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RESUMO

Croton heliotropiifolius Kunth constitui uma espécie endémica do Nordeste Brasileiro.
E popularmente conhecida por suas propriedades medicinais de alivio da dor de
estdbmago, na disenteria e antitérmico. O presente trabalho avaliou o estudo fitoquimico
e biologico do extrato metandlico de folhas de C heliotropiifolius. Investigacdes
fitoquimicas foram realizadas por cromatografia em camada delgada, cromatografia
liqguida de alta eficiéncia, espectrofotometria de UV-visivel e espectroscopia de
Infravermelho por Transformacdo de Fourier (FT-IR). Para as atividades biologicas,
foram empregados os métodos de difusdo em agar na a avaliacdo antimicrobiana, o
método de sequestro de radicais livres usando o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
para a atividade antioxidante e as atividades citotoxicas foram analisadas através do
método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio em linhagens
tumorais e para a investigacdo da capacidade citotoxica contra eritrocitos, foi realizado
o0 ensaio hemolitico in vitro de fragilidade osmotica, seguido de analise morfoldgica dos
eritrocitos. Analises fitoquimicas do extrato por cromatografia em camada delgada e
liquida de alta eficiéncia identificaram a presenca de compostos fendlicos: flavonoides
(&cido gélico) e taninos hidrolisaveis. Foi demontrada a auséncia de alcaloides,
cumarinas e saponinas. Bem como, no espectro de UV-visivel e de infravermelho do
extrato, que demosntram bandas de absorcdo em 268, 316, 406 nm e 1661 cm™,
respectivamente; o que validou os achados cromatograficos. Nos ensaios bioldgicos, a
avaliacdo antimicrobiana contra cepas Staphylococcus aureus (ATTCC 12692) e
Candida albicans (ATCC-76645) mostrou resisténcia ao extrato. Na atividade
antioxidante foram demonstrados valores de 10,67%, 13,92%, 20,31 % com nivel de
significancia de p<0,001. A atividade citotoxica mostrou baixo percentual de inibi¢éo
celular para as linhagens tumorais NCI-H292, MCF-7, Hep-2 e moderado para HL-60.
A investigacdo da capacidade citotdxica contra eritrocitos apresentou baixa atividade
hemolitica, tendo a maior concentracdo (1000 pg/mL) exibido percentual de 2,95% e
significancia de p<0,001. A morfologia dos eritrocitos manteve-se preservada. Deste
modo, a espécie C. heliotropiifolius demonstrou baixo nivel de citotoxicadade,
capacidade antioxidante e presenca de compostos fenolicos, o que possibilita o
isolamento do acido galico em estudos futuros.

Palavras-chave: Fitoquimica. Antimicrobiano. Antioxidante. Citotoxidade. Fragilidade
Osmotica.



ABSTRACT

Croton heliotropiifolius Kunth is an endemic species of the Brazilian Northeast. It is
popularly known for its medicinal properties of relief of stomach pain, dysentery and
antipyretic. The present work evaluated the phytochemical and biological study of the
methanolic extract of leaves of C heliotropiifolius. Phytochemical investigations were
performed by thin-layer chromatography, high performance liquid chromatography,
UV-visible spectrophotometry and Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy.
For the biological activities, agar diffusion methods were used in the antimicrobial
evaluation, the free radical sequestration method using DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) for the antioxidant activity and the cytotoxic activities were Were
analyzed by MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide in
tumor cell lines and for the investigation of cytotoxic capacity against erythrocytes, the
in vitro hemolytic assay of osmotic fragility , Followed by a morphological analysis of
the erythrocytes Phytochemical analyzes of the extract by high efficiency liquid and thin
layer chromatography identified the presence of phenolic compounds: flavonoids (gallic
acid) and hydrolyzable tannins The absence of alkaloids, coumarins and saponins was
demonstrated. As in the UV-visible and infrared spectra of the extract, which show
absorption bands at 268, 316, 406 nm and 1661 cm™, respectively. Which validated the
chromatographic findings. In the biological assays, antimicrobial evaluation against
strains Staphylococcus aureus (ATTCC 12692) and Candida albicans (ATCC-76645)
showed resistance to the extract. In the antioxidant activity, values of 10.67%, 13.92%,
20.31% were demonstrated, with a significance level of p <0.001. Cytotoxic activity
showed a low percentage of cell inhibition for the NCI-H292, MCF-7, Hep-2 and
moderate to HL-60 tumor lines. Investigation of the cytotoxic capacity against
erythrocytes showed low hemolytic activity, with the highest concentration (1000 pg /
mL) presented a percentage of 2.95% and significance of p <0.001. The erythrocyte
morphology remained preserved. In this way, the C. heliotropiifolius species showed
low levels of cytotoxicity, antioxidant capacity and the presence of phenolic
compounds, which makes it possible to isolate gallic acid in future studies.

Keywords: Phytochemistry. Antimycobian. Antioxidant. Cytotoxicity. Osmotic
Fragility.
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1 INTRODUCAO

O poder medicinal das plantas € tdo primitivo quanto a origem da espécie humana.
As primeiras civilizagbes evidenciaram em algumas espécies vegetais, substancias
ativas que possuiam poder curativo, 0 que permitiu demonstrar empiricamente seu
potencial farmacolégico (BADKE et al., 2011).

O uso tradicional das ervas constituiu, por muito tempo, o principal auxilio
medicinal empregado nos tratamentos de salde. Entretanto, o aperfeicoamento
tecnoldgico da ciéncia ocasionou o surgimento de novos protocolos farmacoldgicos,
dando lugar aos medicamentos industrializados. Estes tratamentos ganharam o gosto e a
confianga da populacdo moderna, o que enfraqueceu o uso medicinal das plantas
(BADKE et al., 2011).

De modo geral, os beneficios proporcionados pelo uso medicinal das espécies
vegetais sdo esperangosos para a saude, contanto que haja conhecimento prévio das
utilidades, vantagens e riscos. Desta forma, os profissionais da salde devem estar
atentos ao seu uso tradicional, tendo em vista os valores culturais e de estilo de vida das
comunidades submetida aos tratamentos (ISERHARD et al., 2009).

Mudangas socioecondémicas mundiais inspiram 0s modelos de saude e
ocasionaram, no decorrer dos anos, 0 resgate do uso terapéutico dos recursos naturais
que havia sido esquecido, fazendo com que as plantas retomem espaco e competividade
com o0s medicamentos convencionais (ALVIM et al., 2004).

No Brasil, o Ministério da Saude destinou 6,7 milhdes no ano de 2012, ao projeto
“Arranjos Produtivos Locais de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no SUS”, com o
objetivo de investir na aquisicdo de equipamentos e materiais, contratacdo de
profissionais e qualificacdo técnica para promover a interacdo e a colaboragdo entre 0s
agentes produtivos, a producao e a distribuicdo de plantas medicinais e fitoterapicos no
SUS (PORTAL DA SAUDE, 2012).

Deste modo, estudos fitoquimicos e etnofarmacoldgicos sdo cada vez mais
importantes para ampliar os conhecimentos do uso popular de extratos naturais,
comprovar cientificamente as atividades de seus componentes, além de ajudar na busca
de principios ativos contra diversas enfermidades (GONCALVES et al., 2017). Tais
estudos sdo favorecidos pela disponibilidade de matéria prima, diversidade de
compostos quimicos, baixo custo, e seus resultados, muitas vezes superam os farmacos

ja existentes. Como por exemplo, muitos vegetais tem amplo espectro de atividade
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antimicrobiana (ALMEIDA; SCHEFFER, 2012).

O potencial de alguns extratos de plantas em retardar ou inibir a oxidacdo de
moléculas através da supressdo de reacGes de oxidacdo em cadeia, confere efeito
protetor que torna a sua utilizacdo uma alternativa na medicina complementar
(MAHBOUBI et al, 2013), pois o estresse oxidativo crénico € responsavel por muitas
doencas degenerativas, tais como: asma, doencas gastrointestinais, doencas cardiacas,
doencas autoimunes e Alzheimer (LUSHCHAK, 2014; SIES, 2015).

Diante de todo esse potencial, uma medida prioritaria é a determinacdo da
capacidade toxica de um produto vegetal, uma vez que varios compostos podem ser
capazes de causar efeitos nocivos. Portanto, € recomendado que novos extratos ou
extratos de acdo ainda desconhecida sejam analisados quanto ao comportamento celular
em meio controlado, livre das complexas interaces do organismo. As vantagens dessas
metodologias sdo, além do controle ambiental das células, a facilidade de execucdo e a
rapidez (FRESHNEY, 2000).

Investigagbes que visem analisar o desempenho de compostos vegetais na
homeostase celular, avaliam a capacidade de substancias provocarem efeitos a nivel de
membrana, o que pode ocasionar dano celular (MOHANDAS; GALLAGHER, 2008).
Anélises citotoxicas utilizando componentes hematoldgicos, células necessarias para a
manutencdo hemodinadmica, demonstraram que diversas plantas sdo capazes de causar
perturbacdes osmaticas e alteracdes morfoldgicas em eritrécitos (MAIWORM ET AL.,
2008).

A regido Nordeste do Brasil comporta uma rica diversidade de uso de plantas
com a finalidade medicinal, o que pode ser explicado por sua flora e pela interagéo de
diferentes culturas (ALBULQUERQUE et al., 2010). A espécie Croton
heliotropiifolius Kunth, popularmente conhecida como “velame”, “velaminho” e
“velame-de-cheiro” devido aos seus minusculos pelos, € endémica no Nordeste
Brasileiro e pode ser encontrada com frequéncia na vegetacdo da Caatinga, brejos,
restingas e cerrado (RANDAU, 2001). Estudos voltados para o C. heliotropiifolius
constataram a presenca predominante de alcaldides, polifendis e compostos redutores,
sendo referido pela populagdo como util no alivio da dor de estdmago, na disenteria e
antitérmico (RANDAU, 2001).

Assim, visando a importancia de analises fitoquimicas e biologicas de plantas

para a sua aplicacdo medicinal, este trabalho propds-se a caracterizar fitoquimicamente



19

0 extrato metanolico de folhas de C. heliotropiifolius e avaliar seu potencial

antimicrobiano, antioxidante e citotoxico contra linhagens tumorais e eritrocitos.



20

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Coniderac0Oes Botanicas

2.1.1 Familia Euphorbiaceae
A familia Euphorbiaceae constitui um grupo muito diversificado encontrado

principalmente nos tropicos e em regides temperadas. Possui ao todo cerca de 8.000
espécies, distribuidas em 317 géneros, 49 tribos e cinco subfamilias (WEBSTER, 1994).
Pertence a ordem Malpighiales, devido a escassez de informacGes em varios aspectos,
tais como a composicdo e morfologia dos tdxons e ainda no que se refere a sua de
distribuicdo geogréfica, filogenia e conhecimentos moleculares constitui uma das ordens
mais complexas (JUDD et al., 2009).

Na flora brasileira € uma das mais ricas e diversificadas familias, com 63
géneros e 921 espécies em todos os tipos de vegetacdo (CORDEIRO, 2010). Esta
familia apresenta representantes de destaque econdmico, como por exemplo, Hevea
brasiliensis, conhecida como arvore da borracha pela produgdo do latex. Também
pertence & familia a mamona, Ricinus communis, nativa da Africa e constitui uma fonte
de fibras vegetais, 6leo de ricino e diversos compostos quimicos usados na medicina,
além de 6leo lubrificante para 6nibus espaciais e foguetes (ANGELICO, 2011).

