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RESUMO

Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, conhecida também por janadba, pertencente a
familia Euphorbiaceae e é a nomenclatura aceita para Synadenium grantii Hook. f e
Synadenium umbellatum Pax, as quais sao sinonimias segundo algumas referéncias
bibliograficas. E uma espécie empregada popularmente para o tratamento de
diversos tipos de cancer, sendo o latex a parte vegetal utilizada para este fim. De
forma a identificar corretamente a espécie, contribuir com o controle de qualidade e
correlacionar estudos cientificos de avaliagdo antichncer com 0 uso
etnofarmacoldgico, os objetivos propostos foram: explorar a morfoanatomia de E.
umbellata; avaliar a toxicidade para as células HeLa, HRT-18 e Jurkat e proceder a
investigacao fitoquimica na busca de substancias ativas. Para a analise macro e
microscopica, folhas e caules de espécimes designados como Synadenium grantii
Hook. F (em Ponta Grossa) e Synadenium umbellatum Pax (em Goiania) foram
previamente fixados em solu¢cdo FAA. O material foi cortado & méo nos sentidos
transversal e longitudinal. Azul de astra e fucsina basica foram utilizados para a
coloracdo. A citotoxicidade do latex foi estudada através de ensaios bioldgicos, com
metodologias de reducdo mitocondrial por MTT, internalizacdo de VN por
lisossomos; morfologia por May Grunwald e Giemsa; integridade de membrana por
azul de tripan; calculo de ICsp; quantificacdo do conteudo de DNA por DPA e iodeto
de propidio; morfologia por alaranjado de acridina e citometria de fluxo. A
fitoquimica, realizada por acompanhamento dos resultados dos ensaios bioldgicos
(biomonitorado), foi feita com a fracdo Hex. Os resultados etnobotanicos
comprovaram que as duas espécimes avaliadas tratam da mesma planta a qual
deve ser corretamente denominada Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns. Estes
resultados elucidaram a existéncia de céra epicuticular, estbmatos paraciticos e
tricomas tectores; assim como os tubos laticiferos; e revelaram marcadores quimicos
como a marcante presenca do latex; compostos lipofilicos e fendlicos; amido e
mucilagem. A experimentacdo in vitro mostrou que as células leucémicas foram
primeiramente mais responsivas ao latex e posteriormente a fracdo Hex. O ICsg
calculado para a fragcdo hexanica foi de 1,87 pg/mL, valor este que torna o
fitocomplexo constituidor desta fracdo um promissor agente antitumoral. Apos
comparagdo com o ICsp de células ndo neoplasicas, foi demonstrado IS de 5,98 e
isso corrobora a existéncia de seletividade de acdo em relacdo as células
analisadas. Por citometria de fluxo verificou-se parada de progresséo celular, com
aumento substancial das células em fase GO/G1 e diminuicdo destas na fase G2/M.
O estudo fitoquimico pbéde contribuir para o isolamento de dois triterpenos
identificados por técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN), sendo um
pentaciclico denominado como acetato de germanicol e pela primeira vez isolado
desta espécie vegetal e outro tetraciclico designado eufol e ja isolado de Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns.

PALAVRAS CHAVE: Janauba, latex, cancer, linhagens tumorais



ABSTRACT

Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, also known as janauba, belonging to the
Euphorbiaceae family and it is the nomenclature accepts for Synadenium grantii
Hook. f and Synadenium umbellatum Pax, which are synonymies according to some
bibliographical references. It is popularly an employed species for the treatment of
several cancer types, being the latex the vegetable part used for this purpose. In way
to identify the species correctly, to contribute with the quality control and to correlate
scientific studies of evaluation anticancer with the use etnopharmacologic, the
proposed objectives were: to explore the morphoanatomy of E. umbellata; to
evaluate the toxicity for the cells HeLa, HRT-18 and Jurkat and to proceed the
phytochemistry investigation in the search of active substances. For the analysis
macro and microscopic, leaves and stems of specimens designated as Synadenium
grantii Hook. F (in Ponta Grossa) and Synadenium umbellatum Pax (in Goiénia) were
previously fixed fastened in FAA solution. The material was sectioned by hand in the
transverse and longitudinal directions. Astra blue and basic fuchsin were employed
for staining. The citotoxicity of the latex was studied through biological rehearsals,
with methodologies of mitochondrial reduction for MTT, internalization of VN for
lysosomes; morphology for May Grunwald and Giemsa; membrane integrity for
trypan blue; calculation of 1Csp; quantification of the content of DNA for DPA and
propidium iodide; morphology for acridine orange and flow citometry. The
phytochemistry, accomplished by accompaniment of biological rehearsals
(biomonitored) results, it was done with the fraction Hex. The results ethnobotanical
proved that the two specimens evaluated treat of the same plant which should be
correctly denominated Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns. These results elucidated
the epicuticular wax, paracytic stomata and non-glandular trichomes; as well as
laticifers; and they revealed chemical markers as the outstanding presence of the
latex; composed lipophilic and phenolics compounds; starch and mucilage. The
experimentation in vitro showed that the leukemic cells were firstly more responsive
to the latex and later to the fraction Hex. ICso calculated for the hexane fraction was
of 1,87 pg/mL, value this that turns the composed phytocomplex of this fraction a
promising antitumoral agents. After comparison with 1Csy of non neolpasic cells, it
was demonstrated IS of 5,98 and this corroborates the existence of selectivity action
in relation to the analyzed cells. For flow citometry stop of cellular progression was
verified, with substantial increase of the cells in phase GO/G1 and decrease of these
in the phase G2/M. The phytochemistry study could contribute to the isolation of two
identified triterpenes for techniques of nuclear magnetic resonance (RMN), being a
pentacyclic denominated as germanicol acetate and for the first time isolated of this
vegetable species and other tetracyclic designated euphol and already isolated of
this Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns.

KEYWORDS: Janauba, latex, cancer, tumoral lineages
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo considerados fontes importantes de obtencdo de
principios ativos para o tratamento do cancer. O conhecimento dos possiveis efeitos
dos metabalitos presentes nestes, esta fundamentado na etnofarmacologia. Entre os
produtos ditos naturais destacam-se as plantas medicinais, que sdo usadas ha pelo
menos 4.000 anos a.C., sendo que a continuidade da utilizagdo destas remete a
medicina tradicional (DURMIC; BLACHE, 2012). Mesmo com relatos antigos, ainda
hoje as plantas medicinais sédo alvos de inUmeras pesquisas cientificas, através das
quais se verificam cada vez mais o potencial que podem apresentar, principalmente
em termos farmacolégicos e toxicologicos (DURMIC; BLACHE, 2012).

A descoberta de novas moléculas ativas a partir de uma espécie vegetal,
conhecida popularmente como medicinal € considerada uma atividade promissora,
desafiadora e que exige um grande dispéndio de tempo em pesquisa, porque
envolve diversas etapas tanto na realizacdo de experimentos in vitro quanto in vivo e
estudo bibliografico.

O estudo da espécie vegetal que se tem informacdes sobre possiveis
atividades farmacoldgicas, deve iniciar-se atraves da correta identificacdo vegetal do
material. Para tanto, o estudo morfoanatbmico, que compreende a identificacao
vegetal, macro e microscopica, é feito através da montagem de uma exsicata;
realizacdo de técnicas histoldgicas e microquimicas; as quais constituem etapas
imprescindiveis (YOUSSEF et al.,, 2013). Isso torna possivel a visualizagdo dos
tecidos vegetais, estruturas secretoras e anexos; bem como substancias presentes
nos tecidos, como por exemplo: substancias amiliferas, laticiferas, lipofilicas,
mucilagens e cristais. A identificacdo destes tecidos e possiveis substancias
presentes nas amostras constituem-se em itens de avaliacdo, que podem diferenciar
e/ou confirmar uma espécie vegetal (HUANG et al.,, 2013). Por outro lado, a
auséncia desta etapa podera comprometer anos de pesquisa, por identificacdo
errbnea de uma espécie vegetal que se pretende estudar.

Assim como a correta identificacdo da espécie vegetal, se faz necessaria, a
avaliacdo da composicdo quimica que é importante e sequencial dentro de um
estudo cientifico. Isto porgue, muitas vezes estes vegetais tém suas acles

terapéuticas atribuidas a moléculas farmacologicamente ativas chamadas de
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metabdlitos primarios ou principalmente secundarios, que podem estar presentes em
diversos 6rgédos vegetais (AZMIR et al., 2013; DURMIC; BLACHE, 2012).

Dentre os metabdlitos classificados como secundarios ha destaque para trés
classes que apresentam compostos com promissora atividade anticancerigena:
terpenos, alcaloides e flavonoides (PENG et al., 2012b; LAGE et al., 2010; NOBILI et
al., 2009). Alguns alcaloides descobertos a partir do estudo de plantas medicinais
constituem-se hoje os principios ativos presentes em medicamentos ja estabelecidos
no mercado, como, por exemplo, a vincristina e a vimblastina, isolados e
identificados a partir de Catharanthus roseus (L.) G. Don, a vinca (FILHO et al.,
2006). No mesmo sentido, os terpenos e compostos fendlicos sado descritos como
classes metabolicas que apresentam atividade anticancerigena, seja por uma acao
diretamente relacionada ao composto (no caso dos terpenos, existem relatos da
acao anticancer do jatrofano, por exemplo) (PESIC et al., 2011) ou indiretamente
como os acidos fendlicos ou flavonoides que por possuirem atividade antioxidante
comprovada, podem inibir o desenvolvimento da cascata de formacao de radicais
livres, que tem capacidade de desenvolver o cancer (MUNHOZ et al., 2014).

Infelizmente ha estudos que ndo enfatizam a complementacgéo da fitoquimica,
com o isolamento de compostos, fazendo com que muitas espécies permanecam
apenas nos estudos preliminares, deixando de serem confirmadas as possiveis
moléculas bioativas (SAWADOGO et al., 2012; BRANDAO et al., 2010).

Quando se pensa na busca de moléculas ativas para o tratamento do cancer
esse percentual € ainda menor. Principalmente porque esta doenca € de grande
prevaléncia mundial e ainda n&o foi descoberto medicamento seletivo e nem um
tratamento ideal (ALONSO-CASTRO et al., 2011). Ao contrario, os tratamentos
medicamentosos existentes atualmente oferecem uma gama de efeitos colaterais,
na busca de obtencao de cura do cancer.

Assim, na tentativa de ampliar e melhorar a terapia oncolégica, busca-se
relacionar os estudos fitoquimicos com o0s ensaios bioldgicos, iniciando pelos
ensaios in vitro e na presenca de resultados satisfatorios, finalizado com a pesquisa
clinica (ANDRADE et al., 2012)

Nesse sentido o objetivo do trabalho foi realizar o estudo morfoanatdémico de
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, ensaios biologicos do latex e fracdes
particionadas dele. A partir do estudo preliminar biomonitorado, foi efetuado o estudo
fitoquimico, objetivando isolar substancias da fragcdo com melhor potencial citotoxico
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e submeté-las aos ensaios in vitro e compara-las aos efeitos em células néo

cancerigenas.



REVISAO
BIBLIOGRAFICA
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CANCER E AS PLANTAS MEDICINAIS

O céancer é uma doenca de grande prevaléncia mundial, caracterizado pelo
crescimento celular rapido, descontrolado e potencialmente invasivo (OCHWANG'|
et al.,, 2014; INCA, 2014). Pressupbe que entre as principais causas estejam a
predisposicado genética e habitos de vida (DE ALMEIDA et al., 2005). Esta doenca
pode ser diferenciada em fases denominadas de iniciagdo, promogao e progressao.
A primeira delas é marcada por mutacdes no DNA, as quais a principio séo
reparadas enzimaticamente; a segunda € instalada, quando a reparacdo ja nao é
eficaz e as células mutadas passam a se multiplicar (GOMES; REIS, 2011). Com a
multiplicacdo, as células normais sdo substituidas progressivamente por células
tumorais, as quais por serem menos especializadas levam a perda funcional dos
orgaos. Fato que se nado tratado a tempo, culmina com a morte do individuo;

caracterizando a terceira e Ultima fase evolutiva (DE ALMEIDA et al., 2005).

As formas de tratamento estdo em torno de quatro vertentes: cirlrgica,
radioterapica, imunoterapica e quimioterapica (GOMES; REIS, 2011). Porém tais
tratamentos sdo caracterizados invasivos, causando dentre os diversos efeitos
colaterais a alopecia, diarreia ou constipagdo, vomitos e principalmente problemas
neuroldgicos, cardiacos e renais (ALONSO-CASTRO et al., 2011). A quimioterapia
utiliza medicamentos ciclo celular dependente e ciclo celular ndo dependente. A
diferenca consiste no fato de que os farmacos ciclo dependentes agem nas fases de
ciclo celular (G1, S, G2 e M), enquanto que o0 segundo grupo ndo tem acéo nestas
etapas (DE ALMEIDA et al., 2005).

Em decorréncia desta ineficiéncia terapéutica, esta enfermidade se torna
responsavel por elevados indices de mortalidade. Estatisticas mundiais mostram
que em 2011, das doengcas com maiores indices de mortalidade, o cancer esta entre
as primeiras (WHO, 2014). Informacao esta corroborada por dados estatisticos que
relevam que cerca de 8,2 milhdes de mortes ocorreram mundialmente no ano de
2012 (WHO, 2014). No mesmo sentido, estimativas preveem aumento para 14
milhdes de mortes nas proximas duas décadas e em 2030 esta previsto o
aparecimento de 21,4 milhdes de novos casos de cancer no mundo. No Brasil &

previsto o aparecimento de 576 mil novos casos de cancer (INCA, 2014). Dos
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estados avaliados, os mais acometidos por esta enfermidade sdo: Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Espirito Santo, onde para cada 100 mil homens ha o aparecimento de 214,94 a
374,41 casos e em 100 mil mulheres o surgimento de 190,04 a 306,37 casos (WHO,
2014; INCA, 2014).

Dados preocupantes, principalmente quando se remete ao fato de que apesar
de fatores como o tabagismo, incidéncia de radiagdo solar e habitos alimentares
serem fatores determinantes e agravantes para o desenvolvimento da doenca,
muitas das causas ainda sédo desconhecidas (INCA, 2014).

No Brasil dentre os 10 tipos de neoplasias mais relevantes estdo o cancer de
colo de utero; colorretal e leucemia (Quadro 1); podendo ser estudadas pelas

linhagens cancerigenas HelLa, HRT-18 e Jurkat respectivamente.

Quadro 1 - Neoplasias nacionais em destaque para homens e mulheres.

HOMENS MULHERES
CANCER % CASOS CANCER % CASOS
Prostata 22,8% Mama 20,8%
Traquéia, Bronquio e Pulméo 5,4% Colon e Reto 6,4%
Célon e Reto 5,0% Célo do Utero 5,7%
Estdmago 4,3% Traquéia, Bronquio e Pulméo 4,0%
Cavidade Oral 3,7% Estdmago 2,9%
Esb6fago 2,6% Glandula Tireoide 2, 7%
Laringe 2,3% Corpo do Utero 2,2%
Bexiga 2.2% Ovério 2,1%
Leucemia 1,7% Linforma ndo Hodgkin 1,8%
Sistema Nervoso Central 1,6% Leucemia 1,6%

Fonte: adaptado de INCA, 2014.

HelLa séo células cultivadas por aderéncia, de origem humana e que possuem
morfologia epitelial. Ela foi isolada de uma mulher de 31 anos de idade com
adenocarcinoma de cérvix. Atinge, portanto, a regido cervical e tem como principal
agente causador o Papilomavirus humano (ATCC, 2014). Células HRT-18 assim
como as células HelLa, sdo aderentes e apresentam morfologia epitelial. Foram
extraidas de um homem com 67 anos que desenvolveu cancer de colorretal (ATCC,
2014; INCA, 2014). A linhagem cancerigena Jurkat, ao contrario das demais se
desenvolvem em suspensdo. Possuem morfologia linfoblastica e foram obtidas de

um menino com aproximadamente 14 anos, portador de leucemia (ATCC, 2014).
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Como hoje h& preocupacdo em pesquisar o cancer a nivel molecular,
juntamente com suas lesbGes, de forma que seja possivel melhorar os resultados
clinicos e também utilizd-los como alvo para uma intervencdo eficaz; tem-se
priorizado a iniciacdo dos estudos por culturas estabelecidas (TABCHY et al., 2013).
Estas por sua vez representam um dos pilares da biologia do tumor e a descoberta de
novas drogas através da manipulacao experimental (BARRETINA et al., 2012).

Com base nisto é que esta sendo utilizada de forma crescente a cultura de
células in vitro, a qual permite estudar o crescimento, diferenciacdo e morte celular,

com conhecimento da estrutura e funcéo dos genes (CRUZ et al., 2009).

