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RESUMO 

 

O osteossarcoma (OS) é o tipo mais comum de câncer que se desenvolve nos ossos, 

caracterizado pela formação de osteócitos anormais. Os produtos naturais estão 

surgindo consistentemente no campo da saúde médica com implicações terapêuticas 

promissoras, devido à resistência aos medicamentos na taxa de cura na quimioterapia 

em osteossarcoma. As plantas medicinais compõem parte da biodiversidade e são 

abundantemente utilizadas desde a existência da humanidade. Entre as espécies 

medicinais de destaque do Cerrado, encontra-se a Myrcia bella Cambess, da família 

Myrtaceae. Estudos demonstram que espécies do gênero Myrcia têm sido utilizadas 

na medicina popular como adstringentes, diuréticos, no estancamento de 

hemorragias, tratamento de hipertensão e Diabetes mellitus e também contra células 

de tumor gástrico. Estudos de fitoquímica do extrato hidroalcoólico das folhas de 

Myrcia bella (MB) revelaram heterosídeos de flavonoides acetilados derivados de 

quercetina e miricetina, além de taninos derivados de ácido elágico e ácido gálico. 

Deste modo, MB tem demonstrado um promissor potencial contra diversas alterações 

patológicas, sendo necessário o entendimento de sua ação e confirmação de 

concentrações seguras. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos de MB sobre 

células tumorais de osteossarcoma UMR-106 (in vitro). Foram realizados os ensaios 

de viabilidade celular em diferentes concentrações do extrato bruto (CE) de folhas de 

MB e frações de elagitanino (ELT) e flavonoide (FV) utilizando pré-osteoblastos 

diferenciados (MC3T3-E1) como controle e, após determinadas as concentrações, foi 

avaliado o potencial migratório, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) das 

células e ensaios para verificar a atividade de metaloproteinases de matriz (MMP) -2 

e -9 no período de 48h. Os resultados em UMR-106 mostraram que CE 80 µg/mL, 

ELT 160 µg/mL e FV 64 µg/mL reduziram a viabilidade celular (p<0,05). A fração FV 

64 µg/mL inibiu a migração celular, diminuiu a produção de ROS e teve efeito na 

redução da atividade da MMP-2 com diferenças significativas quando comparadas ao 

controle e mostrou tendência na redução da atividade da MMP-9. A partir dos 

resultados obtidos, o CE e principalmente o FV apresentaram atividade antioxidante 

e efeito citotóxico sobre a linhagem celular testada.  

 

Palavras-chave: Myrcia bella. Planta medicinal. Viabilidade Celular. Osteossarcoma. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Evaluation of Myrcia bella in murine osteosarcoma cells: effect of the crude 

extract and fractions of ellagitannins and flavonoids. 

Osteosarcoma (OS) is the most common type of cancer that develops in bone tissue, 

characterized by the formation of abnormal osteocytes. Natural products are 

consistently emerging in the medical health field with promising therapeutic 

implications, due to drug resistance in the cure rate for chemotherapy in osteosarcoma. 

Medicinal plants make up part of biodiversity and have been used extensively 

throughout the existence of mankind. Among the medicinal species of note in the 

Cerrado is Myrcia bella Cambess, from the Myrtaceae family. Studies show that 

species of the genre Myrcia have been used in folk medicine as astringents, diuretics, 

in stopping bleeding, treating hypertension and Diabetes mellitus and also against 

gastric tumor cells. Phytochemical studies of the hydroalcoholic extract of the leaves 

of Myrcia bella (MB), revealed of acetylated flavonoid heterosides derived from 

quercetin and myricetin, in addition to tannins derived from ellagic acid and gallic acid. 

Thus, MB has demonstrated a promising potential against several pathological 

alterations, requiring the understanding of its action and confirmation of safe 

concentrations. This study evaluated the effects of MB on UMR-106 osteosarcoma 

tumor cells (in vitro). Cell viability tests were carried out at different concentrations of 

crude extract (CE) of MB leaves and ellagitannin (ELT) and flavonoid (FV) fractions 

using differentiated pre-osteoblast (MC3T3-E1) as a control, and then determined 

concentrations, evaluated the migratory potential, production of reactive oxygen 

species from the cells (ROS) and assays to verify the activity of matrix 

metalloproteinases (MMP) -2 and -9 in the period of 48h. The results in UMR-106 

showed that CE 80 µg/mL, ELT 160 µg/mL and FV 64 µg/mL reduced cell viability (p 

<0.05). The FV fraction 64 µg/mL inhibited cell migration, decreased the production of 

ROS and had an effect in reducing the activity of MMP-2 with significant differences 

when compared to the control and showed a tendency in reducing the activity of MMP-

9. From the results obtained, the CE and mainly FV showed antioxidant activity and 

cytotoxic effect on the tested cell line. 

 

Keywords: Myrcia bella. Medicinal plants. Cell Viability. Osteosarcoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O osteossarcoma (OS), tipo mais comum de câncer ósseo, é o mais frequente 

tumor mesenquimal maligno causado por alterações genéticas e epigenéticas que 

interrompem a diferenciação de osteoblastos provenientes de células tronco 

mesenquimais, com alto potencial de destruição local e metástase (WALKLEY et al., 

2008; BENJAMIN, 2015). Em geral, a incidência de OS na população é maior na 

adolescência, cuja incidência anual atinge um pico de 8 a 11 milhões por ano na faixa 

etária entre 15 e 19 anos de idade (RITTER; BIELACK, 2010). 

Como os osteoblastos no osso normal, as células que formam este tipo de 

câncer produzem a matriz óssea, entretanto essa matriz não é tão forte quanto a dos 

ossos normais (CORREIA et al., 2013).  

Algumas enzimas, como as metaloproteinases de matriz (MMPs), se destacam 

por apresentarem algum papel no desenvolvimento ou progressão de neoplasias. As 

metaloproteinases de matriz são uma família de enzimas zinco-dependentes que 

degradam a matriz extracelular, consideradas como importantes facilitadoras para a 

invasão e disseminação tumoral (JUCÁ et al., 2008). 

Devido à resistência aos medicamentos na taxa de cura na quimioterapia com 

osteossarcoma, há uma necessidade urgente de terapêutica melhorada/apurada, afim 

de atenuar ou superar a quimiorresistência, pois contribuirá significativamente para o 

tratamento da doença (XU, 2016). 

Existem vários alopáticos eficazes e opções de tratamento disponíveis no 

mercado, mas todos apresentam algum tipo de efeito colateral. Portanto, há a 

necessidade de estratégias terapêuticas alternativas que possam não apenas 

melhorar o potencial terapêutico, mas também reduzir possíveis efeitos adversos. A 

busca por fitoquímicos aumentou devido ao seu potencial uso na terapia como 

antioxidantes ou drogas anticâncer, com implicações terapêuticas promissora. Entre 

eles, os compostos fenólicos formam o grupo principal. Uma classe de compostos 

bioativos, os flavonoides, foram testados contra várias doenças humanas, incluindo 

câncer, doenças cardiovasculares, diabetes, distúrbios neurológicos entre outras. Em 

vários cânceres humanos, os flavonoides são conhecidos como compostos eficazes 

por seu papel fundamental na apoptose, ciclo celular, angiogênese, metástase, 

inflamação e estresse oxidativo (KASHYAP et al., 2019; SANTOS et al., 2018).  
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Recentemente, o interesse pelos flavonoides tem aumentado devido a sua 

gama de efeitos farmacológicos, e a sua capacidade de inibir a atividade de algumas 

enzimas, além da sua atividade antioxidante. Os efeitos dos flavonoides são 

reconhecidos como potenciais candidatos para serem utilizados no tratamento de 

diversas doenças, como câncer, arteriosclerose, doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer e doenças relacionadas com a 

idade. Todos os efeitos dos flavonoides estão parcialmente associados às 

propriedades de sequestro de radicais livres (SALDANHA, 2013). Estes compostos 

fenólicos são classificados por muitos estudos como inibidores de câncer por 

apresentarem atividades antioxidantes, controlar a proliferação celular, bloquear a 

angiogênese, modular enzimas do metabolismo carcinogênico e detoxificação de 

carcinógenos (PEREIRA et al., 2015). 

Dentre as diversas plantas existentes no Brasil, uma das espécies que tem 

despertado interesse é a Myrcia bella Cambess (Myrtaceae), popularmente conhecida 

como “mercurinho”, uma espécie comum e importante em muitos fragmentos do 

Cerrado, distribuídos no estado de São Paulo, muitas delas com atividades biológicas 

relatadas. O gênero Myrcia pertence a uma classe fitoquímica de elevada importância 

terapêutica, sendo um dos maiores gêneros economicamente importante. Atividades 

anti-inflamatórias, antinociceptivas, antioxidantes e antimicrobianas foram descritas 

para os óleos essenciais de Myrcia, enquanto atividades anti-hemorrágicas, 

hipoglicêmicas e antioxidantes foram atribuídas aos extratos (CASCAES et al., 2015; 

SALDANHA, 2013). 

