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Resumo

As espécies do género Croton L., em especial a Croton lechleri Mill. Arg. conhecida popularmente como “sangue de
dragdo”, sdo utilizadas para diversos fins terapéuticos pela populagdo brasileira. Ensaios in vitro avaliando a
citotoxicidade desta planta em células saudaveis sdo escassos. Desta forma, este estudo objetivou avaliar a toxicidade
celular do extrato etandlico da casca de C. lechleri, e comparar com compostos comercializaveis como compostos
quinoléicos e avermectinas. O teste hemolitico foi realizado através da adi¢do do extrato em suspensdo de hemacias
em soro fisiolégico a um hematocrito de 10% de concentragdes decrescentes. O ensaio de citotoxicidade foi realizado
em células VERO mantidas em meio de cultura RPMI suplementado com soro fetal bovino, onde foram adicionadas 7
concentragdes diluidas de 1/2 a partir da solucdo mée de 500ug/mL do extrato bruto da C. lechleri e dos farmacos
Cloroquina, Hidroxicloroquina e lvermectina. A hemolise foi analisada através de um UV/VIS, em intervalos de 30,
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60 e 120 minutos. A citotoxicidade ap6s 72 horas através do ensaio de reducdo de resazurina. Os resultados
demonstraram que o extrato de C. lechleri em diferentes concentragcBes e tempos, apresentou baixa ou nenhuma
toxicidade nas hemacias. No ensaio de citotoxicidade o extrato apresentou CCso de 218,9 ug/mL, a CQ, HCQ e IVe de
128,5; 191,6 e 32,9 pg/mL, respectivamente. Conclui-se que o extrato etandlico das cascas de C. lechleri néo
apresentou hemolise significativa e que 0 mesmo apresentou uma citotoxicidade moderada frente as células VERO,
evidenciando que esse produto natural é potencialmente seguro para uso popular.

Palavras-chave: Croton; Fitoterapia; Hemolise; Plantas medicinais; Toxicidade.

Abstract

Species of the genus Croton L., especially Croton lechleri Mill. Arg. popularly known as "dragon blood", are used
for various therapeutic purposes by the Brazilian population. In vitro assays evaluating the cytotoxicity of this plant in
healthy cells are scarce. Thus, this study aims to evaluate the cellular toxicity of the ethanolic extract of C. lechleri
bark, and compare it with commercially available compounds such as quinoleic compounds and avermectins. The
hemolytic test was performed by adding the extract in red cells suspension in saline at a hematocrit of 10% with
decreasing concentrations. The cytotoxicity assay was performed on VERO cells maintained in RPMI culture medium
supplemented with fetal bovine serum, to which 7 concentrations diluted 1/2 from the stock solution of 500 pg/mL of
the crude extract of C. lechleri and the drugs Chloroquine, Hydroxychloroquine and Ivermectin. Hemolysis was
analyzed using a UV/VIS at intervals of 30, 60 and 120 minutes. Cytotoxicity after 72 hours by resazurin reduction
assay. The results showed that the extract of C. lechleri at different concentrations and times, showed low or no
toxicity to red blood cells. In the cytotoxicity assay, the extract presented CCso of 218,9 ug/mL, the CQ, HCQ and Ve
of 128,5; 191,6 and 32,9 ug/mL, respectively. It was concluded that the ethanolic extract of C. lechleri bark did not
present significant hemolysis and that it presented moderate cytotoxicity against VERO cells, showing that this
natural product is potentially safe for popular use.

Keywords: Croton; Phytotherapy; Hemolysis; Medicinal plants; Toxicity.