Nesse sentido a experimentacdo in vitro, € considerada via alternativa aos
ensaios in vivo preliminares (ANDRADE et al., 2012). Eles oferecem, através da
cultura de células, a avaliacdo de citotoxicidade e proliferacdo de forma mais rapida
e ética (ANDRADE et al., 2012; CINGI et al., 1991). Permitem também o controle de
fatores ambientais, como temperatura e pH; facilidade de armazenamento,
caracterizagao e quantificacdo; e homogeneidade celular. Por outro lado a auséncia
da complexidade de um organismo vivo limita estes ensaios como experimentacéo
Unica; necessitando serem complementados por ensaios in vivo (FRESHNEY,
2005).

Na tentativa de encontrar medicamentos mais eficazes, as plantas medicinais
tém sido buscadas e avaliadas, através de metabdlitos secundarios que sao
considerados biomoléculas ativas. Manosroi e colaboradores (2012) consideram as
plantas medicinais como as principais fontes de obtenc¢&o de principios ativos frente
ao tratamento do cancer, uma vez que este conhecimento esta baseado no uso
popular ha anos. Também ¢é acrescido o fato de que até os dias atuais 8
medicamentos antitumorais de importancia relevante foram obtidos por plantas
medicinais, sendo quatro espécies distintas: Cantharantus roseus, Taxus brevifolia

Nutt., Podophyllum peltatum L. e Camptotheca acuminata Decne. (Quadro 2).
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Quadro 2 - Medicamentos antitumorais obtidos a partir de plantas medicinais.

MEDICAMENTO PRINCIPIO ATIVO ESPECIE VEGETAL
Velban® Vimblastina Catharanthus roseus
Oncovin® Vincristina Catharanthus roseus
Navelbine® Analogo de vinorelbina Catharanthus roseus
Taxol® Paclitaxel Taxus brevifolia
Taxotere® Analogo docetaxel Taxus brevifolia

Vumon® Analogo teniposideo Podophyllum peltatum
Hycamtin® Camptotecina e os analogos, topotecano  |Camptotheca accuminata
Camptosar® Analogo irinotecano Camptotheca accuminata

Fonte: Adaptado de Costa-Lotufo et al., 2010.

Assim é importante investir em pesquisas a cerca da biodiversidade mundial, a
qgual ndo é conhecida ainda com exatidao. Estima-se que ha em torno de 250.000
espécies de plantas superiores, sendo em grande parte naturais da América Latina
(BRAZ FILHO, 2010). Apenas o territério brasileiro é habitat de aproximadamente
20-22% de todas as plantas existentes, localizadas em 6 biomas principais: Floresta
Amazobnica, Caatinga, Pampas, Cerrado, Floresta Atlantica e Pantanal (BIESKI et
al., 2012; CALIXTO, 2005; GUERRA; NODARI, 2004).

As plantas possuem moléculas complexas e com infinitas variagdes estruturais,
as quais podem apresentar diversas atividades biolégicas, conduzindo a descoberta
de novos farmacos. E desta forma, constituindo-se em ferramentas importantes na
pesquisa biomédica e terapéutica (BRAZ FILHO, 2010; CALIXTO, 2005; NOLDIN;
ISAIAS; CECHINEL FILHO, 2006).

Para tanto, deve-se salientar que a triagem de novas moléculas ativas, no
tratamento do cancer, deve ser realizada atraves de estudos etnofarmacologicos e
ensaios bioldgicos (FERREIRA et al., 2012; BRANDAO et al., 2010; ELISABETSKY;
SOUZA, 2010).

2.2 FAMILIA Euphorbiaceae Juss

Euphorbiaceae, conhecida e utilizada desde a antiguidade, é considerada
uma das maiores familias de Angiospermas, com aproximadamente 300 géneros e
10.000 espécies (WAKJIRA; NEGASH, 2013; PESIC et al., 2011). No Brasil estao
catalogados 63 géneros e 940 espécies (CORDEIRO et al., 2014).
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Sao encontradas principalmente em ambientes tropicais e em menor
proporcao, subtropicais e temperados (LEE et al., 2010). Dentre elas ha aquelas que
se apresentam sob a forma herbacea como Phyllanthus ramillosus Miill. Arg.,
Euphorbia hirta L., Euphorbia sciadophila Boiss, Croton lobatos L., Julocroton humilis
Didr. (SMITH; DOWNS; KLEIN, 1988); arbustiva como Breynia disticha J. R. Forst. e
G. Forst, Phyllanthus sellowianus (Klotzsch) Mdull. Arg., Euphorbia caducifolia
Haines (GOYAL et al.,, 2012), Croton stenotrichus Miull. Arg. Kuntze, Julocroton
ramboi L. B. Sm. e Downs, Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch; e arborea:
Euphorbia tirucalli L. e Croton urucurana Baill. (SMITH; DOWNS; KLEIN, 1988).

As espécies vegetais pertencentes a Euphorbiaceae exibem enorme potencial
farmacoldgico. Além dos relatos etnofarmacolégicos, ha estudos que demonstram a
existéncia de atividades bioldgicas mais especificas através da analise de extratos
brutos de folhas, raizes, caules, cascas e latex; fracdes e substancias isoladas para
os diversos géneros. Estudos ja evidenciaram atividades antitussigenas para
Emblica officinalis Gaertn (NOSAL'OVA; MOKRY; HASSAN, 2003); antiplasmodico
(CIMANGA et al, 2004), antioxidante, hepatoprotetora  (HARISH,;
SHIVANANDAPPA; 2006) e analgésica para Phyllanthus niruri L. (MOREIRA et al.,
2013); antibacteriana de Croton campestris A. St. -Hil (LAVOR et al.,, 2014);
gastroprotetoras para o Oleo de Croton cajucara Benth (LIMA et al.,, 2000);
antimicrobiana, principalmente contra a bactéria Mycobacterium tuberculosis, e
atividade antifingica para o extrato metanolico de Thecacoris annobonae Pax & K.
Hoffm bem como para o acido aristoléquico isolado desta fracdo (KUETE et al.,
2010); antiparasitaria para Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (HASSAN;
MOHAMMED; MOHAMED, 2012); anti HIV em Euphorbia lactea Haw e Euphorbia
laurifolia Juss. ex Lam (AVILA et al., 2010).

Estudos recentes citam 32 espécies desta familia utilizadas na medicina
chinesa (PENG et al., 2012a), 4 no México (ALONSO-CASTRO et al., 2011) e 2 no
oeste da Africa (SAWADOGO et al., 2012).

Ha destaque também para estudos envolvendo atividade antitumoral e
Euphorbiaceae. Bhanot, Malleshappa e Noolvi (2011) listaram 117 espécies
promissoras na atividade anticancer, sendo 10 delas pertencentes a esta familia,
com destaque para Croton e Euphorbia (Quadro 3). Segundo Ochwang’i e
colaboradores (2014) das 65 plantas citadas com importancia relevante para

tratamento do cancer, 5 delas remetam as Euphorbiaceae.
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Quadro 3 - Espécies de Croton sp e Euphorbia sp promissores antitumorais e parte da planta

utilizada.
ESPECIE PARTE UTILIZADA
Croton draco Schltdl. & Cham. Partes aéreas
Croton flavens L. Folha
Croton lechleri Mull. Arg. Latex
Croton macrostachyus Hochst. ex Delile Folha e caule
Croton urucurana Baill. Casca
Croton reflexifolius Kunth Folha
Euphorbia ebracteolata Hayata Partes aéreas
Euphorbia heterophylla L. Caule
Euphorbia kansui Liou ex S.B. Ho Raiz
Euphorbia marginata Pursh Todo
Euphorbia micractina Boiss. Todo
Euphorbia prolifera Buch.-Ham. ex D. Don | Latex
Euphorbia pulcherrima (Willd.) Klotzsch Ap | Partes aéreas
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns Latex

Fonte: Adaptado de Ochwang'i et al., 2014; Bhanot, Malleshappa e Noolvi, 2011; Alonso-Castro et al.,
2011; Orténcio, 1997.

2.3 GENERO Euphorbia L.

Euphorbia € destaque dentre os géneros de Euphorbiaceae, possuindo cerca
de 2.000 espécies vegetais (ZHANG et al., 2012; SHI et al., 2008). Sao plantas
cultivadas principalmente em ambientes tropicais e podem ser exploradas na
integra, ou seja, desde a raiz até frutos e sementes (AYATOLLAHI et al., 2010; SHI
et al., 2008).

Por serem conhecidas ha bastante tempo, muitas delas sdo utilizadas como
remédios para diversas enfermidades (YANG et al., 2014). Porém seu uso requer
cuidados, devido a presenca de toxicidade relevante (YANG et al., 2014).

Acredita-se que espécies de Euphorbia apresentem o0s terpenos como
metabdlitos secundarios majoritarios (SHI et al., 2008). Fato confirmado pela
presenca de terpenos isolados e identificados em diversas espécies do género,
como E. falcata L. (VASAS et al.,, 2012); E. aellenii Rech. (AYATOLLAHI et al.,
2012); E. portlandica L. (MADUREIRA et al., 2006); E. kansui S.L.Liou ex S.B.Ho
(PENG et al., 2012a); E. lunulata Bunge (LIU et al., 2014); E. tirucalli (LIN et al.,
2012a); E. dendroides L. (PESIC et al., 2011); E. umbellata (DE OLIVEIRA et al.,
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2013). Compostos de grande importancia principalmente porgue se associam a eles

a atividade anticancer.

2.4 Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns

Segundo o sistema proposto por Cronquist, E. umbellata (Figura 1) pertence a
classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, ordem Malpighiales, familia
Euphorbiaceae e género Euphorbia (TROPICOS, 2014). E uma planta arbustiva,
podendo atingir de 3 a 5 m de altura. E nativa da Africa tropical, mas pode ser
encontrada em paises como o Brasil e a india onde foi introduzida, a principio, como
planta ornamental (OLIVEIRA Jr. et al., 2005; BAGAVATHI; SORG; HECKER, 1988).

Na regido sul do Brasil € conhecida cientificamente por Synadenium grantii
Hook. f. e popularmente como janauba e leitosinha; enquanto que na regido centro
oeste € conhecida por Synadenium umbellatum Pax ou mais comumente como cola-
nota, avelds, milagrosa e cancerola (MOTA et al., 2012; COSTA et al., 2012). Sua
classificacdo gera ainda hoje confusfes. Dentre sites renomados ha aqueles que as
consideram como espécies distintas (TROPICOS, 2014), enquanto outros afirmam
serem espécies sinonimias (THE PLANT LIST, 2014).

E utilizada popularmente na forma de garrafada, manipulada artesanalmente
e empregada para o tratamento do cancer, cujo preparo consiste na diluicdo de 18
gotas de latex in natura em 1 L de agua potavel, administrada 3x ao dia
(ORTENCIO, 1997).

Dentre o0os metabdlitos encontrados, estdo o0s taninos, cumarinas e
antraquinonas, identificados por reacfes de caracterizacdo (COSTA et al., 2012). De
forma complementar, andlises cromatograficas quantificaram antocianinas nas
folhas (ANDERSEN et al., 2010) e a fitoquimica do latex, demonstrou a presenca de
esteroides (DE OLIVEIRA et al.,, 2013; NIELSEN et al., 1987), em propor¢des
majoritarias, os terpenos, e mais especificamente os triterpenos (UZABAKILHO;
LARGEAU; CASADEVAL, 1987).

Além dos metabdlitos secundarios presentes no latex, ha também os
metabdlitos primarios. Menon e colaboradores (2002) quantificaram enzimas
proteoliticas, sobre as quais ha relatos de influenciarem na inibicdo do processo
metastatico em neoplasias (ALVARENGA et al., 2014). E dentre as proteases,

Rajesh e colaboradores (2006) isolaram enzimas fibrinoliticas. Somado a isto esta o
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potencial efeito anti-angiogénico observado no extrato bruto etandlico de E.
umbellata (NOGUEIRA et al., 2008).

Diante da revisdo é justificada a pesquisa do latex, fitocomplexo t&o

caracteristico da espécie e promissor no tratamento oncolégico.

Figura 1 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae), no habito.

Fonte: A autora.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a morfoanatomia de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, a

citotoxicidade e a fitoquimica do latex, fragbes Hex, CHCIl; AcOEt e MeOH e

substancias isoladas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v
v

Explorar aspectos macro e microscopicos de E. umbellata;

Investigar por técnicas microquimicas a presenca de compostos lipofilicos e
fendlicos, grdos de amido, mucilagem, compostos nitrogenados e estruturas
lignificadas;

Verificar a citotoxicidade do latex e fracdes particionadas dele por meio de
ensaios biolégicos, utilizando células HelLa, HRT-18 e Jurkat;

Realizar estudo fitoquimico do latex, bem como o isolamento e identificacao
de substéancias presentes na fragcdo com melhor potencial citotoxico;

Avaliar a toxicidade dos compostos isolados com a linhagem celular que
demonstrar maior citotoxicidade;

Comparar a toxicidade visualizada em células cancerigenas com as células
nao cancerigenas;

Submeter as células tratadas com a fracdo mais citotéxica a citometria de
fluxo;

Analisar e interpretar estatisticamente os resultados obtidos.



MATERIAL E
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Acetaldeido; acido acético, aldeido férmico; acido cloridrico 0,1M (Vetec); acido
sulfurico; acetato de etila; agua purificada; agua ultra purificada; alcool isopropilico
grau P.A. (Panreac); azul de astra; azul de metileno; brometo de (3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazélio (Amresco); CHCIls; cloreto de calcio (Anidrol);
corante Giemsa; corante May Grunwald; difenil alanina; dimetilsulféxido grau P.A.;
etanol 70%; floroglucina cloridrica; fucsina basica; glicerina (50%); esmalte incolor;
parafina; xilol; iodeto de propidio; citrato (Sigma); lugol (0,5%); meio de cultura RPMI
1640 (Cultilab); metanol; hexano; cloroformio; reativo de Bouchardat; soro fetal
bovino (Gibco); Sudam llI; tampé&o fosfato; triton X-100 (Sigma); vermelho neutro
(Inlab), alaranjado de acridina (Fluka); brometo de etidio (Invitrogem); RNAse;
Hepes (Sigma).

Os solventes que foram utilizados sdo de grau analitico.

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS
Silica 35-70 mesh (Merck) e 230-400 mesh (Macherey-Nagel); laminas

cortantes; laminas; laminulas retangulares e circulares; bloco de isopor; microtomo
(Leica); manta aquecedora (Quimis); placas de cultura de 24 e 96 pocos (Kasvi);
balanca analitica (Shimadzu); estufa (Logen); incubadora de CO, (Sanyo); leitor de
placas (Biotec); banho maria (Logen); camera fotografica (Olympus C-7070,
Olympus DP71); microscépio optico (Olympus CX31, Olympus BX41); microscéopio
eletrénico (JSM- 6360LV); filtros de 0,22 pum; banho ultratermostatico (Odontobras);
fluxo laminar (Veco); tubos de 2 mL, 15 mL e 50 mL; micropipetas de volume
variavel (Brand); pHmétro (Gehaka); vortex (Marconi); ressonancia magnética
nuclear (Bruker Avancelll HD 600); citometro de fluxo (FACS Calibur).

4.3 AVALIA(;AO MORFOANATOMICA DA FOLHA E CAULE DE Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns

4.3.1 Material vegetal

Dois espécimes ja identificados como S. umbellatum foram coletados em
Goiania (GO) no més de setembro de 2013 a 787 m de altitude, 16°40°'15,5” S de
latitude e 49°14'53” O de longitude. E trés espécimes identificados como S. grantii
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foram coletados em Ponta Grossa (PR) no més de agosto de 2013, a 975 m de
altitude, 25°05’38” S de latitude e 50°09'30” O de longitude. A exsicata foi
identificada em fevereiro de 2014 pela taxonomista especialista em Euphorbiaceae
Profa. Dra. Inés Cordeiro, depositada e registrada no Herbario Maria Eneida P.
Kauffmann Fidalgo, do Instituto de Botanica de S&o Paulo, sob nimero de registro
SP453920.

4.3.2 Fixacado do material vegetal

Folhas e caules de E. umbellata in natura foram previamente fixados em
solucdo composta de etanol (70%): acido acético: aldeido formico (FAA, 90:5:5,
viviv) (JOHANSEN, 1940) por 7 dias. Posteriormente a solucdo de FAA foi
substituida por solugéo estoque de etanol 70% (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

4.3.3 Preparo de laminas semi-permanentes

Para analise morfolégica foi empregado folhas e caules fixados conforme
descri¢cao do item 4.3.2. Separado o caule e folha, realizou-se secc¢éo transversal e
paradérmica para folhas e somente transversal para o caule. A secc¢édo transversal
foi auxiliada por lamina cortante e bloco de isopor. Enquanto que a seccao
paradérmica foi realizada com lamina cortante sem o auxilio de isopor. Apés selecao
criteriosa, os cortes foram corados com azul de astra e fucsina basica (ROESER,
1972). Apos a dupla coloracao, folhas e caules foram colocados sobre as laminas,
adicionados sobre eles 3 gotas de solucéo de glicerina 50% (BERLYN; MIKSCHE,
1976) e cobertos com laminulas retangulares. A lutagem foi feita com esmalte
incolor (BECAK; PAULET, 1976), e os cortes foram visualizados em microscépio
Optico acoplado a camara fotografica digital.