Estudos de fitoquímica do extrato hidroalcoólico das folhas de Myrcia bella, 

revelaram uma grande quantidade de heterosídeos de flavonoides acetilados 

derivados de quercetina e miricetina (SALDANHA; VILEGAS; DOKKEDAL, 2013), 

além de taninos derivados de ácido elágico e ácido gálico, o que atribui a esta espécie 

um grande potencial medicinal (MELO; DOKKEDAL; SALDANHA, 2017). 

Espécies Myrcia têm sido utilizadas na medicina popular como adstringentes, 

diuréticos, tratamento do Diabetes mellitus, estancamento de hemorragias e no 

tratamento de hipertensão e úlceras (VAREDA, 2013). 

Na família Myrtaceae, os fenólicos são os metabólitos secundários mais 

abundantes nas plantas. Esses compostos orgânicos são importantes antioxidantes 

de defesa sendo mais potentes que a vitamina C, E e os carotenoides (TAKAO; 

IMATOMIB; GUALTIERIA, 2015). 
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Para muitos grupos étnicos e comunidades, o conhecimento sobre plantas 

medicinais simboliza, na maioria das vezes, o único recurso terapêutico, sendo 

comercializadas livremente em feiras ou mercados. Contudo, esse uso indiscriminado 

apresenta um alto risco, pois pouco se sabe sobre suas propriedades farmacológicas 

e toxicidade (RINALDO, 2010).  

Dentre os requisitos fundamentais para o registro de medicamentos 

fitoterápicos, deve-se ter o conhecimento da composição química e da atividade 

farmacológica da planta, para que se possa estabelecer critérios e metodologias para 

análise, controle de qualidade e preparo de formulações fitoterápicas (ANVISA, 2010; 

SALDANHA, 2013). 

Devido à falta de estudos sobre os efeitos de M. bella em células de 

ostessarcoma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das diferentes 

concentrações do extrato bruto e frações de elagitaninos e flavonoides de M. bella em 

células de osteossarcoma (in vitro). Esta dissertação é apresentada na forma de um 

artigo. 
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Resumo 

 

Relevância etnofarmacológica: As plantas medicinais são consideradas a matéria-

prima para a fabricação de medicamentos fitoterápicos e outras drogas, sendo uma 

estratégia medicinal alternativa no alívio e na cura de doenças. Uma das espécies do 

Cerrado que tem despertado interesse entre os pesquisadores é a Myrcia bella 

Cambess (Myrtaceae), conhecida popularmente como “mercurinho”. O gênero Myrcia 

são utilizadas na medicina popular como adstringentes, diuréticos, coagulantes e para 

o tratamento de doenças como Diabetes mellitus, hipertensão e úlceras gástricas. As 

plantas medicinais possuem muitos produtos naturais, como os flavonoides, que 

demonstraram atividades antioxidantes significativas. No entanto, não há 

investigações de seu papel na toxicidade de células tumorais ósseas. 

Objetivo: Avaliar os efeitos do extrato bruto (CE) e frações de elagitaninos (ELT) e 

flavonoides (FV) das folhas de M. bella em uma linhagem de osteossarcoma murino 

UMR-106 (in vitro). 

Materiais e métodos: A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT 

e cristal violeta para a linhagem controle MC3T3-E1 e a linhagem de osteossarcoma 

murino UMR-106. Após determinadas as concentrações, foi avaliado a capacidade de 

inibição do potencial migratório, produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

ensaios para verificar a atividade da metaloproteinase da matriz (MMP) -2 e -9 quando 

em contato com o extrato bruto e as frações nas células tumorais UMR-106 no período 

de 48 horas. 

Resultados: Os resultados em UMR-106 mostraram que CE 80 µg/mL, ELT 160 

µg/mL e FV 64 µg/mL reduziram a viabilidade celular (p<0,05). Além disso, CE e 

especialmente FV inibiram a migração celular, diminuíram a produção de EROs, 

reduziram a atividade da MMP-2 e tenderam à redução na atividade da MMP-9. A 

partir dos resultados obtidos, o CE e principalmente o FV em sua maior concentração 

apresentaram atividade antioxidante e efeito citotóxico sobre a linhagem celular 

testada. 

Conclusão: Myrcia bella é uma fonte rica de compostos fenólicos e sua fração de 

flavonoides heterosídeos demonstrou efeitos citotóxicos em células de 

osteossarcoma murino, preservando a viabilidade dos osteoblastos normais. Devido 

à sua capacidade antioxidante, o flavonoide pode ser uma nova estratégia terapêutica 

para o câncer. 
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Palavras-chave: Myrcia bella. Plantas medicinais. Viabilidade celular. 

Osteossarcoma. 

 

1. Introdução 

 

O osso é um tecido conjuntivo especializado composto por três tipos celulares 

diferentes, como osteoblastos, osteoclastos e osteócitos. A interação entre eles é 

equilibrada através dos processos de formação e remodelação óssea, regulando a 

produção e a atividade biológica de muitos fatores e componentes solúveis da matriz 

extracelular necessários para manter a homeostase óssea em termos de proliferação, 

diferenciação e apoptose celular. O osteossarcoma (OS) aparece como resultado de 

eventos oncogênicos pouco definidos que surgem em precursores da linhagem 

osteogênica (Alfranca et al., 2015). 

O osteossarcoma é o tumor ósseo maligno primitivo mais frequente, 

principalmente em adolescentes e adultos jovens em todo o mundo. O tumor tem um 

crescimento agressivo nos locais primários e metastatiza-se para outros órgãos. Os 

efeitos colaterais significativos dos medicamentos quimiopreventivos e o 

desenvolvimento de resistência à quimioterapia comprometem seriamente os 

esforços de tratamento. Assim, é essencial o desenvolvimento de novos fármacos 

para o tratamento do osteossarcoma (Liu et al., 2017). 

Houve um avanço no desenvolvimento de drogas antitumorais capazes de 

bloquear vias específicas de sinalização celular nos últimos anos. Pesquisas em 

busca de novos medicamentos com atividades antitumorais e efeitos colaterais 

reduzidos têm sido de grande relevância. No entanto, ainda existe uma gama de 

tumores que não respondem bem às terapias propostas (Rodrigues et al., 2017). 

Durante décadas, muitas plantas medicinais têm sido usadas como chás, 

remédios em pó ou extratos alcoólicos. Estudos de farmacognosia permitiram a 

descoberta de um número vasto de novas moléculas e seus mecanismos de ação. 

Pesquisas científicas modernas confirmaram a importância das moléculas das plantas 

medicinais e a capacidade dos extratos de trabalhar em sinergia com todos os 

componentes, com foco na melhoria da eficácia e segurança de seus usos. Em 

paralelo, o controle de qualidade da produção levou à descoberta de novas moléculas 

e extratos padronizados, permitindo assim, um amplo repertório de medicamentos à 

base de plantas medicinais. Nos últimos anos, as plantas medicinais foram utilizadas 
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devido ao seu potencial anticarcinogênico e quimioprotetor. Além dessas 

propriedades notáveis, essas plantas possuem agentes antineoplásicos, antitumorais 

e antiproliferativos menos tóxicos do que as terapias tradicionais (Gezici e Sekeroglu, 

2019; Colalto, 2018). 

Os extratos vegetais são uma fonte relevante de estudos relacionados à 

prevenção e ao tratamento de doenças. Resultados promissores na avaliação de 

extratos brutos de plantas direcionaram a busca para os componentes ativos 

responsáveis por suas atividades biológicas e farmacológicas (Machado et al., 2016; 

Matos et al., 2019). A interação entre compostos bioativos no extrato, em alguns 

casos, é responsável por sua atividade biológica (Serpeloni et al., 2015). 

Agentes derivados de fontes naturais, nos últimos 25 anos, ganharam 

considerável atenção de pesquisadores e médicos devido à sua segurança, eficácia 

e pela sua disponibilidade imediata. Nos últimos 30 anos, pelo menos 70% de todos 

os medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) foram 

originários de fontes naturais (Gupta et al., 2013). 

Popularmente conhecida como "mercurinho", Myrcia bella Cambess 

(Myrtaceae) é uma planta importante e comum, nativa do Cerrado brasileiro. As folhas 

desta planta são utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de Diabetes e 

distúrbios gastrointestinais. Estudos farmacológicos demonstraram as propriedades 

citotoxicidade, antimicrobiana e antidiabética dos extratos hidroalcoólicos de suas 

folhas. Os compostos fenólicos foram relacionados à bioatividade em todos esses 

estudos (Saldanha et al., 2020). Myrtaceae é um dos gêneros mais ricos e consiste 

em cerca de 133 gêneros e mais de 3800 espécies, muitas com atividades biológicas 

relatadas (Vareda et al., 2014). 

Estudos de fitoquímica do extrato hidroalcoólico de folhas de M. bella revelaram 

uma grande quantidade de heterosídeos de flavonoides acetilados derivados de 

quercetina e miricetina (Saldanha et al., 2013), além de taninos derivados do ácido 

elágico e ácido gálico, que atribui a esta espécie um grande potencial medicinal (Melo 

et al., 2017). 