Outo importante representante desta familia, a Manihot esculenta, popularmente
conhecida como mandioca, constitui a base da alimentacdo no nordeste brasileiro
através do consumo direto e da extracdo da farinha de mandioca, que é consumida em
larga escala em todo o Brasil e também em muitos paises Africanos (ANGELICO,
2011).

2.1.2 Género Croton

Croton é o género da familia Euphorbiaceae que compreende cerca de 1300
espécies espalhadas por regides tropicais do mundo. Varias destas espécies tém
desempenhado um papel importante no uso tradicional de plantas medicinais na Africa,
Asia e na América do Sul (SALATINO et al., 2007). No Brasil constitui 0 género com
maior numero de representantes da familia, com total de 350 espécies, distribuidas em
29 seccOes (BERRY et al., 2005). Na regido Nordeste estima-se um total de 52 espécies
distribuidas em 18 sec¢fes (CORDEIRO E CARNEIRO TORRES, 2006).

Linnaeus em 1753 descreveu 13 espécies de Croton da Asia e Africa na primeira
edicdo de Species Plantarum. Depois dessa descricdo, 0 género passou a receber
atencdo de muitos estudiosos (e.g., Baillon 1858; Mueller 1865, 1866, 1873; Bentham
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1880), dos quais, destaca-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que propds a
classificacdo infragenérica mais recente para o género (SILVA; SALES & CARNEIRO-
TORRES, 2009).

Croton advém do grego crston que significa “carrapato” (Ixodes ricinusL.) uma
alusdo devido a semelhanca das sementes de seus representantes com o inseto
(BENIGNI, 1968). Os diversos membros do género Croton demonstram acdo de alivio
da dor e outras atividades farmacoldgicas como anti-inflamatdria, antiulcerogénica e
anti-hipertensiva.

O género Croton possui um papel funcionalmente importante dentro do
ecossistema terrestre, pois muitas de suas espécies sdo responsaveis por colonizar areas
desmatadas como matas, beira de estradas e margem de rios, isso se deve
principalmente a producdo de flores e frutos durante a maior parte do ano,
possibilitando a restauracdo de areas degradadas (LIMA; PIRANI, 2008).

Geograficamente 0 género possui uma significativa representacdo no nordeste do
Brasil. Em Pernambuco ja foram demonstradas aproximadamente 35 espécies. Cerca de
50 municipios foram registrados com a ocorréncia do género. As espécies de maior
incidéncia foram: C. argyrophylloides Muell. Arg.; C. campestres (St. Hil.) Muell Arg.;
C. floribundus Spreng.; C. glandulosus L.; C. grewioides Baill.; C. hirtus L’ Herit; C.
lobatus L.; C. micans (Swattz emend) Muell. Arg.; C. moritibensis Baill.; C.
regnellianus Muell. Arg.; C. heliotropiifolius Kunth.; C. sellowii Baill.; C. sonderianus
Muell. Arg. e C. zenhtneriPax & Hoffm. Evidenciando assim, a larga distribuicdo do
género em todo o estado e uma maior incidéncia proxima ao litoral e na zona da mata.
(RANDAU et al., 2004).

2.1.3 Consideragdes gerais sobre Croton heliotropiifolius Kunth

A espécie C. heliotropiifolius possui ampla distribuicdo na regido Neotropical,
podendo ser encontrada desde o Panamé até o Brasil (GOVAERTS et al. 2000). Em
territério brasileiro estende-se do estado de Minas Gerais até a regido Nordeste
(LUCENA, 2000), ocorrendo predominantemente na vegetacdo da Caatinga, brejos,
restinga e cerrado (RANDAU et al., 2004).

No noroeste do estado da Bahia, as chamadas dunas do Médio Séo Francisco
constituem um corredor de terreno arenoso sobre o qual se desenvolve a vegetagéo da
Caatinga, onde foram evidenciadas espécies da familia Euphorbiaceae, bem como o C.
heliotropiifolius (SATIRO et al., 2008). Em Pernambuco, a espécie pode ser encontrada
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em terrenos baldios, areas de brejos de altitudes, mata atlantica, zona da Mata e
Caatinga (SILVA et al., 2010). Também foi descrita a presenca da espécie nos estados
do Rio grande do norte (ROQUE et al., 2010), Paraiba (TOLKE et al.,2011) e Goias
(SODRE et al., 2014).

O C. heliotropiifolius apresenta-se como subarbusto ou arbusto com até dois
metros de altura, provido de latex incolor, creme a avermelhado. Ramos cilindrico,
verde a acinzentados. Estipulas pequenas (1 mm), lanceoladas. As folhas sdo alternas e
ligeiramente subopostas no apice, sésseis a pecioladas e esverdeadas; o limbo de
consisténcia membranacea ou cartacea possui formato ovoide, com apice agudo, base
reentrante, bordo serrilhado, piloso em ambas as faces, peninérveo, com a nervura
principal saliente na face dorsal; a insercdo do peciolo é do tipo marginal, sendo
levemente biconvexo em secdo transversal. As flores estdo dispostas em inflorescéncias
terminais, racemiformes, congestas. O fruto é uma céapsula oblonga a subglobosa.
Sementes elipticas a oblongas, com tegumento castanho a preto. (RANDAU et al.,
2004; SODRE et al., 2014).

A espécie possui tricomas estrelado-porrectos adensados nas estruturas
vegetativas e reprodutivas, dando um aspecto tomentoso. Geralmente ndo apresenta
nectarios no peciolo ou quando presente, estes sdo inconspicuos, globosos e muitas
vezes encobertos pelos tricomas (SATIRO et al., 2008; SODRE et al., 2014).

Figura 1. Espécie Croton heliotropiifoius Kunth (Fonte: Jéssica de Andrde Gomes Silva, 2014)

O emprego da espécie na medicina popular segue as potencialidades atribuidas
ao género que faz parte, onde de um modo geral, as espécies pertencentes ao género sao
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frequentemente utilizadas na forma de infusdes ou chas para o alivio da dor (ABREU et
al., 2001), disfungdes intestinais, no tratamento de diarreias, desordens digestivas, na
cura de feridas, no tratamento da infecgdes (SALATINO et al., 2007). Também tem
sido referida no tratamento de problemas comuns de saide, como gripes, inflamacoes,
dermatites e cistos (SARAIVA et al., 2015).

O extrato do C. heliotropifoliius associado aos extratos de Trichilia catigua e
Paullinia cupana Kunth, compde a formulagdo mais recente da Catuama, medicamento
psicoanaléptico ou estimulante, registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria como um fitoterapico e comercializado pelo Laboratério Catarinense na forma
de cépsulas ou como solugdo oral (LONGHINI et al, 2016).

O perfil fitoquimico do C. heliotropiifolius demostra as principais classes de
compostos presentes em espécies do género Croton e da familia Euphorbiaceae.
Polifendis como cumarinas mostraram-se ausentes na espécie e sdo substancias raras na
familia Euphorbiaceae e no género Croton, existindo apenas a constatacdo de
escopoletina no C. sonderianus (CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982). A auséncia de
saponinas evidenciada no C. heliotropiifolius também ¢é relatada no C. linearifolius
(SILVA et al., 2014).

Investigacdes da composi¢do quimica do dleo essencial extraido das folhas de C.
heliotropiifolius exibiu a-pineno, sabineno, linalol, acetato de bornila, 3-cariofileno,
germacreno D, o-cadineno, a-humuleno, biciclogermacreno, espatulenol e o eucaliptol
como majoritario. Ja no talo dessa espécie foi verificado a presenca de p-cimeno, a-
pineno, eucaliptol, linalol, 3-cariofileno e germacreno D semelhantes aos identificados
nas folhas (SILVA, 2008; ANGELICO et al., 2012).

O oleo essencial de C. heliotropiifolius apresentou efeito larvicida relevante
contra 0 Aedes aegypti 0 que pode representar uma contribuicdo para métodos
alternativos de controle do mosquito (DORIA et al., 2010).

O potencial antifungico contra Candida albicans e a atividade inibidora da
Acetilcolinesterase apresentada pelo extrato etandlico da casca do caule de C.
heliotropiifolius foi descrito por Queiroz et al. (2014) e em seu estudo, houve a
identificacdo do alcaloide taspine, composto retratado como um forte inibidor da
Acetilcolinesterase (ROLLINGER et al.,2006). A identificacdo de compostos inibidores
da Acetilcolinesterase pode explicar a atividade inseticida observada no 6leo essencial
desta planta (MAGALHAES et al., 2015).

Magalhaes et al. (2015) em seu estudo também relatou a capacidade repelente
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do oOleo essencial contra Tribolium castaneum, esta capacidade constitui uma
propriedade importante para o controle de pragas, pois quanto maior a repeléncia,
menor serd a infestacdo (COITINHO et al., 2006).

O potencial antimicrobiano do C. heliotropiifolius contra cepas de Shigella
flexneri e Escherichia coli foi descrito por Alencar Filho et al. (2017) e pode justificar o

uso popular da espécie para tratar distdrbios do trato gastrointestinal.

2.2 Fitoquimica

2.2.1 Investigacao Fitoquimica

A fitoquimica é a area de conhecimento responsavel por caracterizar
estruturalmente, avaliar as propriedades e investigar a biossintese de metabdlitos
secundarios produzidos por organismos vivos (RODRIGUES et al., 2010). Os
metabolitos secundarios, aqueles que ndo sao necessarios as fungbes basicas
intracelulares, mas que exercem funcgdes especificas de interacdo organismo e ambiente,
na maioria das vezes apresentam atividades bioldgicas, sendo, muitos destes compostos
de importancia na area farmacéutica, pois representam uma fonte promissora para a
descoberta de novas moléculas uteis ao homem (HAIDA et al, 2007).

Investigacdes fitoquimicas abrangem o recolhimento e classificacdo botanica da
espécie em estudo, a extracdo, separacdo, purificacdo e determinacdo estrutural de
constituintes quimicos isolados (BESSA et al., 2007). Dedicando-se a desvendar os
metabolitos secundarios de espécies quimicamente desconhecidas, 0 que torna as
técnicas de elucidacdo estrutural de compostos cada vez mais importantes e
fundamentais para a compreensao das propriedades farmacoldgicas (STURM; SEGER,
2012).

Ensaios fitoquimicos tém sido utilizados em muitos trabalhos (IHA et al., 2008;
ESTEVAM et al, 2009; RODRIGUES et al., 2010; CANUTO; SILVEIRA;
BEZERRA, 2010; MULLER et al., 2013) com o objetivo de demonstrar e registrar 0s
constituintes resultantes do metabolismo secundario de plantas. Para obtencdo dessas
informagdes sdo empregadas metodologias como separag¢fes cromatograficas, que sdo
capazes de determina a concentragcdo dos compostos presentes, fazendo com que haja
seguranca e confiabilidade nos resultados (OBRADOVIC et al., 2007).

Técnicas cromatograficas como a cromatografia em camada delgada (CCD) e a

cromatografia liquida e de alta eficiéncia eficiéncia (CLAE) tém sido largamente
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utilizadas tanto para o estudo fitoquimico, quanto na quimica analitica para o controle
de qualidade de plantas medicinais, visto que proporcionam vantagens como a alta
eficiéncia e rapidez (RIBANI et al., 2004).