Para a obtencdo do corte paradérmico, foi utilizado apenas lamina cortante e
diferentemente do transversal, optou-se por fazer coloracdo simples, utilizando

portanto apenas um corante (fucsina basica).

4.3.4 Preparo de laminas permanentes
Folhas e caules foram previamente fixados em FAA, conforme descrito no item
4.3.2. Seccbes de folhas e caules foram separados e submetidos a desidratagdo

alcoolica crescente em 70%, 80%, 90% e 100% por 1 h com troca de solvente e
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repeticdo por igual periodo em todas as graduacdes etandlicas. Os cortes
desidratados foram imersos em xilol por 30 min, com uma repeticdo sequencial.
Posteriormente foram deixados em solucdo de xilol e parafina por 36 h, sendo a
solugéo trocada a cada 12 h. Finalizada a fase de preparo folhas e caules foram
imersos em parafina por 12 h com repeticdo por mais 12 h, quando entdo foram

emblocados.

As secc¢bOes dos materiais parafinizados foram feitas em micrétomo, com
espessura de 5 um, os quais foram colocados sobre laminas de vidro. Apos a
secagem do material, os cortes foram desparafinizados, passando por xilol 2 vezes
por 5 min e submetidos a série alcodlica decrescente (100% a 70%). Ao final, foram
corados com azul de astra e fucsina basica com a mesma diluicdo empregada para
as laminas semi-permanentes (BRITO; ALQUINI, 1996).

4.3.5 Testes microquimicos

Para o0s testes microquimicos folhas e caules foram cortados
transversalmente. Estes foram dispostos em laminas e sobre eles adicionados gota
a gota, até imersdo completa os reativos de Sudam Il para identificacdo de
compostos lipofilicos (SASS,1951); cloreto férrico para compostos fendlicos
(JOHANSEN,1940); lugol para graos de amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976); azul de
metileno para mucilagem (OLIVEIRA; AKISUE, 1989); reativo de Bouchardat para
alcaloides (MOREIRA, 1979) e floroglucina cloridrica para estruturas lignificadas
(FOSTER, 1949).

4.3.6 Microscopia eletronica de varredura

Para a analise de microscopia eletronica de varredura da superficie foliar e
caulinar foi utilizado o material previamente fixado, conforme descrito no item 4.3.2.
As amostras foram submetidas ao processo de desidratacdo etandlica crescente e
pelo ponto critico de CO, (SOUZA, 1998), analisadas e registradas em microscopio
eletrbnico de varredura do Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade

Federal do Parana.

4.4 COLETA DO LATEX
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O latex de E. umbellata foi coletado através de incisoes transversais no caule da

espécie (Figura 2).

Figura 2 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiacaea) - Coleta do latex da casca.

Fonte: A autora.

4.5 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DO LATEX E FRAGOES Hex, CHCI3 AcOEt
E MeOH PARA CELULAS Hela E HRT-18

4.5.1 Ensaios de citotoxicidade por reducdo mitocondrial de metil tiazolil tetrazdlium
(MTT)

Células HeLa e HRT-18 foram semeadas em placas de 96 pocos em 80 uL de
meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB e 1% dos antibioticos
estreptomicina e penicilina (100 mg/L e 100 U/L respectivamente). O plaqueamento
foi feito com concentracdo de 8 x 10° células/poco. As placas foram armazenadas
por 24 h em incubadora com 5% CO, a 37 °C. Posteriormente, substituiu-se 0 meio
de cultura e adicionou-se sobre as células o latex nas concentracdes de 19,45 a
1000 pg/mL; as fragoes Hex, CHCIl; AcOEt e MeOH nas concentragdes de 10 a 150
pHg/mL, obtendo volume final de 200 pL/poco.

Ao final de cada periodo de incubacéo procedeu-se a retirada do meio de
cultura com adicédo sequencial de 70 pL de MTT (0,5 mg/mL) sobre as células. A

placa foi entdo recolocada na incubadora de CO; por 2 h para metabolizacao



38

mitocondrial do MTT. Ao final, observou-se a formacao de cristais de Formazan, os
quais foram eluidos com alcool isopropilico acidificado com 0,1M de HCI e efetuou-
se a leitura colorimétrica em 570 nm (MOSMANN, 1983).

4.5.2 Ensaio de citotoxicidade por internalizacdo lisossomal de vermelho neutro (VN)

A metodologia de avaliagcdo do potencial citotoxico do latex e fracbes a partir
da internalizacdo do vermelho neutro em lisossomos foi adaptada de Borenfreund e
Puerner (1985). Células HeLa e HRT-18 foram semeadas na concentragdo de 8 x
10%poco em placas de 96 pocos, com 80 pL de meio de cultura RPMI 1640,
adicionados de 10% de SFB e 1% dos antibidticos estreptomicina e penicilina (100
mg/L e 100 U/L respectivamente). Estas foram armazenadas em incubadora de COa,.
Apds o periodo de aderéncia celular, foi adicionado sobre as células, o latex nas
concentracdes de 19,45 a 1000 pg/mL e as fragbes Hex, CHCI; AcOEt e MeOH de
10 a 150 pg/mL; atingindo volume final de 200 uL por poco.

Ao final de cada periodo de avaliacdo, retirou-se o meio de cultura e
adicionou-se 100 pL de vermelho neutro (40 pg/mL em meio RPMI), aguardando 1 h
de incubacédo. Depois as células foram lavadas e lisadas com 200 pL da solucéo de
CaCl, PBS e aldeido formico. O VN incorporado pelos lisossomos foi eluido com
200 pL etanol 96 °GL, PBS e acido acético. Obtida a coloracdo, a absorvancia foi
lida a 520 nm.

4.5.3 Avaliagdo morfologica por May Grunwlad e Giemsa

A andlise morfolégica foi realizada em placas de 24 pocos, para 24 h e 48 h.
Para isso foram selecionadas duas concentragcdes em que se observou, por MTT, a
morte de aproximadamente 50% das células. O plagueamento foi feito sobre a
laminula circular, com densidade celular de 2 x 10* células/poco com 400 pL de meio
RPMI suplementados com 10% de SFB e 1% dos antibidticos estreptomicina e
penicilina (100 mg/L e 100 U/L respectivamente). As placas foram armazenadas em
incubadora a 37 °C e 5% de COa.

Em cada tempo, foi procedida a retirada do meio de cultura, lavagem com PBS
e adicao 2% de formol em PBS. Esta solucdo foi deixada em contato por 10 min
para fixacdo do material celular. Na sequéncia foram lavadas com PBS, sobre elas

adicionados 300 pL do corante May Grunwald e deixados em contato por 5 min para



39

obtencdo da coloracdo desejada. Apoés, realizou-se lavagem com agua, com adicéo
subsequente do corante Giemsa por 15 min. Finalizado o tempo de coloracéo, foi

feita a lavagem com agua.

Para a montagem das laminas, a laminula circular foi transferida para uma
lamina retangular a qual foi vedada com esmalte. A visualizacdo foi feita em

microscépio Optico e registrado com camera fotografica.

4.6 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE DO LATEX E FRACOES Hex, CHCl;,
AcOEt E MeOH PARA CELULAS JURKAT

4.6.1 Ensaio de integridade de membrana por exclusao de azul de Tripan

As células Jurkat foram semeadas na concentracéo de 1 x 10° células/mL em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB % e 1% dos antibioticos
estreptomicina e penicilina (100 mg/L e 100 U/L respectivamente) em placas de 24
pocos. Sequencialmente foram incubadas a 37 °C com 5% de CO, por 24 h.

Transcorrido este periodo foi adicionado o latex nas concentracdes de 50 a
800 pg/mL; fracdo Hex em 5 a 80 pug/mL e as demais fragcbes CHCI; AcOEt e MeOH
com 10 a 150 pg/mL. Ao final dos periodos de tratamento cada amostra foi
homogeneizada e uma aliquota de 50 pL foi utilizada para determinacdo da
viabilidade celular. A contagem das células foi feita em camara de Neubauer
utilizando o método de exclusdo do azul de Tripan 0,5% em PBS e a viabilidade
calculada pelo quociente entre células viaveis e células totais (células viaveis e nao

viaveis).

4.6.2 Ensaios de citotoxicidade por reducao mitocondrial de MTT

Células Jurkat foram semeadas em placas de 24 poc¢os, na concentracao de
1 x 10° células/poco em meio de cultura RPMI 1640, 10% de SFB e 1% de penicilina
e estreptomicina (100 mg/L e 100 U/L respectivamente). Para estabilizacdo das
culturas as placas foram mantidas em incubadora de CO, por 24 h. De forma
semelhante as células aderentes, esta avaliacdo foi feita em 24, 48 e 72 h. Na
sequéncia, adicionaram-se: latex nas concentragfes de 50 a 800 pug/mL; fracdo Hex
em 5 a 80 pug/mL e as demais fragbes CHCl3, AcCOEt e MeOH com 10 a 150 pg/mL.

Ao final de cada tempo de analise, transferiu-se o conteudo celular para tubos

de 2 mL, os quais foram centrifugados a 220 g por 5 min. Descartado o
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sobrenadante, foi adicionado sobre o precipitado 200 pL de MTT (0,5 mg/mL).
Depois de 30 min na incubadora CO, os tubos foram novamente centrifugados,
porém a 900 g por 5 min. O sobrenadante foi retirado e os cristais eluidos com 200 a
400 pL de DMSO. Findada esta etapa, a coloracdo obtida foi quantificada em leitor
de placas a 550 nm.

4.6.3 Quantificacdo do contetdo de DNA por difenilalanina (DNA-DPA)

Neste ensaio células Jurkat foram semeadas em placas de 24 pocos na
concentracdo de 1,5 x 10° células/poco, em meio de cultura RPMI 1640, 10% de
SFB e 1% de penicilina e estreptomicina (100 mg/L e 100 U/L respectivamente), com
leitura em 48 h. Depois de 24 h na incubadora de CO,, acrescentaram-se: latex de
50 a 800 pg/mL; fracdo Hex de 5 a 80 pg/mL; fragbes CHCIl; AcOEt e MeOH com
diluicdes de 10 a 150 pg/mL.

ApoOs 48 h de incubacao, as células foram transferidas para tubos de 2 mL,
centrifugados por 5 min com velocidade de 220 g. Na sequéncia o sobrenadante foi
descartado e sobre as células adicionaram-se 500 uL do reagente de DNA-DPA,
sendo este obtido pela mistura imediata de 20 mL da solucdo estoque de DPA
(difenilamina em 98% acido acético, 2% de acido sulfarico) em agua, 28% de agua e
0,35% de acetaldeido 1%. A leitura foi procedida apds 24 h de reacédo, ao abrigo da

luz, no comprimento de onda de 578 nm.

4.6.4 Quantificacdo do contetdo de DNA por iodeto de propidio

Para a andlise de determinacdo do conteudo de DNA utilizando iodeto de
propidio foram plaqueadas 1 x 10° células/poco em placas de 24 pocos em meio de
cultura RPMI 1640, 10% de SFB e 1% de penicilina e estreptomicina (100 mg/L e
100 U/L respectivamente). Apds 24 h foi adicionado latex nas concentracdes de 50 a
800 pg/mL; fracdo Hex de 5 a 80 pg/mL; fragcbes CHCIl; AcOEt e MeOH com
diluicbes de 10 a 150 pg/mL. Apdés 72 h de incubacdo, as células foram
homogeneizadas, retiradas aliquotas de 50 uL (correspondentes a densidade celular
de 2x10% e transferidas para uma placa ambar de 96 pocos. Sobre elas foram
adicionados 150 puL de solucdo de iodeto de propidio (0,1% de citrato, 0,1% de triton
X-100 e 50 pug/mL de iodeto de propidio). Procedeu-se leitura depois de 24 h de
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reacao, em leitor de placas, nos comprimentos de onda de 525 nm (excitagcéo) e 617

nm (emissao).

4.6.5 Isolamento de linfécitos humanos e avaliacao de citotoxicidade da fracdo Hex e

substéancias isoladas por reducao mitocondrial de MTT

Para proceder o isolamento de linfécitos humanos, foi submetido e aprovado
0 projeto junto ao Comité de Etica (nimero 544.847). Amostra de sangue (30 mL) foi
coletada em tubos a vacuo contendo anticoagulante (EDTA). Para o isolamento de
linfécitos foi utilizado o reagente Histopaque, conforme instrucdes do fabricante.
Resumidamente diluiram-se 15 mL de sangue em igual volume de PBS, o qual foi
homogeneizado lentamente. Sobre 7,5 mL de Histopaque foram adicionados 15 mL
de sangue previamente diluido. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 500 g
por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, o residuo celular diluido em 10
mL de PBS e centrifugado a 220 g por 10 min a 4 °C. O sedimento obtido foi
novamente lavado com 10 mL de PBS e centrifugado. Ressuspendeu-se o
precipitado celular em 20 mL de meio de cultura RPMI 1640, acrescido de 10% de
(SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina (100 mg/L e 100 U/L respectivamente).
Depois de 2 h na incubadora de CO, os linfécitos em suspensdo foram
centrifugados a 220 g por 5 min, resuspensos em 5 mL de meio de cultura e

contados em camara de Neubauer.

Posteriormente & contagem foi plaqueado 8 x 10° células/poco. Aguardou-se
1 h para estabilizacéo celular e na sequéncia foram adicionadas diluicbes da fracao
Hex nas concentracdes de 5 a 80 pg/mL.

Em 48 h de analise foi realizada a reducdo mitocondrial por MTT, conforme

descrito no item 4.6.2.

4.6.6 Avaliacdo morfolégica celular por meio do emprego dos corantes alaranjado de
acridina e brometo de etidio

A avaliacdo morfolégica foi iniciada com plaqueamento em placas de 24
pocos na concentracdo de 1 x 10° células em meio de cultura RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina e estreptomicina (100 mg/L e
100 U/L respectivamente). Apds 24 h foram adicionadas diluicdes da fracdo Hex (2 a

40 pg/mL), vincristina (40 nM) e clorambucil (20 pM). As placas foram mantidas em
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incubadora de CO, por igual periodo. Em 24 h de tratamento as células foram
homogeneizadas e transferidas para tubos de 2 mL e centrifugadas a 220 g. O
sobrenadante foi descartado e as células lavadas com 500 uL de PBS gelado. Na
sequéncia as células foram centrifugadas novamente a 220 g e sobre as células
foram adicionados 25 pL de PBS e 2 pL da solucdo de alaranjado de acridina e
brometo de etidio (200 pg/mL).

A coloracéo foi visualizada em microscépio 6ptico de fluorescéncia (filtro com
excitacado de 480/30 nm e emissao 535/40 nm) e os campos foram registrados com
camera fotografica.

4.6.7 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

Para analisar o ciclo celular por citometria de fluxo, as células Jurkat foram
plaqueadas na concentracdo de 2,5 x 10° células/ poco em meio de cultura RPMI
1640, 10% de SFB e 1% de penicilina e estreptomicina (100 mg/L e 100 U/L
respectivamente). Apés 24 h para o estabelecimento da cultura celular, foram
adicionadas diluicdes da fragcdo Hex (2, 20 e 40 pg/mL). Em 48 h de incubacao, as
células foram homogeneizadas, transferidas para tubos de 2 mL e submetidas a
centrifugacéo a 300 g por 7 min. Descartou-se o sobrenadante, a camada celular foi
lavada com PBS e centrifugada novamente nas condicdes ja citadas. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 150 uL de PBS e
fixadas com 1350 pL de etanol 70%. Antecedendo a leitura, a suspenséao celular foi
centrifugada e a camada celular ressuspendida em 200 pL da solucao de 1,4 uL de
Triton X-100 1%, 20 pL de RNAse (20 mg/mL), 60 uL de iodeto de propidio (2
mg/mL), 9.918 pL de PBS. Transcorridos 30 min foi procedida a leitura em citbmetro
de fluxo.

