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Extracao solido-liquido de compostos da Averrhoa
Carambola L. e avaliacao de sua atividade citotoxica

Solid-liquid extraction of Averrhoa Carambola L.
compounds and evaluation of their cytotoxic activity

RESUMO

Nas ultimas décadas varios estudos tém focado na utilizacdo de plantas medicinais, seus
extratos ou seus compostos isolados para a obtencao de quimioterapicos mais eficazesno
tratamento de canceres. Neste sentido, as frutas possuem destaque, visto que sdo ricas em
compostos bioativos. A carambola, por exemplo, fruto proveniente da caramboleira, possui
varios nutrientes essenciais e vitaminas em sua composicao, além de antioxidantes. Assim,
o presente projeto teve por objetivo a extracdo sélido-liquido de compostos da fruta
carambola, com maturacdo verde e madura, e andlise das suas citotoxicidades/atividades
antitumorais frente as células de hepatoma de Rattusnorvegicus (HTC). No tempo de 24
horas, o extrato etandlico bruto de carambola madura, nas concentracdes de 200, 500 e
1000 pg/mL, apresentou efeito indutor da proliferacdo celular, e o extrato da fruta verde,
nao apresentou nenhum efeito sobre as células HTC. No tempo de 48 horas, todas as
concentracoes do extrato etandlico bruto de carambola madura induziram a divisao celular
tumoral, assim como as concentragdes de 10 e 500 pg/mL do extrato de carambola verde.
No tempo de 72 horas, a inducado a divisao celular cessou em ambos os extratos verde e
maduro. Assim, os dados do presente estudo mostram que outros solventes devem ser
avaliados para testes com a fruta carambola, para a obtencdo deextratos mais eficientes
em termos biologicos.

PALAVRAS-CHAVE:Carambola. Citotoxicidade. Extracao.

ABSTRACT

In the last decades, several studies have focused on the use of medicinal plants, their
extracts or their isolated compounds to obtain more effective chemotherapeutic drugs for
cancer treatment. In this sense, the fruits are highlighted, as they are rich in bioactive
compounds. Star fruit, for example, fruit from star fruit, has several essential nutrients and
vitamins in its composition, as well as antioxidants. Thus, the present project aimed the
solid-liquid extraction of green and mature ripening fruit compounds and analysis of their
cytotoxicity/antitumor activities against Rattus norvegicus (HTC) hepatoma cells. At 24
hours, the raw ethanolic extract of ripe starfruit, at concentrations of 200, 500 and 1000
pg/mL, showed cell proliferation inducing effect, and green fruit extract showed no effect.
about HTC cells. Within 48 hours, all concentrations of the ripe starfruit crude ethanol
extract induced tumor cell division, as well as the 10 and 500 pg/ L concentrations of the
green starfruit extract. At the time of 72 hours, the cell division induction ceased in both
green and mature extracts. Thus, the data from the present study show that other solvents
should be evaluated for testing with star fruit to obtain more biologically efficient extracts.
KEYWORDS: Star fruit. Cytotoxicity. Extraction.
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INTRODUGAO

A extracdo é uma operacdo fisico-quimica muito utilizada para isolar
compostos e substancias de vegetais a serem aplicados em testes, em especial de
atividade citotoxica, antitumoral ou quimioterapica (FERREIRA, 2013).

Para testar o potencial de acdo antitumoral, sdo realizados principalmente
testes in vivo e in vitro (SIMONETTI, 2004). Dentre estes testes, destaca-se os
ensaios com células de hepatoma de RattusNorvegicus (HTC), onde estas
verificam a influéncia das substancias téxicas pela metabolizacdo de compostos
guimicos estranhos ao organismo (MANTUANELLI, 2015).

A carambola é um fruto proveniente da caramboleira (Averrhoa carambola
L.) e possui varios nutrientes essenciais e vitaminas em sua composicdo, como
agua, ferro, potassio, fésforo, calcio, magnésio, zinco, rico em antioxidantes e
vitamina c, que é um antioxidante muito indicado por ser considerado um dos
mais poderosos de sua classe (FRAGOSO, 2013). Segundo estudos, os
antioxidantes tém efeito indutor do apoptose e inibidor do crescimento tumoral
(CARVALHO, LOCATELLI, 2009).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar a citotoxicidade do
extrato etanélico de carambolas maduras e verdes, frente as células tumorais de
hepatoma de RattusNorvegicus (HTC), visando obter maiores conhecimentos
sobre os efeitos celulares desta fruta.