Resumen

Las especies del género Croton L., especialmente Croton lechleri Mill. Arg. popularmente conocido como "sangre de
dragon”, son utilizadas con diversos fines terapéuticos por la poblacion brasilefia. Los ensayos in vitro que evalGan la
citotoxicidad de esta planta en células sanas son escasos. Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo evaluar la
toxicidad del extracto etandlico de la corteza de C. lechleri y compararlo con compuestos disponibles comercialmente
como compuestos quinoleicos y avermectinas. La prueba hemolitica se realiz6 agregando el extracto suspendido de
glébulos rojos en solucion salina a un hematocrito del 10% con concentraciones decrecientes. El ensayo de
citotoxicidad se realizé en células VERO mantenidas en medio de cultivo RPMI suplementado con suero fetal bovino,
las que se afiadieron 7 concentraciones diluidas las 1/2 de la solucion madre de 500ug/mL del extracto crudo de C.
lechleri y los farmacos Cloroquina, Hidroxicloroquina e Ivermectina. La hemolisis se analiz6 utilizando UV/VIS a
intervalos de 30, 60 y 120 minutos. Citotoxicidad después de 72 horas por ensayo de reduccion de resazurina. Los
resultados mostraron que el extracto de C. lechleri a diferentes concentraciones y tiempos, mostré baja o nula
toxicidad para glébulos rojos. En el ensayo de citotoxicidad, el extracto presenté CCso de 218.9 pug/mL, el CQ, HCQ e
IVe de 128,5; 191,6 y 32,9 pug/mL, respectivamente. Se concluyd que el extracto etanélico de corteza de C. lechleri no
presentd hemolisis significativa y que presentd citotoxicidad moderada contra células VERO, demostrando que este
producto natural es potencialmente seguro para uso popular.

Palabras clave: Croton; Fitoterapia; Hemolisis; Plantas medicinales; Toxicidad.

1. Introducéo

Desde a antiguidade o ser humano vem utilizando as plantas como forma de prevengdo, tratamento e cura para todos

os tipos de enfermidades (Castro et al., 2020; Lorenzi & Matos, 2021). Suas descobertas advindas das suas experiéncias foram

acumuladas ao longo dos tempos e assim transmitidas através das relag6es familiares e sociais (Pires et al., 2017). O consumo

desses medicamentos naturais pode ser feito nas mais diversas formas, ocorrendo sempre por processos extrativos, como chas,

garrafadas ou emplastros (Alonso, 2008).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em sua Resolucdo n.° 26 de 13 de maio de 2014

(Brasil, 2014), todo medicamento que tem como principio ativo matéria-prima exclusiva de vegetal, é denominado

medicamento fitoterapico. No Brasil a procura por medicamentos fitoterapicos tem aumentado, pois o seu desenvolvimento e

consumo esté atrelado a varias vantagens, como menores custos em pesquisas, menor toxicidade, além de apresentarem efeitos

sinérgicos, podendo ser utilizados como base na producdo de medicamentos sintéticos (Bettega et al., 2011; S4 et al., 2018).

As plantas do género Croton L. pertencem a familia das Euphorbiaceae Juss., no qual a espécie Croton lechleri Mull.
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Arg. esta inserida, sendo que a mesma €é conhecida popularmente como: sangue de dragédo, sangue de drago e sangue de grado,
devido a producédo de um latex vermelho viscoso encontrado comumente nas cascas desta planta (Salatino et al., 2007; Lopes
et al., 2013). Sua distribuigio geografica abrange as Américas, Africa continental, Antilhas e Madagascar, no Brasil pode ser
encontrada na Amaz6nia Ocidental, com ocorréncia confirmada para o Acre (Caruzo et al., 2022; Azevedo et al., 2008).

Essa espécie é utilizada para fins etnofarmacolégicos ha séculos por conta da sua extensa aplicabilidade na salde,
devido a presenca de grandes quantidades de alcaloides e diterpenos bioativos (Amaral & Barnes, 1997). Das cascas e do latex
desta planta sdo encontrados alcal6ides como magnoflorina, taliporfina, isoboldina e a tapsina (Cai et al., 1993a; Milanowski et
al., 2002). A tapsina é conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e por apresentar atividade citotéxica
em células cancerigenas (Paixdo, 2018; Lopes et al., 2013). Desta forma esta planta vem sendo utilizada como anti-
inflamatorio, cicatrizante de feridas, analgésico bucal, antidiarreico e para a cura de Ulceras estomacais (Lopes, 2013; Zevallos-
Pollito & Filho, 2007).