4.7 EXTRACAO E ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS

O latex in natura (56,27 g) foi submetido a uma particdo liquido-liquido em
funil de separacdo. Para tanto o latex foi solubilizado em agua (200 mL) e
particionado com Hex, CHCIl; AcOEt e MeOH (para esta fase a fracdo aquosa foi
resfriada a 5 °C). Foram realizadas cinco extragdes consecutivas para cada
solvente, utilizado 200 mL em cada etapa extrativa. As quatro fracdes obtidas foram

concentradas em rotaevaporador sob pressdo reduzida a 50 °C. Finalizado este
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processo, o0s residuos obtidos foram liofilizados e o rendimento de extracdo

calculado. As fracdes foram mantidas em refrigeracdo a 0 °C até o momento do uso.

Parte da fracdo Hex (1,4 g) (Figura 3) foi submetida a separacdo em coluna
cromatografica (CC) contendo silica 35-70 mesh (25 g) e cromatografadas
empregando os eluentes Hex, CHCI; AcOEt e MeOH. Desta etapa resultaram-se
169 fragcbes (Tabela 1), as quais foram monitoradas em cromatografia em camada
delgada, utilizando como revelador luz ultravioleta (UV) e reagente de cor (vanilina
sulfurica, anisaldeido sulfarico e iodo). Procedeu-se a reunido das subfracées com

base na semelhanca no fator de retencao (R) das manchas observadas.

Tabela 1 - Separagéo cromatogréfica da fragdo hexanica.

SEPARACAO CROMATOGRAFICA FRACAO HEXANICA

FRAQOES SOLVENTE VOLUME UTILIZADO (mL)
1-17 Hex 200
18-32 Hex: CHCI390:10 |200
33-47 Hex: CHCI; 80:20 |200
48-62 Hex: CHCI; 70:30 |200
63-77 Hex: CHCI; 60:40 |200
78-92 Hex: CHCI; 50:50 |200
93-107 Hex: CHCI;40:60 |200
108-122 Hex: CHCI;30:70 |200
123-137 Hex: CHCI3;20:80 |200
138-145 CHCl 100
146-153 CHCI3: AcOEt 50:50(100
154-161 AcOEt 100
162-169 MeOH 100

A fracdo 34-81 (101 mg) foi recromatografada empregando-se cromatografia
no modo flash de elui¢do, (silica 230-400 mesh, 6 g) gerando 103 fracdes (Tabela
2). Estas foram novamente avaliadas quanto ao seu R; e reunidas. A subfracdo 16
(2,62 mq) eluida com Hex: CHCI3 (1:1,v/v) em CCD, apresentou R; 0,9. Esta fracdo
mostrou-se como mancha Unica de coloragdo arroxeada e foi encaminhada para

analise por RMN.



Tabela 2 - Separacéo cromatogréfica da fracdo 34-81.

SEPARACAO CROMATOGRAFICA FRACAO 34-81

FRACOES SOLVENTE VOLUME UTILIZADO (mL)
1-8 Hex 20

9-24 Hex: CHCI; 50:50 |50

25-57 CHCl; 100

58-74 CHCl3: AcOEt 50:50({50

75-85 AcOEt 30

86-95 AcOEt: MeOH 50:50|30

96-103 MeOH 20

No mesmo sentido, a fragdo 82-140 (692 mg) foi recromatografada em coluna
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cromatografica em modo flash de eluicdo (230-400 mesh, 17 g), gerando 99 fracdes

(Tabela 3). Estas foram novamente avaliadas por CDD e reunidas de acordo com a

semelhanca de R:;. A subfracdo 27-39 (10,92 mg) eluida com CHCl; em CCD

apresentou R¢ 0,8, se mostrou como mancha Unica de coloragdo arroxeada e foi

encaminhada para andlise por RMN.

Tabela 3 - Separacéo cromatogréfica da fragédo 82-140.

SEPARACAO CROMATOGRAFICA FRACAO 82-140

FRACOES SOLVENTE VOLUME UTILIZADO (mL)
14 Hex 50

5-9 Hex: CHCI; 50:50 |50

10-18 CHCl; 100

19-32 CHCl3: AcOEt 50:50(100

33-59 AcOEt 100

60-79 AcOEt: MeOH 50:50| 100

80-99 MeOH 100

As estruturas quimicas destas substancias foram elucidadas através da
anélise dos dados de RMN de **C, HSQC, HMBC, Dept e *H e comparadas com

dados da literatura.



Figura 3 - Separacao cromatografica da fragdo hexanica.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados normalizados foram analisados pelo programa estatistico
Graph Pad Prism versdo 5 e expressos em erro padrdo da média. Optou-se por
utilizar o teste de variancia ANOVA de uma via, submetidos ao pos teste de Tukey.
Foram considerados P < 0,05; P < 0,01 e P < 0,001; com significancia de 95%, 99%
e 99,9% respectivamente.

A citotoxicidade foi expressa como a concentragdo da amostra que induziu
morte celular de cerca de 50% das células (ICsp) e foi calculada por regresséao de
Probit, método de Finney utlizando o Software estatistico StatPlus versao 5.8.4.

O indice de seletividade foi calculado através do quociente do ICs obtido para

linfécitos sobre o ICso das células Jurkat tratadas com diluicdes da fracdo Hex.



MORFOANATOMIA
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5 MORFOANATOMIA
5.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagcdo morfoanatdomica, além de proporcionar a correta identificacdo de
uma especie vegetal, caracteriza 0s aspectos macro e microscopicos e norteia as
analises de controle de qualidade e autenticidade vegetal (YOUSSEF et al., 2013;
FARIAS, 2010).

A literatura relata informagdes contraditérias envolvendo Euphorbia umbellata
(Pax) Bruyns, Synadenium grantii Hook e Synadenium umbellatum Pax. Algumas
referéncias consideram S. umbellatum sinbnimo de E. umbellata, porém distinta de
S. grantii (TROPICOS, 2014). Porém outras fontes de referéncia afirmam que as
espécies mencionadas tratam-se da mesma espécie e que tem como nomenclatura
aceita apenas E. umbellata (THE PLANT LIST, 2014).

A fim de esclarecer e dirimir esta duvida foram coletadas amostras de S.
umbellatum e S. grantii para uma avaliagdo morfoanatbmica comparativa de ambas
as espécies.

Os resultados mostram que S. umbellatum e S. grantii se referem a mesma
espécie, pois ndo foram verificadas diferencas morfoanatdmicas entre elas,
conforme as descrigBes das caracteristicas farmacobotanicas apresentadas a seguir
e de forma conjunta para as duas espécies avaliadas.

Macroscopicamente, as folhas de E. umbellata (Figura 4A) séo verdes, mais
claras na face abaxial e medem aproximadamente 12,4 cm de comprimento e 4,7
cm de largura. Elas sdo simples, pecioladas e peninervadas, exibindo forma de
espatulada a lanceolada, apice obtuso, base atenuada e margem inteira (Figura 4B).

A filotaxia revela organizagao alternada (Figura 4A).
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Figura 4 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) - Aspectos macro e microscopicos da
folha.

(A) Aspecto dos 6rgdos vegetativos aéreos. (B) Aspecto geral das folhas. (C-E) Epiderme em vista
frontal. (C) Face adaxial, mostrando paredes anticlinais retas, cuticula e estébmatos. (D) Face adaxial,
apresentando cuticula e estdmatos (MEV). (E) Detalhe da figura anterior, mostrando cuticula,
estbmatos e cera epicuticular (MEV). (F) Detalhe da cera epicuticular (MEV). ab: face abaxial; ad:
face adaxial; ce: cera epicuticular; ct: cuticula; es: estbmatos. Barra = 4 cm (A); 1 cm (B); 50 um (C).
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O sistema de revestimento do vegetal em crescimento primario €
representado pela epiderme que, comumente, € formada por uma camada compacta
de células e coberta por cuticula e cera epicuticular. A epiderme pode ser
diferenciada pela forma de suas células, presenca e tipo de estdmatos, disposicao e
tipo de tricomas, além da ocorréncia de células especializadas (ESAU, 1974).

A epiderme de E. umbellata € uniestratificada em ambas as faces e, em vista
frontal, as células epidérmicas apresentam paredes anticlinais finas e retas na face
adaxial (Figura 4C) e levemente ondeadas na face abaxial (Figura 5A). A epiderme é
coberta por cuticula delgada e cera epicuticular. A cuticula ndo é continua,
apresentando-se em faixas sobre a epiderme (Figuras 4C, 4D, 4E, 5B e 5C). A cera
epicuticular € do tipo cristaloide em forma de rosetas (Figuras 4E e 4F).

Em espécies de Jatropha (Euphorbiaceae), também pode ser evidenciada
epiderme com cuticula estriada e cera epicuticular, porém se verifica que a cera
epicuticular esta disposta na forma de particulas e flocos (OLOWOKUDEJO, 1993).

Os estbmatos sdo largamente distribuidos nas partes aéreas das plantas,
principalmente em folhas e caules jovens. A caracteristica do estbmato em vista
frontal tem carater diagnostico para as espécies vegetais (ESAU, 1974). De acordo
com Metcalfe e Chalk (1957), espécies europeias de Euphorbia apresentam
predominantemente estbmatos anomociticos. Estdmatos anisociticos e anomociticos
foram observados em Euphorbia helioscopi L. e Euphorbia myrsinites L. (GALES;
TOMA, 2006).

Em E. umbellata, os estbmatos (Figuras 4C, 4D, 4E e 5C) paraciticos estao
presentes no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 5G) e em ambas
as faces, caracterizando a folha como anfiestomatica. Estdmatos similares foram
verificados em Euphorbia virgata Waldst. & Kit.,, porém apenas na face abaxial
(GALES; TOMA, 2006). Em se tratando da disposicdo dos estomatos, folhas
anfiestomaticas foram observadas em Euphorbia nicaeensis subsp. glareosa Pall. ex
M.Bieb. (LUKOVIC et al., 2009), E. amygdaloides L., E. cyparissias L., E. taurinensis
All., E. falcata subsp. acuminata Simonk., E. bazargica Prodan e E. carniolica Jacq.
(GALES; TOMA, 2006).

Tricomas sao estruturas formadas a partir de células epidérmicas e adaptadas
para diversas funcdes, podendo ocorrer em todas as partes do vegetal (CUTTER,
1986). Nas folhas podem ser encontrados tricomas glandulares e tectores, papilas,
escamas e aculeos (OLIVEIRA et al., 2005).
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A presenca de tricomas ndo € uma caracteristica comum nas espécies de
Euphorbia. Dentre as espécies ja estudadas a maioria apresentou-se glabra. Apenas
Euphorbia agraria M. Bieb. apresentou tricomas unicelulares, enquanto E. maculata
L., E. amygdaloides e E. esula (Pers.) Dumort. evidenciaram tricomas pluricelulares
e unisseriados em trabalho de Gales e Toma (2006).

Na espécie em estudo, tricomas tectores pluricelulares e unisseriados
ocorrem individualmente (Figuras 5D, 5E e 5F). Eles sdo constituidos por cerca de 5
células, as quais mostram paredes lignificadas que reagiram a presenca de
floroglucina cloridrica nos testes microquimicos (Figura 5D).

O mesofilo corresponde a maior parte do parénquima fundamental do limbo
foliar caracterizado pela abundancia de cloroplastos e por espacos intercelulares,
podendo ser relativamente homogéneo ou diferenciado em parénquima palicadico e
esponjoso (ESAU, 1974).

Muitos membros de Euphorbia apresentam mesofilo isobilateral (LUKOVIC™ et
al., 2009; GALES; TOMA 2006). Entretanto, E. umbellata apresenta mesofilo
homogéneo com diversas camadas de parénquima esponjoso (Figura 5F, 5G).
Feixes vasculares colaterais sdo envoltos por bainha parenquimatica e estao

localizados no terco inferior da lamina (Figura 5F).
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Figura 5 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) - Estrutura e anexos da epiderme da
folha.

(A) Epiderme da face adaxial, em vista frontal, mostrando parede anticlinal. (B) Epiderme da face
abaxial, em vista frontal, exibindo cuticula e cera epicuticular. (C) Epiderme da face abaxial, em vista
frontal, apresentando cuticula e estdbmatos. (D) Tricoma tector. (E) Tricoma tector (MEV). (F) Limbo
foliar, em seccédo transversal, revelando mesofilo homogéneo, epiderme e tricomas tectores. (G)
Detalhe da figura anterior, mostrando estébmatos, epiderme e parénquima esponjoso. ce: cera
epicuticular; ct: cuticula; ep: epiderme; es: estdbmato; fv: feixe vascular; pe: parénquima esponjoso; tt:
tricoma tector. Barra = 25 um (A, G); 50 um (D); 200 um (F).

Lukovic e colaboradores (2009) descreveram a nervura central de espécies
do género Euphorbia como contendo um unico feixe vascular de tamanho
inconstante, enquanto Gales e Toma (2006) encontraram o feixe vascular em arco

aberto para as espécies E. plathyphyllos L. e E. agraria M. Bieb. No estudo em
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questao, E. umbellata, apresentou formato plano-convexo em seccao transversal
(Figura 6A) e varios feixes vasculares colaterais livres (Figuras 6B e 6D) no

parénquima fundamental.

De acordo Esau (1974); Hagel e colaboradores (2008), Euphorbiaceae e
Euphorbia apresentam tubos laticiferos ndo articulados, ramificados e néo
anastomosados. Estes podem estar localizados ndo s6é na medula e no cortex
primério, como também préximo do feixe vascular da folha e no mesofilo de plantas
adultas (METCALF; CHALK, 1957).

Nas folhas de E. umbellata, os tubos laticiferos (Figura 6C) sdo nao
articulados, ramificados e ndo anastomosados. Adicionalmente eles mostram parede
espessa e forma poligonal em seccao transversal (Figura 7B, 7D e 7E). Esta € uma
caracteristica marcante de Euphorbiaceae, porém nao exclusiva. Autores ja
demonstraram sua ocorréncia em alguns géneros de Asteraceae, Moraceae
(HAGEL et al., 2008; HAO; WU, 2000; ESAU, 1974) e Campanulaceae (FOLQUITO
et al., 2014).

Caracteristicas similares foram encontradas em E. virgata Waldst. & Kit.,
entretanto, os laticiferos apresentaram paredes finas e similaridade com dutos
secretores (GALES; TOMA, 2007). Nesse estudo, o latex que € encontrado nos
tubos laticiferos € responsavel pela atividade antitumoral apresentada e reagiu
positivamente com azul de metileno para pesquisa de mucilagens (Figura 6C) e com
Sudam 1l para compostos lipofilicos (Figura 8A).

O peciolo, em seccdo transversal, apresenta formato plano-convexo. O
sistema vascular é formado por feixes vasculares colaterais livres dispersos no
parénquima fundamental. Tubos laticiferos, similares aos anteriormente descritos,
foram encontrados proximos aos feixes vasculares e em maior numero proximos ao

sistema floematico (Figura 6F).
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Figura 6 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) - Seccao transversal da nervura central
e peciolo.

(A) Seccéo transversal da nervura central, mostrando epiderme, sistema vascular e tubos laticiferos.
(B) Nervura central, indicando sistema vascular e tubos laticiferos. (C) Detalhe dos tubos laticiferos.
(D) Detalhe do sistema vascular e tubos laticiferos da nervura central. (E) Nervura central mostrando
sistema vascular, tubos laticiferos e latex em reacdo com floroglucina cloridrica. (F) Peciolo em
seccdo transversal, mostrando os feixes vasculares no parénquima fundamental. ep: epiderme; la:
tubos lacitiferos; fl: floema; Ix: latex; pf: parénquima fundamental; xi: xilema. Barra = 50 um (C, D, E);
100 um (B); 200 um (A, F).
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Em varias espécies de Euphorbia, as células epidérmicas do caule tém
paredes anticlinais espessadas e cobertas por cuticula de espessura variavel
(GALES; TOMA, 2006). Euphorbia umbellata, em seccéo transversal, mostra formato
circular (Figura 7A), epiderme unisseriada (Figura 7B), cuticula delgada e
ligeiramente estriada e com reacdo positiva para compostos lipofilicos (Figura 8A).
Estématos (Figura 7C) sdo encontrados no mesmo nivel ou ligeiramente abaixo das

demais células epidérmicas.

Com referéncia aos tricomas, o caule de algumas espécies de Euphorbia sao
pubescentes. Gales e Toma (2006) encontraram tricomas unicelulares em E.
helioscopia L., E. amygdaloides L., E. agraria M. Bieb., e E. glareosa Pall. ex M.
Bieb.; pluricelulares e unisseriados em E. maculata L. Neste estudo, tricomas nao
foram evidenciados no caule.

