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RESUMO

Céancer é um grande grupo de doencgas malignas caracterizadas por crescimento
descontrolado de células em véarias partes do corpo. Trata-se de um problema de
saude publica dada as altas taxas de mortalidade e assim, a busca de novos farmacos
para o tratamento deste problema se faz necessaria. Nesse sentido, o latex da espécie
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns é utilizado popularmente, na forma de garrafada,
para o tratamento de cancer e sdo encontradas na literatura evidéncias do seu efeito
antitumoral in vitro e in vivo. Nesse trabalho avaliou-se o potencial citotéxico de
fracOes, subfracbes e eufol, substancia isolada dessa matriz vegetal. Para tanto,
utilizou-se cinco linhagens tumorais, uma modelo de leucemia (K-562), duas modelos
de cancer colorretal (HT-29 e HCT 116) e duas modelos de cancer de mama (MCF-7
e MDA-MB 231). O potencial citotoxico foi determinado a partir da viabilidade celular,
empregando o método de reducdo de MTT. O Clso (concentracao inibitoria 50%) e o
indice de seletividade (IS) foram calculados, esse ultimo em relagdo as células ndo
neoplasicas. Além disso, buscou-se investigar possiveis mecanismos de acao
associados a citotoxicidade. Os ensaios de anélise de morfologia celular e de ciclo
celular foram realizados para as linhagens K-562 e HL-60 e, 0 ensaio de ativacdo de
caspases 3 e 7, foi realizado para as linhagens MDA-MB 231e HL-60. A fracdo hexano
apresentou um Clso de 7,78 pg/mL, ja entre as subfracdes avaliadas, a melhor foi a
etanol com Clso= 1,26 pg/mL e o eufol também foi citotoxico com Clso= 34,44 uM, para
a linhagem K-562. O estudo de seletividade revelou que a subfracdo diclorometano é
seletiva frente a linfécitos e monécitos de sangue periférico humano, com valores de
7,42 e 9,11, respectivamente; todavia o eufol apresentou parametro de seletividade
até 2,35. As subfracdes diclorometano e etanol e o eufol ativaram as caspases 3 e 7
e alteraram a morfologia e o ciclo celular das células HL-60 e K-562. Enquanto que
para as demais linhagens observou-se que a excecéo da fracdo metanol, as fracoes
reduziram a viabilidade celular em mais de 50%, sendo o mais baixo valor de Clso
(7,77 ug/mL) obtido para a linhagem MDA-MB 231 com a fracdo acetato de etila. As
subfracBes também se apresentaram citotéxicas as linhagens de cancer colorretal e
de mama, sendo as células MDA-MB 231 as mais sensiveis ao tratamento com
subfracdo diclorometano (Clso= 16,76 pg/ mL). O eufol foi citotéxico a todas as
linhagens, destacando o valor de Clso de 12,38 uM obtido para as células MDA-MB
231. Em comparagdes com a linhagem n&o tumoral HEK-293 a frag&o acetato de etila
apresentou IS= 9,85 para a linhagem MDA-MB 231 e o eufol, IS= 6,47, para a mesma
linhagem. Os tratamentos com a fracao acetato de etila, a subfracéo diclorometano e
o eufol promoveram a ativacdo das caspases 3 e 7 em células MDA-MB 231. Assim,
tem-se que as matrizes vegetais obtidas do latex de Euphorbia umbellata possuem
potencial citotoxico, bem como a substancia isolada, eufol, e esse efeito se da,
possivelmente, pela inducdo da apoptose.

Palavras-chave: eufol. terpenos. leucemia. cancer de mama. cancer colorretal.