As plantas de uma forma geral, por serem consideradas produtos naturais, 0 senso comum as configura como sendo de
uso seguro, desconsiderando fatores de riscos que estas podem causar, como a toxicidade celular, reacdes alérgicas e interacfes
medicamentosas, tanto no humano, quanto no animal (Pereira et al., 2020; Belcavello et al., 2012). Deste modo pesquisas que
avaliam a toxicidade das plantas medicinais sdo de extrema importancia, pois através destas € possivel informar a populacgao
sobre os riscos de se utilizar extratos bioldgicos de forma indiscriminada, expondo a saide humana a substancias que podem
ser prejudiciais (Tedesco et al., 2015).

Neste contexto os testes de citotoxicidade in vitro sdo imprescindiveis, pois através deles é possivel observar a
capacidade intrinseca de um determinado composto em causar alteracdes celulares (Eisenbrand et al., 2002). Segundo o
International Standard Organization (ISO, 2009), ensaios de citotoxicidade in vitro sdo a primeira fase no qual qualquer
material precisa ser submetido, para que assim se comprovada a sua seguranca, possa ser utilizado em testes in vivo futuros.

Testes de citotoxicidade in vitro utilizando eritrocitos humanos, séo realizados frequentemente a fim de determinar a
toxicidade de varios compostos (Markowicz-Piasecka et al., 2018; Sousa et al., 2021). Estes tipos de células sdo geralmente
escolhidos por ndo apresentarem organelas e possuirem apenas uma membrana, 0 que o0s tornam adequados para estudos que
avaliam as interagdes entre compostos quimicos com as membranas celulares (Podsiedlik et al., 2020). Dessa forma a hemolise
esta diretamente ligada a toxicidade de algumas substancias, portanto quando ocorre, as hemécias expostas a estas, sofrem lise,
liberando hemoglobina, ocasionando diversos danos ao corpo humano, afetando o figado, rins, coracdo, podendo até estimular
a producdo de tumores (Schiar et al., 2007; Carvalho et al., 2007; Reddy et al., 2007; Pereira et al., 2020).

Nos ensaios de citotoxicidade também sdo utilizadas células de mamiferos em meio de cultura, onde a adicdo de
compostos sintéticos ou naturais sdo capazes de revelar os danos que estes podem acarretar a célula (Rogero et al., 2003).
Neste &mbito, uma das linhagens de células mais adequadas para se utilizar em testes in vitro, sendo muito recomendada pela
Organizacdo Mundial da Salde para a producdo de vacinas sdo as células da linhagem VERO (fibroblastos), que advém de
células isoladas dos rins de macacos-verdes africanos (Cercopithecus aethiops) (Yokomizo et al., 2004; Ammerman et al.,
2008).

Com base nas informacdes apresentadas, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade hemolitica e
citotdxica do extrato etandlico bruto da casca da planta Croton lechleri Miill. Arg. e a atividade citotdxica dos farmacos
Cloroquina, Hidroxicloroquina e Ivermectina, a fim de utilizar os dados destes farmacos ja comercializados como parametro de

equivaléncia de efetividade do extrato da C. lechleri.

2. Metodologia

Trata-se de um estudo de abordagem quantitativa-qualitativa, pois além de se preocupar com a compreensao do
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fendmeno do estudo, foi realizada andlise quantitativa e caracterizagdo morfol6gica para sistematizar as informagdes obtidas
com objetividade e clareza. Quanto aos procedimentos, a pesquisa é caracterizada como experimental, na qual houve
manipulacdo direta das variaveis relacionadas com o objeto de estudo, proporcionando o estudo da relagéo entre as causas e 0s
efeitos do fendmeno (Gil, 2010).

Coleta e obtencdo do extrato

O extrato etandlico da casca de C. lechleri foi cedido pela equipe do laboratério de quimica da Universidade Federal
de Rondonia (UNIR). A coleta desta planta foi realizada no estado Amazonas, no municipio de Boca do Acre (08° 44’ 26” S ¢
67° 23’ 03” O), onde foi encaminhada para o mesmo laboratério de coleta, que realizou a obtengao do extrato pelo método de
maceracdo (Oliveira et al., 2016). Esse extrato foi repassado ainda em estado liquido com o solvente para o Laboratério de
Biogeoquimica (UNIR), onde foi realizada a liofilizagdo do mesmo. Tais procedimentos foram submetidos ao Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob ASDDDEQ.