A maioria de Euphorbia analisadas por Gales e Toma (2006) apresentou
namero variavel de camadas de colénquima dispostos tangencialmente abaixo da
epiderme e em E. plathyphyllos e E. helioscopia, o cortex € formado por colénquima
angular. Na espécie em estudo foram observados varios estratos de parénquima
cortical (Figuras 7B e 7D). Esse tecido é formado por células que apresentam
pequenos meatos e contém grdos de amido (Figuras 8C, 8D, 8E e 8F). O
colénquima néo foi observado na espécie avaliada

Em E. umbellata, o sistema vascular € tipico, formado por floema externo e
xilema interno (Figura 7D e 7F). Fibras perivasculares sdo visualizadas opostas ao
floema (Figuras 7D, 7E e 7F). Xilema e fibras reagiram positivamente com
floroglucina cloridrica (Figura 8G) e o xilema apresentou reagdo positiva com cloreto
férrico (Figura 8B) nos testes microquimicos. Fibras perivasculares sdo comuns em
Euphorbia, entretanto, ndo foram observadas em E. myrsinites subsp. litardierei Font
Quer & Garcias Font, E. myrsinites subsp. myrsinites L. e E. dobrogensis Prodan em
estudo de Gales e Toma (2006).

Laticiferos similares aos encontrados nas folhas de E. umbellata sdo
frequentemente observados proximos ao floema no caule desta espécie. O latex
presente nos laticiferos reagiu positivamente a pesquisa com cloreto férrico (Figura
6B), confirmando a presenca de compostos fendlicos. A fim de confirmar a presenca
de compostos nitrogenados no latex, sec¢des transversais de caules foram expostas

ao reativo de Bouchardat, com controle negativo e positivo para efeito comparativo
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(Figura 8C e 8D respectivamente); conferindo resultado positivo para os compostos
avaliados.

Muitas Euphorbia, a exemplo de E. glareosa, E. myrsinites subsp. litardierei,
E. myrsinites subsp.myrsinites e E. cyparissias mostraram medula com numerosas
apresentou-se relativamente compacta. Neste estudo, a medula € compacta,
formada por células parenquiméticas de parede celular delgada (Figuras 7A e 7B),

apresentando gréos de amido (Figura 8E).
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Figura 7 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) - Secc¢éo transversal do caule.

~

(A) Aspecto geral do caule (MEV). (B) Epiderme e Cértex. (C) Estdbmatos em vista frontal (MEV). (D)
Seccdo transversal, mostrando cortex, tubos laticiferos, fibras, floema, xilema e medula. (E) Detalhe
das fibras e tubos laticiferos. (F) Sistema vascular e fibras. cx: cortex; ep: epiderme; es: estdmato; fi:
fibra; fl: floema; la: tubos laticiferos; me: medula; xi: xilema. Barra = 50 um (B, E, F); 200 pm (D).
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Figura 8 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) - Testes microquimicos.

(A) Lamina foliar mostrando latex e cuticula em reagdo com Sudam lIl. (B) Caule indicando xilema e
latex em reacado com cloreto férrico. (C) Caule em reagdo com Bouchardat, pesquisa negativa,
exibindo os tubos laticiferos. (D) Caule em reagdo com Bouchardat exibindo o latex nos tubos
laticiferos. (E) Gréos de amido reagidos com lugol na medula. (F) Caule mostrando cuticula em
reacdo com Sudam lll. (G) Caule exibindo fibras e xilema em reacdo com floroglucina cloridrica. ct:
cuticula; cx: cértex; ep: epiderme; fi: fibra; fl: floema; fv: feixe vascular; ga: grdos de amido; la: tubo
laticifero; Ix: latex; me: medula; pe: parénquima esponjoso; xi: xilema. Barra = 50 um (A, C, D, E, F);
200 um (B).



ENSAIOS
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6 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.1 Células aderentes

6.1.1.1 Ensaios de citotoxicidade por redu¢ao mitocondrial de MTT

Analise de MTT € um método de avaliacdo de citotoxicidade muito empregado
para quantificar a toxicidade celular de diferentes substancias testes (FOTAKIS;
TIMBRELL, 2006). O principio desta técnica de quantificacdo da citotoxidade é
descrito por autores como sendo obtida por reducdo mitocondrial do reagente de
MTT em que a mensuracao ocorre pela formacdo da coloracéo violeta, originada
apos a solubilizacdo dos cristais de Formazan (WANG et al., 2011). Ressaltando
gue a intensidade dos cristais formados esta diretamente relacionada a maior
viabilidade celular (STOCKERT et al., 2012).

Na figura 9 estd demonstrado a responsividade das células HelLa ao
tratamento com o latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns. Os resultados revelam
a citotoxicidade deste fitocomplexo nas diferentes concentracdes avaliadas (19,45 a
1000 pg/mL), visualizados nos diferentes tempos de exposicao.

Pode-se observar que a sensibilidade destas células para o latex se mostrou
dose e tempo dependentes. Em 24 h de analise é possivel verificar diferenca
significativa de toxicidade para as concentracdes de 250 a 1000 pg/mL. Ao passo
que para as demais diluices néo foram constatadas perda de viabilidade.

Entretanto, nota-se que o aumento do tempo de incubacao do latex com as
células Hela, resulta em reducdo de viabilidade, desde a menor concentracgéo.
Constata-se nos periodos sequenciais de 48 e 72 h, um acréscimo de toxicidade
para as concentracdes de 19,45 a 100 pg/mL, revelando diferencas estatisticas
guando comparadas ao controle negativo; bem como a intensa reducdo mitocondrial

das células HelLa quando incubadas com 500 a 1000 pug/mL de latex.
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Figura 9 - Citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns por reducdo do MTT para
células HeLa em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.5.1. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apds a normalizagdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

O estudo da toxicidade do latex para as células HRT-18, avaliada pelo ensaio
de reducao mitocondrial, MTT, demonstrou maior resisténcia destas células a matriz
vegetal. Fato observado pela auséncia de citoxicidade do latex nas primeiras 24 h
(Figura 10). Somente a partir de 48 h de incubacéo foi possivel identificar reducao
na viabilidade celular nas concentra¢cées de 100 a 1000 pg/mL. No ultimo periodo
analisado (72 h) o latex apresentou-se efetivamente toxico, com perfil semelhante ao

observado para as células HelLa, para a diluicdo de 1000 pg/mL.
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Figura 10 - Citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns por reducdo do MTT para
células HRT-18 em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de reducao de MTT, conforme descrito no item 4.5.1. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apds a normalizacdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

As fracOes obtidas por particionamento do latex de E. umbellata permitiu
realizar o estudo biomonitorado na tentativa de encontrar aquela com melhor
potencial citotéxico. Na figura 11 os resultados revelam maior toxicidade para as
fracbes Hex e CHCI; e menor efeito para as fracbes AcOEt e MeOH. Dentre as
apolares, as células HelLa foram mais sensiveis a fracdo Hex, seguida pela CHCls.

Com 24 h de exposicao as fracdes o efeito € mais pronunciado para a fragéo
Hex, sendo que para as concentracdes de 100 a 150 pg/mL, a viabilidade
mitocondrial variou 9,02%. Para a maior concentracdo empregada, a fragdo CHCl3
gerou como resposta uma viabilidade compreendida entre 39,49 e 48,71%. As
demais fragbes mesmo apresentando diferencas significativas de viabilidade em
comparacao ao grupo controle, a reducao é inferior as apolares. O valor percentual
encontrado para a fracdo AcOEt foi na ordem de 106,2 a 69,78% e a fracdo MeOH,

de 90,54 a 72,55%; ambas nos trés periodos de analises.

Ao contrario das respostas apresentadas pelas células HeLa e HRT-18 frente
ao latex, em que as células de adenocarcinoma de cérvix (HeLa) foram mais
responsivas; apds incubacdo com as fracdes as células HRT-18 responderam
melhor tanto para fracdo Hex quanto para a CHCI; (Figura 12). Porém mantiveram
comportamento similar para as fracdes polares (Figura 12).
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Apbés 24 h de incubagdo das células HRT-18 com a fracdo Hex, foi
evidenciada variacdo de viabilidade de aproximadamente 0,62% entre as
concentractes de 100 a 150 pg/mL. Ainda sobre esta ultima concentragdo, porém
em relacao a fracdo CHCIs, a viabilidade observada foi de 78,86%, 57,47% e 62,01%
para 24, 48 e 72 h respectivamente.



Figura 11 - Citotoxicidade das fragBes Hex, CHCI3;, AcOEt, MeOH por reducédo do MTT para células HeLa em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de redugédo do MTT, conforme descrito no item 4.5.1. O controle utilizado consistiu na cultura de células tratadas com
as fragbes Hex, CHCI;, AcOEt e MeOH com o veiculo de solubilizagdo das fragbes (DMSO < 0,5%). Apds a normalizagdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrao da média, procedeu-se a analise de varidancia ANOVA de uma via seguido de pds teste de Tukey e as diferencas

estatisticas estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Figura 12 - Citotoxicidade das fragdes Hex, CHCIl; AcOEt, MeOH por redug&o do MTT para células HRT-18 em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.5.1. O controle utilizado consistiu na cultura de células tratadas com
as fragcbes Hex, CHCI;, AcOEt e MeOH com o veiculo de solubilizagdo das fragbes (DMSO < 0,5%). Apds a normalizagdo dos resultados que foram

expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a andlise de variancia ANOVA de uma via seguido de pés teste de Tukey e as diferencas
estatisticas estéo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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6.1.1.2 Ensaio de citotoxicidade por internalizagéo lisossomal de vermelho neutro
(VN)

A técnica de VN também é um método de avaliagdo de citoxicidade in vitro
para diversos compostos (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Sua acdo consiste na
capacidade de internalizagdo do corante em organelas lisossomais de células
vidveis, resultando na formacdo de granulos, os quais sdo posteriormente lisados
para a quantificacao colorimétrica (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

Os resultados dos ensaios de MTT e VN sdo confirmatorios, pois avaliam a
citotoxicidade por organelas distintas. Enquanto o primeiro ensaio age em
mitocondrias, o segundo tem acao sobre os lisossomos (NOGUEIRA et al., 2011).
Consequentemente, compostos testados podem gerar respostas divergentes quanto
as diferentes analises de citotoxicidade, sendo recomendado portanto a utilizacao de
mais de uma metodologia (IVANOVA; UHLIG, 2008).

Figura 13 - Citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns por internalizacdo do VN
para células HeLa em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de internalizacéo do VN, conforme descrito no item 4.5.2. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apds a normalizagdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

De forma semelhante aos resultados para MTT, as analises de VN
possibilitaram a confirmag&o da toxicidade para HelLa (Figura 13). Os resultados
reforcam a informacdo de que é necessario ter maior tempo de contato entre as

células e o latex, para entdo evidenciar toxicidade celular. No mesmo sentido, os
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resultados obtidos pelo experimento do ensaio com VN, demonstram que as células
HRT-18, apresentam menor sensibilidade do que as células Hela, frente aos

compostos presentes no latex de E. umbellata (Figura 14).

Figura 14 - Citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns por internalizacdo do VN
para células HRT-18 em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de internalizacéo do VN, conforme descrito no item 4.5.2. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apds a normalizagdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Por meio dos resultados das fracOes, pode-se notar maior citotoxicidade da
fracdo Hex frente a HelLa (Figura 15). Este efeito se mostrou dose dependente para
as concentracdes avaliadas. Também se verificou reducdo de viabilidade para a
fracdo CHCIl; porém com menor intensidade em relacdo ao controle negativo. A
fracdo AcCOEt nas concentracdes de 100 e 150 pg/mL apresentou toxicidade
significativa em 48 h de analise (Figura 15). Porém no periodo seguinte este efeito
se tornou imperceptivel com o restabelecimento da viabilidade celular.
Divergentemente a particio MeOH néo desenvolveu efeitos toxicos sobre as células
HelLa (Figura 15).



Figura 15 - Citotoxicidade das fragBes Hex, CHCI3;, AcOEt, MeOH por internalizagéo do VN para células HeLa em 14, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de internalizacdo do VN, conforme descrito no item 4.5.2. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI.
ApOs a normalizagdo dos resultados que foram expressos em média e erro padrao da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via seguido
de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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As células HRT-18 reagiram de forma semelhante a linhagem de colo uterino
(HeLa). A figura 16 mostra a presenca de toxicidade em ordem crescente para as
fracbes CHCI; e Hex respectivamente. A fragcdo AcOEt nas concentracfes de 100 e
150 pg/mL apresentou toxicidade significativa em 48 e 72 h (Figura 16). Fato ja ndo
observado para a fracdo MeOH, devido a inexisténcia de atividade citotoxica nos

periodos analisados.



Figura 16 - Citotoxicidade das fracdes Hex, CHCls, AcOEt,
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MeOH por internalizagédo do VN para células HRT-18 em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de internalizagdo do VN, conforme descrito no item 4.5.2. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI.
ApOs a normalizacao dos resultados que foram expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via seguido
de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Os resultados das anélises de MTT e VN mostram toxicidade em ordem
crescente para o latex, fracdo CHCIl; e Hex. Porém n&o evidenciam toxicidade
significativa para as fragbes mais polares. A menor resposta do latex observada nas
células HeLa e HRT-18 pode ser explicada pelo composicéo laticifera, formada por
compostos citotoxicos e nao citotdxicos. Isso faz com que a toxicidade nao se torne
demasiadamente perceptivel quando ambos estdo presentes; fato que ocorre em
matrizes vegetais nao purificadas.

Estudos anteriores descritos na literatura relataram citotoxicidade do latex,
fracOes e substancias isoladas, de outras espécies de plantas de Euphorbiaceae,
para células tumorais HelLa. Hsieh e colaboradores (2011), mostraram a toxicidade
do latex de Euphorbia antiquorum L. para células Hela, causando reducdo da
viabilidade celular dose e tempo dependentes para as concentracoes de 0,5 a 3
mg/mL. Analises complementares revelaram ainda que o processo de morte celular
ocorre por apoptose, pois evidenciaram eventos como a diminuicdo do potencial da
membrana mitocondrial, aumento de espécies reativas de oxigénio e ativacdo das
caspases 3, 8 e 9. Em diferentes estudos Hsieh e colaboradores (2014), perceberam
aumento do percentual celular na fase S do ciclo celular, indicando com isso parada

do ciclo celular destas células tratadas com latex de E. antiquorum.

Alonso-Castro e colaboradores (2012) demonstraram a toxicidade do extrato
metandlico das folhas de Croton lechleri Mill. Arg. (Euphorbiaceae) para a mesma
linhagem celular, em que apds incubacgéo das células HeLa com anexina V (proteina
que se liga fosfatidilserina, externalizada na membrana celular em células em
processo de morte celular) comprovaram 30% de apoptose através da analise de

ciclo celular.

Perda de viabilidade também observada para o 6leo essencial e fracdes
particionadas a partir do extrato bruto de partes aéreas e raizes da espécie
Euphorbia macrorrhiza C. A. Mey. para células CaCO; (carcinoma de célon retal)
(LIN et al., 2012b). Por meio do ensaio de reducdo de MTT os autores observaram
um percentual crescente de reducdo mitocondrial do 6leo essencial e das partes
aéreas para a fracdo AcOEt, CHCI3; e Hex, com inibicdo de crescimento de 4,61;
68,22; 83,57 e 96,12 pg/mL respectivamente. As fracdbes mais polares néo
apresentaram reducao significativa, condizendo aos resultados apresentados neste

trabalho. Sobre o extrato bruto das raizes a inibicdo mitocondrial foi semelhante
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aguela observada para os extratos obtidos das folhas, flores, frutos e sementes. Tais
resultados mostram o potencial efeito citotéxico das fracées apolares sobre as mais

polares.

Baseado nisto pode-se afirmar que a fracdo Hex do latex de E. umbellata foi a
particdo que apresentou maior inibicdo de crescimento celular, com a viabilidade
variando de 2,14 a 85,54% para as concentracdes de 10 a 150 pg/mL em 72 h de
exposicdo. E possivel ainda pressupor que potencial efeito citotoxico esteja
relacionado aos terpenos, uma vez que sdo compostos majoritarios da fracao
hexanica.

Informacdo corroborada por Acqua e colaboradores (2011) que testaram
terpenos isolados de espécies de Euphorbiaceae, os quais se mostraram toxicos
para células HeLa. De forma semelhante Vasas e colaboradores (2012), revelaram
atividade citotoxica dos diterpenos ciclomirsinano e premirsinano para HelLa, com
reducdo da proliferacdo de 56,95% a 83,90% na concentracdo de 30 pg/mL. Zhang
e colaboradores (2012), apods testarem triterpenos isolados de Euphorbia kansuensis
Prokh. demonstraram elevado poder de inibicdo, exibindo concentracdo inibitoria
minima compreendida entre 13 a 16 pg/mL, corroborando com outros resultados
relatados na literatura. Jadranin e colaboradores (2013) verificaram eficacia do
diterpeno jatrofano, para linhagem de colo retal, DLD1. Os autores relataram inibicéo
da sobre-expressao da proteina P, a qual por sua vez € a responsavel pela
resisténcia celular ao tratamento anticancer, atuando como um transportador de

membranas que elimina farmacos antitumorais.