Assim, devido aos resultados promissores que a M. bella tem apresentado e 

aos seus componentes químicos presentes, este estudo avaliou os efeitos de 

diferentes concentrações de extrato bruto e frações de elagitaninos e flavonoides nas 

células tumorais do osteossarcoma (in vitro). 
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Material vegetal 

 

Os extratos de Myrcia bella foram gentilmente fornecidos pelo grupo de 

laboratório da Prof. Dra. Anne Lígia Dokkedal Bosqueiro da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP) - Bauru, Brasil. Amostras de folhas de 

Myrcia bella foram coletadas na Área de Preservação Ambiental do Jardim Botânico 

Municipal de Bauru (20'08.0 "S 49 ° 00'30.4" W). Ramos férteis foram utilizados para 

identificação e depositados no Herbário da UNESP em Bauru (UNBA) sob o código 

número 5508. O extrato hidroalcoólico padronizado (EtOH 70%) utilizado no presente 

estudo foi produzido por percolação e caracterizado quimicamente por análise HPLC-

PDA-MS baseada em dados, conforme descrito por Saldanha et al. (2013). 

 

2.2. Cultura de células 

 

Para a expansão celular, pré-osteoblastos de camundongos MC3T3-E1 e e 

osteoblastos de osteossarcoma de ratos UMR-106 (ATCC® - CRL-1661), adquiridos 

comercialmente pela American Type Culture Collection (ATCC® - CRL-2593), foram 

respectivamente cultivados em Meio Essencial Mínimo Eagle - Modificação Alfa (α-

MEM) (α-MEM) (Gibco, Thermo-Scientific) e Meio Eagle Modificado de Dulbecco – 

alta glicose (DMEM) (Sigma-Aldrich), suplementada com soro fetal bovino a 10% 

(FBS, Gibco) e 1% de penicilina 10.000 UI/estreptomicina 0,060 g/L (Gibco). Para a 

subcultura, foram incubados com tripsina (0,25%) por 5 minutos a 37°C, seguido pela 

inativação da tripsina com meio contendo 10% de SFB. Após centrifugação a 1.200 

rpm por 5 minutos, o pellet foi ressuspenso no meio respectivo e as células foram 

cultivadas em garrafas para outros ensaios. As células foram incubadas a 37oC em 

uma atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Todos os materiais plásticos para cultura 

de células foram obtidos na Greiner Bio-One (Frickenhausen Alemanha). 

 

2.2.1. Diferenciação da linhagem MC3T3-E1 

 

O controle celular MC3T3-E1 é uma linhagem pré-osteoblástica murina e a 

linhagem celular tumoral (UMR-106) é osteoblástica. Para comparar as duas 
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linhagens celulares, induzimos a diferenciação de MC3T3-E1 com meio osteogênico 

(meio de cultura α-MEM + 10% SBF + 50 µg/mL de ácido ascórbico + 10mM β-

glicerofosfato) por 4 dias (Quarles et al., 1992). 

 

2.3. Ensaios de viabilidade celular 

 

 2.3.1. Redução do MTT 

 

Os dados de viabilidade celular foram obtidos através da análise da atividade 

mitocondrial, realizada pelo método de redução de MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich). 

A linhagem celular UMR-106 foi plaqueada a uma densidade de 5x103 

células/poço em placa de 96 poços (TPP®) e incubada por 48h para adesão. Para a 

linhagem celular MC3T3-E1, as células foram plaqueadas a uma densidade de 5x102 

células/poço em placa de 96 poços, mantidas por 24h a 37°C e diferenciadas com 

meio osteogênico por 4 dias. Após o período de adesão e diferenciação, o meio de 

cultura foi substituído pelo meio contendo diferentes concentrações de M. bella do 

Extrato bruto (CE) (10, 20, 40 e 80 µg/mL); Elagitanino (ELT) (20, 40, 80 e 160 µg/mL) 

e Flavonoide (FV) (8, 16, 32 e 64 µg/mL) além do grupo Controle (meio + NaOH 0,5 

mol/L). As células foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS) e 

incubadas com solução de MTT (0,5 mg/mL) por 4 horas a 37°C. A solução de MTT 

foi então substituída por dimetilsulfóxido (DMSO); Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. 

Louis, MO, EUA) por 30 min. A absorbância foi determinada a 550 nm utilizando um 

leitor de microplacas (Synergy™ MXBased Monochromator, Bio-Tek, Winooski, VT, 

USA) (Matos et al., 2019). 

 

 2.3.2. Cristal Violeta 

 

 O ensaio de cristal violeta é responsável pela coloração dos ácidos nucleicos 

das células (Kueng et al., 1989). A linhagem celular UMR-106 foi plaqueada a uma 

densidade de 5x103 células/poço em placa de 96 poços (TPP®) e incubada por 48h 

para adesão. Para a linhagem celular MC3T3-E1, as células foram plaqueadas a uma 

densidade de 5x102 células/poço em placa de 96 poços, mantidas por 24h a 37°C e 

diferenciadas com meio osteogênico por 4 dias. Após o período de adesão e 
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diferenciação, o meio de cultura foi substituído pelo meio contendo diferentes 

concentrações de M. bella de Extrato bruto (CE) (10, 20, 40 e 80 µg/mL); Elagitaninos 

(ELT) (20, 40, 80 e 160 µg/mL) e Flavonoides (FV) (8, 16, 32 e 64 µg/mL), além do 

grupo Controle (meio + NaOH 0,5 mol/L) por 48h. O meio de cultura de todos os 

grupos foi removido e as células foram lavadas duas vezes com a solução de PBS 1X. 

A solução de coloração de cristal violeta (0,5%) foi então adicionada e incubada por 

20 minutos à temperatura ambiente. Após esse período, a placa foi lavada com água 

de torneira até o cristal ser completamente removido. A placa foi deixada aberta 

durante a noite para secagem completa. Após a secagem, foi adicionado metanol para 

a solubilização de cristais e, em seguida, a placa foi deixada agitando à temperatura 

ambiente por 20 minutos. A absorbância foi determinada a 570 nm (Feoktistova et al., 

2016) (Synergy™ MXBased Monochromator, Bio-Tek, Winooski, VT, USA).   

 

2.4. Coloração Hematoxilina-Eosina 

  

As células foram plaqueadas a uma densidade de 3x104 células/poço para 

UMR-106 por 48h e para MC3T3-E1 a uma densidade de 5x102 células/poço mantidas 

por 24 horas a 37°C e diferenciadas com meio osteogênico por 4 dias, ambos em 

lamínulas (13 mm de diâmetro) em uma placa de 24 poços. O meio de cultura foi 

removido e substituído pelo meio com tratamentos (CE 80 µg/mL, ELT 160 µg/mL, FV 

64 µg/mL), além do grupo controle com meio de cultura + NaOH 0,5 mol/L mantido 

por 48h. As células foram lavadas com PBS 1X e fixadas com formalina 10% durante 

30 minutos. Após a fixação, os poços foram lavados por três vezes com PBS 1X. Em 

seguida, as células foram coradas com hematoxilina por 3 minutos e sujeitas a 

separação de cores com álcool-ácido a 0,5%. Adicionou-se então eosina a 1% por 2 

minutos e as células foram desidratadas com um gradiente de etanol, embebidas em 

xileno e montadas com Entellan®. Após a coloração, as células foram 

cuidadosamente observadas usando um microscópio óptico invertido. As imagens 

representativas foram capturadas usando o microscópio Olympus U-TV0.5XC-3 

(Olympus, Tóquio, Japão) com ampliação de 20X e classificadas de acordo com 

Salomão et al. (2017). 
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2.5. Migração Celular (Wound healing assay) 

 

A migração celular é um fenômeno essencial para processos de invasão e 

metástase. Quando uma fenda é feita na monocamada celular na placa, as células 

com alta capacidade migratória ultrapassam essa linha, possibilitando o estudo de 

drogas que possam interferir nesse mecanismo (Brito et al., 2005). 

O ensaio de migração celular foi baseado no modelo descrito por Andrade 

Carvalho et al. (2013), com adaptações. As células UMR-106 foram plaqueadas a 

uma densidade de 1,5x105 células/poço em placas de 12 poços e tratadas nas 

concentrações CE 80 µg/mL, ELT 160 µg/mL, FV 64 µg/mL e meio + NaOH 0,5 mol/L 

sem a adição de compostos foi usada como controle. As células foram mantidas em 

estufa por 72 horas para adquirir confluência total. Em seguida, os poços foram 

tratados com 5 µg/mL de mitomicina C (Sigma-Aldrich) por 2 horas. O pré-tratamento 

com mitomicina C garante que as células estejam migrando e não proliferando. Os 

poços foram lavados com PBS 1X e foi realizado uma fenda no sentido vertical da 

monocamada com ponteira de 1000 µL. Os poços foram lavados duas vezes com 

PBS 1X, acrescentado meio de cultura suplementado com 10% SFB, contendo CE 

80 µg/mL, ELT 160 µg/mL, FV 64 µg/mL. O meio com NaOH 0,5 mol/L sem adição 

de compostos foi usado como controle. Após 0 horas (imediatamente após a 

realização da fenda) e 72 horas de exposição aos compostos as placas foram 

fotografadas utilizando microscópio de contraste de fase acoplado à câmera digital 

Olympus U-TV0.5XC-3, com objetiva de 4X. O ensaio foi realizado em triplicata 

biológica. A porcentagem (%) de área da fenda foi calculada pelo Software ImageJ e 

a porcentagem (%) da área fechada da fenda foi calculada pela fórmula: 

 

                                % Área fechada da fenda = (%A0 -%A72) x 100 

                                          %A0 

Onde a %A0 é a porcentagem da área da fenda no tempo 0 horas e % A72 é a 

porcentagem da área da fenda em 72 hours. 