Teste de Hemolise

Para esta técnica fez-se necessaria a coleta venosa de sangue. Apés separagdo das células sanguineas através de
centrifugagdo por 3 minutos a 2.500rpm, as hemécias foram lavadas em soro fisiol6gico por mais de duas vezes e em seguida
ressuspensas a um hematocrito de 10%. O extrato bruto (EB) foi diluido & 1 mg/mL o qual foi realizado diluicéo seriada (1:2)
até 125 pg/mL, desses foram adicionados 0,5 mL a cada tubo contendo 1,5 mL de suspenséo de hemécias, obtendo um volume
final de 2 mL, os quais foram identificados e incubados na estufa & 37 °C para posterior analise no espectrofotdmetro em
periodos de 30’, 60 ¢ 120” minutos. Como controle utilizou-se o soro fisioldgico.

A cada periodo em que as amostras foram expostas a leitura, os tubos foram retirados da estufa e homogeneizados.
Esses foram centrifugados a 2500 rpm durante 5 minutos, onde o sobrenadante foi transferido para cubetas de leitura e a
hemolise foi quantificada por espectrofotometria UV-VIS em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos
em comparagdo ao controle de auséncia de hemolise e com uma porcentagem que representa a média aritmética de trés
medidas (Rangel et al., 1997).

Ensaio de citotoxicidade
Cultivo celular e plagueamento

A Linhagem celular VERO utilizada neste trabalho foi cedida pelo Laboratdrio Plataforma de Bioensaios em Maléria
e Leishmanioses localizado na Fundacdo Oswaldo Cruz de Rondbnia (FIOCRUZ). Onde esteve crio preservada em
refrigeracdo a -80 °C. As células foram cultivadas in vitro em meio RPMI (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco), 40 mg/L Gentamicina, em estufa de 5% COz, a 37 °C. As células VERO foram cultivadas até 90% de
confluéncia em frasco tipo T com filtro (Calvo-Calle et al., 1994).

Para a sua manutencdo, estas células foram trocadas de meio em um intervalo de aproximadamente 48 horas ou
tripsinizadas com tripsina-EDTA 0,25%, quando observado a precisdo de fornecer mais espaco para a multiplicacdo delas, ou
no momento do plaqueamento. No plaqueamento das células houve a contagem de células viaveis em camara hemocitométrica,
utilizando o corante azul de trypan a 0,04% (Sigma aldrich). A contagem de células foi realizada através de um microscopio
optico no aumento de 40x onde foram consideradas apenas células viaveis. Para a determinacdo da densidade celular foi

utilizada a seguinte equacéo:

n® de celulas viaveis
densidade celular = — x Fator de diluicie (FD) x10*
n® de quadrantes
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Apds a determinagdo da densidade celular, na placa de 96 pocos, as células foram semeadas a 1x10* por pogo. Em
seguida a placa foi mantida na estufa por 24 horas, para a aderéncia das células, apds esse intervalo de tempo foram
adicionados os compostos (adaptado de Riss et al., 2016).

Solubilizagéo dos compostos e diluicdo seriada

Para a diluicdo seriada foi preparada uma solucdo estoque de todos os compostos, onde foram diluidos em agua de
injecdo. Os compostos utilizados foram: Extrato bruto 1 mg, HCQ a 400 mg (Reuquinol), CQ a 150 mg (Farmanguinhos) e IVe
(Vitamedic) a 6 mg. A partir da solugdo estoque foi utilizado o célculo de diluigdo Ci. Vi = Ca. V2, para gerar a solugdo mée,
objetivando a sincronizacdo da concentracdo dos compostos, possibilitando as dilui¢Ges seriadas na concentragdo inicial de 500
pg/mL.