ABSTRACT

Cancer is alarge group of diseases characterized by uncontrolled cell growth in several
parts of the body. It is a public health issue given its high mortality rates, and thus, the
search for new drugs for treatment of this issue is necessary. In this way, the sap of
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns is popularly used, in a dilution, for cancer treatment
and there are evidences in the literature of its in vitro e in vivo antitumor effect. In this
study it was analyzed the cytotoxic potential of fractions, subfractions and euphol, an
isolated substance of this plant matrix. For this, five cell lineages were used, a model
of leukemia (K-562), two models of colorectal cancer (HT-29 and HCT 116) and two
models of breast cancer (MCF-7 and MDA-MB 231). The cytotoxic potential was
determinate from cell viability, using MTT reduction assay. The ICso (inhibitory
concentration 50%) and the selectivity indices (SI) were calculated, the last in relation
to non-plastic cells. In addition, possible mechanisms associated to the cytotoxic effect
were evaluated. Morphology and cell cycle analysis were performed for HL-60 and K-
562 cells, and activation of caspases 3 and 7 was evaluated in MDA-MB 231 and HL-
60 cells. The hexane fraction showed ICso value of 7.78 pg/mL, meanwhile, between
the subfractions evaluated, the best was ethanol subfraction with ICso= 1.26 pg/mL,
euphol was also cytotoxic with 1Cso= 34.44 uM, to K-562 cells. The selectivity assay
revealed that dichloromethane subfraction is selectivity compared with lymphocytes
and monocytes, with values ranging of 7.42 and 9.11, respectively, on the other hand,
euphol present selectivity parameter up to 2.35. The dichloromethane and ethanol
subfractions, and euphol were able to activate caspases 3 and 7, to alter the cell
morphology and cycle on HL-60 and K-562 cells. While, for the other cells only the
methanol fraction was not able to reduce the cell viability by more than 50%. The lowest
ICso (7.77 pg/mL) was obtained with MDA-MB 231 cells after of treatment with ethyl
acetate fraction. The subfractions were also cytotoxic to the colorectal and breast
cancer cells, the MDA-MB 231 was the most sensitive cell to the treatment with
dichloromethane subfraction (ICso= 16.76 pg/mL). Euphol was cytotoxic to all the cell
lines, with the lowest ICso value of 12.38 uM to the MDA-MB 231 cell. In comparison
with the non-plastic cell lineage, HEK-293, the ethyl acetate fraction was the most
selective with 1S=9.85 for MDA-MB 231 cells and euphol showed a selectivity index of
6,47 for the same cell line. The treatments with ethyl acetate fraction, dichloromethane
subfraction and euphol were able to activate caspases 3 and 7 in MDA-MB 231 cells.
Thus, plant matrices obtained from E. umbellata latex have cytotoxic potential, as well
as the isolated compound, euphol, and that this action is induced by apoptosis.

Keywords: euphol. terpenes. leukemia. breast cancer. colorectal cancer.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE ILUSTRACOES

- Representacdo esquematica do processo de apoptose por via
INrINSECA € EXIINSECA. . .uuiiiiiiiiiiee et e e e e e

- Espécime de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns e folhas (em
(0 =25 r= T [0 1= RS

- Desenho experimental da obtencdo de fracdes e subfracdes do
latex de Euphorbia umbellata...........ccccccvvvviiiieiiiiiee,

- Estrutura quimica do eufol............evvvveeieiiiiiie

- Desenho experimental da analise de viabilidade celular e efeitos
associados a citotoxicidade de fracdes e subfracdes do latex de
Euphorbia umbellata................cccoooviiiiniiccce e,

- Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem K-562 apds 72 h de
tratamento com fracdo hexano, subfracdes e eufol..................

- Efeito das subfracdes diclorometano e etanol sobre a morfologia
de células HL-60 coradas com alaranjado de acridina e brometo de

- Efeito do eufol sobre a morfologia de células K-562 coradas com
alaranjado de acridina e brometo de etidio............................

9 - Distribuicdo do ciclo celular obtido para linhagem HL-60 ap6s 12
h de tratamento com subfracdes diclorometano e etanol.........

- Distribuicéo do ciclo celular obtidos para linhagem K-562 ap6s 12
h de tratamento com eufol...........ccoeeeeeeiiiiiiiieee

- Andlise de ativacdo de caspases de células HL-60 apés 4 h de
tratamento com subfracdes diclorometano e etanol.....................

- Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-
MB 231 apo6s 24 h de tratamento com fra¢des hexano, cloroformio,
acetato de etila e metanol...............oouiiiiiiiinenneee,

- Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-
MB 231 apo6s 48 h de tratamento com fragdes hexano, cloroformio,
acetato de etila e metanol...........cccoevviviiiiiiiiniinneenn.

- Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-
MB 231 apos 24 h de tratamento com subfracfes éter de petréleo,
diclorometano e etanol..............ccooooiiiiiiiiiiiiiicen

19

37

43

44

50

53

57

58

60

62

64

65

66

69



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Quadro 1

- Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-
MB 231 apos 48 h de tratamento com subfracfes éter de petroleo,
diclorometano e etanol...........cccooeeiiiiiiiiiiiiii,

- Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-
MB 231 ap0s 24 e 48 h de tratamento com eufol................

