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Avaliagao da citotoxicidade de compostos extraidos da
Croton echioides Baill

Cytotoxicity evaluation of compounds extracted from
Croton echioides Baill

RESUMO

O carcinoma hepatocelular é uma das doengas malignas que mais tem aumentado em
numero no mundo. A busca pelo tratamento, cura e prevengdo deste e de outros canceres
e devido a grande utilizagdo de plantas com fins medicinais, varios estudos tém focado na
obtencdo de fitofarmacos a base de extratos vegetais. A Croton echioides Baill, conhecida
como “quebra fraca”, “caatinga branca” e “canela de velho”, é uma planta medicinal
brasileira da familia Euphorbiaceae, é uma fonte de metabdlitos secundarios, como
alcaldides, aminoacidos, cardendlidos, fendis simples, flavondides, proantocianidinas,
quinonas, saponinas, taninos, triterpenos/esterdis. Neste sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade citotdxica dos compostos lupeol e diterpeno, extraidos e
isolados da planta C. echioides, sobre as células tumorais hepaticas de Rattus novergicus
(HTC) expostas por 24, 48 e 72h as concentra¢des de 1, 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL
de meio de cultura, pelo teste do MTT. Os resultados das absorbancias médias e desvios
padres mostram que o composto lupeol induziu a atividade mitocondrial e/ou a
proliferacdo das células HTC nos tempos de 48 e 72 horas. Ja o diterpeno ndo apresentou
atividade citotdxica/antitumoral para as células nessas concentrages. Assim, outros
estudos, com outros extratos e compostos desta planta devem ser realizados, a fim de
identificar atividades antitumorais desta planta.

PALAVRAS-CHAVE: Antitumoral. Hepatoma. Lupeol.

ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma is one of the fastest growing malignancies in the world. The
search for the treatment, cure and prevention of this and other cancers and due to the large
use of medicinal plants, several studies have focused on obtaining herbal extracts based on
plant extracts. Croton echioides Baill, known as “weak break”, “white caatinga” and “old
cinnamon”, is a Brazilian medicinal plant of the Euphorbiaceae family. It is a source of
secondary metabolites such as alkaloids, amino acids, cardenolides, simple phenols,
flavonoids, proanthocyanidins, quinones, saponins, tannins, triterpenes/sterols. In this
sense, the aim of the present study was to evaluate the cytotoxic activity of lupeol and
diterpene compounds, extracted and isolated from the plant C. echioides, on Rattus
novergicus (HTC) liver tumor cells exposed for 24, 48 and 72h at concentrations of 1, 5, 10,
15, 20, 40, 60, 80 and 100 pg/mL culture medium by the MTT test. The mean absorbance
and standard deviation results show that lupeol induced mitochondrial activity and/or HTC’
cell proliferation at 48 and 72 hours. Diterpene showed no cytotoxic/antitumor activity to
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cells at these concentrations. Thus, further studies with other extracts and compounds of
this plant should be performed in order to identify antitumor activities of this plant.
KEYWORDS: Antitumor. Hepatoma. Lupeol.

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como remédio alternativo tem aumentado no
mundo todo nas ultimas décadas. A maioria dessas plantas ndo sdo téxicas, seguras
e faceis de obter (LAXMAN, 2019). De acordo com a OMS, em 1999, em muitos
paises, boa parte da populacdo fazia uso de medicamentos tradicionais,
especialmente o de plantas medicinais. Apesar do facil acesso ao medicamento
moderno, o uso dessas ervas manteve sua popularidade por questGes
populacionais e histdricas (AGRA et al., 2007).

Assim, devido a grande utilizacdo de plantas com fins medicinais para o
tratamento, cura e prevencgao de doencas, varios estudos tém focado na obtencao
de extratos e compostos isolados de vegetais com atividade antitumoral.

O Croton sp., por exemplo, é o segundo maior género da familia Euphobiceae
e é uma fonte de metabdlitos secunddrios com comprovadas atividades
farmacoldgicas, como alcaloides, aminodcidos, cardendlidos, fendis simples,
flavonoides, proantocianidinas, quinonas, saponinas, taninos, triterpenos/esterdis
(HILL et al., 2001). A Croton echioides Baill, por exemplo, é uma planta medicinal
brasileira conhecida como “quebra fraca”, “caatinga branca” e “canela de velho”.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade citotdxica/antitumoral
dos compostos lupeol e diterpeno, extraidos e isolados de C. echoides sobre as

células tumorais hepaticas de Rattus norvegicus (HTC).