Desta concentragdo inicial houve a dilui¢do de 1:2 dos compostos os quais foram adicionados em triplicatas na placa
com as células nas seguintes concentra¢des: 500; 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8 pg/mL. Foram considerados controle positivo
as células sem tratamento, controle negativo células tratadas com tampéo de lise com 20 mM de Tris-HCI (Sigma aldrich), 5
mM de EDTA (Dindmica), 0,08% de Triton X-100 V/V, saponina 0,008% P/V (Sigma aldrich), e como Branco o meio de
cultura RPMI. Desta forma a placa foi mantida em estufa para o tratamento por 72 horas.

Apdbs as 72 horas a placa foi submetida a revelacdo da viabilidade celular utilizando o fluorimétrico resazurina
(Sigma-Aldrich), na concentracdo de 2mM. Posteriormente 5 horas de incubacdo da placa com a resazurina, a fluorescéncia foi

determinada com o auxilio do espectrofotdmetro com excitacdo de 530/25 e emissdo de 590/35 (adaptado de Riss et al., 2016).

Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e testados ao menos duas vezes de forma independente. Os
dados referentes ao ensaio de Hemolise foram elaborados no programa Microsoft Excel 2016. Para determinar a concentragao
citotoxica das células (CCso) os dados foram processados pelo programa Gen5® e a analise estatistica pelo programa Origin
9.1 com a ajuda do software GraphPad Prism. Para comparacdo dos varios pardmetros, os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. Em todas as andlises o nivel de significancia foi considerado
quando o valor de P apresentou-se menor que 0,05 (p<0,05).

3. Resultados e Discusséo
Atividade citotoxica in vitro do extrato C. lechleri e dos compostos: Cloroquina, Hidroxicloroquina e lvermectina.

Os resultados referentes ao teste de hemdlise realizado com o extrato etandlico de C. lechleri, estdo expostos no
Gréfico 1.
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Gréfico 1 - Avaliagdo do efeito hemolitico do extrato bruto da planta C. lechleri e demais concentracdes.

[}

1 T30
mT60
mT120

Hemolise (%)

o HE =N EN Em =N

Controle 333 3ug/mL 166.6pug/mL 83 3ug/mL 41pg/mL
(EB)

Legenda: Controle: Soro fisiologico. EB: Extrato bruto 100%. Fonte: Autores.

Através da andlise dos dados expostos observou-se que o extrato ndo ocasionou a hemdlise das hemacias nas
concentracfes de 166,6 pg/mL, 83,3 pg/mL, e 41 pg/mL em todos os tempos em que foi exposto & leitura através do
espectrofotdmetro, ele também ndo apresentou toxicidade na concentracdo 333,3 ug/mL, que equivale ao extrato bruto (100%)
nos tempos de 30 e 60 minutos. O mesmo s6 apresentou uma baixa hemdlise mediante concentracdo do extrato puro no tempo
de 120 minutos, hemdlise essa que pode ter sido influenciada pelo tempo prolongado de exposicdo das hemacias ao extrato.

Em um estudo realizado por Fernandes (2019), que testou acdo hemolitica do extrato etandlico bruto das folhas da
espécie Cnidoscolus quercifolius (Euphorbiaceae) em eritrdcitos humanos nas concentragdes 0,5, 1, 2, e 4 mg.mL"!, apresentou
um indice baixo de toxicidade cerca de 1,07% na menor concentracdo testada corroborando com os descritos no presente
estudo utilizando extrato etandlico de Croton lechleri Mull. Arg. o qual apresentou uma toxicidade aproximada na maior
concentragdo testada.

Baseando-se nas consideragdes dos ensaios de hemdlise, este é o primeiro relato utilizando o extrato da casca de C.
lechleri em células sanguineas humanas. Amaral et al. (2018), testaram a atividade hemolitica do dleo essencial de Croton
argyrophyllus (Euphorbiaceae) em eritrécitos de camundongos, onde 0 mesmo ndo se mostrou hemolitico nas concentracGes
mais altas testadas (1000 pg/mL), demonstrando que os componentes quimicos das plantas que constituem essa familia ndo
apresentam riscos frente as células sanguineas de mamiferos.

