UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL pO SEMIARIDO - UFERSA @
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIA E TECNOLOGIA ’ ()
Trabalho de Concluséo de Curso (2021). CHlescm @ ¥ o

DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA E DA ATIVIDADE
CITOTOXICA DO OLEO ESSENCIAL DE CROTON SP.
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Resumo: O 6leo essencial das folhas frescas do Croton sp, chamado de OECS, foi obtido pelo processo de
hidrodestilacdo e sua composicdo quimica foi caracterizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. A analise critica demonstrou que o composto majoritario do OECS foi o f3-
copaeno-4-ol com teor 32,45%. No teste de atividade citotoxica em MTT foi averiguado um potencial
inibidor (CI-50) promissor do dleo essencial das folhas frescas do Croton sp para células cancerigenas
humanas de glioblastoma (SNB-19) com concentragdo 40 mg.mL? e de célon (HCT-116) com

concentragdo 31 mg.mL™,
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1. INTRODUCAO

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com baixo peso
molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos na maioria das vezes, por moléculas de natureza
terpénica. Frequentemente apresentam odor agradavel e marcante [1]. Estes Oleos, constituidos
principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres e outras substancias de baixo
peso molecular, normalmente sdo usados “in natura”, isto é, como misturas, pois as propriedades
organolépticas estdo associadas a varios componentes [2].

Os 6leos essenciais podem ser divididos em 2 grupos: aqueles obtidos pela compresséo de frutas
citricas e os obtidos por destilacdo a vapor de materiais vegetais, como folhas e sementes [3]. Possuem
grande aplicacdo na perfumaria, cosmética, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos [4].

Algumas espécies do género Croton (Euphorbiaceae), como a pertencente no presente estudo, sdo
produtoras de 6leos essenciais e conhecidas popularmente como marmeleiro, canelas e velames. Estas

plantas sdo comumente encontradas na regido Nordeste, especialmente no Estado do Ceara [5].

Nesse contexto, 0 presente trabalho tem como objetivo conhecer a potencialidade de uma planta
da regido do semidrido, por meio da extracdo do 6leo essencial, identificar sua composicao quimica e testar
sua atividade citotoxica.



2. DESENVOLVIMENTO
2.1. O género Croton.

O género Croton é o segundo género mais representativo da familia Euphorbiaceae, subfamilia
Crotonoideaea e tribo Crotoneae, e esta constituido por aproximadamente 1300 espécies de ervas, arbustos
e arvores. Cerca de 650 espécies ocorrem na América e aproximadamente 300 destas existem no Brasil

com muitos representantes ocorrendo na regido Nordeste [6].

As espécies de Croton nativas do Nordeste sdo conhecidas com as denominacOes populares:
marmeleiros, canelas e velames. Os marmeleiros sdo arbustos ou pequenas arvores. Séo plantas aromaticas
que produzem 6leos essenciais com rendimentos que variam de 0,5% a 1,7%. Dentre essas plantas podemos
citar como exemplos as seguintes espécies: “marmeleiro preto” (Croton sonderianus), “marmeleiro branco”
(Croton jacobinensis) e “marmeleiro sabia” (Croton nepetaefolius). As canelas silvestres sdo arbustos com
folhas e ramos de aromas fortes, caracteristico, semelhante ao da erva-doce. Alguns espécies com nomes
populares sdo “canela-de-cunha”, “canela de cheiro”, “canela-braba”, “canela-mansa”, “canelinha”, etc. Os
velames sdo arbustos e subarbustos que também recebem denominacBes especificas “velames”,
“yelaminho”, “velame-de-cheiro”, “velame verdadeiro”. Sdo também plantas produtoras de Oleos

essenciais. Sdo geralmente plantas muito rusticas, resistentes a longos periodos de seca [5].

Figura 1: Fotos do Croton sp com detalhes das folhas, flores e frutos. (Autoria prépria).