METODOLOGIA

As células HTC foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo 10
mL de meio de cultura DMEM (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA), suplementado com
10% de soro bovino fetal (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA) e incubadas em estufa
do tipo BOD a 37°C.

Para o teste de citotoxicidade/atividade antitumoral, foi realizado o ensaio do
MTT, de acordo com o protocolo sugerido por Mosmann (1983), com
modifica¢Oes. Foram utilizadas placas de cultura de 96 poc¢os onde, em cada pogo,
foram semeadas 2,0 x 10* células de HTC, com excec¢do dos pocos de controle sem
células (branco). Apds estabilizagdo, o meio de cultura foi descartado e adicionou-
se 100 puL de meio completo para os grupos: controle negativo (C-), controle
positivo (C+) com agente citotoxico metil metanossulfonato (MMS 50 uM),
controle solvente (CS) com dimetilsulféxido (DMSO) na mesma concentracdo dos
compostos, e diferentes concentracdes para o lupeol e o diterpeno (1, 5, 10, 15,
20, 40, 60, 80 e 100 pug/mL de meio de cultura).
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Apds 24, 48 e 72 horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por
meio de cultura acrescido de MTT (0,2 mg/mL). As placas foram incubadas por mais
guatro horas antes do descarte do meio contendo MTT, seguido da adi¢cdo de 100
pL de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazan. A leitura das absorbancias
foi realizada em leitos de microplacas (Labtech) a 550 nm. Os experimentos foram
realizados em trés repeticdes independentes.

Os resultados foram apresentados como média e desvio padriao das
absorbancias e submetidos a andlise de variancia (one way ANOVA), seguida do
teste de Dunnet, pelo software GrafPad® Prism 5. As diferencas foram
consideradas sendo estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor
que 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados da Figura 1 apresentam os resultados das absorbancias médias do
tratamento com o composto lupeol. A andlise estatistica mostrou que no tempo
de 24 horas nenhuma concentrac¢do do lupeol apresentou efeito sobre as células
tumorais HTC. No tempo de 48 horas, a concentragdo de 10 ug/mL, e no tempo de
72 horas, as concentrag¢des de 1, 10, 15, 20, 40, 80 e 100 pg/mL, apresentaram
absorbancias médias estatisticamente maiores que a do controle negativo,
indicando um estimulo da atividade mitocondrial e/ou da proliferacdo celular das
HTC expostas ao lupeol.

Figura 1 — Absorbancia média e desvio-padrado de células tumorais de figado de
Rattus norvegenicus tratadas com as diferentes concentra¢des (pg/mL) do
composto lupeol de C. echioides.
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C-: Controle Negativo; C+: Controle Positivo; CS: Controle Solvente; 2,0 x10* células por
poco, incubadas por 24, 48 e 72 h. * Resultado estatisticamente diferente do controle
negativo (C-), pelo teste de Dunnet (p<0,05). Fonte: Autoria prépria (2019).
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Os dados da Figura 2 apresentam os resultados das absorbancias médias do
tratamento com o composto diterpeno. A analise estatistica ndo mostrou
diferenca estatistica entre as absorbancias dos tratamentos com as diferentes
concentracdes deste e o controle negativo, em todos os tempos de avaliacdo (24,
48 e 72 horas). Assim, os dados mostram que este composto, extraido e isolado do
C. echoides ndo apresentou potencial citotéxico para as células tumorais hepaticas
utilizadas no presente estudo, nas concentracdes e tempos avaliados.

Estes resultados sdo divergentes dos encontrados por Mello et al. (2010), que
mostraram atividade antitumoral de alcaloides obtidos do extrato etandlico de C.
echioides. Assim, possivelmente, outros extratos e o compostos de C. echioides,
gue nao o lupeol e diterpeno, estejam relacionados a atividade antitumoral desta
planta.

Figura 2 — Absorbancia média e desvio-padrdo de células tumorais de figado de
Rattus norvegenicus tratadas com as diferentes concentracdes (ug/mL) do
composto diterpeno de C. echioides.
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C-: Controle Negativo; C+: Controle Positivo; CS: Controle Solvente; 2,0 x10* células por
poco, incubadas por 24, 48 e 72 h. * Resultado estatisticamente diferente do controle
negativo (C-), pelo teste de Dunnet (p<0,05). Fonte: Autoria prépria (2019).

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo nao identificaram atividade antitumoral dos
compostos lupeol e diterpeno, extraidos e isolados de C. echioides, mostrando que
outros estudos, com outros extratos e compostos desta planta devem ser
realizados, a fim de identificar atividades antitumorais.
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