De acordo com Silva et al. (2016), que avaliaram a hemdlise do extrato bruto etanolico obtido de partes aéreas da
planta Croton grewioides (Euphorbiaceae) em eritrécitos de ratos nas concentragdes 81, 243 e 500 mg/mL, revelou que nestas
concentracfes ndo foram observadas atividade hemolitica, 0 que indica que mesmo em concentracfes equivalentes a
medicamentos de referéncia aqui utilizados como a CQ 150 mg o extrato de C. lechleri pode ser bem tolerado pelo sistema
biologico.

Os resultados referentes ao ensaio de citotoxicidade em células VERO a diferentes concentracfes do extrato etandlico

da casca de C. lechleri, e dos compostos HCQ, CQ e IVe durante 72 horas, estdo presentes na Figura 1.
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Figura 1 - Gréaficos referentes ao ensaio de viabilidade celular frente a célula VERO (72h).
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preta C+ representa as células ndo tratadas mantidas em meio RPMI. O C- representa o tampdo de lise com 100% de morte das células.
Colunas marcadas com asterisco (*) representam diferenca estatistica quando comparada com o tampéo de lise. Colunas marcadas com
cerquilha (#) representam diferenga estatistica quando comparada com o C+. (¥***=p<0,0001), (# # # # p<0,0001), seguido de pos-teste de
Tukey. Fonte: Autores.

Através desses resultados é possivel observar que o extrato de C. lechleri sofreu uma alta citotoxicidade nas duas
maiores concentragdes de exposicdo. Ressalta-se que a partir da concentragdo 125 pg/mL a quantidade de células viaveis foi
maior que 95%, atingindo 100% de viabilidade na menor concentracéo testada de 7,8 pg/mL (Figura 1-A). Nos testes com a
Hidroxicloroguina este composto mostrou-se moderadamente toxico, alcangando cerca de 70% a 80% da viabilidade celular
nas concentracdes abaixo de 125 pg/mL (Figura 1-B). No teste com a Cloroquina, observou-se que em todas as concentragGes
testadas o composto foi parcialmente toxico para as células, alcancando mais de 70% da variabilidade nas concentracfes
abaixo de 7,8 ug/mL (Figura 1-C). Os testes com a lvermectina demonstraram que esse composto é citotdxico para as células
VERO, onde no decaimento das concentrag¢fes a partir de 15,62 pug/mL observaram-se apenas 60% da viabilidade das células
expostas a esse composto, ndo chegando a atingir 80% da viabilidade das células na menor concentragdo testada (Figura 1-D).

Desta forma os valores de CCso resultantes deste experimento estdo expostos na Tabela 1. Onde o valor de CCso para
o extrato de C. lechleri foi determinado a partir da concentragdo de 218,92 pg/mL, concentracdo na qual foi possivel observar
50% da viabilidade das células expostas ao tratamento. Para os testes com a Hidroxicloroquina, Cloroquina e Ivermectina os

valores de CCso foram determinados nas concentragoes de 191,63 pg/mL; 128,55 pg/mL e 32,9 ng/mL, respectivamente.
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Tabela 1 - Resultados referentes a concentragéo citotoxica 50% (CCso) utilizando célula VERO por 72h.

Amostra CCs5otDP(ug/mL)
Extrato de C. lecheri 218,92 + 8,7
Hidroxicloroquina 191,63 +4,8
Cloroquina 128,55 +0,7
Ivermectina 32,96 £5,3

Legenda: DP — desvio padrdo. Fonte: Autores.

Deste modo observa-se que a partir da concentragdo 218,92 pg/mL, o extrato etandlico da casca de C. lechleri ndo é
toxico para as células normais (VERO), resultados estes que vao de encontro com estudos elaborados por Alonso-Castro et al.
(2012), onde avaliaram a citotoxicidade e o efeito antitumoral do extrato metandlico das folhas de Croton lechleri Miill. Arg.
em linhagens de células derivadas de tumor cervical (HeLa), colorretal (SW-480), carcinomas de mama (MDA-MB231) e
figado (HepG2), bem como a linhagem de células normais de queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT). No qual
observou-se que o extrato induziu valores baixos de ICso em células cancerigenas HeLa (17 pg/mL) e valores acima de >50
pg/mL nas células cancerigenas MDA-MB231, HepG2 e SW-480. Em células normais HaCaT o valor de ICso foi de 205
pg/mL. Logo apos Paixdo (2018), averiguou a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico da entrecasca de Croton argyrophyllus
em células J774 (macrdéfagos) e HEK (embrionéria renal), nas concentragfes de 12,5 a 200 pg/mL onde nédo foi possivel
observar citotoxicidade em todas as concentragdes testadas para ambos tipos celulares, corroborando com os resultados aqui
apresentados.