- Avaliagcdo da ativagcdo de caspases 3/7 em células MDA-MB 231
apos 6 h de tratamento com fracdo acetato de etila e subfracdo
diClOrOmMEetanO.......ccooovviiiieeee

- Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais
(o] 70] 10 )] o0 1= RS

70

73

77

25



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

- Taxas de mortalidade por tipo de cancer e sexo no Brasil, em

- Valores de Clso (pg/mL) obtidos apos tratamento por 72 h, com
fracOes, subfracbes e eufol de latex de Euphorbia umbellata para a
lINhagem K-562............ouuuiiiiiiiiiii e

- Valores de Clso e indice seletividade obtidos para as subfraces
diclorometano e eufol de latex de Euphorbia umbellata, apés 48 h
de tratamento............eeveiiiiiiiineeeee e

- Valores de Clso (ug/mL) obtidos apés tratamento, por 24 e 48 h,
com fracdes de latex de Euphorbia umbellata..........................

- Valores de Clso (ug/mL) obtidos apés tratamento, por 24 e 48 h,
com subfracbes da fracdo hexano de latex de Euphorbia
UMBEIIALA. .....eeeeeeiieeie e e

- Valores de Clso (UM) obtidos apoés tratamento, por 24 e 48 h, com

- Valores de Clso (ug/mL) obtidos para as células HEK-293 apos
tratamento, por 24 e 48 h, com fracdes, subfracdes e eufol extraidos
do latex de Euphorbia umbellata............cccccvvvvvveeeeenn.

- Valores de indice de seletividade determinados apds tratamento,
por 24 e 48 h, com fracdes, subfracdes e eufol obtidos do latex de
Euphorbia umbellata................coovviiiiiiinnnnnn.

15

54

56

67

71

74

75

76



2.1

2.2

3.1

3.2

3.21

3.3

3.4

4.1

4.2

4.3

4.4

441

4.4.2

4421

4422

4423

4.5

4.6

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt ettt eens 13
OBUIETIVOS . .. 14
GERAL . .. 14
ESPECIFICOS. ...ttt 14
REVISAD ...ttt ettt 15
CANCER. ...ttt 15
PRODUTOS NATURAIS E POTENCIAL CITOTOXICO..........ccccuee..... 17
Mecanismos de acdo associados a citotoxicidade.............ccccceevvvvevvnnnns 18
POTENCIAL CITOTOXICO DO GENERO Euphorbia...........c.ccccccueen... 20
POTENCIAL CITOTOXICO DA ESPECIE Euphorbia umbellata........... 36
MATERIAIS E METODOS........ccoiiitecteeeeieeee e, 41
REAGENTES E SOLVENTES. ..o 41
EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS........coooeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
OBTENCAO DAS FRACOES, SUBFRACOES E EUFOL

(SUBSTANCIA ISOLADA). ...ttt e e e e e e aaaeeees 42
AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO.......ccoveveeereeieeeereeeeeens 44
CURIVO CeIUIAN. ... et e e e e 44
Determinagéo da viabilidade celular................ccccooiiiiiiiii, 44
Linhagem com crescimento €m SUSPENSA0.........ccceuvuuiieeeereririiieeeeeennnnns 45
Linhagens com crescimento dependente de adeSao0............cvvvveeeennn. 45
Calculo da viabilidade celular € Clso............coocvviiiiiiiiiiiiiic e 45
DETERMINACAO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS).....c..ccoveveee... 46

INVESTIGACAO DOS EFEITOS ASSOCIADOS A
CITOTOXICIDADE...... .ot 47



4.6.1  Avaliacdo de morte celular com fluoréforos..............oevvviiiiiiieiieeeeee.n. 47
4.6.2  Andlise do ciclo celular por citometria de fluXo.............cccceeeviiiiiiiiiiiinnnn, 48
4.6.3  Andlise da atividade da caspaseS 3 € 7......cccovvvvereriririiiiiiiiiieeee e eeeeeeee 49
4.6.3.1 Linhagens com crescimento €m SUSPENSAD...........uuurrumiiiiiaeereeeeeeeeeenens 49
4.6.3.2 Linhagens com crescimento dependente de ades&o..............ccccceveevnnee 49
4.7 ANALISE ESTATISTICA ....oiiiieiitiictee ettt 51
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccceiiiriieirieieieeeee e 52
5.1 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DA FRACAO HEXANO

E SUBFRACOES DO LATEX DE Euphorbia umbellata E DO EUFOL

NO MODELO DE LEUCEMIA........cuttiiiiiiiiiiiiie e 52
5.2 AVALIAGAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS FRAGOES E