MATERIAIS E METODOS
PREPARO DOS EXTRATOS

Para o preparo dos extratos brutos foram adicionadas 100 g da polpa in
natura de carambola verde ou madura (turborizadas) em 500 mL do solvente
extrator (etanol 99,8% (CH3CH20H)). Entao, estes foram mantidos em agitacio
magnética por 2 horas ao abrigo de luz & temperatura ambiente (PALIOTO et al.,
2015).

Apbs, os extratos foram filtrados a vacuo utilizando gaze como filtro e
diluidos em um baldo volumétrico de 1000 mL, com o solvente, para se obter
extratos na concentracao final de 0,1 g mL-1. O solvente etanol foi recuperado
através da separacao dos extratos por rotaevaporacao pelo equipamento
Rotaevaporador FISATOM. Este procedimento foi realizado por 12 h em
temperatura maxima de 40 °C, para que ndo ocorresse a degradacao dos agentes
nutracéntricos dos extratos.

O rendimento maximo da extracao foi determinado em aparelho de extracao
projetado por Franz von Soxhlet (SOXHLET,1879). Os cartuchos foram recheados
com 5 g de carambola verde ou madura picados em pequenos pedacos e foram
dispostos no equipamento de extracao Soxhlet em contato com o solvente etanol.
O equipamento foi ajustado para atingir a temperatura de ebulicdo do solvente
(78,5 °C) e foi operado por 8h ininterruptas. Por fim, o solvente foi evaporado e
os baldes que continham os extratos finais foram colocados em dessecador até
esfriamento. O calculo do rendimento é feito a partir da massa de extrato livre de
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solvente obtida,.gm relacdo a massa inicial da carambola submetida a extracao,
conforme Equacao 1.

massa final do extrato «100 (1)

Rendimento maximo = L
massa inicial da amostra

Os resultados das médias dos rendimentos foram comparados pelo teste de T
nao-pareado (a=0,05; n=3), pelo programa GraphPadInstat.

TESTE DE CITOTOXICIDADE/ATIVIDADE ANTITUMORAL

As células HTCforam cultivadas em frascos de cultura de 25cm2, contendo
10mL de meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal, e
incubadas em estufa do tipo BOD a 37 °C.

O ensaio de citotoxicidade do MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil
tetrazoliumbromide] seguiu o protocolo sugerido por Mosmann (1983). Foram
utilizadas placas de cultura celular de 96 pocos, onde em cada poco foram
semeadas 2,0x10"* células. Apds 24 horas, o meio de cultura de cada poco foi
descartado e adicionado 100 uL de meio novo com os tratamentos: controle
negativo (meio de cultura), tratamento com o agente citotdxico metil
metanossulfonato (MMS) (concentracdo final de 150 uM) e tratamentos com os
extratos etandlicos dos frutos verdes (EV) e maduros (EM) de carambola, diluidos
em meio de cultura, nas concentracoes finais de 1, 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400,
500 e 1000 pg mL-1.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas, e apds este tempo, o meio
de cultura foi substituido por 100uL de meio livre de soro, acrescido de MTT na
concentracdo de 0,167 mg/mL. A placa foi incubada por mais 4 horas e, na
sequéncia, o meio contendo MTT foi descartado e aos pocos foram adicionados
100uL de dimetilsulféxido (DMSO), para diluicdo dos cristais de formazan
formados. A leitura foi realizada em leitor de microplacas (FlexStation) a 550 nm.

A analise estatistica, para a comparacdo das médias das absorbancias, foi
feita por analise de variancia (oneway ANOVA), seguida pelo teste de Tukey
(a=0,05, p<0,05, n=8), pelo programa ActionStat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da Figura 1 apresentam os valores médios de absorbancia e
desvios-padroes obtidos com as células HTC tratadas com os extratos etanolicos
de carambolas verdes e maduras, no tempo de 24 horas. Os dados mostram que
todas as concentracoes do extrato de carambola verde foram estatisticamente
semelhantes ao controle negativo, nao apresentando efeito citotdxico.