6.1.1.3 Avaliacao de citotoxicidade por calculo de ICsg

A citotoxicidade pode ser avaliada através dos valores de ICsy, que
corresponde a concentracdo de morte celular para 50% das células de uma cultura
(ASSAF et al., 2013). Neste sentido a partir dos ensaios de reducédo de MTT, foi
calculado o valor de ICsy para o latex e fragcdes Hex, CHCI3;, AcCOEt e MeOH frente a
células HeLa e HRT-18.

Na tabela 4 é possivel visualizar os valores de 1Cs, obtidos, verificando assim
maior toxicidade do latex sobre as células tumorais de co6lo de utero (HelLa) em
relacdo as de colorretal (HRT-18). A menor susceptibilidade desta é demonstrada

pelo ICsp obtido que foi de 369,25 pg/mL.
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A incubacgdo das células com as fragbes possibilitou encontrar aquela com
maior potencial citotoxico, que por sua vez, ficou evidenciado ser a fracdo Hex. A
fracdo CHCI; apresentou baixa toxicidade, enquanto que as fracbes mais polares

ndo mostraram o efeito sobre as células avaliadas.

Em analise comparativa da matriz vegetal bruta com a fracdo Hex, percebe-se
a vantagem em realizar a purificacdo de compostos, se aproximando da molécula

majoritaria para determinado efeito farmacoldgico.

Tabela 4 - Avaliagdo da citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns e fracbes
particionadas sobre células HeLa e HRT-18, através do calculo de ICsy O calculo do ICs, para as
amostras foi realizado por analise de Probit, método de Finney, utilizando o Software estatistico
StatPlus verséo 5.8.4.

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE POR VALORES DE IC s

CELULAS AMOSTRA 1Cs0 (Q/ML)

Latex 124,84

Fracao Hex 30,50

HelLa Fracdo CHCl; 180,44
Fracdo AcOEt > 1000

Fracao MeOH > 1000

Latex 369,25

Fracdo Hex 26,16

HRT-18 Fracdo CHCI; 170,85
Fracao AcOEt > 1000

Fracdo MeOH > 1000

Segundo o Instituto Nacional do Cancer, plantas medicinais sdo consideradas
como promissores antitumorais quando ao terem a toxicidade de seus extratos
brutos avaliados frente a linhagens tumorais, com valores de ICs, inferiores a 30
png/mL (ALONSO-CASTRO et al., 2012).

Baseado nesta informacéo, ndo se pode considerar o latex de E. umbellata
um promissor antitumoral para células HeLa e HRT-18. De forma semelhante, a
toxicidade do extrato etandlico do latex de diferentes espécies de Euphorbia
mostrada por Whelan e Ryan (2003), também ndo se enquadra como promissor na
terapia oncoldgica. Neste caso os valores encontrados para E. grandidens Haw., E.
grandicorni Goebel ex N.E. Br., E. lactea Haw. e E. trigona Haw foram

respectivamente 57, 89, 89 e 330 pg/mL.
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Divergindo dos resultados anteriores, Alonso-Castro e colaboradores (2012),
relataram toxicidade elevada do extrato metandlico C. lechleri para células Hela,
obtendo ICspde 17 pg/mL.

Porém nao ha posicionamento a cerca de compostos semi-purificados, como
as fragbes. Ha uma lacuna entre o valor de referéncia para extratos brutos (30
png/mL) e o ICso aceitavel para compostos purificados, que é inferior a 4 pg/mL
(ASSAF et al., 2013).

6.1.1.4 Analise morfolégica

A andlise morfoldgica possibilita, por meio do estudo das alteracdes
morfologicas, dar indicios do mecanismo de morte celular. Tem aplicabilidade para
células aderentes e em suspensdo e pode ser realizada sob microscopia

fluorescente e Optica.

Dentre os mecanismos existentes pode-se avaliar a necrose e apoptose. O
mecanismo de morte celular necrético € também conhecido por morte celular
acidental, caracterizado por aumento celular, preservagdo da cromatina, alteracéo
da morfologia mitocondrial e lise; sendo os fragmentos gerados responsaveis por
iniciar processos inflamatorios (MEER et al., 2010; MANNHEIM, 1998). Por outro
lado, apoptose é também referenciada como morte programada em que 0S eventos
observados séo retracdo celular; condensagéo da cromatina e desintegracao celular,
porém com manutencdo da integridade de membrana (MEER et al., 2010).

Os resultados morfolégicos das células Hela, revelaram em 24 h a perda da
aderéncia e arredondamento celular, formacdo de blebs e condensagcdo da
cromatina (Figura 17). A perda da aderéncia celular pode ser considerada o primeiro
efeito da cascata de morte celular. Em 48 h, com toxicidade mais intensa, além dos
efeitos apoptéticos observados no periodo anterior, houve também a vacuolizacao,
indicativo de necrose (Figura 18).



75

Figura 17 - Morfologia das células HeLa apés 24 h de tratamento com o latex de Euphorbia umbellata
(Pax) Bruyns.




76

Figura 17 - continuag&o.

A morfologia foi avaliada pela técnica descrita no item 4.5.3. Como controle negativo foi utilizado meio
de cultura RPMI. (A) controle, aumento de 400x; (B) controle, aumento de 1000x; (C e D) 500 pg/mL
de latex, aumento de 400x; (E e F) 500 pug/mL de latex, aumento de 1000x; (G) 750 ug/mL de latex,

aumento de 40x; (H, | e J) 750 pg/mL de latex, aumento de 1000x. N Arredondamento celular, A
formacao de blebs, A condensacéo de cromatina.
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Figura 18 - Morfologia das células HeLa apés 48 h de tratamento com o latex de Euphorbia umbellata
(Pax) Bruyns.
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A morfologia foi avaliada pela técnica descrita no item 4.5.3. Como controle negativo foi utilizado meio
de cultura RPMI. (A) controle, aumento de 400x; (B) controle, aumento de 1000x; (C) 500 pg/mL de
latex, aumento de 400x; (D) 500 pg/mL de latex, aumento de 1000x (E e F) 500 pg/mL de latex,
aumento de 1000x. A Arredondamento celular, A formacéo de blebs, A condensacéo de cromatina,
A\ vacuolizagéo.

Células HRT-18, diferentemente das células HelLa, apresentaram apenas
vacuolizacdo no primeiro periodo avaliado (24 h), evento que se intensificou apos
48 h de andlise (Figura 19 e 20).
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Figura 19 - Morfologia das células HRT-18 apds 24 h de tratamento com o latex de Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns.

A morfologia foi avaliada pela técnica descrita no item 4.5.3. Como controle negativo foi utilizado meio
de cultura RPMI. (A) controle, aumento de 400x; (B) controle, aumento de 1000x; (C) 750 pg/mL de
latex, aumento de 400x; (D), 750 ug/mL de latex, aumento de 1000x; (E) 1000 pg/mL de latex,
aumento de 400x (E); 1000 pug/mL, aumento de 1000x (F). A\ vacuolizacéo.



79

Figura 20 - Morfologia das células HRT-18 apds 48 h de tratamento com o latex de Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns.

A morfologia foi avaliada pela técnica descrita no item 4.5.3. Como controle negativo foi utilizado meio
de cultura RPMI. (A) controle, aumento de 400x; (B) controle, aumento de 1000x; (C) 750 pg/mL de

latex, aumento de 400x (C); (D) 750 pg/mL de latex, aumento de 1000x; (E) 1000 pg/mL, aumento de
400x; (F) 1000 pg/mL, aumento de 1000x. A vacuolizacgéo.

As alteracGes demonstradas para células HeLa em 24 h de analise, traduzem
indicio de que a morte celular ocorre por apoptose, conforme descrito por Mota,
Benfica e Valadares (2012). Neste estudo a morfologia de células leucémicas (K-
562) frente ao extrato de E. umbellata, mostraram como eventos a formacao de
blebs e condensacgéo de cromatina. Com a utilizacdo do fluor6foro Hoechst 33342,
verificaram além dos efeitos citados acima, fragmentag¢édo nuclear e confirmaram a
morte das células asciticas tumorais de Ehrlich por apoptose (MOTA et al., 2012).
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6.1.2 Células em suspenséao
6.1.2.1 Integridade de membrana por exclusdo de azul de Tripan

A técnica de exclusdo de azul de Tripan pode também ser considerada um
ensaio de citotoxicidade, capaz de diferenciar células viaveis das células nédo viaveis
através da coloracdo. O azul de Tripan tem capacidade de penetrar e corar células
gue perderam a integridade de membrana. Sendo este fendbmeno observado em
células mortas (VARGAS-CORTES; HELLSTROM; PERLMANN, 1983).

Células Jurkat incubadas com latex de E. umbellata apresentaram reducéo de
viabilidade celular, perceptivel pelo decréscimo de Vviabilidade, calculada
considerando células viaveis e nédo viaveis conforme descrito no item 4.6.1. A
concentracdo de 800 pg/mL gerou valores percentuais de viabilidade na ordem de
49,50; 34,22 e 24,90 pg/mL para 24, 48 e 72 h respectivamente. Nas demais
diluicbes ndo foi possivel notar redug¢des proporcionais da viabilidade celular nos
periodos analisados. Fato que pode ser explicado pela presenca de toxicidade que
reduz a capacidade de multiplicacdo celular, influenciando diretamente no nimero

de células presentes (Tabela 5).

Tabela 5 - Viabilidade das células Jurkat apds incubacédo com latex de Euphorbia umbellata (Pax)
Bruyns, em 24, 48 e 72 h, avaliada através da integridade de membrana por exclusdo de Tripan,
conforme descrito no item 4.6.1. ApOs a normalizagcdo dos resultados, estes foram expressos em
média e erro padrdo da média. Como controle negativo foi utilizado o cultivo celular apenas em meio
de cultura RPMI. As concentracdes do latex estdo compreendidas entre 50 e 800 ug/mL.

Grupo Viabilidade
24 h 48 h 72 h

CTRL 98,70 £ 0,68 | 97,85 + 0,60 | 95,66 + 0,51

50 81,20 + 3,07 | 83,07 + 1,61 /93,28 + 0,68

LATEX 100 77,95 + 3,22 79,52 +1,25 (92,29 + 0,59
(ug/mL) 200 79,55+1,95|75,21 +1,20 (87,09 +1,48
400 66,68 +2,54 54,32 +1,32 /70,30 +2,59

800 49,50 + 2,37 134,22 +2,09 | 24,90 + 3,22

Dentre as fracdes, a reducdo de viabilidade foi mais evidente para a fracao
Hex e CHCI3; e com menor efeito para as fragcdes ACOEt e MeOH (Tabela 6). Para a
fracdo mais apolar esse fendmeno é verificado primariamente em 5 pg/mL com 24 h

de analise. Neste periodo a viabilidade variou em 68,03% entre as concentracdes
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avaliadas. Em 72 h a redugao se tornou ainda mais pronunciada, com a viabilidade
variando 85,75% entre o grupo controle a fracdo Hex a 80 pg/mL. A concentragéo de
80 pg/mL reduziu intensamente a viabilidade celular com percentual de 6,83%. Para
a fracdo CHCI; também observa-se diminuicdo consideravel de células viaveis em
relacdo a quantificagcéo total, com mensuracgéo de 82,48% em 24 h; 47,57% em 48 h

e 16,95% em 72 h para a concentracao de 150 pg/mL.

Por outro lado as fragdes mais polares apesar de terem gerado similarmente
diminuicdo de viabilidade, estes valores foram de menor intensidade. A viabilidade
celular das culturas tratadas com a fracdo ACOEt em 24 h foi de 23,47%, sendo que
nos periodos sequenciais variou respectivamente para 13,84% e 9,48%. As células
Jurkat se mostraram menos responsivas a fracdo MeOH, apresentando variacdo de
viabilidade na ordem de 6,16%; 6,40% e 3,63% para 24, 48 e 72 h.
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Tabela 6 - Viabilidade das células Jurkat apos incubagédo com as frag6es Hex, CHCI;, AcOEt, MeOH em 24, 48 e 72 h, avaliada através da integridade de
membrana por exclusédo de Tripan, conforme descrito no item 4.6.1. Apdés a normalizacao dos resultados, estes foram expressos em média e erro padrao da
média. Como controle negativo foi utilizado o cultivo celular apenas em meio de cultura RPMI. As concentrag6es avaliadas estdo compreendidas entre 5 e 80

pg/mL (Fracdo Hex); 10 e 150 pg/mL (Fracdo CHCIl;, AcOEt e MeOH).

Grupo Viabilidade
24 h 48 h 72h Grupo Viabilidade
CTRL 96,08 + 1,00 [95,90 + 1,10 [92,58 + 1,79 24 h 48 h 72h
5 91,88 +1,34 (80,43 + 1,89 [82,77 + 0,71 CTRL 95,49 +0,78 [96,51 0,43 [92,37 + 0,52
FRACAO 10 8847+1337607+126 8370155  p,cfo 10 95,70 + 1,44 (92,67 0,75 [92,33 + 0,76
Hex 20 82,32 +2,19 |71,00 1,75 [76,89 + 1,32 CHOY 90,80 + 1,61 (91,70 + 1,07 [90,32 + 1,15
(ng/mL) 40 76,62 + 1,66 |63,37 + 2,43 [58,26 + 2,99 ¥ 88,41+ 1,80 |77,96 + 1,43 [63,91 + 2,00
80 28,05 + 4,05 |11,33 £ 3,24 |6,83 £ 1,50 (g/mb) 755 82,48 + 2,92 |47,57 £ 2,07 |16,95 £ 2,04
Grupo Viabilidade Grupo Viabilidade
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
CTRL 95,81+ 1,21 94,96 0,85 [93,45+ 1,16 CTRL 92,99+0,92 95,54 £1,16 [95,32 0,31
_ 10 86,89 + 3,46 |87,40 + 1,43 [87,88 + 2,41 - 10 92,31+1,12 (94,67 £0,98 [96,22 + 0,55
Fiﬁgéto 50 80,42 + 2,57 |88,48 + 1,87 [89,55 1,01 Fmgﬁo 50 87,83 + 1,26 |92,48 + 1,55 (92,04 * 0,37
(ugimL) 100 8225+142[8468+193[8681£159 (o 100 90,23 + 1,28 (89,80 + 1,28 [90,30 + 1,64
150 72,34 +1,66 [81,12 + 1,68 |83,97 + 1,50 150 86,83+ 1,27 [89,14 + 1,35 [91,69 + 1,71
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Dentre o latex e as fracdes de E. umbellata, a perda da integridade foi menor

e em ordem crescente para o latex e as fragdes MeOH, AcOEt, CHCI; e Hex.

6.1.2.2 Ensaios de citotoxicidade por reducdo mitocondrial de MTT

A reducdo mitocondrial, como mencionado anteriormente, € um método
colorimétrico, o qual atraves das absorvancias quantificadas mensura-se o0
percentual de viabilidade celular. Salvo modificacbes de experimentacdo, tambéem
possuem aplicabilidade para células em suspensao.

O ensaio de MTT, assim como demonstrado no ensaio de excluséo de azul
de Tripan, revelou citotoxicidade do latex de E. umbellata para células Jurkat (Figura
21). O efeito observado para as concentracdoes testadas foi dose e tempo

dependentes. Na concentracao de 800 pg/mL em 72 h a viabilidade encontrada para
a cultura correspondeu a 6,55%.

Figura 21 - Citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns avaliada por redugdo do
MTT para células Jurkat em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi analisada pelo ensaio de reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.6.2. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Os resultados sédo expressos em média e erro
padrdo da média, utilizando andlise de variancia ANOVA de uma via seguido de poés teste de Tukey,
com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Dentre as fragcbes analisadas, a fragdo Hex apresentou maior potencial
citotoxico. Para a concentracdo de 80 pg/mL houve reducdo pronunciada de
viabilidade celular nos tempos de incubacdo de 24, 48 e 72 h, expondo valores
compreendidos entre 8,93 e 1,18%. A fracdo CHCIl; embora em maior concentracéo

(150 pg/mL) exibiu viabilidade préxima a anterior com percentual de 4,59 e 1,76%
para 48 e 72 h.
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As substancias de maiores polaridades, extraidos por AcOEt e MeOH,
apresentaram menor toxicidade, visualizada numericamente por 43,87% para a
primeira delas, na concentracdo de 150 pg/mL em 72 h de tratamento enquanto que
a segunda, mostrou viabilidade de 30,66% referente a mesma concentragao e ao

mesmo periodo de analise.