Outras técnicas que ajudam a identificar e a elucidar estruturas de substancias
organicas sdo a espectrometria de Uv-visivel e a espectroscopia na regido do
infravermelho, que corresponde a regido situada entre o visivel e o micro-ondas, sendo
4000 a 400 cm™ a regido mais utilizada para compostos quimicos organicos
(MCMURRY, 2010; MORAIS et al., 2013). Estas técnicas possibilitam a determinacao
das estruturas de moléculas complexas de maneira rapida, usando pouca quantidade de
amostra e ndo possuem o poder destrutivo (VESSECCHI et al., 2008; MCMURRY,
2010).

Usualmente, as metodologias utilizadas para a analise de compostos sao
empregadas em diversas areas da ciéncia, principalmente na quimica, biologia e
farmécia, pois auxiliam na identificacdo da constituicdo quimica de substancias. Em
alguns casos ela fornece a formula molecular, permite também a identificacdo de certos
grupos funcionais e muitas vezes a determinacao de partes estruturais (VESSECCHI et
al., 2008).

2.2.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos sdo constituidos estruturalmente por um ou mais anéis
aromaticos que contém grupos hidréxidos (TARAHOVSKY et al., 2014) e sdo
sintetizados principalmente a partir da combinacdo de acido chiquimico (acido 3,4,5-
trihidroxi-benzdico) e acetato ou derivados deste (OOTANI et al., 2013).

Os flavonoides sdo compostos polifenodlicos que possuem em sua estrutura dois
anéis aromaticos unidos por uma ponte de trés 4tomos de carbono (SIMOES et al.,
2004) e sua classificacdo é fundamentada em diferencas na estrutura dos trés &tomos de
carbono que ligam os anéis aromaticos. As caracteristicas desta cadeia estdo
relacionadas com a presenca ou auséncia da ligacdo dupla, a escolha de uma porgéo
carbonila ou carboxila e a possibilidade de formag&o de um anel penta ou hexagonal
(TARAHOVSKY et al., 2014). As modificagdes nas cadeias de trés carbonos resultam
em uma enorme diversidade de flavonoides, dentre os quais, destacam-se os flavonais,
as flavonas, as flavanonas, os flavanois (ou catequinas), as antocianidinas e as
isoflavonas (MORTON et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2010).
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A diversidade estrutural dos flavonoides permite que desempenhem diversas
funcgdes biologicas, tais como, auxiliar no processo de polimerizacdo, no envio de sinais
moleculares para a interagdo de plantas com microrganismos, na eliminagdo de radicais
livres, como anticancerigeno e anti-inflamatério, além de, estarem envolvidos nas
respostas a perturbacdes bidticos e abioticos (SUHARTONO et al., 2012; LIU et al.,
2013), sendo sua biossintese mais intensa quando a planta esta sob condic¢des de grande
estresse (AGATI et al., 2012).

O flavonoide é&cido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoéico) é um polifenol
presente na castanha, chas, uvas, vinho tinto entre outros produtos naturais (MA et al.,
2003) e pode ser obtido a partir da hidrélise &cida de taninos (LOCATELLI et al.,
2013). Varios derivados do &cido galico ja foram sintetizados com o objetivo de
melhorar suas caracteristicas fisico-quimicas, apresentando diferenca somente no
numero de carbonos da cadeia lateral, o que é capaz de alterar a sua lipofilicidade
(LOCATELLI et al., 2013).

Varios estudos demonstram que o acido galico apresenta forte acdo antioxidante
(KIM et al., 2002), anti-inflamatéria (KROES et al., 1992), antimutagénica (GICHNER
et al., 1987) e antitumoral (LOCATELLI et al., 2013). Com relacdo a atividade
antitumoral, o &cido galico tem demonstrado também atividade citotdxica seletiva,
afetando principalmente células tumorais e ndo as linhagens celulares normais
(SERRANO et al., 1998; YOSHIOKA et al., 2000). Alguns derivados do &cido galico
tém demonstrado efeitos ainda mais potentes que o seu precursor, provavelmente por
apresentarem uma maior permeabilidade as membranas plasmaticas (SAEKI et al.,
2000).

Os taninos sdo compostos fenolicos de elevada massa molar, podem ser
encontrados na maioria dos vegetais, tanto em espécies gimnospermas C€omo
angiospermas e despertam grande interesse ecolégico e econdémico (KHANBABAEE;
REE, 2001; BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004; SEKOWSKI et. al, 2014).
Sdo classificados de acordo com sua estrutura em taninos condensados e taninos
hidrolisaveis (KOLECKAR et. al, 2008; SEKOWSKI et. al, 2014), os hidrolisaveis sdo
unidos por ligacGes ester-carboxila e os taninos condensados ou proantocianidinas séo
formados pela condensacdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol (catequina) e
flavan 3,4-diol (leucoantocianinas), podendo conter de duas a cinguenta unidades de
flavonoides (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).
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Os taninos sdo responsaveis pela adstringéncia em sucos, chas, vinhos e outras
bebidas. Nos vegetais, eles atuam na defesa quimica contra o ataque de herbivoros e
contra microrganismos patogénicos (SIMOES, 2004).

2.3 Atividades Bioldgicas

2.3.1 Atividade Antimicrobiana
O potencial antimicrobiano das plantas est4 associado a composic¢ao quimica de tais

espécies. Frequentemente, este potencial € determinado por ensaios in vitro utilizando
técnicas de difusdo em agar e dilui¢cbes (macro e microdiluicdo) (ELOFF et al., 1998;
AGRIPINO et al.,, 2004; LANGFIELD et al., 2004). Outro método de avaliagdo da
capacidade antimicrobiana, a autobiografia, é capaz de determinar compostos bioativos
de extratos de plantas a partir da inibicdo do crescimento de microrganismos através da
deteccdo de anticorpos antimicrobianos (ALCERITO et al., 2002; AGRIPINO et al.,
2004; SASIDHARAN et al., 2011).

As técnicas utilizadas para a avaliacdo da acdo de compostos de plantas e a
grande variacdo encontrada na composicdo quimica de algumas preparacfes vegetais
podem resultar em dados de dificil comparacdo entre as pesquisas. Também ndo existe
um consenso sobre os niveis de inibicdo aceitaveis para compostos de plantas
comparados com antibiéticos padrdes (DUARTE, 2006).

Em geral, a atividade antimicrobiana vem sendo relacionada a pequenos terpendides
e compostos fendlicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e murleno, que também
em sua forma pura exibem potencial antibacteriano e antifungico. Apesar dos
mecanismos de acdo ainda ndo serem completamente elucidados, estes parecem estar
associados ao carater lipofilico dos compostos, ocasionando um acuimulo nas
membranas e perda de energia pelas células.

Portanto, a identificacdo de novos compostos presentes nas plantas amplia 0s
recursos terapéuticos, pois sdo capazes de promover a reducdo de possiveis efeitos
adversos que algumas substancias quimicas sintéticas provocam, podem driblar a
resisténcia aos farmacos antimicrobianos convencionais e minimizar 0s custos no

desenvolvimento de medicamentos (ALVES et al, 2001).

2.3.2 Atividade Antioxidante
Radicais livres s@o constantemente produzidos pelo organismo humano atraveés

das atividades metabolicas normais, sendo definidos como moléculas ou atomos que
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possuem elétrons de valéncia desemparelhados, tornando-os altamente reativos. Quando
ocorre um desequilibrio entre a producdo de oxidantes e a concentracdo de
antioxidantes, acarreta 0 estresse oxidativo, que é responsavel por processos
fisiopatoldgicos como inflamacdo, diabetes, aterosclerose, doencas hepaticas, mal de
Alzheimer, mal de Parkinson, varios tipos de cancer, entre outras desordens
neuroldgicas e ndo-patoldgicas, como o envelhecimento (SALVADOR; HENRIQUES,
2004).

Compostos antioxidantes sintéticos sdo largamente utilizados na industria,
porém existem evidéncias de que alguns desses compostos podem promover o
desenvolvimento de células tumorais (BOTTERWECK et al., 2000). Estas evidéncias
tém levado a uma busca crescente de similares naturais, como 0s extratos vegetais e
o0leos volateis que, em geral, sdo constituidos por compostos terpénicos com importante
atividade antioxidante (SACCHETTI et al., 2005).

Desse modo, o interesse pela pesquisa sobre novos antioxidantes naturais tem
aumentado com os anos, levando as industrias de alimentos, de cosméticos e
farmacéuticas a terem maior atencdo em novas fontes, principalmente as de origem
vegetal. Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas 0s compostos
fendlicos tém sido apontados como responsaveis por maior capacidade antioxidante,
sendo representados pelos flavonodides e isoflavondides, taninos, lignanas, xantonas e
outros (RAZAVI et al., 2008).

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos de origem vegetal depende
tanto de sua estrutura quanto da sua concentragdo. Por sua vez, a concentracdo destas
substancias em vegetais ¢ amplamente influenciada por fatores genéticos e condicdes
ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta, entre outros aspectos.
Considera-se ainda, que a capacidade antioxidante é influenciada pelo substrato
utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica de extracdo utilizada, bem como pelo
bindmio tempo-temperatura (OLIVEIRA, 2009). Em decorréncia da grande diversidade
guimica existente, em especial entre os compostos fenolicos, varios ensaios tém sido
desenvolvidos para avaliacdo da capacidade antioxidante de amostras.

A diversidade de compostos, separacdo e estudo individual de cada substancia
antioxidante séo praticamente inviaveis alem de custosos. Assim, espera-se dos
pesquisadores que venham a ter métodos rapidos para a determinacédo da eficiéncia dos
antioxidantes. Entretanto, muitos métodos ainda precisam ser aperfeicoados (HUANG
et al., 2005).
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O ensaio de atividade antioxidante usando a molécula do 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) baseia-se na medida da capacidade de uma determinada substancia em
sequestrar o DPPH, radical livre estdvel em virtude da deslocacdo do elétron
desemparelhado por toda a molécula, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma
determinada substancia que age como doador de atomos de hidrogénio é adicionada a
uma solucdo de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca simultanea na coloracéo de
violeta a amarelo palido (ALVES et al, 2010).

Existem diversos ensaios que avaliam a atividade antioxidante, diferindo em
relacdo ao mecanismo de reacdo, as espécies-alvo, as condi¢des reacionais e na forma
com os resultados sdo expressos, ndo havendo um procedimento metodolégico universal
(OLIVEIRA, 2009).

2.3.3 Atividade Citotoxica

A toxicidade consiste na capacidade de substancias influenciarem 0s
mecanismos de quimiotaxia ou quimiorrepulsdo em células, através da acdo de agentes
toxicos como substancias quimicas ou células imunes, em um determinado meio
extracelular (ALBERTS, 2004).

H& mais de 100 anos foram iniciados os primeiros experimentos de cultivo de
células realizados na Universidade Johns Hopkins por Ross G. Harrison. Apesar do
tempo transcorrido, seu foco de estudo permanece atual e em constante
desenvolvimento nas diversas areas bioldgicas. Em seu breve estudo no ano de 1907,
Ross descreveu que quando se tomam as precaucdes assépticas adequadas, os tecidos
sobrevivem nessas condicdes por uma semana e, em alguns casos, foram mantidos
espécimes vivos durante aproximadamente quatro semanas. A partir desse momento,
teve inicio a ciéncia da cultura de células in vitro (NANCY, 2003).