2.2. Processo de hidrodestilacéo

Existem trés variagOes diferentes do processo de destilacdo com &gua/vapor: destilagdo com agua
(hidrodestilacdo), destilagdo com &gua e vapor e destilagdo a vapor. Na hidrodestilacdo, a planta
aromatica permanece em contato com a agua fervente, podendo estar completamente imersa ou



flutuando [7]. A hidrodestilagdo é um dos processos mais antigos para obtencéo de 6leos essenciais. Esse
processo utiliza, para destilacdo de plantas em laboratério, um aparato conhecido como clevenger [8].
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Figura 2: Aparelho Clevenger (GOMES, 2003).

O o6leo essencial que se deseja extrair, em contato com a agua aquecida, recebera a pressao das
moléculas de vapor d’agua em ebuli¢do, sendo arrastados até um resfriador onde serfo condensados, e

assim, separados da agua [9].

2.3. Cromatografia Gasosa Acoplada a o Espectdmetro de Massa

A cromatografia gasosa é um processo de separacdo em que a fase movel é um gas, e a fase
estaciondria € um sélido (cromatografia gas-sélido) ou um liquido (cromatografia gas-liquido) [10].
Dentre as inUmeras técnicas de analise instrumental, a cromatografia gasosa (CG) destaca-se com
exceléncia para separacgdo, detec¢do e identificagdo de compostos volateis e semivolateis em misturas
complexas [11].

SEQUINEL (2010) afirma que na cromatografia gasosa, a eficiéncia do processo de separacéo é
influenciada por uma série de fatores, dentre os quais se pode citar: tempo de retencdo, comprimento da
coluna, temperatura da coluna, pressdo do gas de arraste, complexidade da amostra, técnica de inje¢ao,
entre outros [12].

Inicialmente a amostra € introduzida no injetor aquecido (com o auxilio de uma micro-seringa),
onde é vaporizada e transferida com o auxilio do géas de arraste para a coluna cromatografica colocada
dentro de um forno pré-aquecido. Os componentes da amostras sdo eluidos e conduzidos para o detector
conectado na saida da coluna. O detector emite um sinal elétrico que € registrado graficamente sob a

forma de picos [13].
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Figura 3: Esquema geral de Cromatografia gasosa acoplada a espectémetro de massas
(SILVA, 2010) [14].

As analises de GC-MS foram realizadas em um Agilent Instrumento 7890B-GC / 5977A-MS
equipado com uma coluna capilar de silica fundida VF-5MS néo polar (30 m x 0,25 mm DI, espessura de
filme de 0,25 um) utilizando uma propor¢do de divisdo de 1:30 e hélio a 1,5 mL min-1 como 0 g&s
portador. A temperatura do injetor e a temperatura do detector foram fixadas em 250 ° C. A temperatura
do forno foi elevada de 70 para 180 ° C a 4 ° C min-1 e depois para 250 ° Ca 10 ° C min-1. Os espectros

de massa foram registrados em uma faixa de razdo massa-carga (m/ z) entre 30 e 450.

2.4. indice de Kovats

Devido a presenca de estruturas similares, homogeneidade heteroatdmica e graus de saturagdo
similares, o uso de indices de retencéo, (RI) como ferramentas auxiliares na identificacdo de compostos,
é bastante usual, especialmente no campo de 6leos essenciais [15]. O indice de Kovats é um indice de
retencdo que descreve o comportamento de retencdo do composto comparativamente ao de uma mistura
de alcanos de diferentes nimeros de 4&tomos de carbono [16].

O indice de Kovats pode ser calculado pela equagéo 1:

l ! n—! ! "
RI = 100n + 100(m — n) (—LRO=2IRmy (1)
logt'rm)—logt'r(n)

t’r=tempo de reten¢do ajustado (tempo de retencdo do pico — tempo de eluicdo do pico de um composto
ndo retido pela coluna de cromatografia).

i= analito.

n= ndmero de carbonos do padrdo adjacente menos retido.

m= ndmero de carbonos do padrdo adjacente mais retido.