Figura 22 - Citotoxicidade das fragBes Hex, CHCI3;, AcOEt, MeOH avaliada por redugéo do MTT para células Jurkat em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.6.2. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI

ApOs a normalizagcdo dos resultados que foram expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey e as diferencgas estatisticas estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Os resultados anteriores mostraram a toxicidade da fracdo Hex sobre as
células Jurkat. Porém é preciso saber também seu efeito sobre as células néo
neoplasicas correspondentes. Neste sentido os linfocitos humanos foram
submetidos a incubagcdo com a fracdo Hex e 2 antitumorais convencionais
(vincristina e clorambucil).

A figura 23 revela auséncia de toxicidade para a fragdo Hex nas
concentracbes de 5 e 20 pg/mL. As concentracbes maiores promoveram morte
celular e reduziram a viabilidade a 39,48 e 7,39%.

Quando comparados em termos de concentragdo, em que a vincristina
utilizada a 40 nM, é convertida a 36,92 pg/mL e o clorambucil 20 uM corresponde a
6.084 pg/mL, verifica-se maior toxicidade da vincristina sobre os linfécitos do que a
fracdo Hex nas concentracdes de 5 e 20 pug/mL. Porém, apesar do antitumoral
clorambucil revelar viabilidade de 51,45%, por estar em concentracdo
comparativamente maior que os demais compostos, ndo se pode afirmar que o

efeito é pronunciado.

Figura 23 - Citotoxicidade da frac@o Hex, vincristina e clorambucil, avaliada por redu¢do do MTT para
células linfécitos humanos em 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade foi analisada pelo ensaio de reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.6.2. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apds a normalizacdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Verificando ainda a seletividade desta fragdo sobre células ndo tumorais, foi
calculado o indice de seletividade (IS). Este que é obtido pelo quociente do ICsy de
células n&do neoplasica pelo ICsy de células neoplasicas (relacdo encontrada para os
linfécitos humanos e células Jurkat). Dessa forma o IS resultante foi de 5,98 (Tabela

7). Isso reforga a ideia da existéncia de seletividade da fracao avaliada.

Tabela 7 - indice de Seletividade para linfocitos humanos (células ndo neoplasicas).

INDICE DE SELETIVIDADE
CELULAS|ICs (ug/mL)| IS

Jurkat 5,84
Linfécitos 34,92

5,98

Diante dos resultados elucidados ap6s o biomonitoramento bioldgico, em que a
fracdo Hex, através dos ensaios de MTT, se mostrou citotdxica para células Jurkat e
nao toxica para os linfocitos humanos; direcionou-se o estudo fitoquimico para esta
fracéo.

Através deste estudo, foram isoladas 2 substancias terpénicas, denominadas
por acetato de germanicol e eufol (conforme descrito no item 7). Os triterpenos,
ambos na concentracdo de 50 pg/mL evidenciaram toxicidade significativa em
comparacao ao grupo controle. Houve reducdo mitocondrial das células Jurkat na
ordem de 62,68% para o0 acetato de germanicol e 43,81% para o eufol ap6s 72 h de

exposicao as substancias (Figura 24).
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Figura 24 - Citotoxicidade do eufol e acetato de germanicol, isolados da fragdo Hex, avaliada por
reducao do MTT para células Jurkat em 72 h.
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A viabilidade foi analisada pelo ensaio de reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.6.2. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apds a normalizagdo dos resultados que foram
expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via
seguido de pés teste de Tukey e as diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

A partir de diversas espécies de Euphorbiaceae e de diferentes érgdos e
estruturas ja foram avaliadas o potencial da atividade antitumoral, através de
ensaios de citotoxicidade, antiproliferacdo, mecanismo de morte celular e ensaios in

Vivo.

De Oliveira e colaboradores (2013), por exemplo, evidenciaram citotoxicidade
desta matriz complexa para células B16F10 (mieloma murinho), do qual relataram
inibicdo de viabilidade na ordem de 64% para o latex e 40% para a garrafada.

Tal toxicidade foi verificada para células leucémicas HL-60, as quais tiveram
viabilidade mitocondrial reduzida, apos serem incubadas com 50 pug/mL da fracédo
acetbnica, etérea e aquosa, obtidas a partir do extrato bruto das folhas de Eugenia
jambos L. (Myrtaceae), com percentual de inibicao variando de 85,3 a 100 pg/mL.

Uthaisang e colaboradores (2004) mostraram a acdo do peptidio VR-3848
isolado de Euphorbiaceae sobre células Jurkat-neo, que causou inibicdo de
aproximadamente 100% de viabilidade, na concentracdo de 100 nM.

Porém ao avaliar a citotoxicidade de compostos em células cancerigenas se
faz necessario também analisar a toxicidade em células ndo neoplasicas, através do

indice de seletividade. Com base neste estudo, Suffness e Pezzuto (1991) relataram
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que o IS é significativo quando o valor obtido é igual ou superior a 2,0. Informacéao
que corrobora aos estudos realizados, em que observou-se IS das células Jurkat

para fracdo Hex de 5,98.

6.1.2.3 Avaliacao de citotoxicidade por calculo de ICsg

O latex de E. umbellata conforme mostrado anteriormente promoveu
toxicidade para as células Jurkat assim como as fragdes particionadas e com base
nos ensaios de redugédo do MTT calculou-se a ICs (Tabela 8). O valor obtido foi de
108,28 pug/mL e mesmo sendo inferior ao ICso das células HeLa e HRT-18, néo é tido
como promissor fitocomplexo antineoplasico por ser superior a 30 pg/mL. Porém a
fracdo Hex se evidenciou com um potencial agente no tratamento de leucemia, com

base em que o ICsg elucidado é inferior ao recomendado para substancias isoladas.

Tabela 8 - Avaliacdo da citotoxicidade do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns e fracdes
particionadas sobre células Jurkat, através do calculo de ICsq. O célculo do ICsy para as amostras foi
realizado por analise de Probit, método de Finney, utilizando o Software estatistico StatPlus versao
5.8.4.

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE POR VALORES DE IC s

CELULAS AMOSTRA 1Cs0 (Q/ML)
Latex 108,28
Fracdo Hex 1,87
Jurkat Fracdo CHCl; 17,68
Fracao AcOEt 132,57
Fracao MeOH 19,13

Extrato bruto das partes aéreas de E. umbellata promoveu morte de 50% das
células asciticas tumorais de Ehrlich na concentracdo de 101 pg/mL, o que nédo a
torna um antitumoral potencial (MOTA et al., 2012). Porém com este mesmo extrato
Mota, Benfica e Valadares (2012), relataram ICsy para os extratos nas linhagens

leucémicas Jurkat e K-562 como sendo 41 e 73 pug/mL, respectivamente.

Além de E. umbellata outras espécies de Euphorbiaceae foram avaliadas
quanto a citotoxicidade sendo calculados o ICso. Neste sentido, Assaf e
colaboradores (2013), mostraram a citotoxicidade de folhas e tubérculos de 3

espécies medicinais tradicionais na Jordania e dentre elas Mercurialis annua L.
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(Euphorbiaceae) que gerou reducéo de viabilidade das células U266 (mieloma), com
ICs0 de 103,2 pg/mL.

Por outro lado, estudos in vitro revelam que substancias purificadas podem
ser mais nocivas as células cancerigenas em comparacao ao extrato bruto. Ruphin e
colaboradores (2013) confrontaram os ICso € encontraram valores crescentes para
compostos isolados e as fracdes particionadas da casca de Salacia leptoclada Tul.

(Celastraceae).

Com base nisto € que as substancias isoladas sdo constantemente e
preferencialmente estudadas. Zhang e colaboradores (2012) verificaram a toxicidade
de triterpenoides pentaciclicos, os quais se mostraram antitumorais promissores,
com concentracdo inibitéria minima de 13 a 25 pg/mL. Enquanto que Ruphin e
colaboradores (2013) evidenciaram ICsp de 0,035 pg/mL para o triterpeno

pentaciclico quinona.

6.1.2.4 Quantificacdo do contetdo de DNA por DNA-DPA e lodeto de propidio

Andlises de quantificacdes de DNA quer empregando o reagente DPA ou o
iodeto de propidio sé&o técnicas que também permitem verificar a citotoxicidade de
um composto quando testado em cultura celular. Estes ensaios podem ser
diferenciados pela forma de deteccéo, pois enquanto que a primeira resulta em
coloragéo visivel, a segunda € quantificada por unidade de fluorescéncia.

Confrontando os métodos experimentais, percebe-se melhor desempenho do
ensaio com o fluoréforo do que a técnica de quantificagdo do conteiddo DNA-DPA.
Esta ultima metodologia necessita de maior densidade celular para visualizagdo do
efeito enquanto a segunda utiliza pequena populacao de células para ilustrar o efeito

procurado.

O tratamento das células Jurkat com o latex permitiu notar reducdo do
conteudo de DNA em relagcéo ao controle negativo (Figura 25). Com a realizacédo da

analise empregando-se iodeto de propidio, este efeito foi corroborado (Figura 26).

A maior sensibilidade da metodologia de quantificacdo por fluorescéncia pode
ser percebida pelo percentual de reducdo do conteido de DNA encontrado. O latex
de E. umbellata para a concentracdo de 800 pg/mL, resultou nos valores de 62,24%

para a técnica de DPA e 24,14% para a que empregou-se iodeto de propidio.
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As quatro fracbes avaliadas tiveram efeito citotdéxico. A fracdo Hex nas
concentracfes de 40 e 80 pg/mL reduziu o conteddo de DNA para 58,94 e 27,66%
respectivamente, quando avaliadas pela técnica colorimétrica e estas concentracdes
variam de 26,26 a 18,33%, quando avaliadas pela técnica fluorimétrica.

Percentual semelhante foi apresentado para o tratamento com a fracdo CHCI;
e MeOH a 150 pg/mL cuja mensuracdo por DPA obtida foi de aproximadamente
50%. Coerentemente com as demais andlises realizadas, a menor reducdo de
conteudo de DNA foi visualizada pela fracdo AcCOEt, em que a quantificacdo de DNA

foi na ordem de 80,03% para a maior concentracao.

Figura 25 - Quantificacdo do contedo de DNA por DNA-DPA das células Jurkat ap6s incubacao com
o latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns em 48 h.
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O contetdo de DNA foi avaliado pela determinacao do conteddo de DNA utilizando o reagente DPA,
conforme descrito no item 4.6.3. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apés a
normalizacdo dos resultados que foram expressos em média e erro padrédo da média, procedeu-se a
andlise de variancia ANOVA de uma via seguido de pos teste de Tukey e as diferencas estatisticas
estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.



92

Figura 26 - Quantificacdo do conteddo de DNA por iodeto de propidio das células Jurkat apos
incubacéo com o latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns em 72 h.
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O contetdo de DNA foi avaliado pela determinacgao do contetdo de DNA utilizando o reagente iodeto
de propidio, conforme descrito no item 4.6.4. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura
RPMI. Apés a normalizacédo dos resultados que foram expressos em média e erro padrao da média,
procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via seguido de pés teste de Tukey e as
diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Figura 27 - Quantificacdo do contetido de DNA por DNA-DPA das células Jurkat ap6s incubacao com
as fragcbes Hex, CHCI;, AcOEt e MeOH em 48 h.
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O contetido de DNA foi avaliado pela determinacao do conteddo de DNA utilizando o reagente DPA,
conforme descrito no item 4.6.3. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Apos a
normalizacdo dos resultados que foram expressos em média e erro padrdo da média, procedeu-se a
analise de variancia ANOVA de uma via seguido de pés teste de Tukey e as diferencas estatisticas
estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Figura 28 - Quantificacdo do conteddo de DNA por iodeto de propidio das células Jurkat apos
incubacéo com as fragBes Hex, CHCI;, AcCOEt e MeOH em 72 h.
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O contetido de DNA foi avaliado pela determinacgao do contetdo de DNA utilizando o reagente iodeto
de propidio, conforme descrito no item 4.6.4. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura
RPMI. Apés a normalizacdo dos resultados que foram expressos em média e erro padrao da média,
procedeu-se a analise de variancia ANOVA de uma via seguido de pés teste de Tukey e as
diferencas estatisticas estdo demonstradas com significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Células HL-60 tiveram a quantificacdo do conteido de DNA avaliadas pelo
emprego do reagente DPA ap0s o contato por trés periodos de tempos diferentes
com o diterpeno dihidro crotonina e seu derivado isolados da casca de Croton
cajucara, (ANAZETTI et al., 2003). Neste estudo os autores puderam verificar o
aumento da fragmentagdo do material genético (reducéo do contetdo de DNA), com
diferencas mais pronunciadas entre 24 e 48 h do que em relacéo aos periodos de 48
e 72 h. Apesar de ter realizado experimentos distintos, os resultados que se obtém
séo semelhantes e passiveis de comparacao.

De acordo com Boscardin e colaboradores (2012) as células Jurkat foram
sensiveis aos terpenos extraidos de Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage
(Myrtaceae). A mensuracdo foi feita conforme citado acima, com reducdo do

contedado de DNA e aumento de fragmentacao celular apds tratamento.

6.1.2.5 Avaliagdo morfolégica celular por meio do emprego do corante alaranjado de

acridina e brometo de etidio.

A morfologia analisada com o emprego do corante alaranjado de acridina e
brometo de etidio € referenciada como técnica de detec¢édo de eventos apoptoéticos e
necroticos (RIBBLE, 2005). Células normais séo ilustradas com coloracdo verde,
com estruturas organizadas; células em apoptose apresentam cromatina
condensada ou fragmentada na coloragdo verde ou alaranjada; e células necroticas

sao detectadas por coloracéo alaranjada (RIBBLE, 2005).

Dessa forma a incubacdo celular com alaranjado de acridina possibilitou
visualizar nucleo organizado nas células viaveis (controle negativo) (Figura 29A),
reducdo de células viaveis e presenca de células em apoptose tardia quando
tratadas com fracdo Hex (Figura 29B1 e 29B2), células apoptoticas e necroticas
apos tratamento com vincristina (Figura 29C) e células apoptoticas e elevado
percentual de células necroticas quando submetidas a fracdo ao antitumoral

clorambucil (Figura 29D).
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Figura 29 - Avaliagdo morfologica por alaranjado de acridina das células Jurkat apés 24 h de
incubacéo com fragdo Hex, vincristina e clorambucil.

A morfologia foi avaliada pela técnica descrita no item 4.6.6. Como controle negativo foi utilizado meio
de cultura RPMI. (A) controle negativo, aumento de 20x; (B1) fracdo Hex 10 pg/mL, aumento de 20x;
(B2) fracdo Hex 10 pg/mL, aumento de 40x; (C) vincristina 40 nM, aumento de 20x; (D) clorambucil
20 uM, aumento de 20x. v: células viaveis; a: células apoptéticas; n: células necréticas.

Yang e colaboradores (2014), com a utilizacdo do corante alaranjado de
acridina, verificaram indugcédo de apoptose de células A549, quando incubadas com
acido galico isolado das partes aéreas de Euphorbia tibetica Boiss.

Neste sentido Sandoval e colaboradores (2002), também notaram efeito
apoptotico do latex avermelhado de Croton palanostigma Klotzsch em células de
cancer gastrointestinal (AGS, HT29 e T84).

6.1.2.6 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica rapida capaz de quantificar organelas e

componentes celulares e dentre eles, o DNA (SPYRATOS, 1993). Sua mensuracgéo
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ocorre através do auxilio de fluoroforos, que se ligam ao DNA e emitem
fluorescéncia proporcional ao conteudo genético presente nas fases do ciclo celular
das células em analises (JAYAT; RATINAUD, 1993). Estas sdo didaticamente
classificadas em Sub GO, GO/G1, S e G2/M, representando estado de repouso,
sintese de componentes; sintese de DNA; pré diviséo e divisdo respectivamente (DE
ALMEIDA et al., 2005).

Na oncologia a citometria € amplamente empregada no desenvolvimento de
novos medicamentos, identificacdo de células neoplasicas, bem como no auxilio de
diagndstico e monitoramento do tratamento (JAYAT; RATINAUD, 1993).

Na tabela 9 estd demonstrado o resultado obtido neste experimento. As
células Jurkat incubadas por 24 h com a fracdo Hex apresentaram aumento no
namero de células fragmentadas em relacdo ao grupo controle (Figura 30). As
concentragbes de 2 e 20 pg/mL promoveram acréscimo da populagdo celular na
fase GO/G1 e reducado nas fases S e G2/M o0 que demonstra parada de ciclo, ou

seja, diminuicdo da proliferacéo de células leucémicas.

Tabela 9 - Distribuicdo do ciclo celular das células Jurkat apés tratamento com a fragdo hexanica. A
andlise do ciclo celular foi avaliada por citometria de fluxo, conforme descrito no item 4.6.7. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura RPMI. Os resultados foram expressos em média e erro
padrdo da média, utilizando andlise de variancia ANOVA de uma via seguido de pés teste de Tukey,
com significAncia de ***p<0,001.