SUBFRACOES DO LATEX DE Euphorbia umbellata E DO EUFOL

FRENTE A MODELOS DE CANCER COLORRETAL E DE MAMA....... 64
6 CONCLUSOES........cooiecteeeeee et 78
REFERENCIAS. ... ..cooiiiititt ittt es e nenas 79
APENDICE A — ARTIGOS PUBLICADOS........ooieeet oo 93

ANEXO A = PARECER COEP.....ooutii e 96



13

1 INTRODUCAO

Céancer € o termo genérico empregado para um grande grupo de doencas
caracterizadas por crescimento anormal celular em varias partes do corpo, as quais
podem invadir outros tecidos e 6rgdos. Outras nomenclaturas utilizadas sdo tumores
malignos e neoplasias malignas. Trata-se de um problema de saude publica visto que
€ a segunda maior causa de 6bitos no mundo (WHO, 2021).

O tratamento é realizado de acordo com o diagndstico e pode ser a associacdo
da resseccao cirargica dos tumores com outros tratamentos como radioterapia,
guimioterapia e imunoterapia (TRAN et al., 2017). Apesar dos avan¢os nos protocolos
quimioterapicos, os efeitos colaterais de muitos dos medicamentos usados na terapia
sdo graves, debilitantes e as taxas de remissdo e sobrevivéncia séo insatisfatorias
(YUAN et al., 2017), dessa forma ha necessidade de buscar novos farmacos, como
alternativa aos ja existentes.

Produtos naturais sdo uma fonte promissora de novos farmacos. De fato, quase
50% dos novos produtos aprovados entre 1981 e 2019 sdo de origens naturais ou
semelhantes a moléculas encontradas nos mesmos (NEWMAN; CRAGG, 2020).

A Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns destaca-se como espécie promissora ao
estudo citotéxico, visto que seu latex é toxico sendo utilizado popularmente para o
tratamento de diversas doencas, incluindo cancer, tendo como indicacéo,
administracao oral da garrafada (latex diluido em agua), trés vezes ao dia (LUZ et al.,
2016; ORTENCIO, 1997; SINGH; PANDEY; MAHESHWARI, 2020).

Estudos prévios do grupo de pesquisa realizados com essa espécie vegetal e
seus extratos revelaram o potencial citotoxico do latex in natura, em estudos in vitro e
in vivo, em melanoma (ANDRADE et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2013). Extratos
obtidos a partir do latex mostram-se ainda mais promissores e potentes frente as
células de modelo de céncer de colo de Utero, colorretal e, principalmente leucemia
(LUZ et al., 2015, 2016). Esses ensaios revelaram que extratos obtidos com solventes
mais apolares (hexano e cloroférmio) sdo mais ativos.

A substancia majoritaria do latex, eufol, também ja foi avaliada frente a diversas
linhagens celulares, revelando ter seletividade frente a alguns tipos especificos de
cancer (CRUZ et al., 2018; SILVA et al., 2018). Entretanto, pouco se sabe a respeito
de outros derivados do latex, como subfracbes da fracdo hexano e 0s possiveis

mecanismos de acao associados ao potencial citotoxico
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial citotéxico das fracfes e subfracfes do latex de Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns e eufol (substancia isolada) frente as diferentes linhagens
celulares cancerosas, bem como investigar possiveis efeitos associados a

citotoxicidade.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito citotoxico das fragdes (hexano, cloroférmio, acetato de etila
e metanol) e subfracdes da fracdo hexano (éter de petroleo, diclorometano,
etanol e metanol) obtidas do latex de E. umbellata por meio da
determinacao da viabilidade celular em linhagens K-562, HT-29, HCT 116,
MCF-7 e MDA-MB 231.

« Avaliar o efeito citotoxico do eufol isolado do latex de E. umbellata por meio
da determinacdo da viabilidade celular em linhagens K-562, HT-29, HCT
116, MCF-7 e MDA-MB 231.

« Calcular a concentracdo das amostras que inibem 50% do crescimento
celular (Clso) em diferentes tempos de tratamento.

« Determinar o indice de seletividade (IS) pela raz&o entre o Cls, de células
controle (linfécitos, mondcitos e HEK-293) e células tumorais.