Ja para o extrato de carambola madura, as concentracoes de 200 pg/mL, 500
pg/mL e 1000 pg/mL apresentaram absorbancias maiores e diferentes
estatisticamente do controle negativo, o que indica estimulo da divisao celular
destas concentracoes avaliadas neste tempo.
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A inducéo da divisdo celular observada no extrato de carambola madura
pode ser explicada pela grande quantidade de nutrientes contidos na carambola e
o grande potencial antioxidante. Os estudos de Guéant et al. (2013) e Wang el al.
(2014) mostram que a concentracdo de vitamina C esta diretamente relacionada
com o crescimento e multiplicacdo celular. Também, a estimulacido das divisdes
celulares das células tratadas com extratos frutosos esta relacionada a existéncia
de compostos bioativos presentes nos frutos, como vitaminas, compostos
fendlicos, antioxidantes, dentre outros (RIZZON et al., 2007; RIZZON; MIELE,
2012).

Figura 1 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais de figado de rato
tratadas por 24 horas com as concentracdes dos extratos etanodlicos brutos de carambola
verde e madura.
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Co-: Controle Negativo; Co+: Controle Positivo; 2,0x104 células por poco. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).Fonte: Autora (2019).

No tempo de 48 horas (Figura 2) observou-se que as concentracdes de 10
pg/mL e 500 pg/mL do extrato de carambola verde e todas as concentracdes do
extrato de carambola madura, foram diferentes do controle negativo neste tempo
de avaliacao, apresentando absorbancias estatisticamente maiores e inducao das
divisdes celulares das células tumorais. Resultado semelhante foi obtido por
Diisman (2014), utilizando como tratamento o suco integral e natural de uvas
convencionais e organicas e Rocha (2018), utilizando extratos de bagaco de uva,
onde a viabilidade celular e a proliferacdo celular aumentaram no horario de 48
horas de tratamento, em células HTC. Logo, a grande quantidade de vitaminas e
antioxidantes presentes na carambola contribuiram para a proliferacido celular,
como a maioria dos extratos de frutas citadas.

A Figura 3 apresentam os valores médios de absorbancia e desvios-padroes
obtidos com as células HTC tratadas com os extratos etandlicos de carambola
verde e madura no tempo de 72 horas. A andlise estatistica mostrou que nao
houve diferencas entre as diferentes concentracdes dos estratos etanélicos de
carambola verde e madura com o controle negativo, indicando auséncia de efeito
citotéxico/antitumoral destes extratos ou efeito proliferativo celular.

Figura 2 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais de figado de rato
tratadas por 48 horas com as concentracdes dos extratos etanodlicos brutos de carambola
verde e madura.




L IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
= __El XXIV SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA B PR
‘ 11a 13 de Novembro | Pato Branco - PR e

ICITE CAMPUS PATO BRANCO

UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

1

0.9 mah
0.8 bodef bcdef Eeact bedef | abedz
0.7 fo defe
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

Co+ [1] [s1 [10] [so] [100] [200] [300] [400] [S500] [1000]

Owverde mmadura Grupos

Absorbincia

Co-: Controle Negativo; Co+: Controle Positivo; 2,0x104 células por poco. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).Fonte: Autora (2019).

Figura 3 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais de figado de rato
tratadas por 72 horas com as concentracoes dos extratos etanélicos brutos de carambola
verde e madura.
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Co-: Controle Negativo; Co+: Controle Positivo; 2,0x104 células por poco. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).Fonte: Autora (2019).

CONCLUSAO

Os dados do presente estudo indicam estimulo da proliferacdo celular
(tempos de 24 e 48 horas) ou nenhum efeito sobre as células HTC (72 horas) apos
contato com os extratos etandlicos de carambolas verdes e maduras. Os dados
mostram que outros solventes devem ser avaliados com a fruta carambola, a fim
de obter extratos mais eficientes em termos biolégicos.
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