Diversos pesquisadores, ao longo dos anos, tem demostrando & importancia de
analises citotdxicas. Segundo Spangberg (1978), testes in vitro servem para analisar a
citotoxicidade prévia de determinado material e, de acordo com os achados sugerir ou
nédo o seguimento do experimento in vivo. Schmalz (1994), em seu relato, afirma que os
testes de citotoxicidade séo valiosos para a compreensdo do comportamento bioldgico
das substdncias avaliadas, considerando as limitacfes destes testes durante a
interpretacdo dos resultados, e que ndo irdo substituir os testes in vivo, porém poderdo
diminuir substancialmente a quantidade de testes, diminuindo o nimero de materiais

com aplicabilidade potencialmente clinica. Freshney, no ano 2000, declarou que devido
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a dificuldade de monitorar os efeitos fisiologicos e sistémicos, a maioria dos ensaios
busca determinar os efeitos dos biomateriais ou drogas nas células, ou seja, a
citotoxicidade, tendo através desses protocolos de analise, a determinacdo de morte
celular ou se os danos causados as células ficaram resumidos as alteracdes metabdlicas.

O ensaio de citotoxicidade usando o MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazolico) é um teste laboratorial colorimétrico padrdo para mensurar a
proliferacdo celular. Também pode ser usado para a citotoxicidade de um potencial
agente medicamentoso ou de outros materiais toxicos (TANG et al., 2007). O sal MTT,
de coloracdo amarela, € reduzido na mitocéndria das células vivas, através da clivagem
da enzima succinato desidrogenase, em cristais de formazan, de coloragdo purpura. A
variavel continua resultante da quantidade de cristais formados é diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis. A producdo de formazan reflete o estado
funcional da cadeia respiratoria. A densidade O&ptica resultante do teste MTT é
determinada em espectofotdmetro (BHATIA et al., 2008).

De maneira geral, a citotoxicidade pode ser comparada entre diferentes
biomateriais e substancias. Os resultados das avalia¢fes citotoxicas sdo extraidos do
contato direto de células cultivadas e expostas ao meio de extracdo em teste. A
viabilidade celular é expressa como uma percentagem de células vivas do material
testado versus a percentagem de células do controle positivo de citotoxicidade (FRADE
etal., 2001; CASTRO et al., 2004).

2.3.4 Fragilidade Osmdtica

A acdo de substancias sintéticas ou naturais podem causar perturbacdes na
membrana dos eritrécitos, acarretando alteragdes estruturais e/ou na sua permeabilidade.
Por meio do estudo da fragilidade osmdtica, pode-se avaliar o comportamento da
membrana eritrocitaria em diferentes soluc@es hipotonicas (PEREIRA, et al. 2007).

A membrana da hemécia é composta de acidos graxos polinsaturados, o que a
torna muito resistente ao ataque de radicais livres, que sdo capazes de ocasionar uma
serie de alteragBes no eritrocito, como formacdo de lipoperdxidos, fragilidade de
proteinas, reducdo da deformidade, mudancas na morfologia, ligacdo cruzada,
alteragdes no metabolismo intracelular e hemolise (SADHU; WARE; GRISHAN, 1992;
SANTOS et al., 1995; BEGUM; TERAO, 2002).

A hemdlise caracteriza-se pela lise dos eritrocitos, ocasionando a liberacdo de

hemoglobina no plasma. Esta situacdo pode gerar danos, como nefrotoxicidade e efeito
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vasomotor no coragdo. Processos hemoliticos liberam ions potassio no meio extracelular
e seu rapido aumento pode levar a parada cardiaca e morte (CARVALHO et al., 2007).
A capacidade de resisténcia a hemdlise pode ser detectada pelo teste de
Fragilidade Osmotica Eritrocitaria (FOE), que demonstra a capacidade anti- hemolitica,
pelo fato dos eritrocitos resistirem a lise a0 manterem sua integridade estrutural quando
expostos ao estresse osmotico (ALDRICH, SAUNDERS, 2006; MOUSINHO et al.,
2008), sendo a osmolaridade com que a célula sofre a lise relacionada a fatores
intrinsecos e extrinsecos, tal como a relacdo entre volume/superficie do globulo
(CAIRES, 2012).
Segundo Caires (2012), a FOE é um teste que apresenta como carateristica principal
a diferenca de tamanho e forma das hemécias. No entanto, o ensaio ainda € de dificil

padronizacao.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a composicdo fitoquimica e avaliar as atividades biologicas:

antimicrobiana, antioxidante e citotoxica do extrato das folhas de C. heliotropiifolius

Kunth.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

3.25

3.2.6

Extrair e identificar compostos presentes nas folhas de C. heliotropiifolius Kunth
por cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia;
Determinar o perfil espectrométrico de UV-visivel e espectroscopico de
infravermelho do extrato metandlico das folhas de C. heliotropiifolius Kunth;
Investigar a atividade antimicrobiana do extrato metanolico das folhas de C.
heliotropiifolius Kunth contra Staphylococcus aureus e Candida albicans;
Avaliar a atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas de C.
heliotropiifolius Kunth;

Analisar a citotoxidade in vitro do extrato metanolico das folhas de C.
heliotropiifolius Kunth frente a linhagens de carcinoma mucoepidermoide de
pulm& humano (NCI-H292), adenocarcinoma de mama humana (MCF-7),
carcinoma de laringe humana (Hep-2) e leucemia promielocitica aguda (HL-60);
Avaliar o efeito citotoxico de fragilidade osmotica do extrato metandlico das

folhas de C. heliotropiifolius Kunth sob eritrdcitos e observar sua morfologia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

As folhas (225 g) de C. heliotropiifolius (Euphorbiaceae) foram coletadas em
julho de 2015 na area urbana do Municipio de Garanhuns, Pernambuco, Brasil (Figura
2). A planta foi identificada pelo Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto
Agronémico de Pesquisa (IPA), onde uma exsicata foi depositada sob o numero de
catalogo 90440.

Figura 2. Mapa do Municipio de Garanhuns (Latitude: -8.89074, Longitude: -36.4966 8° 53’ 27" Sul, 36°
29" 48" Qeste) — Pernambuco, Brasil. Fonte: Google Maps: https://www.google.com.br/maps/@-
8.8882844,-36.4810708,6256m/data=13m1!1e3. Criado em: 03/07/2017.

4.2 Obtencdo do extrato metanolico
O extrato metandlico de C. heliotropiifolius foi preparado de acordo com o

método descrito por Filho, Yunes (1998). As folhas (225 g) foram maceradas por 10
dias, em metanol (3000 mL) a temperatura ambiente e submetidas a agitacOes
esporadicas. Depois deste periodo, a mistura foi filtrada e o filtrado resultante foi
concentrado no rotaevaeporador a vacuo BUCHI Switzerland, na temperatura de 60 °C.

4.3 Caracterizagdo Fitoquimica


https://www.google.com.br/maps/@-8.8882844,-36.4810708,6256m/data=!3m1!1e3
https://www.google.com.br/maps/@-8.8882844,-36.4810708,6256m/data=!3m1!1e3
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4.3.1 Analise por cromotografia em camada delgada

O extrato metanolico das folhas de C. heliotropiifolius foi submetidos a anélise
por cromatografia em camada delgada (CCD) para a verificagdo da presenca de
flavonoides, alcaloides e cumarinas. Foram utilizadas placas de gel silica 60 F sobre
base de aluminio, da marca Merck. Como fase movel para flavonoides foi empregado
Acetato de etila-Acido, formico-Acido e acético-agua (AcOEt- HCOOH-AcOH-H20
100:11:11:27v/v), para cumarinas: Eter-tolueno-AcOH 10% (50:50:50v/v) e para
alcaloides: Acetato de etila-Acido formico-Acido acético-agua (AcOEt-HCOOH-
AcOH- H20 100:11:11:27v/v). Apbés a migracdo cromatografica, as placas foram
borrifadas com reveladores e avaliadas sob luz UV (254nm a 365 nm). Os reveladores
para flavonoides e alcaloides foram &cido etilborilaminoéster (NEU), Dragendorff,
respectivamente. Para cumarinas, foi empregada a visualizacdo por UV a 365 nm
(Tabela 1).

Tabela 1. Sistemas cromatogréaficos utilizados para a caracterizagdo Quimica do extrato de Croton
heliotropiifolius Kunth

Grupo de Fase Movel Revelador Referéncia
Metabolicos
Flavonoides AcOEt- HCOOH- NEU (WAGNER;
AcOH- H20 BLADT,
(100:11:11:27vlv) 1996)
Cumarinas Eter-tolueno-AcOH U. V. (365 nm) (WAGNER;
10% BLADT,
(50:50:50v/v) 1996)
Alcalbides AcOEt-HCOOH- Dragendorff (WAGNER;
AcOH- H20 BLADT,
(100:11:11:27vIV) 1996)
(MARKHAN,
1982)

4.3.2 Identificagéo de saponinas

Para a identificacdo de saponinas foi empregado o teste por agitacdo mecanica
(SIMOES et. al., 2004). O extrato metanélico de folhas de C. heliotropiifolius (1 mg)
foi diluido em agua destilada (10 mL) e submetido a agitagdo mecéanica. A formacéo de
espuma persistente por 15 minutos foi considerada como pesquisa de saponinas positiva
(DEWICK, 2002).
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4.3.3 Pesquisa de taninos

A identificacdo de taninos seguiu a metodologia proposta por Matos (1997). Em
tubo de ensaio contendo extrato metandlico de folhas de C. heliotropiifolius (10 mg)
hidratado (2 mL de agua destilada) foram adicionadas 3 (cerca 60uL) gotas de cloreto
férrico 0,5 M. Ap0s agitacdo observou-se a possivel variacdo da coloracdo e formacéo
de precipitado azul, correspondente a taninos hidrolisdveis ou verde, correspondente a
taninos condensados. Foi feita a comparagdo com um teste em branco, ou seja, usando

agua e cloreto férrico 0,5 M.

4.3.4 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizou um sistema
cromatografico HPLC Waters (Autopurification System), onde o extrato metandlico de
C. heliotropiifolius (5 mg) foi posto em coluna XBridge C18, com dimensfes de 4,6
mm X 250 mm, tamanho de particula de 5um e com fluxo de 0,7mL/min. O sistema de
solvente utilizado incluiu (A) 94% de H,0 e 6% de Acetonitrila em 0 min, (B) 65% de
H,0 e 35% de Acetonitrila em 8 min, (C) 94% de H,0 e 6% de Acetonitrila em 9 min;
volume de injecgdo: 40uL; e concentragdo da amostra: 20 mg / mL em metanol a 50%.
Apdbs a corrida cromatografica o extrato foi submetido a amostras de referéncias

contidas na biblioteca do equipamento.

4.3.5 Espectrometria de UV-visivel

O espectro de UV-visivel do extrato de C. heliotropiifolius foi obtido por meio
da adicdo de uma aliquota do extrato (1 mg) em metanol (100%) P.A. (10 mL) e
submetido ao espectrdmetro Shimadzu Uv-vis 1800, na faixa de comprimento de onda
de 200 a 700 nm.