3. METODOLOGIA

3.1 Obtengao do 6leo essencial das folhas de Croton sp (OECS)

A amostra das folhas do Croton sp (OECS) foi colocada em um baldo de fundo redondo de 5L, onde foi
adicionada agua suficiente para deixar o material imerso. O baldo sofreu um processo de aquecimento
fornecido pela manta aquecedora modelo Q321A28 (Quimis). O aparelho clevenger foi acoplado ao baldo
e conectou-se o condensador ao banho termostatico modelo TE-2005 (Tecnal). Apds isso 0 aquecimento
foi iniciado até a agua entrar em evaporacdo. O vapor da agua juntamente com Odleo essencial foi
devidamente condensado e separado, isolando o 6leo essencial do Eucalyptus sp. Para o tratamento do 6leo
volatil utilizou-se sulfato de sodio e cloroférmio, posteriormente, foi utilizado nitrogénio gasoso para

evaporacao completa do cloroférmio.

3.2. Teste de citotoxicidade in vitro — Ensaio do MTT

A avaliacdo do efeito citotdxico das fracdes obtidas foi realizada pelo método colorimétrico do
3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazdlio — MTT apds 72 horas de incubacdo. Este é
um ensaio quantitativo in vitro usado para estimar a proliferacdo e sobrevivéncia celular. Baseia-se na
capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células
viaveis, em converter o sal de tetrazélio, que é hidrossollvel e de cor amarela, em cristais de formazan,
que sdo de cor purpura. Neste trabalho, o ensaio do MTT foi utilizado para biomonitorar o efeito citotdxico

das fracOes obtidas com o objetivo de selecioné-las para prosseguimento do fracionamento [17].

3.3. Procedimento experimental do ensaio MTT

As células em suspensdo ou em monocamadas foram plaqueadas em placas de multicavidades
de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacéo, 100 pL das substancias testes foram incubadas com a suspensédo
de células. Apds 69 horas de incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 minutos) e o
sobrenadante, descartado. Cada pogo, recebeu 150 pL da solugdo de MTT a 0,5 mg/mL, tendo sido
incubadas por 3 horas, em estufa incubadora com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. Apos esse periodo, as
placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante é desprezado e o
precipitado ressuspendido em 150 pl de DMSO. Para quantifica¢do do formazan obtido pela reducéo do
MTT nas células viaveis, as absorbancias foram lidas com auxilio de espectrofotdmetro de placa
empregando o software Multimode Detection, onde o comprimento de onda foi ajustado para 595 nm. A

doxorrubicina e/ou rotenona foram utilizadas como controle positivo dos experimentos [17].

3.4. Analise estatistica dos dados

Os dados foram analisados segundo suas meédias e respectivos erros-padrdo. O valor das
absorbancias encontrado para as fragdes analisadas em dose Unica de 25 pg/ml foi transformado em
porcentagem de inibicdo, relativo ao controle negativo. Para as fracdes testadas em diluicdo seriada, foi
determinado a concentracgdo inibitoria média (C150) com os respectivos intervalos de confianga (IC 95%)
obtidos a partir de regressdo ndo-linear usando o programa GraphPad Prism (Verséo 5.0).



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O o6leo essencial foi obtido a partir das folhas frescas do Croton sp pelo processo de hidrodestilacdo
e foi designado OECS. O o6leo volatil apresentou uma coloracdo amarelo palido e sua composicédo quimica
foi caracterizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Apos a analise
dos espectros de CG-EM foram identificados 25 compostos totalizando um percentual da composi¢éo
quimica em cerca de 84,69%. Os compostos majoritarios do OECS foram o f3-copaeno-4-ol (32,45%) e o
o-pineno (12,81%). A figura 04, abaixo, mostra o cromatograma do 6leo essencial das folhas frescas do

Croton sp coletadas em margo de 2019.
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Figura 04: Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial das folhas de Croton sp (OECS).
(Autoria prépria)

A caracterizacdo dos componentes, resolvidos por cromatografia gasosa, foi baseada na anélise
critica dos espectros de massas obtidos por alta ionizacdo gerados pelo impacto eletrénico no espectrdbmetro
de massa em comparacdo com dados coletados na literatura [18]. Os valores dos tempos de retencdo foram
corrigidos pelo indice de Kovats (IK) e, juntamente com a composi¢do quimica em percentual, foram

registrados no Quadro 1.
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Figura 05: Espectro de massa e estrutura quimica do b-copaeno-4-ol, composto majoritario do OECS
(ADAMS, 2017) [18].