 

 

 

 



35 Artigo 

 

 

2.6. Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) intracelulares 

 

As células UMR-106 foram plaqueadas a uma densidade de 3x104 

células/poço em microplacas de 96 poços e incubadas a 37°C e 5% de CO2 com 

adesão das células por 24 horas. Os radicais intracelulares foram medidos tratando-

os com extrato bruto e frações de elagitaninos e flavonoides de M. bella (80, 160 e 64 

μg/mL, respectivamente) ou deixando-os sem tratamento (controle). As células foram 

então carregadas com diacetato de 2',7'-diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA; 

Sigma-Aldrich) (Brubacher e Bols, 2001). O sinal de 2',7'-diclorofluoresceína (DCF) foi 

analisado incubando as células com 10 μg/mL de DCFH-DA em PBS por 30 min a 

37°C no escuro. Posteriormente, as células foram lavadas novamente e a intensidade 

da fluorescência foi medida em espectrofotômetro com excitação de 495nm e emissão 

530nm (Synergy™ Mx). Realizou-se triplicata biológica experimental. Os dados 

obtidos foram expressos em unidade de fluorescência relativa (RFU) (Matos et al., 

2019).  

 

2.7. Ensaio de zimografia 

 

A zimografia é um método não quantitativo amplamente utilizado para avaliar 

perfis de proteinase (Leonard et al., 2018). Neste estudo, foi avaliado a atividade das 

MMP-2 e MMP-9, principais grupo de enzimas responsáveis pela degradação do 

colágeno. As células UMR-106 foram plaqueadas a uma densidade de 2x106 em 

placas de Petri de 10 cm e tratadas com CE 40, 80 µg/mL, ELT 80, 160 µg/mL, FV 32, 

64 µg/mL e meio + NaOH 0,5 mol/L sem a adição de compostos foi utilizado como 

controle. Após o período de 48 horas, os sobrenadantes foram coletados. O conteúdo 

de proteínas foi quantificado pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Amostras de 

proteínas (50 μg), padrões de peso molecular e proteínas metaloproteinase -2 e -9 da 

matriz recombinante humana (hrMMP-2 e hrMMP-9) (Calbiochem-Merck, Darmstadt, 

Alemanha) foram submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida Tris-cloreto de 

hidrogênio (HCl) a 10% (Matsuda et al., 2014). Os géis foram corados com Coomassie 

Blue G-250 (0,1%) e digitalizados usando um instrumento Loccus Biotecnologia DS-

600. As densidades relativas de degradação do gel foram determinadas por análise 



36 Artigo 

 

 

de densitometria usando o software Image J (National Institutes of Health, NIH Image). 

Foram realizados três géis de experimentos independentes (n=3). 

 

2.8. Análise Estatística 

 

Os dados foram apresentados em média e desvio-padrão. Análises entre três 

ou mais grupos experimentais foram submetidos ao teste estatístico one-way ANOVA 

complementado pelo teste de Tukey. Para todas as análises e valores de p<0,05 

foram considerados estatisticamente significantes. Todos os testes estatísticos foram 

realizados usando GraphPadInStat e Prism (GraphPad, San Diego, CA). 

 

3. Resultados 

 

3.1. Fração flavonoide e extrato bruto de M. bella diminuem a viabilidade de 

osteoblastos de osteossarcoma de maneira dose-dependente 

 

As Fig. 1 e 2 demonstram o efeito das diferentes concentrações de extrato 

bruto (CE) e frações de elagitanino (ELT) e flavonoide (FV) de M. bella no valor da 

viabilidade do ensaio MTT das linhagens MC3T3-E1 e UMR-106, respectivamente. 

Para a produção de gráficos e análise estatística de ambas as linhagens, foi calculada 

a média de três experimentos isolados (triplicata biológica) para MTT e cristal violeta. 

Comparações da análise estatística foram feitas individualmente por períodos.  

Fig. 1. Gráfico referente à média da triplicata biológica do teste de redução do MTT. Efeito do 

extrato bruto e frações na viabilidade celular da linhagem MC3T3-E1 após exposição por 24, 
48 e 72h. Os resultados expressam a média ± desvio padrão. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 
representam diferenças estatísticas quando comparadas ao controle. (CE: Extrato bruto; ELT: 
Elagitanino; FV: Flavonoide). 
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Fig. 2. Gráfico referente à média da triplicata biológica do teste de redução do MTT. Efeito do 

extrato bruto e frações na viabilidade celular da linhagem UMR-106 após exposição por 24, 
48 e 72h. Os resultados expressam a média ± desvio padrão. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 
representam diferenças estatísticas quando comparadas ao controle. (CE: Extrato bruto; ELT: 
Elagitanino; FV: Flavonoide). 

 

A análise da redução do MTT demonstrou que a linhagem UMR-106 

apresentou diminuição na viabilidade celular nos períodos de 24h e 48h para as 

maiores concentrações dos compostos quando comparada ao controle, e no período 

de 72h houve uma diminuição ainda mais significativa na viabilidade celular. Além 

disso, quando comparada a linhagem controle MC3T3-E1, a diminuição da viabilidade 

é maior para a linhagem tumoral, mostrando diferenças estatísticas (p<0,05). Os 

compostos em geral promoveram uma redução na viabilidade celular de maneira 

concentração-dependente, com ênfase no extrato bruto e na fração flavonoide. 

 

 

 

. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Gráfico referente à média da triplicata biológica do teste cristal violeta. Efeito do extrato 

bruto e frações na viabilidade da linhagem MC3T3-E1 após exposição por 24, 48 e 72h. Os 
resultados expressam a média ± desvio padrão. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 representam 
diferenças estatísticas quando comparadas ao controle. (CE: Extrato bruto; ELT: Elagitanino; 
FV: Flavonoide). 
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Fig. 4. Gráfico referente à média da triplicata biológica do teste cristal violeta. Efeito do extrato 

bruto e frações na viabilidade da linhagem UMR-106 após exposição por 24, 48 e 72h. Os 
resultados expressam a média ± desvio padrão. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 representam 
diferenças estatísticas quando comparadas ao controle. (CE: Extrato bruto; ELT: Elagitanino; 
FV: Flavonoide). 
 

O período escolhido para as próximas análises através do ensaio de viabilidade 

MTT foi o de 48 horas pelo mecanismo de sua resposta. 

Em relação ao cristal violeta, nas Fig. 3 e 4, ambas as linhagens sofrem 

aumento no dano em DNA nas maiores concentrações dos compostos no período de 

48 horas, assim como na redução do MTT. 

Os resultados aqui apresentados demonstraram que o extrato bruto e a fração 

flavonoide induzem citotoxicidade e danos ao DNA nas células da linhagem UMR-106. 

 

3.2. Coloração Hematoxilina-Eosina 
 

Para a análise morfológica por coloração de Hematoxilina e Eosina, as células 

foram submetidas aos tratamentos e incubadas por 48 horas. As imagens capturadas 

de cada grupo são mostradas na Fig. 5. Em relação a morfologia celular da UMR-106, 

em comparação com o grupo controle, as células tratadas com CE apresentam uma 

diminuição dos núcleos e o formato apresenta irregularidades. Com o ELT houve um 

aumento no tamanho e as células estão mais espaçadas do que no controle; com o 

FV, as células mostraram uma leve diminuição no núcleo, aparentemente 

apresentando mais citoplasma de células na imagem do que uma célula inteira, não 

apresentando mais uma morfologia padrão. 
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Em relação à morfologia celular da MC3T3-E1, comparada ao grupo controle, 

aparentemente o CE não alterou a morfologia. No grupo tratado com ELT, as células 

aparentam estar mais esticadas, mas essa também é uma pequena diferença 

comparada ao controle. O grupo de células tratadas com FV apresentou alteração 

morfológica e, aparentemente, ocorreu degradação celular.  

A fração FV aparentemente promoveu uma redução no número de células em 

ambas as linhagens celulares, entretanto mais característico na UMR-106 do que na 

MC3T3-E1. 

 

Fig. 5. Microscopia dos grupos celulares tratados. Osteoblastos normais (MC3T3-E1 
diferenciada) e tumorais (UMR-106): (A) MC3T3-E1 controle com NaOH; (B) MC3T3-E1 80 
µg/mL CE, (C) MC3T3-E1 160 µg/mL ELT, (D) MC3T3-E1 64 µg/mL FV, (E) UMR-106 controle 
com NaOH, (F) UMR-106 80 µg/mL CE, (G) UMR-106 160 µg/mL ELT e (H) UMR-106 64 

µg/mL FV. Coloração de Hematoxilina-Eosina e magnificação de 20X. 