4.3.6 Espectroscopia de infravermelho por transformacao de fourrier (FT-IR)

O perfil espectroscdpico do extrato metandlico de folhas de C. heliotropiifolius
foi obtido a partir da técnica de Infravermelho por Transformacdo de Fourrier (FT-IR),
no qual o extrato em estado semi-solido (1 mg) foi prensado contra o cristal de diamante
usando a bracadeira de pressdo anexada ao espectrofotdmetro Agilent 630, seguido de
leitura e registro. O espectro de FT-IR foi adquirido em menos de 30 segundos e

submetido a amostras de referéncias em sua biblioteca.
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4.4 Atividades Bioldgicas

4.4.1 Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana foi determinada pelo método
de difusio em Agar por cavidade em gel (BAUER et al., 1966) adaptado por Koneman
et al., (1993) e Romeiro (2001). Foram utilizadas duas linhagens padréo, sendo uma
Gram-positiva, o Staphylococcus aureus (ATTCC 12692) e uma levedura, a Candida
albicans (ATCC-76645), cedidas pelo Laboratério de Microbiologia da Associacéo
Caruaruense de Ensino Superior (ASCES).

As cepas de S. aureus e de C. albicans foram reavivadas em meio Brain Heart
Infusion (BHI) e caldo nutritivo (ASD — Agar Sabouraud Dextrose a 2% - DIFCO),
respectivamente. Em seguida incubadas por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, foram
inoculadas com auxilio de um swab estéril, em placas de Petri previamente preparadas
com Agar Muller-Hilton para S. aureus e ASD - Agar Sabouraud Dextrose a 2% -
DIFCO para C. albicans, nas quais foram feitas cavidades (6 mm de didmetro)
preenchidas com 20uL das solugdes preparadas com extrato metanolico das folhas de C.
heliotropiifolius (diluidos em DMSO) nas seguintes concentragdes 10; 5; 2,5; 1,25; ,0,6
e 0,3 %. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por
24h. Os ensaios foram realizados em duplicata, acompanhados de controle positivo com
0s antibioticos amicacina (30pg) e nistatina (50pg). Como controle negativo foi
utilizado DMSO e 4gua destilada. Foi considerado como resultado final suscetivel, halo
de inibicdo igual ou acima de 10 mm de didmetro, correspondente ao didmetro da
cavidade no meio de cultura (ROMEIRO, 2001).

4.4.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas de C. heliotropiifolius
foi determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do sequestro
de radicais livres, usando o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (MENSOR et al.,
2001). Essa anélise é baseada na habilidade de compostos em doar um préton para o
DPPH, estabilizando assim o radical livre.

A solucdo de DPPH possui uma coloragdo roxa intensa e a atividade
antioxidante de uma amostra pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da
solugéo de DPPH, ao final do qual a mesma torna-se amarelada (NUNE et al., 2008).

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-se 1 mL
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da solugao de DPPH (60 uM) em 2,5 mL de solugdes dos extratos que foram diluidas
em etanol na concentracdes de 50, 100 e 200 pug/mL em triplicata. Ap6s o tempo de
reacdo de 30 min das amostras preparadas, as absorbancias foram lidas com auxilio de
Espectrotofotdmetro de Ultravioleta UV-Vis com comprimento de onda ajustado para
520 nm. Como controle negativo foi usada a mistura de 1 mL da solucdo de DPPH e 2,5
mL de etanol (MENSOR et al., 2001). Todas as leituras foram realizadas em triplicata e,
com a média dos dados obtidos foi calculada a diferenca de absorbancia entre as
amostras e o controle negativo, sendo as atividades antioxidantes (AA) percentuais
determinadas pela equacéo:
Inibicdo da atividade de DPPH (%) = [(A-B) / A] x 100

Onde A = Absorbancia da solucdo de DHPP da amostra controle, B = Absorbancia da
solugéo de DHPP na presenga do extrato.

4.4.3 Atividade Citotoxica

A atividade citotoxica do extrato metanolico de folhas de C. heliotropiifolius foi
realizada atraves do método do MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MOSMANN, 1983; ALLEY et al., 1988).

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humana) e Hep-2 (carcinoma de laringe humana) mantidas em meio de cultura DMEM
e HL-60 (leucemia promielocitica aguda) mantida em meio de cultura RPMI. Os meios
foram suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C em
atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO2.

As células NCI-H292, HT-29 e Hep-2 (105 células/mL) e HL-60 (0,3 x 106
células/mL) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h. Em seguida o
extrato dissolvidas em DMSO (1 %), foi adicionado aos pogos na concentracdo final de
50 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (50 pg/mL ) foi utilizado como padrio inibitoério.
Apo6s 72 h de reincubagdo foi adicionado 25 pL. de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de
incubagdo, o meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 uL. de DMSO foi
adicionado a cada pocgo. Este método é capaz de visualizar a reducdo da atividade da
enzima de MTT a formazan pdrpura. A absorbancia foi medida em um leitor de

microplacas no comprimento de onda de 560 nm. O experimento ocorreu em
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quadruplicata e a viabilidade celular expressa com a porcentagem de inibicdo em

relacdo ao controle, designado como 100%.

4.4.4 Ensaio de Fragilidade Osmotica

A técnica de fragilidade osmotica realizada baseou-se na metodologia descrita
por Darcie e Lewis (1975). Aliquotas de sangue de carneiro (25 pL) foram expostas ao
extrato, durante 60 minutos a temperatura ambiente em diferentes concentracées, sendo
estas de 50ug/ mL; 100ug/ mL; 250ug/ mL; 500ug/ mL; 750ug/ mL; e 1000ug/ mL
diluidas em solucéo isoténica de cloreto de sodio (0,9%). Em seguida, as solugdes com
sangue e extrato foram centrifugadas (2500 rpm/ 3 min) e o contetdo sobrenadante foi
analisado por espectrofotometro, a fim de formular uma curva de dose-resposta com o
percentual de hemdlise estimado pelos valores de absorbancias obtidos.

O controle negativo foi realizado com solucdo isotdnica de cloreto de sédio
(0,9%) e o controle positivo com &gua destilada, 0s quais receberam 0s mesmos
procedimentos empregados nas amostras teste. O ensaio foi realizado em duplicata e o
percentual hemolitico foi estabelecido com a absorbancia do controle positivo sendo
designado como 100%. O percentual de hemolise baseando-se na formula:

Ab.teste . 100%
Ab.contr.+
Com as aliquotas de eritrdcitos obtidas apds a centrifugacdo foram realizados

% =

esfregacos sanguineos em laminas e as preparagdes foram coradas com coloracdo

panoptica rapida para analise ao microscopio éptico em aumento de 1000x.

4.4.5 Andlises Estatisticas

Os dados do percentual hemolitico e atividade antioxidante foram analisados através
de andlise de variancia (ANOVA) seguida de Teste de Tukey. Os resultados com
p<0,001 foram considerados significantes. O software utilizado foi ASSISTAT versao
1.7.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao Fitoquimica
5.1.1 Rendimento do extrato metandlico
O extrato metanolico de folhas de C. heliotropiifolius demonstrou rendimento de

14,2% em relacdo ao peso fresco e o obtido apds a preparacdo do extrato. Os

respectivos valores estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Pesos e Rendimento do extrato metandlico da espécie C. heliotropiifolius

Croton heliotropiifolius Kunth Peso fresco (g)  Peso do extrato  Rendimento (%6)

(9)

Folhas 225,0 31,9 14,2

5.1.2 Analise fitoquimica
A analise cromotografica em camada delgada constatou a presenca de

flavonoides. Auséncia de alcaloides e cumarinas. A investigacdo de saponinas foi
negativa e a pesquisa de taninos demostrou a presenca de taninos hidrossoluveis (Tabela
3).

Tabela 3. Classes de metabolitos secundarios identificados no extrato metanélico de folhas de Croton
heliotropiifolius.

Classes de metabolitos secundarios Extrato de Folhas
Alcaloides -
Cumarinas -
Flavondides +
Saponinas -
Taninos hidrolisaveis +

Taninos condensados -

Legenda: - auséncia/ ndo reagente, + presenca/ reagente.

O cromatograma do extrato metanolico de C. heliotropiifolius obtido pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a identificacdo de &cido

gélico, com tempo de retengdo de 1.800 min (Figura 3).



40

Emﬁme
Marfe
15 - = - 15
-
=
10 - Z - 10
ol
i, =
5 e - M |5
[ 2
| l -
J‘t L P, ,_.--"*._.-—.--"*'V’&-.-—-l wuwwﬁk‘fu—"r
,n.__ﬂll ‘"3- \LI: w-—-mw -_-.]L .\ll Lo
0 2 s & 8 w12 14

Minubes

Figura 3. Cromatograma do extrato metandlico de Croton heliotropiifolius e
identificacdo de &cido galico.

O espectro na regido de ultravioleta apresentou absor¢des méaximas em 268, 316,
406 e 665 nm (Figura 4). O espectro na regido de infravermelho apresentou bandas nas
regides de 3271 cm™, 2958, 1661 cm™, 1478 cm * e 1146 —cm-* (Figura 5).
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Figura 4. Espectro de Uv- visivel do extrato metandlico de Croton
heliotroppifolius
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Figura 5. Espectro de Infravermelho (FT-IR) do extrato metandlico de
Croton heliotroppifolius

5.2 Atividades Biologicas

5.2.1 Avaliacdo Antimicrobiana

O extrato metandlico de folhas de C. heliotropiffolius mostrou-se resistente
contra a cepa de Staphylococcus aureus testada, visto que nao houve formacéo de halo
de inibicdo. Contra a linhagem de C. albicans observou-se que o extrato ndo apresentou
atividade antimicrobiana, pois demostrou uma média do halo de inibicdo inferior a 10,0
mm. Os controles positivos de amicacina e nistatina apresentaram média do halo de

19,5+0,7 e 12,0 +0,5, respectivamente.

5.2.2 Atividade Antioxidante

O extrato metanolico de folhas de C. heliotropiffolius apresentou percentuais de
atividade antioxidante de 10,67%, 13,92%, 20,31% para as concentracdes de 50 pg/mL,
100 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente. Os resultados quantitativos estéo

representados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da atividade antioxidante do extrato metandlicos das folhas de C.
heliotropiifolius utilizando o radical DPPH
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Extrato Metandlico de Croton Atividade Antioxidante (AA%)
heliotropiifolius (ug/mL)
50 10,67 (x0,16)
100 13,92 (x0,16)
200 20,31 (+0,35)

5.2.3 Atividade Citotoxica em Linhagens Tumorais

A avaliacdo citotoxica do extrato C. heliotropiifolius, na concentracdo de 50
pg/mL, apresentou baixos a moderado percentuais de inibigéo de 59,5%, 21,7%, 26,7%
e 46,5% e o controle com Doxorrubicina apresentou valores de 92,9%, 79,4%, 79,4% e
94,1% para as células HL-60, MCF-7, Hep-2 e NCI-H292, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Percentual de atividade inibitéria do extrato de C. heliotropiifolius nas células HL-60, MCF-
7, Hep-2 e NCI-H292.