DISTRIBUICAO CICLO CELULAR

AMOSTRAS |SUB GO GO0/G1 S G2/M
CTRL 10,06 + 0,33 46,68 + 0,75 10,88 + 0,21 *** 126,20 + 0,86
FRACAO 216,54 + 0,77 ** (60,90 + 0,64 *** |4,020 + 0,09 *** |14,94 + 0,29 ***
Hex (ug/mL) 20]21,40 + 0,66 *** |57,26 + 0,48 *** |4,680 + 0,22 *** |13,34 + 0,63 ***
40|26,66 + 1,14 *** (45,32 + 0,98 6,080 + 0,28 17,48 + 0,45 ***
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Figura 30 - Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo.
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P1, P2, P3 e P4 representam as fases do ciclo celular correspondendo respectivamente a Sub GO,
GO0/G1, S e G2/M. (A) controle negativo; (B) fracdo Hex 2 ug/mL; (C) fracdo Hex 20 pg/mL; (D) fracdo
Hex 40 pug/mL.

De Oliveira e colaboradores (2013) verificaram reducdo da quantidade de
células B16F10 nas fases S-G2/M, ap0s serem tratadas com o latex de E. umbellata
nas concentracdes de 1,22; 2,44 e 4,88 mg/mL. Mota, Benfica e Valadares (2012)
mostraram a influéncia do extrato bruto das partes aéreas sobre a linhagem
leucémica K-562, a qual causou alteracéo no ciclo celular, evidenciando aumento no
percentual das células nas fases GO/G1l e G2/M; e diminuicdo da fase S. Este
mesmo extrato na concentracdo de 60 pug/mL, ao ser incubado com células asciticas
tumorais de Ehrlich, refletiu aumento da fase G1 e diminuicdo da fase S (MOTA et
al., 2012).

Somado a este resultado, os autores também avaliaram o mecanismo de
morte celular, com auxilio dos fluoréforos anexina V e iodeto de propidio. Dessa
forma, observaram decréscimo de células viaveis, concomitantemente a ocorréncia
de células em apoptose tardia e em menor proporcao, células necréticas (MOTA et
al., 2012).
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Porém a técnica permite ir além dos extratos brutos, conforme analisado por
Acqua e colaboradores (2011), que apds isolarem ésteres de deucanos,
submeteram a avaliacdo em células Jurkat. Com isso verificaram aumento celular da
fase sub GO para células Jurkat (ACQUA et al., 2011). Para esta mesma linhagem
celular, o alcaloide haemantamina induziu modificagdes no ciclo celular, com
aumento da fase G1 e diminuicdo das fases S e G2 (HAVELEK et al., 2014).



FITOQUIMICA
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7 FITOQUIMICA
7.1 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1.1 Procedimento extrativo e caracterizacao das substancias isoladas

A avaliacao fitoquimica auxilia a identificacdo das substancias de interesse, a
qual é precedida pelas etapas de coleta, estabilizagdo e secagem, moagem,
extracao, fracionamento, isolamento, purificacdo e por fim a elucidacao estrutural de
substancias originarias do metabolismo secundario vegetal (BRAZ FILHO, 2010;
FALKENBERG: SANTOS; SIMOES, 2010).

E um estudo que pode ser direcionado utilizando informacdes
etnofarmacologicas ou biomonitorado por ensaios biolégicos; por meio dos quais se
faz a purificacdo da matriz vegetal bruta, objetivando o isolamento das substancias
de interesse farmacolégico (GOMES, 2010).

As fracdes Hex, CHCI3;, AcOEt e MeOH apresentaram rendimento de 23,08%,
20,31%, 0,27% e 3,54% respectivamente. A subfracdo 16 foi isolada a partir da
fracdo Hex particionada do latex. Esta substancia foi identificada como sendo
acetato de germanicol (Figura 31), atraves da interpretacdo dos dados espectrais de
RMN e comparacdo com resultados encontrados na literatura (GONZALEZ et al.,
1981).

Figura 31 - Acetato de germanicol: estrutura quimica.

Gonzalez e colaboradores (1981) demonstraram os deslocamentos quimicos
para a substancia germanicol. Como nao ha relatos do isolamento do acetato de

germanicol, o grupamento acetato pode ser confirmado através dos dados literarios
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descritos por Alves e colaboradores (2001). Os autores isolaram o triterpeno
butirospermol, que por sua vez é acetilado, sendo os dados espectrais proximos aos
apresentados para o carbono carbonilico e aquele ligado a metila do acetato de
germanicol.

O espectro de RMN *H em cloroférmio deuterado (CDCls) referente ao acetato
de germanicol (Figura 32) evidencia sinais correspondentes aos hidrogénios das

metilas, hidrogénio olefinico (s) na regido de 64 4,8 e um duplo dubleto em &4 4,5.

Figura 32 - Espectro de RMN 'H em CDCl;, para o acetato de germanicol.
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O duplo dubleto em &y 4,5 foi atribuido ao Hs da estrutura elucidada e um
singleto em oy 4,8 referente ao Hig (Figura 33). Os deslocamentos quimicos na
regido de dy 0,7 a 1,6 aproximadamente correspondem aos hidrogénios das metilas
em Ci7, Cy3, Ca4, Cys, Cp7, Cag € Cyp (Figura 34).

Figura 33 - Espectro de RMN 'H em CDCls;, para o acetato de germanicol com detalhamento dos

sinais em 64 4,5 € 4,8..
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Figura 34 - Espectro de RMN 'H em CDCls;, para o acetato de germanicol com detalhamento dos

sinais em &4 0,7 a 1,6.

C17, C23, Ca4, Cys, Ca7, Cag, C3o
A

A UL

I T T T T

2.2 20 1.8 1.6 14 1.2 1.0 0.8 ppm

O espectro de RMN '3C (DEPT) apresentou 32 sinais de deslocamentos
qguimicos (Tabela 10) atribuidos aos carbonos do acetato de germanicol.

Nota-se na regido de &c 129,7 e 142,7 sinais atribuidos aos carbonos
olefinicos. Percebe-se ainda um sinal na regido de ©&¢ 81,0, referente ao
deslocamento quimico do carbono carbindlico. Os demais sinais de deslocamento
dos carbonos estdo de acordo com dados da referéncia, confirmando, portanto se

tratar do acetato de germanicol (HSQC, Figura 35).

Figura 35 - Espectro de RMN de HSQC.
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Na regido de &¢ 170,9 observa-se um sinal atribuido ao carbono carbonilico
do grupamento acetato ligado ao oxigénio do C; (HMBC ,Figura 36). Observa-se
também na regido de ¢ 21,4 um sinal conferido ao carbono metilénico ligado ao
carbono carbonilico, confirmando a presenca do grupamento acetato presente na

estrutura (ndo demonstrado).

Figura 36 - Espectro de RMN de HMBC.
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Tabela 10 - Dados de RMN para o acetato de germanicol em comparagdo com dados da literatura (A
- GONZALEZ et al., 1981, B - ALVES et al., 2001).

DADOS DE RMN PARA O ACETATO DE GERMANICOL

e Dados da Dados da
Carbono | d¢ Multipliciadade P literatura - A literatura - B

1 38,2, CH» 38,5 36,9
2 23,7, CH, 23,8 24,3
3 81,0, CH 81,0 81,2
4 37,9, qC 37,9 37,9
5 55,5, CH 55,7 50,9
6 18,1, CH, 18,2 23,8
7 34,5, CH» 34,6 117,6
8 40,9, qC 40,9 146,0
9 51,1, CH 51,2 48,9
10 37,1, qC 37,3 34,9
11 21,2, CH, 21,2 18,1
12 26,2, CH, 26,1 33,8
13 38,4, CH 38,7 43,7
14 43,3, qC 43,4 51,4
15 27,5, CH; 27,6 34,0
16 37,2, CH» 37,7 28,5
17 34,3, qC 34,4 53,3
18 142,7, qC 142,7 13,2
19 129,7, CH 129,8 22,1
20 32,2, qC 32,4 35,8
21 33,2, CH» 33,4 18,6
22 37,8, CH» 37,5 35,3
23 27,9, CHs 28,0 25,4
24 16,5, CHs3 16,5 125,2
25 16,8, CHs 16,1 130,9
26 16,2, CHs 16,8 18,7
27 14,6, CHs 14,5 27,7
28 25,3, CHs3 25,3 27,6
29 31,3, CHs 31,3 27,4
30 29,2, CHs 29,2 15,9
C(0) 170,9,9C | - 170,9
C(O)CH; 21,4, CHy | - 217

Os resultados observados indicam maior concentragdo de compostos de
baixa polaridade no latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns. Assim como
verificado por Costa e colaboradores (2012), os quais confirmaram dentre os
metabdlitos secundarios, a presenca de majoritaria de terpenos. Classe metabdlica
esta também encontrada em outras espécies de Euphorbiaceae. Outros trabalhos
também descrevem o isolamento de terpenos de diversas espécies de



105

Euphorbiaceae, conforme Fernandes e colaboradores (2013) ao isolarem das raizes
de Jatropha ribifolia (Pohl) Baill., moléculas de jatrofano; bem como Zhang e
colaboradores (2012), que a partir das raizes de E. kansuensis extrairam terpenos
(ZHANG et al., 2012).

Ragasa e Cornélio (2013) isolaram do extrato bruto de E. hirta triterpenos
pentaciclicos como taraxerona, a-amirina e [(-amirina. Os dados espectrais
mostraram deslocamento de 217,6 para o carbono carbonilico (C3) presente para
substéancia taraxerona, bem como valores de &c 117,2 a 157,6 para carbonos
insaturados (C14, C15) em taraxerona e (Ci,, Ci3) para a,f-amirina. Ainda para as
substancias a,B-amirina péde-se observar deslocamento na regido de 79,1,
correspondendo ao carbono ligado ao grupamento hidroxila (Cs).

Além de Euphorbiaceae, outras familias podem apresentar substancias
triterpénicas e neste sentido Ruphin e colaboradores (2013) isolaram a quinona
triterpénica a partir do caule de Salacia leptoclada Tul. (Celastraceae). Por espectros
de RMN verificou-se dois carbonos carbonilicos com deslocamento de &¢ 178,3 (Cyg)
e Oc 178,7 (C,), 8 carbonos insaturados com sinais na regiao de 6¢ 117,1 a &¢ 170.

A subfracdo 27-39, também isolada a partir da fragdo Hex, revelou substancia

pura (cristais) que foi identificada como sendo o eufol (Figura 37).

Figura 37 - Eufol: estrutura quimica.
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A estrutura foi definida através da interpretacido dos dados espectrais de RMN

'H (Figura 38), *C (DEPT) e comparacdo dos dados da literatura (DUTRA et al.,

2012; TSOPMO; KAMNAING, 2011).

Figura 38 - Espectro de RMN 'H em CDCl, para o eufol.
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O duplo dubleto em 3,3 foi atribuido ao Hs (Figura 39) da estrutura proposta e

os deslocamentos quimicos na regido de 0,7 a 1,7 atribuido aos hidrogénios das
metilas (Figura 40). O multipleto em &4 5,1 foi atribuido ao H»4 da estrutura proposta.

Figura 39 - Detalhamento dos sinais em &4 3,3 e 5,1.
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Figura 40 - Espectro de RMN '"H em CDCl, para o eufol com detalhamento dos sinais em 8,4 0,7 a 1,7.
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Os sinais de deslocamentos quimicos na regido e 0,8 a 1,8 aproximadamente
sao referentes aos hidrogénios das metilas em Cig, C19, C21, Co6, Ca7, Ca2s, Cag, Cso.
O espectro de RMN *3C (DEPT) em CDCl; para o eufol (Figura 41 e tabela 11) foi
comparado com dados existentes da literatura .

Figura 41 - Espectro de DEPT (A) e RMN 3¢ (B) em CDClI; para o eufol com detalhamento dos sinais
em &, 125,2 a 130,8.
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Tabela 11 - Dados de RMN para o eufol em comparacdo com dados da literatura (DUTRA et al.,
2012).

DADOS DE RMN PARA O EUFOL

Carbono | d¢ Multipliciadade *® Ei)tz(:gtsu S;
1 35,2 CH; 35,4
2 27,9** CH, 28,0
3 79,0, CH 79,2
4 38,99C 39,2
5 50,9 CH 51,2
6 18,9 CH; 19,2
7 27,6 CH, 28,0
8 134,0 CH 134,3
9 133,5, CH 133,8
10 37,2qC 37,5
11 21,5 CH; 21,7
12 30,9 CH; 31,1
13 44,1 qC 44,3
14 50,0 qC 50,2
15 29,7 CHy 30,0
16 28,1 CH, 28,3
17 49,6 CH 49,9
18 15,6 CHs 15,8
19 20,1 CHs 20,4
20 36,3 CH 36,1
21 18,7 CHs 19,1
22 35,2 CH; 35,7
23 24,7, CHy 25,0
24 125,2, CH 125,4
25 130,8 qC 131,1
26 17,7 CHs 17,9
27 25,7 CHsz 25,9
28 28,0 CHsz 28,2
29 15,5 CHs 15,7
30 24,5 CHs 24,9

** intercambiaveis

O eufol, assim como o acetato de germanicol sdo terpenos, com a diferenca
que a primeira substancia € um terpeno tetraciclico e o segundo, pentaciclico.

Trabalhos anteriores isolaram este terpeno do latex e casca de E. umbellata
(MUNHOZ et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2013). Em diferentes espécies de
Euphorbia j& foram identificados o eufol: E. lathyris L. (KOOPS; BAAS e
GROENVELD, 1991) E. tirucalli (DUTRA et al., 2012), E. resinifera O. Berg (MAZOIR
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et al., 2008), E. sapinii De Wild. (TSOPMO; KAMNAING, 2011), E. kansui (PENG et
al., 2012a).

Triterpenos tetraciclicos (3a-hidroxitirucala-8,24-dien-21-6ico e 3a-hidroxi-
tirucala-7,24-dien-21-6ico) foram encontrados em Protium heptaphyllum March
(Bourseraceae), em que o espectro de RMN de '*C de ambas as substancias
apresentaram deslocamento quimico na regido de d¢ 75,58 e 75,96 correspondente
ao carbono ligado ao grupamento hidroxila (MAIA et al., 2000). Porém, por se
tratarem de substancias diferentes, dados especificos foram mostrados para os
carbonos C;, Cg, Cy, Cz4 € Cys.

Ragasa e Cornélio (2013) extrairam de E. hirta as substancias (25-
hidroperoxicicloart-23-en-33-ol e 24-hidroperoxicicloart-25-en-3B-ol, caracterizadas
como triterpénicas. Para a o triterpeno hidroperoxicicloart-23-en-33-ol ficou
evidenciado sinais em 78,8 para 0 Cs, de 130,7 e 134,4 para os carbonos Cy; e Cyq,
ligados por instauracdo. Enquanto a outra estrutura de diferencia pelos carbonos Cy4

e Cys, por estes fazerem parte da dupla ligagéo.
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8 CONCLUSAO
A patrtir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

v' A identificacdo boténica juntamente com a analise morfoanatdmica permitiu
confirmar a sinonimia das espécies conhecidas regionalmente como
Synadenium granti e Synadenium umbellatum, as quais tem como
nomenclatura aceita Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns.

v' A interpretacdo morfoanatbmica bem como a presenca de latex, compostos
lipofilicos, fendlicos, amido, mucilagem e compostos nitrogenados,
favoreceram a padronizacdo da espécie para o controle de qualidade da
matéria prima vegetal.

v" Os ensaios biol6gicos mostraram a existéncia de fundamentacdo cientifica
sobre o conhecimento etnofarmacoldgico de E. umbellata. Neste sentido o
latex foi citotoxico para células HeLa, HRT-18 e Jurkat em maior ou menor
proporcao. O direcionamento biomonitorado favoreceu a descoberta da fracédo
com melhor potencial citotoxico. Dentre as partices analisadas (Hex, CHCls,
AcOEt e MeOH) a fracao Hex foi a que conferiu resultado promissor. Em
relagdo aos tratamentos avaliados, as células leucémicas foram as que
sofreram maior influéncia do latex e da fracdo Hex. Esta evidenciou ICsp de
1,87 pug/mL.

v' Ao compara-la com células ndo neoplasica, verificou-se seletividade superior
a 2; o que traduz seletividade efetiva e menor toxicidade para células normais
em comparacao as cancerigenas.

v" A morfologia fluorescente revelou indicios de que o processo de morte celular
ocorreu principalmente por apoptose e nao necrose.

v Por citometria de fluxo foi demonstrado a existéncia de parada de progressao
celular, através do aumento percentual da populacdo de células na fase Sub
GO, GO/G1 e reducéo nas fases S, G2/M.

v A investigacdo fitoquimica biomonitorada possibilitou o isolamento de 2
substéancias, identificadas por analise espectrais de RMN como acetato de

germanicol e eufol.
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