 

3.3. Eficácia da porção flavonoide na inibição da migração celular 

 

De acordo com a Fig. 6 os resultados obtidos permitem observar que após o 

tempo de incubação de 24 horas nas concentrações de CE 80µg/mL, ELT 160µg/mL 

e FV 64µg/mL as células fecharam a fenda em 10,61%, 13,25% e 13,15% em 

comparação com o controle, respectivamente. Em 48 horas, nas mesmas 

concentrações de CE, ELT e FV descritas houve o fechamento em 18,7%, 25,33% e 

15,15% da fenda em comparação com o controle, respectivamente. No período de 72 

horas, as concentrações de CE, ELT e FV promoveram o fechamento em 25,46%, 

39,44% e 18,95% da fenda em comparação com o controle, respectivamente. Para o 

controle, nos períodos de 24h, 48h e 72h, o fechamento da fenda foi de 30,19%, 

37,01% e 53,31%, respectivamente. 
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Fig. 6. Imagens representativas do ensaio de migração celular da linhagem UMR-106, tratadas ou não com Extrato Bruto, frações de Elagitanino 
e Flavonoide após os períodos de 0, 24, 48 e 72 horas de tratamento (A) em comparação com o Controle. Gráfico da porcentagem de fechamento 
da fenda (B). Valores expressos em média ± desvio padrão. *P<0.05, **P<0,01, ***P<0,001 representam diferenças estatísticas quando 

comparado ao controle. 

A 

B 
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3.4. Flavonoides e espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) após exposição ao extrato de 
M. Bella. Os níveis intracelulares de EROs foram medidos pela sonda DCFH-DA após 
48h de tratamento com extrato bruto e frações. *p<0,05, comparadas às células de 
controle. 

 

Os níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) na célula tumoral foram 

medidos como é mostrado na Fig.7. Os níveis de fluorescência obtidos após o 

tratamento com o extrato bruto e frações foi comparado com o controle para 

avaliar sua atividade oxidante. 

A concentração de FV 64 µg/mL aparentemente induziu um efeito 

antioxidante quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Contudo, também 

houve redução na intensidade de fluorescência no extrato bruto, porém sem 

apresentar diferenças significativas quando comparada ao controle. 

  

3.5. Atividade de MMP 2 e 9 

 

Uma forma de avaliar o papel de MB nos processos de metástase foi pelo 

ensaio da atividade das metaloproteinases da matriz (MMPs) -2 e 9 por meio da 

técnica de zimografia em células UMR-106 (Fig. 8). O status de ativação das MMP-2 

e -9 também foi avaliado, uma vez que a forma ativa da MMP-2 pode ser distinguida 

por seu peso molecular (MW) a 63 kDa e MMP-9 a 92 kDa. Quanto maior a área de 

degradação do gel, maior a atividade da metaloproteinase. A fração FV 64 µg/mL teve 

efeito na redução da atividade da MMP-2 com diferença significativa quando 
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comparada ao controle e mostrou tendência à redução da MMP-9, não mostrando 

diferenças significativas em relação ao controle. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Efeito do extrato e frações de Myrcia bella nas MMP-2 e MMP-9. (A) Gel representativo 
das MMP-2 e 9 demonstrado pelo ensaio de zimografia em 48h; (B) Análise densitométrica 
contendo número arbitrário relacionado à MMP-2 ativa; (C) Análise densitométrica contendo 
número arbitrário relacionado à MMP-9 ativa. Os dados mostrados são de um experimento 

representativo realizado em triplicata em comparação com o controle. 

C 

A 

B 
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4. Discussão 

 

Os produtos naturais sempre contribuíram extensivamente para o 

desenvolvimento da medicina moderna e ainda continuam a desempenhar um papel 

crucial na descoberta de novos medicamentos. O Brasil possui cerca de 10% da flora 

mundial, e, menos de 1% de suas espécies vegetais foram investigadas por 

propriedades químicas ou farmacológicas. (Sen and Samanta, 2014). 

Os vegetais representam as maiores fontes de substâncias ativas que podem 

ser utilizadas como alvos terapêuticos, devido à grande diversidade estrutural de 

metabólitos produzidos e por ser a fonte mais antiga de medicamentos para o homem. 

As plantas medicinais e seus compostos podem oferecer novos agentes terapêuticos 

antineoplásicos e assim desempenhar papéis importantes na descoberta de agentes 

anticâncer eficazes e clinicamente úteis, apresentando menos efeitos colaterais por 

serem menos tóxicos. Pesquisas baseadas em estudos etnobotânicos aumentaram 

devido à necessidade de novos produtos com alta atividade terapêutica, baixa 

toxicidade, boa biocompatibilidade e que possuam um custo acessível (Brandao et al. 

2010; Gezici and Sekeroglu, 2019).  

A Myrtaceae é uma importante família do Cerrado brasileiro, com mais de 1.000 

espécies em todo o país e Myrcia, com 350 espécies, é um dos gêneros mais ricos. 

Plantas do gênero Myrcia são utilizadas na medicina popular no Brasil como 

adstringentes, diuréticos, coagulantes e no tratamento de doenças como hipertensão 

e úlceras gástricas. Eles abrigam um grande número de espécies endêmicas, 

incluindo Myrcia bella Cambess (MB). As folhas MB têm sido utilizadas na medicina 

popular brasileira para diversos fins e também são exploradas comercialmente como 

fitoterápicos no tratamento do diabetes mellitus. (Saldanha et al., 2013).  

Vareda et al., 2014 confirmou que extratos de folhas de MB possui 

propriedades hipoglicêmicas e possivelmente atua na regulação da captação de 

glicose pelo fígado.  

A família Myrtaceae é uma das famílias mais importantes encontradas nos 

trópicos úmidos. Myrcia é uma espécie do gênero Myrtaceae que inclui arbustos e 

pequenas árvores, que são descritas como uma importante fonte de óleos essenciais. 

Deve-se destacar que alguns extratos de Myrtaceae, especificamente os de Myrcia 

tomentosa, já foram analisados como agentes antimicrobianos. Myrcia multiflora 

(Lam.) DC. é uma espécie amplamente utilizada na medicina tradicional da América 
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do Sul para o tratamento do Diabetes mellitus. Estudos farmacológicos demonstraram 

que o extrato de folha de Myrcia fallax (Rich.) DC mostrou atividade contra células 

cancerosas, além de atividade antidiabética (Saldanha, 2013; Santos et al., 2018). 

Neste estudo, avaliamos os possíveis efeitos citotóxicos de uma gama de 

concentrações de extrato bruto e frações em células normais (MC3T3-E1) e células 

tumorais (UMR-106). As células tumorais eram mais sensíveis do que as células 

normais, portanto, é importante selecionar as concentrações que matam células 

tumorais, mas não induzem distúrbios na homeostase das células saudáveis. O 

ensaio MTT detecta alterações na integridade mitocondrial e na sua capacidade de 

exercer suas funções celulares (Bernhard et al., 2003), e neste ensaio, foi possível 

observar que os compostos em geral promoveram redução da viabilidade celular com 

o aumento da concentração, com destaque para o extrato bruto e a fração flavonoide. 

Em relação aos resultados do teste colorimétrico cristal violeta, os resultados também 

demonstraram que o extrato bruto e a fração flavonoide induziram citotoxicidade e 

danos ao DNA de células da linhagem UMR-106. 

O FV apresentou mudanças na redução celular em ambas as linhagens, 

entretanto mais característico na linhagem UMR-106 do que na MC3T3-E1. As células 

UMR-106, quando em contato com a fração FV 64 µg/mL no período de 48h já estão 

comprometidas, provavelmente ativando o mecanismo de morte celular, porém ainda 

continuam aderidas. O que faz jus a isto deve-se ao resultado de viabilidade celular 

do cristal violeta ainda mostrar um número maior na densidade celular desta 

concentração nas células tumorais. Assim, o aumento na redução celular em células 

UMR-106 comparado com a MC3T3-E1 deve-se por estas estarem mais 

comprometidas no estágio de morte celular.   

A maior parte da mortalidade relacionada ao câncer tem sido associada a um 

complexo processo de metástase, realizado pela ativação de várias proteínas 

reguladoras. Existem vários alvos no processo de metástase, que são conhecidos por 

serem inibidos pelos flavonoides, tornando-os moléculas promissoras para a terapia 

anticâncer. Assim, os flavonoides possuem potencial anti-inflamatório e podem reduzir 

a inflamação associada ao risco de câncer (Kashyap et al., 2019). O processo de 

migração é utilizado pelas células no organismo em condições fisiológicas assim como 

patológicas. No processo metastático, as células tumorais migram-se do tumor 

primário para o sistema circulatório e lá estabelecem-se em uma nova região (Popolin, 

2016). Na avaliação da inibição da atividade migratória das células de osteossarcoma, 
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o CE e o FV apresentaram maior eficácia. Os flavonoides foram eficazes em inibir a 

migração celular conforme a Fig. 6. A citotoxicidade do CE também foi alta, 

provavelmente por estar relacionada a quantidade de FV presente em sua porção.  