« Investigar os tipos de respostas relacionados a citotoxicidade do eufol,
fracOes e das subfracdes do latex de E. umbellata, ao avaliar morte celular

com fluoroforos, alteracédo de ciclo celular e ativacdo de caspases 3 e 7.
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3 REVISAO

3.1 CANCER

Céancer € o nome dado a um conjunto doencas no qual ha crescimento celular
descontrolado com potencial de espalhar para outros tecidos e 6rgdos (DUTTA et al.,
2019; SHARIFI-RAD et al., 2019).

Entre as causas destacam-se exposi¢cdo ocupacional aos compostos toxicos
(arsénico, ashesto, benzeno, além de radiacdo x, ultravioleta e nuclear), habitos de
vida (fumar tabaco, alimentacdo inadequada, auséncia de exercicios fisicos,
obesidade e consumo de alcool), infeccdo por virus (HTVL-1, HIV, HBV, papiloma
virus, hepatite C e Epstein-barr) e tratamentos medicamentosos (radiois6topos,
tamoxifeno, clorambucil, ciclosporina, ciclofosfamina, fenacetina, azatioprina,
clornafazina e horménios) (BLACKADAR, 2016).

Todos esses fatores podem causar diversas alteracdes genéticas que levam a
ativacdo de oncogenes através de distarbios genéticos que incluem translocacao
cromossOmica, mutacdo pontual, delecdo, amplificacdo e insercdo. Também podem
desencadear alteracbes moleculares as quais se destacam as mutacdes nos genes
TP53, presente em 60% dos canceres (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017).

Cancer € um problema de saude publica mundial, visto que € a segunda maior
causa de mortalidade no mundo, responséavel por aproximadamente 10 milhdes de
mortes em 2020 (WHO, 2021). As taxas de mortalidade por tipo de cancer e sexo no

Brasil, em 2019 estéo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Taxas de mortalidade por tipo de cancer e sexo no Brasil, em 2019.

HOMENS MULHERES

Localizac&o Priméria Obitos % Localizac&o Priméria Obitos %
Traqueia, brénquios e pulmdes 16.733 13,8 |Mama 18.068 16,4
Prostata 15,983 13,1 |[Traqueia, brénquios e pulmbes 12.621 11,4
Célon e reto 10.191 8,4 Célon e reto 10.385 9,4
Estbmago 9.636 7,9 Colo do utero 6.596 6,0
Esb6fago 6.802 5,6 Pancreas 5893 5,3
Figado e vias biliares 6.317 5,2 Estbmago 5475 5,0
Pancreas 5905 49 Sistema nervoso central 4663 4,2
Cavidade oral 5.120 4,2 Figado e vias biliares 4584 4.2
Sistema nervoso central 5.049 41 Ovario 4123 3,7
Leucemia 4.014 3,3 Leucemia 3.356 3,0
Todas as neoplasias 121.686 100,0 |Todas neoplasias 110.344 100,0

Fonte: INCA, 2021.
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Em relacdo a incidéncia no Brasil estimava-se, que em 2020, a ocorréncia de
626.030 novos casos de cancer sendo que os canceres de prostata (65.840 mil) em
homens e mama (66.280 mil) em mulheres seriam os mais frequentes. A excegédo do
cancer de pele ndo melanoma, os tipos de cancer mais incidentes em homens seréo
préstata (29,2%), colon e reto (9,1%), traqueia, bréonquios e pulméao (7,9%), estbmago
(5,9%) e cavidade oral (5,0%); nas mulheres, os canceres de mama (29,7%), colon e
reto (9,2%), colo do utero (7,5%), traqueia, brénquios e pulméao (5,6%) e tireoide
(5,4%) figurariam entre os cinco mais incidentes (INCA, 2021).

A terapéutica do cancer depende de varios fatores como o tipo de céancer,
estagio, caracteristicas histolégicas e genéticas, e terapias prévias (AMBROGGI et
al., 2015). De forma geral, pode ser associado a resseccao cirurgica dos tumores,
acompanhado ou ndo de tratamento radioterapico, e/ou a quimioterapia (TRAN et al.,
2017).

Farmacos quimioterapicos sao toxicos as células em proliferacdo, dessa forma
atingem células neoplasicas em maior proporcao, visto que a replicacao acelerada é
uma das principais caracteristicas do cancer. Porém, as células saudaveis também
sdo atingidas, em especial as com alta taxa de replicacéo, tais como os foliculos
pilosos, intestino, sangue, implicando em efeitos colaterais indesejaveis (VIANA et al.,
2017). Entre esses efeitos estdo nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, depressao
hematopoiética, reducdo de massa corporea, neuropatia periférica toxica, alopecia,
diarreia, nauseas, vomito, retracdo do baco e imunossupressdo (CAETANO et al.,
2018).