Celulas Extrato de C. Doxorrubicina
heliotropiifolius (%) (%)
HL-60 59,5 (x2,9) 92,9 (x0,6)
MCF-7 21,7 (x3,7) 79,4(x2,6)
Hep-2 26,7 (x7,1) 79,4(x2,6)
NCI-H292 46,5 (+2,6) 94,1(x1,9)

5.2.4 Avaliacédo Citotoxica de Fragilidade Osmotica

O ensaio de fragilidade osmética com o extrato metandlico de C.
heliotropiifolius, nas concentracdes de 50ug/ mL; 100pg/ mL; 250ug/ mL; 500ug/ mL;
750ug/ mL; e 1000ug/ mL, apresentou baixos percentuais de hemolise (Figura 6). A
concentracdo mais elevada, 1000ug/ mL, demostrou diferenca estatistica significativa
(p<0,001) em relacdo as demais concentracdes, porém atingiu o percentual de 2,95%,

sendo este, baixo para a constatacdo da hemolise.
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Figura 6. Curva dose-resposta com o percentual hemolitico
dos eritrdcitos submetidos ao extrato de C. heliotropiifolius.
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A andlise morfologica dos eritrocitos submetidos ao extrato de C.
heliotropiifolius, apresentou predominantemente células com formato conservado em

todas as concentracdes testadas (Figura 7), quando comparados ao controle negativo.

Figura 7. Fotomicrografia dos eritrocitos tratados com o extrato metanélico de C. heliotropiifolius,
a controle negativo. b concentragdo de 50 pg/ml. ¢ concentragdo de 100 pg/ml. d concentracdo de
250 pg/ml. e concentragdo de 500 pg/ml. f concentragdo de 750 pg/ml. g concentragdo de 1000
pg/ml. Coloragdo Panoptica rapida. Aumento de 1000x. * hemécia preservada.
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo Fitoquimica

O extrato metanolico de folhas de C. heliotropiifolius apresentou um perfil
fitoquimico compativel com o género e com a maioria dos representantes da familia
Euphorbiaceae. A andlise cromotografica em camada delgada constatou a presenca de
flavonoides, auséncia de alcaloides e cumarinas, corroborando com descri¢bes
fitoquimicas presentes na literatura.

Os flavonoides, grupo quimico identificado em nossa investigacao fitoquimica,
também foi identificado no estudo de Randau et al. (2004) com o C. heliotropiifolius.
Este grupo desmpenha diversas fungdes bioldgicas, compreendendo a eliminacdo de
radicais livres e acdo anti-nflamatéria (SUHARTONO et al., 2012; LIU et al., 2013), o
que justifica o uso popular da espécie em disfuncbes intestinais, no tratamento de
feridas e inflamacgdes (SARAIVA et al., 2015).

A auséncia de alcaldides nas folhas do C. heliotropiifolius evidenciada em nosso
estudo, também foi descrita por Schoefs (2002). Entretanto, em seu trabalho foi
elucidada a presenca de alcalGides na casca das suas raizes (SCHOEFS, 2002).

Cumarinas estiveram ausentes no extrato estudado. Estas substancias sdo raras
na familia Euphorbiaceae e no género Croton, existe a constatacdo apenas de
escopoletina em C. sonderianus (CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982). A investigacdo de
saponinas foi negativa, o que também foi relatada em outra espécie do género, o Croton
linearifolius (CUNHA et al., 2014).

Os taninos hidrolisaveis sdo constituidos de ésteres de &cidos galicos e acidos
elagicos glicosilados. Possuem propriedades adstringentes e a estes compostos é
atribuido o efeito antidiarréico, anti-séptico e impermeabilizador das camadas mais
expostas da pele e mucosas, conferindo protecéo as camadas subjacentes (BRUNETON,
1991). Desta forma, a presenca destes compostos, como foi constatada em nossos
resutados, justifica 0 uso popular da espécie no tratamento da diarréria, desordens
digestivas e no tratamento de infecgdes (SALATINO et al., 2007). Foi constatada a
auséncia de taninos condensados, embora estes compostos tenham sido reconhecidos na
espécie por Randau et al. (2004).

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a identificagdo do
acido galico, com tempo de retencdo de 1.800 min (Figura 3). Este composto tem

demostrado agdo antimutagénica (GICHNER et al., 1987), antioxidante (KIM et al.,
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2002) e antitumoral (LOCATELLI et al., 2003). Sua identificacdo corrobora com 0s
resultados da cromatografia em camada delgada e da pesquisa de taninos.

O espectro na regido de ultravioleta (Figura 4) apresentou quatro bandas em 268,
316, 406 e 665 nm, sendo absorcdes nos comprimentos de onda de 266-295 nm
correspondentes a fenois simples. Para os flavonoides, o espectro tipicamente consiste
em duas absorcdes maximas nas faixas de 240-285 nm e 300-550 nm (SILVA, 2015),
confirmando os achados cromatograficos. Absor¢do na regido de 665 nm esta associada
a presenca de clorofila b (VICTORIO et al., 2007).

O espectro na regido de infravermelho (Figura 5) apresentou uma banda na
regido de 3271 cm™ sugerindo a presenca de O-H. A banda na regido de 2958 cm™
indica a presenca de C-H alifaticos, a regido de 1661 cm™ refere-se a presenca de
carbonila, cetbnica alifatica e de ésteres, que pode estar relacionado a ésteres do acido
galico e sua hidrolise tem sido referida como um mecanismo de defesa natural
(MATIAS et al., 2010).

Absorcdes na regifo 1478 cm* refere-se ao estiramento C=C. A faixa 1140 —

1200 cm-! esta relacionada a sulfonas.

6.2 Atividades Biologicas

O extrato metandlico de C. heliotropiifolius ndo demosntrou atividade
antimicrobiana contra cepas de S. aureus e apresentou media do halo de inibicdo
inferior a 10,0 mm contra C. albicans, sendo considerado ndo significativo. Resultados
de baixa susceptibilidade frente a microrganismos também foram observados com o
6leo essencial no estudo de Angélica (2011).

Nossos dados permitiram demostrar que extrato metanolico de C.
heliotropiifolius possui atividade de depuracdo do DPPH, no qual, todas as
concentragcOes testadas apresentaram diferenca estatistica ao nivel de significancia
p<0,001, tendo o melhoramento do indice de atividade antioxidante acompanhado o
aumento da concentracdo do extrato (Tabela 4), sugerindo agdo estabilizadora de
radicais livres dos compostos presentes no extrato.

Os flavondides sdo os metabodlitos mais associadas a atividade antioxidante
(VAN DEN BERG et al., 2000), visto que possuem esqueleto carbonico favoravel para
a estabilizacdo de radicais livres. Esta classe de compostos foi identifica no extrato em
estudo e em outros trabalhos com a espécie (RANDAU, 2001; SILVA et al., 2016).

O potencial antioxidante do C. heliotropiifolius foi anteriormente relatado por
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Angélica (2011), que em seu trabalho evidenciou no extrato etanolico valores de
atividade antioxidante superiores quando comparado aos nossos resultados. Isso pode
ser atribuido a presenca e a concentracdo de compostos fendlicos verificados no extrato
testado.

Variagdes no teor de compostos bioativos estdo associadas a fatores como tipo
de solvente e metodologia empregada no processo de extracdo, fisiologia da planta,
clima, solo, luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutrigdo, época e horario de coleta
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009). Assim, a intensidade da acao
antioxidante exibida pelas plantas pode ser diferenciada, sendo principalmente
determinada pelo nimero e posi¢des de hidroxilas das moléculas dos compostos
fitoquimicos presentes em sua composi¢do (MELO et al., 2008).

Além das acOes bioldgicas, a toxicidade de alguns metabolitos secundarios
presentes nos vegetais é bastante relatada (SILVA et al., 2012). Os flavonoides tem sua
atividade citotoxica demonstrada contra diferentes linhagens tumorais (COSTA-
LOTUFO et al., 2003).

Neste estudo, a avaliacdo citotoxica do extrato em linhagens tumorais
apresentou percentuais de inibicdo de crescimento celular de 59,5%, 21,7%, 26,7% e
46,5% para as células HL-60, MCF-7, Hep-2 e NCI-H292, respectivamente (Tabela 5).
Sendo considerados sem atividade inibitéria 0s que apresentaram percentuais de
inibicdo de 1 a 20%, com baixa atividade inibitéria os percentuais de 20 a 50%,
atividade moderada aqueles com percentual de inibicdo de 50 a 70% e alta atividade
inibitoria os percentuais de 70 a 100% (ANDRADE et al., 2015).

O extrato em teste mostrou-se mais efetivo para a linhagem tumoral de leucemia
promielocitica aguda (HL-60), apresentando moderada inibicdo do crescimento celular.
Para as linhagens NCI-H292, MCF-7 e Hep-2, investigacdo semelhante foi realizada
com o 6leo essencial do Croton zehntneri e com seu principal componente, o estragol.
Os resultados de tal estudo demostraram percentuais de inibigdo inferiores a 20%
(ANDRADE et al., 2015).

O ensaio de fragilidade osmética do extrato de C. heliotropiifolius, nas
condicBes testadas, obteve baixos percentuais de hemolise (Figura 6), tendo em vista
que a acdo hemolitica deve ser considerada elevada quando as porcentagens atingirem
valores maiores de 40% e baixa quando esses valores forem inferiores a 10%
(NOFIANI et al., 2011).

A maior concentracdo testada, 1000ug/ mL, demostrou diferenca estatistica
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significativa (p<0,001) em relacédo as demais concentracdes, porém atingiu o percentual
de 2,95%, sendo este, baixo para a constatacdo da hemdlise. Desta forma, é provavel
que ndo haja dano & membrana eritrocitaria.

A acdo hemolitica dos diferentes compostos vegetais € atribuida a varios
mecanismos inespecificos, como por exemplo, os compostos surfactantes que produzem
seu efeito hemolitico por meio da solubilizacdo da membrana plasmatica, ou pela lise
osmatica, promovendo alteracdes na permeabilidade das hemécias (APARICIO et al.,
2005).

As saponinas possuem efeito hemolitico resultante da capacidade de interacdo
com os elementos da membrana celular das hemacias, especialmente com as moléculas
de colesterol, acarretando uma deformacéo na membrana e como consequéncia, causa o
extravasamento do conteddo intracelular (DEWICK, 2002; KARABALIEV et al.,
2003). Este composto estive ausente em nossas investigacoes fitoquimicas.

A morfologia dos eritrocitos manteve-se predominantemente conservada em
formato esférico, para todas as concentra¢Ges, 0 que sugere a preservacao da integridade
celular.

Avaliacdo morfologica de eritrocitos submetidos ao 6leo essecial de Litsea
elliptica, demosntrou alteragdes estruturais na membrana e diminui¢do da concentragéo
de fosfolipidios. Perturbagdes em lipidios podem resultar na dissolucdo da mebrana,
pois constituem a base da estrutura da bicamada lipidica (TAIB et al., 2009).

A instabilidade lipidica ndo pode ser considerada um efeito fisiologicamente
positivo, pois pode acarretar a diminuicdo da fluidez nas membranas e por consequéncia
alteragdo morfoldgica e lise celular. Nossos resultados de fragilidade osmatica e analise
morfoloégica demostraram estabilidade a nivel de membrana, uma vez que ndo houve

aparente extravasamento do contetdo intracelular (FREITAS et al., 2008).
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CONCLUSOES

O extrato metanolico de folhas de C. heliotropiifolius demostrou a presenca de
compostos fenolicos: flavonoides (acido galico) e taninos hidrolisaveis,
conferindo condigdes para 0 isolamento destes compostos em estudos
posteriores. Foi demontrada a auséncia de alcaloides, cumarinas e saponinas.