Zhao et al. (2018) conduziram um estudo com Degalactotigonina (DGT), 

extraído de Solanum nigrum L., que possui propriedades anticâncer sem efeitos 

colaterais graves e exploraram se DGT tinha a capacidade de inibir o crescimento de 

osteossarcoma e metástases. O estudo indicou que a DGT diminuiu o crescimento e 

a metástase do osteossarcoma, o que pode ser uma estratégia terapêutica promissora 

contra o osteossarcoma in vitro e in vivo sem efeitos colaterais óbvios. 

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e majoritários 

são os compostos fenólicos, tais como os flavonoides. As propriedades benéficas 

desses compostos podem ser atribuídas à sua capacidade de sequestrar radicais 

livres (Behling et al., 2004). As espécies reativas de oxigênio (EROs) são um tipo de 

subproduto no processo do metabolismo aeróbico biológico. Comparadas às células 

normais, as células cancerígenas possuem altos níveis de EROs, desencadeando 

desregulação do equilíbrio redox e do estresse oxidativo. Certos flavonoides também 

aumentam os níveis de EROs das células de osteossarcoma e, depois, induzem a 

morte celular (Liu et al., 2017). 

A possível correlação entre o citotóxico do extrato de MB e o acúmulo de 

estresse oxidativo foi examinada medindo-se os níveis de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) nas células. Os resultados obtidos com a sonda DCFH-DA, a 

concentração de FV 64 µg/mL induziu um efeito antioxidante quando comparado ao 

grupo controle (p<0,05). Contudo, também houve redução na intensidade de 

fluorescência no CE, porém sem apresentar diferenças significativas quando 

comparada ao controle. 

De modo geral, os polifenóis e em particular os flavonoides possuem estrutura 

ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas 

C e E. A atividade de sequestro está diretamente ligada ao potencial de oxidação dos 

flavonoides e das espécies a serem sequestradas. Quanto menor o potencial de 

oxidação do flavonoide, maior é sua atividade como sequestrador de radicais livres 

(Barreiros et al., 2006). O estresse oxidativo desempenha um papel crucial na 

fisiopatologia dos diferentes tipos de câncer. Portanto, muita atenção tem sido dada 

aos antioxidantes como nova estratégia terapêutica para o câncer. A importância da 

busca por antioxidantes naturais é destacada por sua ação em eliminar e suprimir a 
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formação de espécies reativas de oxigênio ou na oposição às suas ações (Santos et 

al., 2018; Imran et al., 2019). 

Dentre todas as MMP conhecidas, as MMP-2 e -9 (gelatinases) têm sido 

consistentemente associadas com a agressividade, o potencial metastático e o 

prognóstico desfavorável das neoplasias malignas. As gelatinases desempenham um 

papel fundamental no processo da carcinogênese, pois degradam principalmente 

colágeno tipo IV, componente fundamental da membrana basal, participando do 

processo de invasão do estroma e invasão dos vasos sanguíneos, processo 

fundamental para a metástase (Pereira et al., 2006). Vários tumores sólidos são 

exibidos na expressão melhorada de metaloproteinases da matriz (MMPs), e 

recentemente inibidores de MMP entraram em testes clínicos. Uma perturbação no 

sistema das MMP’s em favor da atividade proteolítica aumentada pode ser suspeitada 

em osteossarcoma, pois o crescimento em OS é acompanhado por destruição óssea 

local e formação óssea, dois processos que dependem de enzimas proteolíticas 

(Bjørnland et al., 2005). 

Os fármacos podem ser também utilizados para inibir o crescimento de células 

tumorais por meio da redução da atividade de MMP-2 e MMP-9 (Roomi et al., 2009). 

No ensaio da atividade da metaloproteínases de matriz (MMPs) -2 e 9, por meio 

da técnica de zimografia em células UMR-106, as análises mostraram que em células 

de osteossarcoma, o tratamento com FV 64 µg/mL reduziu a atividade de MMP-2 

apresentando diferenças significativas e também ilustra um maior potencial na 

redução de degradação e demonstrou uma tendência de redução na atividade da 

MMP-9. A degradação da matriz extracelular (MEC) é muito importante durante a 

metástase (Do Thi and Hwang, 2014). 

Saragusti et al. (2010) observaram que a quercetina produzia de maneira 

dependente da concentração uma diminuição significativa na atividade da MMP-9. 

Ende and Gebhardt (2004) verificaram que os flavonoides influenciam o nível de 

MMPs de diferentes maneiras. Em muitos tipos celulares, os flavonoides têm sido 

descritos como reguladores negativos de biossíntese das MMPs. A quercetina, por 

exemplo, inibe a invasão de células de melanoma murino, diminuindo pro-MMP-9 

através da via PKC. Uma vez que certas MMPs podem ser ativadas pelo estresse 

oxidativo, o efeito antioxidante dos flavonoides pode contribuir para o silenciamento 

eficiente de tais mecanismos de ativação. Foi demonstrado que os flavonoides 

diminuem a atividade excessiva da MMP nas metástases do câncer interferindo na 
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síntese e secreção das proteases. Outros relatos (Berndt et al., 2013; Li et al., 2019) 

mostram que o efeito inibitório da quercetina na migração e invasão celular em células 

de osteossarcoma humano têm efeitos terapêuticos contra o osteossarcoma. Lan et 

al. (2017) observou que o tratamento com concentrações mais altas de quercetina 

resultou em aumentos menores no crescimento do tumor quando as células HOS and 

MG63 foram tratadas com quercetina 100 µM, e observou-se uma diminuição 

definitiva no crescimento do tumor. Tomados em conjunto, esses achados sugerem 

que a quercetina desempenha um papel crucial na atenuação de metástases no 

osteossarcoma. Nossos achados parecem convergir com esses autores, uma vez que 

a quercetina é um componente do extrato de MB e detectamos uma tendência à 

redução da atividade da MMP-9 nas células tratadas com MB. 

Uma outra classe de flavonoides que inibe a proliferação celular, induzindo a 

interrupção do ciclo celular através da supressão de proteínas reguladoras do ciclo 

celular nas células cancerígenas é a miricetina. Além disso, diminui a atividade da 

MMP-2, um fator metastático essencial nas células cancerígenas do cólon. O 

tratamento com miricetina promoveu apoptose em osteossarcoma canino sendo uma 

possível droga citostática menos tóxica para o tratamento desta patologia (Park et al., 

2018). Assim, a tendência de inibição da atividade das MMP-2 e 9 resultante de 

nossos testes, possivelmente, possa ter sido causada pela ação dos flavonoides 

quercetina e miricetina presentes em MB, devido às suas propriedades antioxidantes. 

É possível tentar explicar os efeitos observados com base nos composição 

química do extrato de MB. Baseado em HPLC-PDA-MS, Saldanha et al. (2013) 

confirma a presença de flavonoides e derivados de ácidos fenólicos no extrato MB. 

Sobre a composição química da MB, mostra que seus principais constituintes foram 

agliconas flavonoides, flavonoides-O-glicosídeos, e derivados flavonoides-O-

glicósideos acilados da quercetina e miricetina. Dependendo da concentração testada, 

esses compostos podem exibir atividades citotóxicas e pró-oxidantes. Outros 

resultados interessantes observadas com o extrato MB são as propriedades 

antimutagênicas e antioxidantes que também foram demonstradas para a quercetina 

e miricetina (Serpeloni et al., 2015). 

Serpeloni et al. (2015) mostrou que a capacidade antioxidante pelo flavonoide 

do extrato de Myrcia bella Cambess em células gástricas normais e tumorais, além de 

não seletiva, poderia ser responsável pelos efeitos protetores contra distúrbios 

gastrointestinais observados no uso tradicional de MB pela população brasileira. 
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Segundo os critérios estabelecidos para extratos vegetais por Scherer e Godoy 

(2009), os extratos de infusão de 12 espécies nativas de Myrtaceae avaliadas, 

incluindo Myrcia bella, apresentaram Índice de Atividade Antioxidante muito fortes (>2) 

(Takao et al., 2015), o que pode justificar os resultados apresentados.  

Atualmente, deve-se levar em consideração que pelo menos um terço dos 

medicamentos são originários do reino vegetal (Calixto, 2003), portanto, a combinação 

de remédios tradicionais à base de plantas e agentes quimioterapêuticos 

convencionais representa uma estratégia promissora para novas opções para o 

desenvolvimento de novos medicamento (Salehi et al., 2018). 

As vantagens do uso de plantas medicinais no tratamento do câncer foram 

comprovadas por vários estudos experimentais in vitro e in vivo. As plantas medicinais 

possuem muitos produtos naturais e derivados sintéticos modificados e metabólitos 

secundários como alcalóides, flavonoides, taninos, ácidos fenólicos, polifenóis, entre 

outros que demonstraram atividades antioxidantes significativas e, assim, impediram 

o desenvolvimento de câncer por inflamação, antitumoral, antimutagênico e atividades 

anti-carcinogênicas (Gezici And Sekeroglu, 2019). 

Portanto, devido à composição química de M.bella e levando-se em 

consideração os diversos potenciais que os flavonoides heterosídeos apresentam em 

relação a uma ampla gama de atividades em uma linhagem de osteossarcoma murino, 

como redução da viabilidade celular, inibição da migração celular, diminuição da 

produção de EROs, redução da atividade da MMP-2 e tendendo à redução da 

atividade da MMP-9, M. bella torna-se uma fonte promissora fonte de estudos frente 

a uma vasta gama de atividades biológicas. 

