Posteriormente, a solucéo foi filtrada e o solvente
extrativo foi removido, usando um evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40°C.
O extrato foi congelado e liofilizado para remover o restante de agua.

Para a particdo liquido-liquido, 27 gramas do extrato de etanol foram
solubilizados em 200 mL de solugcdo de metanol. Usando um funil de separacao, a
particdo liquido-liquido foi realizada usando solventes cada vez mais polares:
hexano, diclorometano, acetato de etilo, n-butanol e agua. Os solventes extrativos
foram removidos usando um evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40°C. As
frac6es foram congeladas e liofilizadas para remover a agua restante (JUSTINO, et
al, 2016).

Avaliacédo de atividade citotoxica pelo método Alamar Blue

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular utilizando Alamar blue as
linhagens celulares sadias C2C12 e tumoral TG180 (1 x 10° cels/mL) mantidas in
vitro, segundo protocolo adequado, e mantidas em uma estufa a 37°C e 5% CO?,
foram incubadas em 200 pL de meio de cultura RPMI1640 completo em uma
microplaca estéril de 96 pocos. Foram diluidos de forma seriada de 1:2. A microplaca
foi incubada a 37°C com 5% de CO?, por 24 horas. Na sequéncia, foi adicionado em
cada pog¢o da microplaca 15 uL do agente revelador Alamar Blue 1:1, procedendo a
leitura apds 6 horas de incubacéao.

Os experimentos foram realizados em quadriplicata. Foram utilizadas trés
fracbes, sendo elas acetato de etilo, n-butanol e &gua, com as seguintes
concentracdes T1: 500uL de estoque, T2: 250uL de estoque e 250uL de meio
completo, T3: 125uL de estoque e 375uL de meio completo, T4: 62,5uL de estoque e
437,5uL de meio completo, T5: 31,25uL de estoque e 468,75 de meio completo e T6:
15,6uL de estoque e 484,4uL de meio completo. A leitura da placa foi realizada em
um espectrofotometro a 570 e 600 nm (HIGUCHI, 2007). A viabilidade celular foi
calculada utilizando-se as densidades oOpticas (DO) dos po¢os das monocamadas
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tratadas, comparadas com a DO média dos pocos controles (células incubadas na

auséncia de tratamento), utilizando-se a férmula recomendada pelos protocolos de
aplicacdo do teste. Os resultados foram avaliados e comparados utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism, onde foi relacionado o percentual de inibi¢do

em funcéo do logaritmo das concentracdes testadas, com intervalo de confianca de
95% (p<0,05).

Resultados e Discussao

Os resultados para a linhagem nao tumoral, C2C12, evidenciou que
independentemente do tipo de fracdo utilizado houve um decréscimo na viabilidade
celular. Pode-se observar que para a fracédo 4, n-butamol, a porcentagem de células
viaveis diminuiu a partir do segundo tratamento quando foi utlizada parte do estoque
e parte do meio (Figura 1). As linhagens C2C12, que derivam de musculo
esquelético de camundongos e exibem a maioria das caracteristicas dos mioblastos
normais, propicia um bom

(ARTILHEIRO et. al, 2010).

modelo para estudar a regeneracdo muscular
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Figura 1. Viabilidade de diferentes linhagens de células, ndo tumoral (C2C12) e tumoral
(Sarcoma 180), sob extrato de achachairt em diferentes fracdes. Ipameri, GO — 2018.

J& para as linhagens tumorais os resultados foram decrescente para as
fracbes 4 e 5, n-butamol e agua respectivamente, enquanto que para a fracdo 3,
acetato de etilo os resultados foram similares para quase todos os tratamentos, com
excecdo do tratamento 6 onde observou-se um aumento na viabilidade celular
(Figura 1). A linhagem celular TG180, além de também assegurar bons estudos, é
um método facil, rapido, preciso e econdmico para determinar os efeitos de
citotoxidade (BARBOSA et. al, 2000).
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Consideragoes Finais

O extrato fracionado de G. humilis apresentou diminuicdo da viabilidade
celular de linhagens ndo tumorais, e aumento na viabilidade celular de células
tumorais com a utilizacédo do fracionamento com acetato de etilo.
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