O espectro de UV-visivel do extrato exibiu bandas de absorcdo em 268, 316,
406 nm, correspondente a fenois simples e flavonoides. O espectro de
infravermelho demostrou absorbancias na regido de 1661 cm™, referente &
presenca de carbonila, cetdnica alifatica e de ésteres. Confirmando os achados
cromatograficos.

N&o foi identificada atividade antimicrobiana, nas condicdes testadas e contra
Staphylococcus aureus (ATTCC 12692) e Candida albicans (ATCC-76645).

A atividade antioxidante demontrou valores de 10,67%, 13,92%, 20,31 % para
as concentracdes de 50 pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente.
Sugerindo acdo estabilizadora de radicais livres dos compostos presentes no
extrato.

A atividade citotoxica do extrato testado apresentou baixo percentual de inibicao
celular para as linhagens tumorais NCI-H292, MCF-7, Hep-2 e moderado para
HL-60, o que confere potencial para novas investigacoes.

O ensaio de fragilidade osmotica apresentou baixa atividade hemolitica e a
morfologia dos eritrécitos manteve-se preservada. O que pode ser considerado
um efeito fisiologicamente positivo, uma vez que nd@o houve aparente

perturbacdo na membrana celular eritrocitaria.
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Summary title: Physicochemical characteristics and cytotoxic effect

ABSTRACT

Croton heliotropiifolius Kunth is an endemic specie in northeast of Brazil. It is
renowned for its medicinal properties, larvicidal and insecticidal actions. This work
investigated the chemical compounds present in the methanolic extract of Croton
heliotropiifolius, and the cytotoxic activity. Physical-chemical analyses were performed
by Thin-layer Chromatography (TLC), High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC), Fourier Transformation Infrared spectroscopy (FT-IR), and Ultraviolet-visible
spectrophotometry (UV-Vis). Cytotoxic activity was evaluated in the following tumour
cell lines; acute promyelocytic leukaemia (HL-60), human breast adenocarcinoma
(MCF-7), human laryngeal carcinoma (hep-2), human lung mucoepidermoid carcinoma
(NCI-H292). Results revealed the presence of flavonoids and absence of alkaloids,
coumarins, saponins and condensed tannins. HPLC identified Gallic acid with retention
time of 1.80 minutes. The infrared spectrum identified the presence of esters group at
1661 cm™ of absorbance. On the other hand, the UV-Vis spectrum revealed bands of
light absorbance on 268, 316, 406 nm indicating the presence of phenols and
flavonoids. Results showed inhibition of cell growth of 59,5% on HL-60 cells, 46,5%
on NCI-H292, 26,7% on Hep-2, and 21,7% on MCF-7 cells. In conclusion, the
presence of phenolic compounds in the extract was demonstrated and a low to medium
percentage of cell growth inhibition on tumour cell lines tested.

Keywords: Croton. Croton heliotropiifolius. Flavonoids. Gallic acid. Cytotoxicity. Tumour

lines.

RESUMO



65

Croton heliotropiifolius Kunth constitui uma espécie endémica do Nordeste Brasileiro. E
popularmente conhecida por suas propriedades medicinais, acdo larvicida e inseticida. O
presente trabalho relata a investigacdo de compostos quimicos do extrato metandlico de folhas
de Croton heliotropiifolius e avaliacdo de sua atividade citotoxica. Analises fisico-quimicas
foram realizadas por cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectroscopia de Infravermelho por Transformacdo de Fourier (FT-IR) e espectrofotometria de
UV-visivel. A atividade citotoxica foi avaliada nas linhagens tumorais de leucemia
promielocitica aguda (HL-60), carcinoma de mama humano (MCF-7), carcinoma de laringe
humano (Hep-2), carcinoma mucoepidermoide de pulmé&o humano (NCI-H292). Neste estudo,
foi observada a presenca de flavonoides, auséncia de alcaloides, cumarinas, saponinas e taninos
condensados. A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a identificagdo do
acido galico, com tempo de retencdo de 1.800 min. O espectro de infravermelho demostrou
absorbancias na regido de 1661 cm™, referente & presenca de carbonila, cetbnica alifética e de
ésteres e 0 espectro de UV-visivel apresentou bandas de absorcdo em 268, 316, 406 nm,
correspondente a fenois simples e flavonoides. A atividade citotoxica do extrato, pelo método
MTT, nas células HL-60, MCF-7, Hep-2 e NCI-H292 exibiram percentuais de inibicdo de
crescimento celular de 59,5%, 21,7%, 26,7% e 46,5%, respectivamente. Contudo, foi possivel
elucidar a presenga de compostos fendlicos e baixo a moderado percentual de inibigdo para as
linhagens tumorais testadas.

Palavras-chave: Croton. Croton heliotropiifolius. Flavonoides. Acido galico. Citotoxidade.
Linhagens tumorais.

Abreviaturas

TLC: Thin-layer Chromatography

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography

FT-IR: Fourier Transformation Infrared spectroscopy

UV-Vis: Ultraviolet-visible spectrophotometry

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio

HL-60: acute promyelocytic leukaemia

MCEF-7: human breast adenocarcinoma

hep-2: human laryngeal carcinoma
NCI-H292:human lung mucoepidermoid carcinoma

INTRODUCTION
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The genre Croton comprises more than 1300 species of trees, bushes, and herbs
distributes all over the world. Such biodiversity is mainly found in India, Brazil and Madagascar
where its ethnomedicinal value is recognized (Yankep et al., 2003; Ye et al., 2012).

Croton heliotropiifolius Kunth, is an endemic specie in the northeast of Brazil

frequently found within “caatinga”, “brejo”, “resting” and “cerrado” vegetations. It is known by

unofficial names such as “velame”, “velaminho” and “velame-de-cheiro” due to the presence of

trichomes. Previous studies have described the presence of alkaloids, polyphenols and reducing
agents in C. heliotropiifolius, including its medicinal use for relief of stomach pain, vomit,
diarrhoea and as an antithermic (Randau et al., 2004). The essential oil has been described as
larvicidal against Aedes aegypti (Doéria et al., 2010) and the ethanolic extract demonstrated
significant insecticidal activity against Sitophilus zeamais (Silva et al., 2012).

The Human Toxicity Potential (HTP) is an important test to be performed early in the
study of a medicinal herb. It is recommended that new herbs and those with unknown actions
shall be analysed in a controlled cellular environment as free of complex interactions inherent
an organism. Methodologies that aim in analysing the cellular behaviour, display several
advantages such as low costs, easy and quick execution, and controlled cell environment
(Freshney, 2000).

Cancer is a progressive chronic disease responsible for approximately 13% of deaths
during last year (WHO, 2016). Genre, race, age, genetic predisposition and environmental
exposure to carcinogenic agents, are directly related to the distribution and incidence of tumours
(Chu et al., 2004).

Surgery removal of tumours combined with chemotherapy have been efficient methods
in the treatment of several cancers. However, the appearance of side effects is very
characteristic. Those effects very often compromise the continuity of the treatment which may
lead to advanced stages of malignity and morbidity. Therefore, continuing efforts are focused
towards the discovery of new antitumor compounds with more secure and efficient
characteristics. In this context, the study of natural products seems promising (Erharuyi et al.,

2017).
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In knowledge that chemical analysis and the human toxicity potential are important
assays for the medical use of a plant; this work aimed to characterize the physical-chemical
properties of C. heliotropiifolius leaves, and to evaluate its cytotoxic activity in several tumour

cell lines.

MATERIALS AND METHODS

General experimental procedures

The methanolic extract of C. heliotropiifolius leaves was concentrated using a rotary
evaporator with vacuum BUCHI Switzerland at 60 °C. Thin-layer chromatography (TLC) was
performed with TLC Silicagel 60G F254 (Merck®) on top of an aluminium base. Compounds
were sprayed with visualization reagents, visualized under UV light- (254nm-365nm), and for
flavonoids, was compared with the quercetin standard. The HPLC system used was a HPLC
Waters (Self cleaning System) attached to an UV spectrophotometer with detector model
Waters 2998 PDA containing photodiodes (Photodiode Array Detector). Values in the infrared
region (FTIR) and UV- visible spectrum were registered respectively by an Agilent 630 and
Shimadzu UV-vis 1800 spectrophotometers. All chemical products used in those procedures
were for analytic use (Sigma® e Merck®). The Division of Antibiotics from the Federal
University of Pernambuco (UFPE) supplied the cells, antibiotic solutions (penicillin and
streptomycin), and the drug doxorubicin. Both culture media; Dulbecco MEM (DMEM) and
Roswell Park Memorial Institute (RPMI); and the fetal bovine serum (FBS) were Gibco™ BRL.
The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) was manufactured by

Sigma®.

Plant Material

C. heliotropiifolius (Euphorbiaceae) leaves were collected in July 2015 in the urban area

of Garanhuns city, Pernambuco State, Brazil (Latitude: -8.89074, Longitude: -36.4966 8° 53’
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27" Sul, 36° 29' 48" Qeste). The plant was identified by the Dardano de Andrade Lima
herbarium in the Agronomic Research Institute (IPA). It was registered in the referred

herbarium under the catalog number 90440 in which an exsiccatae was deposited.

Extraction of Compounds

The extract composed of plant leaves was prepared by soaking and maceration
(Cechinel Filho et al., 1988). About 150 g of powdered material was taken in a clean, flat
bottomed glass container and soaked in 200 mL of methanol. The container with its contents
was sealed and kept for a period of 10 days accompanying occasional shaking and stirring.
Next, filtration was performed followed by evaporation of all solvent to obtain the crude extract.
The presence of flavonoids, alkaloids and coumarins was tested by thin layer chromatography
(TLC). The mobile phase used for flavonoids and alkaloids was ethyl acetate-formic acid-acetic
acid-water (AcOEt- HCOOH-AcOH-H20 100:11:11:27v/v), for coumarins ether-toluene- acetic
acid 10% (50:50:50v/v) was used. The visualization reagents used for flavonoids and alkaloids
were respectively etilborilaminoester acid (Neu) and Dragendorff. For Coumarins, the
visualization method used was UV light on 365nm (Wagner et al., 1996). The presence of
saponins was tested by mechanical shaking of the extract and visualization of foam. Formation
of foam for 15 minutes was considered as positive for presence of saponins (Dewick, 2002).
The presence of tannins was investigated by addition of iron chlorine 0,5M to the hydrated form
of extract. In this method, the formation of blue precipitate indicates the presence of hydrolysed
tannins awhile green precipitated the presence of condensed tannins (Matos, 1997). HPLC was
conducted in model Shimadzu®HPLC LC-10, XBridge C18 column with 4,6 mm x 250 mm
dimensions, 5um of particle size and 0,7mL/min flow. The solvent system displayed; 94% of
H,0 and 6% of acetonitrile on 0 minute (A), 65% of H,O and 35% of acetonitrile on 8 minutes
(B), 94% of H,O and 6% of acetonitrile on 9 minutes (C); with 40uL of injection volume and
sample concentration of 20 mg / mL in 50% MeOH. Identification was performed using the
standard method and external integration of the peaks at 256 nm for gallic acid. The

spectroscopic profile of the extract was obtained by Fourier transform infrared spectroscopy
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(FTIR). In the_semisolid state, the extract was pressed against the diamond crystal of the
equipment. Next, readings were recorded. The FTIR spectrum was obtained in less than 30
seconds and results compared against standards samples from the library. An aliquot (10ml) of
the extract (1mg) diluted in MeOH (100%) was used to obtain the UV-visible spectrum, using

the wavelength range of 200 to 700nm.