Para a atividade citotdxica do 6leo essencial de Croton sp foram realizados testes em MTT. No
teste foi avaliada a concentragdo inibit6ria em 50% das células (C150) com 1C95%. Foram realizados testes
em linhagens de células de cancer humano da prostata (PC-3), do cérebro (SNB-19) e do célon (HCT-
116). O quadro 2 apresenta os resultados dos testes da atividade citotdxica para as linhagens de células
cancerigenas PC-3, SNB-19 e HCT-116 com valores expressos na concentracdo de mg.mL?. Serdo
considerados promissores, para que haja seguimento do estudo com a realizagdo dos testes in vivo, valores
abaixo de 50 mg.mL™. Os resultados demonstraram uma inibicdo promissora para as células cancerigenas



HCT-116 e SNB-19, o que indica uma potencial atividade citotdxica do éleo essencial obtido a partir das
folhas frescas de Croton sp. Os resultados da analise inibitoria para o PC-3 ndo apresentaram relevancia
significativa para o OECS testados no presente estudo.

Quadro 1: Variacdo da composicdo quimica sazonal do 6leo essencial de Croton sp.

Componentes IK literatura| IK corrigido | OECS Area (%)
o-pineno 939 940 12,81
j3- pineno 979 978 0,76
Mirceno 990 992 6,11
p-menta-1(7),8-dieno 1004 1008 0,97
6-3-careno 1011 1015 0,23
0-cimeno 1026 1029 0,23
silvestreno 1030 1033 4,51
1,8-cineol 1031 1036 3,58
acetato de 2-heptila 1043 1042 0,21
6-canfenona 1096 1102 0,52
criptona 1185 1190 2,11
o-terpineol 1188 1193 0,56
o-Copaeno 1376 1378 0,90
-bourboneno 1388 1387 1,79
B-elemeno 1390 1393 1,76
E-cariofileno 1419 1422 1,37
o-humuleno 1454 1456 0,29
allo-aromadendreno 1460 1464 0,81
y-muuroleno 1479 1479 0,21
t-muurola-4(14),5-dieno 1493 1496 0,31
y -cadineno 1513 1517 1,22
[B-copaen-4-ol 1590 1579 32,45
fokienol 1596 1585 7,73
cis-guaia-3,9-dien-11-ol 1649 1640 0,69
kusilol 1676 1672 2,56
Total - 84,69

Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.

Quadro 2: Atividade citotoxica (C150) com 1C95% do OECS para as células de cancer humano HCT-116,
PC-3 e SNB-19.

PC-3 SNB-19 HCT-116
Croton sp (OECS) Clsp mg.L* 77,27 40,06 31,24
(1C95%) (70,75-84.40) (33,36-48,10) (25,86-37,74)

5. CONSIDERACOES FINAIS

O oleo essencial foi obtido a partir das folhas frescas do Croton sp pelo processo de

hidrodestilacdo. Apresenta uma cor amarelo claro e foi designado do OECS. A identificacdo dos



componentes quimicos dos 6leos volateis foi realizada por anélise em CG-EM e foi observado que o
composto majoritario do OECS foi 0 B-copaeno-4-ol com teor de 32,45%.

No teste de atividade citotoxica em MTT foi averiguado um potencial inibidor (CI-50) promissor
do 6leo essencial das folhas frescas do Croton sp para células cancerigenas humanas de glioblastoma (SNB-
19) com concentragdo 40 mg.mL™ e de célon (HCT-116) com concentragdo 31 mg.mL™.

Os resultados achados neste trabalho apresentam uma justifica para a preservacao e exploracéo
sustentavel do bioma caatinga tdo negligenciado e degradado em nossa regido, que é o uso do 6leo essencial
na terapéutica do cancer obtido a partir das folhas frescas de Croton sp, uma espécie do género Croton
ainda ndo identificada.

Os préximos passos da pesquisa sera a identificacdo da espécie por um botanico e o teste in vivo
do dleo essencial de Croton sp visando confirmar a eficicia e averiguar a seguranga em um organismo
complexo.

Baseado no aroma do 6leo essencial do Croton sp uma outra aplicagdo possivel seria no

desenvolvimento de cosméticos.
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