Em contrapartida, no estudo realizado por Santos et al. (2015), analisou-se o efeito citotoxico do latex obtido de C.
lechleri em macrdfagos de linhagem J774, onde o valor de CCso foi determinado em 25 pg/mL, ndo apresentando efeito
citotoxico relevante nas concentracdes abaixo testadas de 6,25 e 12,5 pg/mL. Demonstrando que o extrato das cascas de C.
lechleri quando comparada ao latex obtido desta planta é menos toxico para as células, podendo ser considerado de uso mais
seguro, considerando que 0 mesmo obtém a tapsina 0 composto bioativo de maior interesse etnofarmacoldgico, presente tanto
no latex quanto nas cascas de C. lechleri.

Das cascas de C. lechleri foram isolados diterpenos como os clerodanos: crolequinol, acido crolequinico e a lactona
clerodanos korberina A e korberia B (Cai et al., 1993b). Em um levantamento realizado por Li et al. (2016), foi observado que
os cloredanos sdo conhecidos por apresentarem agdo citotoxica em células cancerigenas, porém estudos mais aprofundados
com relacdo aos clerodanos isolados das cascas de C. lechleri ainda ndo foram realizados, sendo dificil de especificar se tais
compostos estdo relacionados a citotoxicidade aqui relatada em concentragcBes maiores, ou se este resultado se deu em funcéo
da mistura de varios compostos presentes no extrato bruto.

No que diz respeito & aplicacdo clinica dos extratos de C. lechleri, Lopes et al. (2013), relatou a existéncia de véarios
estudos na literatura comprovando a acdo antitlcera, antidiarreica, anticancerigena e a acdo da seiva em diversas outras
fungdes terapéuticas, porém o amplo uso desta planta em doses despadronizadas demonstra a necessidades de pesquisas
voltadas a padronizagdo da dosagem de uso dos extratos desta planta. Visto que Almeida et al. (2019), em um ensaio de
avaliacdo toxicoldgica do extrato comercial de C. lechleri em Allium cepa, determinou que doses progressivas a partir de 1,5
mL ao dia sdo consideradas toxicas e mutagénicas. Dessa forma, este estudo encoraja pesquisas adicionais, sobre os

mecanismos envolvidos na citotoxicidade in vitro deste extrato.
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Equivaléncia da efetividade entre a C. lechleri, e os compostos Quinoléicos (CQ, HCQ) e Avermectinas (1Ve)

Os resultados observados na Figura 1 mostraram que para este experimento o extrato da planta C. lechleri apresentou-
se menos citotéxico, quando comparado a HCQ, CQ e 1Ve, pois se observa que 0 mesmo atingiu uma viabilidade maior que
90% nas concentragfes iguais ou abaixo de 125 pg/mL, enquanto os demais compostos ndo atingiram essa porcentagem de
viabilidade nas menores concentracgdes testadas.

No ano de 2020, apds a descoberta do novo coronavirus, causador da doenca COVID-19, advindo da cidade de
Wuhan na China, estudos in vitro testando a CQ e a HCQ demonstraram que estes poderiam ser potencialmente eficazes no
controle da infec¢do pela COVID-19 (Wang et al., 2020; Yao et al., 2020). Mediante a implementagdo destes medicamentos
como tratamento para esta doenca, ensaios clinicos randomizados feitos em grande escala descartaram a eficicia destes
compostos para o tratamento de COVID-19 em pacientes hospitalizados (Stefano et al., 2022; Barratt-Due et al., 2021).
Embora estudos apontem a toxicidade destes medicamentos em pacientes que 0s consomem de curtos a longos periodos de
tempo, estes sdo considerados de uso seguro para a populacdo, sendo que a HCQ é considerada mais segura em comparacao
com a CQ (Doyno et al., 2020; Papazisis et al., 2021).