 

Conclusões 

 

Em resumo, os resultados em UMR-106 mostraram que as concentrações de 

CE 80 µg/mL, ELT 160 µg/mL e FV 64 µg/mL reduziram a viabilidade celular (p<0,05). 

Além disso, o CE e principalmente a fração FV inibiram a migração celular, diminuíram 

a produção de EROs, reduziram a atividade da MMP-2 e mostraram uma tendência 

na redução da atividade da MMP-9. Este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos da 

Myrcia bella nas células de osteossarcoma murino (in vitro), e demonstrou que a 

fração flavonoide efetivamente apresentou uma maior atividade antioxidante e efeito 

citotóxico sobre a linhagem celular UMR-106. Em suma, devido ao seu alto conteúdo 
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fenólico e atividades antioxidantes, MB se torna uma fonte potencial de novos 

antioxidantes naturais. 
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3 DISCUSSÃO 

 

Historicamente os medicamentos derivados de plantas eram administrados por 

via oral, pelo consumo direto dos vegetais ou pela preparação de extratos brutos, o 

que é muito vantajoso, pois esses métodos são simples e baratos. Há pelo menos 

60.000 anos as plantas são utilizadas como remédios, refletindo sua capacidade de 

produzir metabólitos secundários com uma vasta gama de propriedades 

farmacológicas, incluindo atividade anticâncer. Os compostos fenólicos flavonoides, 

são os metabólitos secundários derivados de plantas mais promissores para o 

tratamento do câncer. O número de publicações que relatam a atividade anticâncer 

de extratos de plantas está se expandindo rapidamente (BUYEL, 2018). 

São envolvidos inúmeros conhecimentos na busca de novos medicamentos 

originados de plantas que vão desde aspectos químicos, agronômicos, 

farmacológicos, botânicos e toxicológicos. As plantas medicinais e seus compostos 

podem oferecer novos agentes terapêuticos antineoplásicos e, assim, desempenhar 

papéis importantes na descoberta de agentes anticâncer eficazes e clinicamente úteis, 

apresentando menos efeitos colaterais por serem menos tóxicos. Pesquisas baseadas 

em estudos etnobotânicos aumentaram devido à necessidade de novos produtos com 

alta atividade terapêutica, baixa toxicidade, boa biocompatibilidade e que possuam 

um custo acessível (MATOS et al., 2019; BRANDAO et al., 2010; GEZICI; 

SEKEROGLU, 2019).  

Myrtaceae é uma das famílias mais importantes encontradas nos trópicos 

úmidos. Myrcia é uma espécie do gênero Myrtaceae, que inclui arbustos e pequenas 

árvores, que são descritas como uma importante fonte de óleos essenciais. O gênero 

Myrcia é utilizado na medicina popular no Brasil como adstringentes, diuréticos, 

coagulantes e para o tratamento de doenças como diabetes mellitus, hipertensão e 

úlceras gástricas. Abrigam um grande número de espécies endêmicas, incluindo 

Myrcia bella Cambess (MB). As folhas de MB têm sido utilizadas na medicina popular 

brasileira para diferentes fins e também são exploradas comercialmente como 

medicamentos fitoterápicos no tratamento do diabetes mellitus (SALDANHA; 

VILEGAS; DOKKEDAL, 2013). Vareda et al. (2014) confirmou que extrato de folhas 

de MB possui propriedades hipoglicêmicas e possivelmente atua na regulação da 

captação de glicose pelo fígado. No entanto, este é o único relatório científico relativo 
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às propriedades biológicas e toxicológicas desta espécie. Serpeloni et al. (2015) 

mostrou que a capacidade antioxidante pelo flavonoide do extrato de Myrcia bella 

Cambess em células gástricas normais e tumorais, além de não seletiva, poderia ser 

responsável pelos efeitos protetores contra distúrbios gastrointestinais observados no 

uso tradicional de MB pela população brasileira. 

Cabe ressaltar que alguns extratos de Myrtaceae, especificamente os de M. 

tomentosa, já foram analisados como agentes antimicrobianos. Myrcia multiflora 

(Lam.) DC. é uma espécie amplamente utilizada na medicina tradicional na América 

do Sul para tratar o diabetes mellitus. Estudos farmacológicos mostraram que o 

extrato de folhas de Myrcia fallax (Rich.) DC mostrou atividade contra células 

cancerígenas, além de atividade antidiabética. (SALDANHA, 2013; SANTOS et al., 

2018). Outras espécies de Myrcia possuem usos tradicionais: Myrcia bracteata DC. é 

utilizada para tratar dispepsia; Myrcia ovata Cambess. é utilizada no tratamento de 

doenças gástricas, gastrite e diarréia; e folhas maceradas de Myrcia guianensis são 

utilizadas pelos habitantes da região amazônica para neutralizar os venenos de 

serpentes (CASCAES et al., 2015). Deste modo, as espécies de Myrtaceae podem 

ser utilizadas para diversos fins, apresentando significativo interesse econômico para 

o Brasil (CONEGLIAN, 2011). 

No presente estudo, os efeitos citotóxicos de uma gama de concentrações de 

extrato bruto e frações em células normais (MC3T3-E1) e células tumorais (UMR-106) 

foram avaliados. As células tumorais eram mais sensíveis do que células normais, 

portanto, é importante selecionar as concentrações que matam células tumorais, mas 

não induzem distúrbios na homeostase das células saudáveis. No ensaio de 

viabilidade celular MTT foi possível observar que os compostos em geral promoveram 

redução da viabilidade celular com o aumento da concentração, com destaque para o 

extrato bruto e a fração flavonoide. Em relação aos resultados do teste colorimétrico 

Cristal Violeta para a linhagem UMR-106, os resultados também demonstraram que o 

extrato bruto e a fração de flavonoide induziram citotoxicidade e danos ao DNA. 

A fração FV apresentou mudanças na redução celular em ambas as linhagens, 

entretanto mais característico na linhagem UMR-106 do que na MC3T3-E1. Os 

valores em porcentagem (%) da viabilidade celular em MC3T3-E1 foram de 50,77 e 

52,62 para o CE 80 µg/mL e FV 64 µg/mL, respectivamente. Para a linhagem tumoral 

UMR-106 os valores (%) foram de 47,69 e 40,58 para o CE 80 µg/mL e FV 64 µg/mL 

respectivamente. As células UMR-106, quando em contato com a fração FV 64 µg/mL 
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no período de 48h já estão comprometidas, provavelmente ativando o mecanismo de 

morte celular, porém ainda continuam aderidas. O que faz jus a isto deve-se ao 

resultado de viabilidade celular do cristal violeta ainda mostrar um número maior na 

densidade celular desta concentração nas células tumorais. Assim, o aumento na 

redução celular em células UMR-106 comparado com a MC3T3-E1 deve-se por estas 

estarem mais comprometidas no estágio de morte celular.   

No processo metastático as células tumorais migram-se do tumor primário para 

o sistema circulatório e lá, estabelecem-se em uma nova região (POPOLIN, 2016). 

Grande parte da mortalidade relacionada ao câncer tem sido associada a um 

complexo processo de metástase, realizado pela ativação de várias proteínas 

reguladoras. Existem vários alvos no processo de metástase, que são conhecidos por 

serem inibidos pelos flavonoides, tornando-os moléculas promissoras para a terapia 

anticâncer. Assim, os flavonoides possuem potencial anti-inflamatório e podem reduzir 

a inflamação associada ao risco de câncer (KASHYAP et al., 2019). O processo de 

migração é utilizado pelas células no organismo em condições fisiológicas assim como 

patológicas. Na avaliação da inibição da atividade migratória das células de 

osteossarcoma, o CE e FV apresentaram maior eficácia. Os flavonoides foram 

eficazes em inibir a migração celular de acordo com a Fig. 8. A citotoxicidade do CE 

também foi alta, provavelmente por estar relacionada a quantidade de FV presente 

em sua porção.  

Um composto antioxidante pode atrasar ou inibir a oxidação de lipídios ou 

outras moléculas, bloqueando assim, o início ou a propagação de reações em cadeia 

oxidativas, impedindo ou reparando os danos causados às células pelo oxigênio. O 

consumo de antioxidantes naturais apresenta potenciais benefícios à saúde. Entre os 

antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e majoritários são os compostos 

fenólicos, tais como os flavonoides. As propriedades benéficas desses compostos 

podem ser atribuídas à sua capacidade de sequestrar radicais livres. Comparadas às 

células normais, as células cancerígenas têm altos níveis de ROS, desencadeando 

desregulação do equilíbrio redox e estresse oxidativo. Certos flavonoides também 

aumentam os níveis de ROS das células de osteossarcoma e depois induzem a morte 

celular. Deste modo, há um interesse considerável na busca de novos antioxidantes 

a partir de materiais vegetais. Compostos antioxidantes de plantas, principalmente 

polifenóis, podem inibir a propagação de reações de radicais livres e proteger o corpo 
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humano de doenças (TAKAO; IMATOMIB; GUALTIERIA, 2015; BEHLING et al., 2004; 

LIU, 2017). 