Cytotoxic Activity

Cytotoxic activity was tested by MTT assay on tumour cell lines. DMEM culture
medium was used for incubation of NCI-H292 (human lung mucoepidermoid carcinoma) MCF-
7 (human breast adenocarcinoma), and Hep-2_(human laryngeal carcinoma) cells. HL-60 (acute
promyelocytic leukaemia) cells were cultured in RPMI medium. In detail, all culture medium
was supplemented with fetal bovine serum (10%) and antibiotic solution (1%) of penicillin and

streptomycin. Cells were incubated on 37 °C in rich humidity and 5% CO2.

Cells were cultured on a 96 well plate and incubated for 24 hours prior to addition of 50ug/ml of
the extract dissolved in 1% DMSO. NCI-H292, HT-29, Hep-2 cell lines were incubated with
initial concentration of 10° cell/mL and HL-60 containing 3 x 10° cell/mL. After a total of 72
hours of incubation, 25 uL of MTT (5 mg/mL) was added to the culture. After 3 hours of
incubation, the culture medium was removed by aspiration, and 100ul of DMSO (1%) added to
each well. Control samples received doxorubicin_(50 pg/mL ) for inhibition purposes. This
method enables the visualization of enzymatic activity by formation of purpura colour. A plate
reader was used to obtain absorbance values in the wavelength of 560nm and cell viability
values expressed in percentage in comparison with a negative control, considered as “100%

inhibited”. The experiment was performed with four sample replicates.

Statistical Analysis
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The percentage of growth inhibition was calculated through descriptive statistics

methods on GraphPad Prism 5.0 software, for all cell lines.

RESULTS AND DISCUSSION

Results from this study showed the methanolic extract of C. heliotropiifolius leaves
have a chemical profile similar to its genre and to the majority of Euphorbiaceae family
members. Thin-layer chromatography (TLC) identified the presence of flavonoids and the
absence of alkaloids and coumarins. In addition, an alkaloid was identified in the root skin
(Schoefs, 2002).

The test for presence of saponins revealed their absence. In fact, such result has been
reported in another specie of the genre, Croton linearifolius (Cunha et al., 2014). Experiments
showed the extract did not contain condensed tannins although they have been detected in such
specie (Randau et al., 2004).

High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) identified Gallic acid with retention
time of 1.80 min. The hydrolysis of esters bonds on gallic acid have been reported as a natural
defence mechanism (Matias et a., 2010).

FIGURE 1

The spectrum within the infrared region (Figurel) revealed a band in the region of 3271
cm™ suggesting the presence of O-H in association to amides. The band in the region of 2958
cm-! suggests the presence of C-H aliphatic. The region of 1661 cm-1_shows the presence of
carbonyl, aliphatic ketones and esters. Those compounds may be related to esters from the gallic
acid. Absorbance within the region of 1478 cm-1 refers to C=C. The range between 1140-1200

cm-* indicates the presence of sulphones.

FIGURE 2
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The UV spectrum (Figure 2) showed four absorbance bands with maximum values of
268, 316, 406 and 665 nm. Absorbance bands within 266-295 nm indicated the presence of
simple phenols. The spectrum typically displays two maximum absorbance values for
flavonoids; in 240-285 nm and 300-550 nm (Silva, 2015). Our results come in accordance to

these values as demonstrated by chromatography and infrared spectrum results.

FIGURE 3

The toxicity of several secondary metabolites, present in vegetal, have been described
(Silva et al., 2012). Flavonoids have their cytotoxic activity stablished in different tumour cells
(Costa-Lotufo et al., 2003).

Experiments demonstrated cellular growth inhibition of 59,5%, 21,7%, 26,7% and
46,5% on the respective cell lines HL-60, MCF-7, Hep-2 e NCI-H292 (Table 1). Percentage
values of 1-20% were classified as “without inhibitory activity”, between 20-50% as “low
inhibitory activity”, for values between 50-70% as “moderate inhibitory activity*, and as “high

inhibitory activity” for 70-100% (Andrade et al., 2015).

TABLE 1

The extract here tested demonstrated to be more effective on acute promyelocytic
leukaemia (HL-60) cells, with moderate growth inhibition. In a similar investigation, essential
oil of Croton zehntneri, containing its major compound estragole, was tested on NCI-H292,
MCEF-7 and Hep-2 cell lines. Results revealed numbers lower than 20% of growth inhibition
(Andrade et al., 2015). This study demonstrates that the physical-chemical profile of the extract
is composed of phenolic compounds, flavonoids, and hydrolysed tannins. On the other hand, it

devoid alkaloids and coumarins. The cytotoxic evaluation, within the conditions here tested,
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showed low inhibition rates on NCI-H292, MCF-7, Hep-2 cells but moderate on HL-60 cells

which is potential for further investigations.

ACKNOWLEDGMENT

The authors wish to thank the Nacional Semi-arid Institute (INSA), the Biophysics and
Chemistry laboratory and the Antibiotics department of the Federal University of Pernambuco
(UFPE). This work was funded by the Coordination for the Improvement of Higher Education

Personnel (CAPES).

CONFLICT OF INTEREST

All authors have none to declare.

REFERENCES

Andrade TC, Lima SG, Freitas RM, Rocha MS, Islam T, Silva TG, Militao GC (2015).
Isolation, characterization and evaluation of antimicrobial and cytotoxic activity of estragole,
obtained from the essential oil of croton zehntneri (euphorbiaceae). Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias, 87(1), 173-182.

Cechinel Filho V, Yunes RA (1998). Strategies for obtaining compounds pharmacologically
active from medicinal plants. Concepts about structural changes to optimize the activity.
Quimica nova; 21(1), 99-105.

Chu E, Sartorelli AC (2004). Cancer chemotherapy. In: Katzung BG, editor. Basic and clinical
pharmacology, 9th ed. U.S.A. Portland, OR: McGraw-Hill; 888-930.

Costa-Lotufo LV, Jimenez PC, Wilke DV, Leal LKA, Cunha G, Silveira ER, Pessoa C (2003).
Antiproliferative effects of several compounds isolated from Amburana cearensis AC
Smith. Zeitschrift fur Naturforschung C, 58(9-10), 675-680.

Cunha SL, Gualberto SA, Carvalho KS, Fries DD (2014). Evaluation of the larvicidal activity of
extracts obtained from Croton linearifolius Mull stem. Arg. (Euphorbiaceae) on larvae of Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). Biotemas, 27(2), 79-85.

Dewick PM (2002). Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John Wiley & Sons.



73

Déria GA, Silva WJ, Carvalho GA, Alves PB, Cavalcanti SC (2010). A study of the larvicidal
activity of two Croton species from northeastern Brazil against Aedes aegypti. Pharmaceutical
biology, 48(6), 615-620.

Erharuyi O, Adhikari A, Falodun A, Jabeen A, Imad R, Ammad M, Géren N (2017). Cytotoxic,
anti-inflammatory, and leishmanicidal activities of diterpenes isolated from the roots of
Caesalpinia pulcherrima. Planta medica, 83(01/02), 104-110.

Freshney RI (2000). Culture of animal cells: a manual of basic technique, 4a Edn. Indianapolis,
In: WileyLiss.

Matias EF, katiucia Santos K, Almeida TS, Costa JG, Coutinho HD (2010). In vitro
antibacterial activity of Croton campestris A., Ocimum gratissimum L. and Cordia verbenacea
DC. Revista Brasileira de Biociéncias, 8(3).

Matos FJA (1997). Introduction to experimental phytochemical, 2° edition., Ed. UFC: Fortaleza.

Randau KP, Floréncio DC, Ferreira CP, Xavier HS (2004). Pharmacognostic study of Croton
rhamnifolius HBK and Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm.(Euphorbiaceae). Revista
Brasileira de Farmacognosia, 14(2), 89-96.

Schoefs B (2002). Chlorophyll and carotenoid analysis in food products. Properties of the
pigments and methods of analysis. Trends in food science & technology, 13(11), 361-371.

Silva LB, Torres EB, Silva KF, Souza JSN, Lopes MS, Andrade LH, Xavier ZF (2012).
Toxicity of ethanolic extract of Croton heliotropiifolius in weevil populations of stored maize
grains. J. Entomol, 6, 413-421.

Silva RV (2015). Excerpt from the fruits of Spondias purpurea L. as the active ingredient for
formulation fitocosmética fotoprotetora. Feira de Santana. Dissertation, Estadual University of
Feira de Santana.

Simdes CMO, Schenkel E P, Melo JCP, Mentz LA, Petrovick PR (2004). Pharmacognosy:
from the plant to the medicine. 5°edition. Porto Alegre/Floriandpolis: Publisher of UFRGS /
Publisher UFSC.

Victério CP, Kuster RM, Lage CLS (2007). Light quality and photosynthetic pigment
production in in vitro plants of Phyllanthus tenellus Roxb. Revista Brasileira de
Biociéncias, 5(02), 213-215.

Wagner H, Bladt S (1996). Plant drug analysis. 2.ed. New York: Springer Verlag.



74

World Health Organization (WHO) (1981). Intestinal protozoan and helminthic infections.
Tech. Rep. Ser. 666:1-150.
Yankep E, Njamen D, Fotsing MT, Fomum ZT, Mbanya JC, Giner RM, Rios JL (2003).

Griffonianone D, an Isoflavone with Anti-inflammatory Activity from the Root Bark of
Millettia griffoniana 1. Journal of natural products, 66(9), 1288-1290.

Ye H, Fu A, Wu W, Li Y, Wang G, Tang M, Yang J (2012). Cytotoxic and apoptotic effects of
constituents from Millettia pachycarpa Benth. Fitoterapia, 83(8), 1402-1408.

FIGURE 1-
EmhmTrna
Marfe
15 - = 15
-
2
10 4 Z - 10
Mk 5
o 2
5. H g= 2 o s
i A =
'lILiTﬁ' ' | =
ol & ”]LLM‘*'L""“WWM‘“”MLQ Lo

Minubes

Figure 1. HPLC chromatogram shows the presence of gallic acid in the extract.
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Figure 2.Infrared Spectrum (FTIR) of the methanolic extract of C. heliotropiifolius
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Figure 3. Ultraviolet—visible spectrum of the methanolic extract of C. heliotropiifolius
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TABLE 1. Percentage of inhibitory activity of C. heliotropiifolius extract on HL-60, MCF-7,
Hep-2 e NCI-H292 cells.

Cell line C. heliotropiifolius extract (%o) Doxorubicin (%0)
HL-60 59,5 (x¥2,9) 92,9 (+0,6)
MCF-7 21,7 (¥3,7) 79,4(2,6)

Hep-2 26,7 (£7,1) 79,4(2,6)

NCI-H292 46,5 (+2,6) 94,1(+1,9)