Tendo em vista essa diferenca no perfil de seguranca entre a HCQ e a CQ, observa-se que este estudo corrobora com
trabalhos publicados recentemente como o de Yang et al. (2020), onde foi testado o CCso destes compostos em varios tipos
celulares, incluindo as células VERO, no qual se comprovou que a CQ tem o teor citotéxico mais alto quando comparado a
HCQ em sete tipos celulares testados, porém, esses valores ndo foram de encontro quando comparados as células VERO que
apresentaram o CCso nos valores de 92,35 e 56,19 uM em 72h, respectivamente. Esse estudo também demonstrou que ao
observar o CCso destes compostos em diferentes tempos de exposigdo como 24, 48 e 72h, a CQ acabou apresentando uma
maior viabilidade celular em 72h quando comparada a 48h, e a HCQ apresentou uma queda consideravelmente baixa da
viabilidade celular no tempo de 72h quando comparada ao tempo de 48h. Essa alteracdo pode ter ocorrido devido ao
metabolismo da droga na célula ou a estabilidade da mesma.

A ivermectina consiste em outro farmaco que foi bastante utilizado como promessa de agente profilatico a COVID-
19, essa questdo foi apoiada por estudos clinicos onde evidenciaram ser possivel reduzir as mortes ou reduzir a progressdo da
doenca grave por COVID-19 utilizando a ivermectina (Hill et al., 2021; Kory et al., 2021). Um ensaio clinico randomizado
mais atual realizado por Buonfrate et al. (2022), onde foram testadas altas doses de ivermectina para o tratamento precoce de
COVID-19, demonstrou que a ivermectina em altas doses foi considerada segura, porém estas ndo mostraram eficacia na
reducéo da carga viral.

Um estudo publicado por Gupta et al. (2022), sustenta o resultado que a lvermectina é toxica para as células VERO,
neste trabalho as células foram expostas nas concentragdes 13, 26, 65, 130 e 260 UM, onde a citotoxicidade foi maior de 30%,
obtendo um CCso de 17,48 uM. Mesmo este composto apresentando-se altamente citotoxico, para as células neste ensaio, a
literatura comprova que o uso do mesmo nas doses usuais é seguro para humanos (Navarro et al., 2020).

Mediante estes resultados, podemos analisar que nos ensaios com as células VERO o extrato de C. lechleri apresentou
menor citotoxicidade quando comparado medicamentos ja utilizados popularmente, esse resultado positivo corrobora com o
fato de que se esses medicamentos sdo comprovados seguros para 0 uso popular, o extrato por apresenta-se menos citotéxico

pode ser considerado de uso seguro também, quando ministrado nas mesmas concentragdes que os fArmacos aqui testados.

4. Conclusao

Dos resultados obtidos nos ensaios aqui realizados, é possivel concluir que o extrato etandlico da casca da planta
Croton lechleri Mall. Arg. em suas diversas concentragdes aqui testadas ndo foi citotoxico para os eritrdcitos humanos, no

qual apenas foi observado um baixo grau de hemolise mediante ao extrato bruto no tempo mais tardio, fator que pode estar
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relacionado ao tempo de exposicdo das hemécias ao extrato ou ao meio.

O extrato quando submetido aos ensaios de citotoxicidade em concentrages decrescentes demonstrou que 0 mesmo é
citotdxico em concentragdes acima de 218,9 ug/mL. Esta citotoxicidade analisada sugere um estudo mais aprofundado com as
fracOes do extrato, visando esclarecer o mecanismo de agdo do mesmo.

Quando relacionado o extrato da C. lechleri com os farmacos de referéncia aqui testados, concluimos que os mesmos
apresentaram uma toxicidade celular maior, indicando que o uso do extrato pode ser considerado seguro, mediante a seguranca

comprovada destes farmacos.
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