A possível correlação entre o efeito citotóxico do extrato de MB e o acúmulo de 

estresse oxidativo foi examinada medindo-se os níveis de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) nas células. Os resultados obtidos com a sonda DCFH-DA, a 

concentração de FV 64 µg/mL induziu um efeito antioxidante quando comparado ao 

grupo controle (p<0,05). Contudo, apesar de apresentar uma tendência na redução 

da intensidade de fluorescência no CE, não apresentou diferenças significativas 

quando comparada ao controle. 

Os polifenóis e em particular os flavonoides de modo geral, possuem estrutura 

ideal para o sequestro de radicais. A atividade de sequestro está diretamente ligada 

ao potencial de oxidação dos flavonoides e das espécies a serem sequestradas. 

Quanto menor o potencial de oxidação do flavonoide, maior é sua atividade como 

sequestrador de radicais livres (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O estresse 

oxidativo desempenha um papel crucial na fisiopatologia dos diferentes tipos de 

câncer. Portanto, muita atenção tem sido dada aos antioxidantes como nova 

estratégia terapêutica para o câncer. A importância da busca por antioxidantes 

naturais é destacada por sua ação na eliminação, eliminação e supressão da 

formação de ROS ou na oposição de suas ações (SANTOS et al., 2018; IMRAN et al., 

2019). Desta forma, um dos efeitos dos aleloquímicos em células de plantas alvo é 

desregular a produção e o acúmulo de ROS (SALDANHA, 2013). 

As MMP-2 e -9 (gelatinases) têm sido consistentemente associadas com a 

agressividade, o potencial metastático e o prognóstico desfavorável das neoplasias 

malignas. As gelatinases desempenham um papel fundamental no processo da 

carcinogênese, pois degradam principalmente colágeno tipo IV, componente 

fundamental da membrana basal, participando do processo de invasão do estroma e 

invasão dos vasos sanguíneos, processo fundamental para a metástase (PEREIRA et 

al., 2006). Uma perturbação no sistema das MMP’s em favor da atividade proteolítica 

aumentada pode ser suspeitada em osteossarcoma, pois o crescimento em OS é 

acompanhado por destruição óssea local aprimorada e formação óssea, dois 

processos que dependem de enzimas proteolíticas (BJØRNLAND et al., 2005).  

No ensaio da atividade de metaloproteínases de matriz (MMPs)-2 e 9 por meio 

da técnica de zimografia em células UMR-106, o tratamento com CE 80 µg/mL e FV 

64 µg/mL mostraram uma tendência na redução da atividade de MMP-2 e -9. As 
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análises mostraram que nas células de osteossarcoma, o FV apresentou uma maior 

inibição da atividade de MMP-2 e 9, ilustrando também maior potencial na redução da 

degradação. A degradação da matriz extracelular (MEC) é uma etapa crucial durante 

o processo de metástase (DO THI; HWANG, 2014).  

Vários estudos apoiam o potencial anticâncer do flavonoide quercetina 

(ABOTALEB et al., 2018). Saragusti et al. (2010) observaram que a quercetina 

produzia de maneira dependente da concentração uma diminuição significativa na 

atividade da MMP-9. Ende e Gebhardt (2004) verificou que os flavonoides influenciam 

o nível de MMPs de diferentes maneiras. Em muitos tipos de células, os flavonoides 

foram descritos como agentes de baixa regulação de biossíntese das MMPs. A 

quercetina, por exemplo, inibe a invasão de células de melanoma murino, diminuindo 

pro-MMP-9 através da via PKC. Uma vez que certas MMPs podem ser ativadas pelo 

estresse oxidativo, o efeito antioxidante dos flavonoides pode contribuir para o 

silenciamento eficiente de tais mecanismos de ativação. Foi demonstrado que os 

flavonoides diminuem a atividade excessiva da MMP nas metástases do câncer 

interferindo na síntese e secreção das proteases. Outros relatos (BERNDT et al., 

2013; LI et al. 2019) mostram que o efeito inibitório da quercetina na migração e 

invasão celular em células de osteossarcoma humano têm efeitos terapêuticos contra 

o osteossarcoma. Lan et al. (2017) observou que o tratamento com concentrações 

mais altas de quercetina resultou em aumentos menores no crescimento do tumor 

observando uma diminuição definitiva no crescimento do tumor. Tomados em 

conjunto, esses achados sugerem que a quercetina desempenha um papel crucial na 

atenuação de metástases no osteossarcoma. Nossos achados parecem convergir 

com estes autores, uma vez que a quercetina é componente do extrato de MB e 

detectamos uma tendência na redução da atividade de MMP-9 nas células tratadas 

com MB. 

Miricetina é um outro tipo de flavonoide que inibe a proliferação celular, 

induzindo a interrupção do ciclo celular através da supressão de proteínas reguladoras 

do ciclo celular nas células cancerígenas. Está associada a atividades antibacteriana, 

antiviral, antioxidante e anticancerígena. Além disso, diminui a atividade da MMP-2, 

um fator metastático essencial nas células cancerígenas do cólon. O tratamento com 

miricetina promoveu apoptose em osteossarcoma canino sendo uma possível droga 

citostática menos tóxica para o tratamento desta patologia (PARK et al., 2018; 

ABOTALEB et al., 2018). A indicação da presença de flavonóis como miricetinas e 
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quercetinas no extrato de MB nos indica um grande potencial antioxidante e 

consequentemente atividade biológica (SALDANHA, 2013). Deste modo, os nossos 

ensaios sugerem que as MMP-2 e 9 sofreram uma modulação quando tratadas com 

o CE e FV, possivelmente sido ocasionada pela ação dos flavonoides quercetina e 

miricetina presentes em MB. 

Baseado em HPLC-PDA-MS, Saldanha, Vilegas e Dokkedal (2013) confirmam 

a presença de flavonoides e derivados de ácidos fenólicos no extrato MB. Sobre a 

composição química de MB, mostra que seus principais constituintes foram 

flavonoides agliconas, flavonoides-O-glicosídeos, e derivados de flavonoides-O-

glicosídeos acetilados da quercetina e miricetina. Dependendo da concentração 

testada, esses compostos podem exibir atividades citotóxicas e pró-oxidantes. Outros 

resultados interessantes observados com o extrato MB são as propriedades 

antimutagênicas e antioxidantes que também foram demonstradas para a quercetina 

e miricetina (SERPELONI et al., 2015). Deste modo é possível tentar explicar os 

efeitos observados pela indicação da presença de flavonóis como miricetinas e 

quercetinas no extrato de MB indicando um elevado potencial antioxidante e 

consequentemente atividade biológica. 

O que pode justificar os resultados apresentados, é que segundo os critérios 

estabelecidos para extratos vegetais por Scherer e Godoy (2009), o extrato de Myrcia 

bella, apresenta Índice de Atividade Antioxidante muito fortes (>2) (TAKAO; 

IMATOMIB; GUALTIERIA, 2015).  

Abotaleb et al. (2018) comprovou que os extratos de plantas são fortes 

candidatos no tratamento de numerosos tipos de câncer por meio da via apoptótica 

moduladora. O principal mecanismo envolve a ativação de proteínas apoptóticas 

intrinsecamente e extrinsecamente, elevação de ROS e indução de danos ao DNA. 

Das estimadas 250.000 espécies de plantas com flores no mundo, 15% foram 

avaliados fitoquimicamente e apenas 6% foram rastreadas quanto à sua atividade 

biológica (BUDOVSKY; YARMOLINSKY; BEN-SHABAT, 2015). Atualmente, deve-se 

levar em consideração que pelo menos um terço dos medicamentos são originários 

do reino vegetal (CALIXTO, 2003), portanto, a combinação de remédios tradicionais à 

base de plantas e agentes quimioterapêuticos convencionais representa uma 

estratégia promissora para novas opções para o desenvolvimento de novos 

medicamentos (SALEHI et al., 2018). 
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As vantagens do uso de plantas medicinais no tratamento do câncer foram 

comprovadas por vários estudos experimentais in vitro e in vivo. As plantas medicinais 

possuem muitos produtos naturais e derivados sintéticos modificados e metabólitos 

secundários como alcalóides, flavonoides, taninos, ácidos fenólicos, polifenóis, entre 

outros que demonstraram atividades antioxidantes significativas e, assim, impediram 

o desenvolvimento de câncer por inflamação, antitumoral, antimutagênico e atividades 

anti-carcinogênicas (GEZICI; SEKEROGLU, 2019). 

Este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos da Myrcia bella em células de 

osteossarcoma murino (in vitro), e a fração flavonoide apresentou efetivamente maior 

atividade antioxidante e efeito citotóxico na linhagem celular UMR-106. Portanto, 

devido à composição química de M.bella e levando-se em consideração os diversos 

potenciais que flavonoides heterosídeos possuem, o extrato bruto e a fração 

flavonoide apresentaram redução da viabilidade celular (p<0,05), inibição da migração 

celular, diminuição da produção de ROS e redução da atividade de MMP-2 e 9. Deste 

modo, M. bella torna-se uma promissora fonte de estudos frente a uma vasta gama 

de atividades biológicas devido ao seu alto conteúdo fenólico e atividades 

antioxidantes. 
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