Apesar dos avanc¢os na quimioterapia, as taxas de remissdo e sobrevivéncia
sdo insatisfatorias, devido em parte a selecdo de fenotipos resistentes. Essa
resisténcia aos medicamentos pode ser classificada em duas categorias: intrinseca e
adquirida. As células com resisténcia intrinseca mostram um fenétipo resistente
previamente a quimioterapia, sendo o tratamento ineficaz. Enquanto que as células
com resisténcia adquirida podem inicialmente responder a quimioterapia, mas depois
tornar-se insensivel a farmacos similares. A resisténcia multidroga limita a eficacia da
guimioterapia e é um grande desafio no tratamento do cancer (YUAN et al., 2017).
Assim ha& a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de
farmacos/quimioterapicos mais especificos as células cancerosas, com moléculas
diferentes/novas para se tentar diminuir a incidéncia de resisténcia e minimizar os

efeitos adversos dos tratamentos atuais.
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3.2 PRODUTOS NATURAIS E POTENCIAL CITOTOXICO

Produtos naturais especialmente provenientes da flora sao utilizados desde os
primérdios da humanidade como fonte de medicamentos, gerando bases para a
medicina tradicional. Como exemplo tém-se registros mesopotamicos (2600 a.C.); o
Eber papyrus (1500 a.C.); matéria médica chinesa (1100 a.C.) e o sistema ayurvédico
indiano (1000 a.C.) que listam centenas de substancias derivadas de plantas que
deveriam ser utilizadas para tratamento de diversas enfermidades Assim, a flora é
uma fonte importante de novos farmacos. (CRAGG; NEWMAN, 2013).

A descoberta de farmacos com base em produtos naturais esta relacionada a
alguns desafios, como a dificuldade na coleta de espécimes silvestres, caracterizacao
quimica e identificacdo de compostos bioativos, e incompatibilidade de produtos
naturais com triagem de alto rendimento (DUTTA et al., 2019). Ainda assim, quase um
quarto dos farmacos aprovados entre 1981 e 2019 sao de origem natural (NEWMAN;
CRAGG, 2020).

Ao acrescentar os produtos de origem natural, mas com modificacdes
sintéticas, os produtos sintéticos com grupo farmacoférico derivado de produtos
naturais e compostos sintéticos que imitam produtos naturais essa porcentagem
passa a ser de 50%. A respeito, especificamente de farmacos anticancerigenos, tem-
se que 185 novos farmacos foram aprovados entre 1981 e 2019, isto é, retirando-se
as moléculas nado biologicas e as vacinas. Destes, 62 sdo de origem natural, 94
sintéticos, mas baseados em produtos naturais e apenas 29 sdo obtidos
completamente por sintese (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Dentre os antitumorais de origem vegetal destacam-se o paclitaxel e seus
analogos docataxel e cabazitaxel provenientes de Taxus brevifolia Nutt.; camptotecina
e 0s analogos belotecano, topotecano e irinotecano obtidos de Camptotheca
accuminata Decne.; a vimblastina, a vincristina e os analogos vindesina, e vinorelbina
provenientes da Catharanthus roseus (L.) G. Don; a podofilotoxina e os analogos,
etoposideo e teniposideo extraidos de Podophyllum peltatum L. (COSTA-LOTUFO et
al., 2010; SHARIFI-RAD et al., 2019).

Em relacdo as classes de metabdlitos, alcaloides, flavonoides,
fenilpropanoides, saponinas, fenois e terpenos ja foram descritos como promissores
para estudos citotoxicos (AHMED; ISHIBASHI, 2016; GUO et al., 2017; YUAN et al.,

2017). Havendo, inclusive, substancias que estdo em fase clinica de estudos, como a
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curcumina, epigalocatequina-3-galato, quercetina, resveratrol, berberina (FANG et al.,
2017).

3.2.1 Mecanismos de acao associados a citotoxicidade

Os mecanismos de ocorréncia e progressdao do cancer ainda nao sao
totalmente compreendidos, mas sabe-se que a progressdo ocorre em parte pela
habilidade das células cancerosas em evitar a apoptose. Por isso, compostos capazes
de modular e induzir a apoptose sao alvo de inUmeras pesquisas (ICHIM; TAIT, 2016;
KIM; KIM, 2018).

Apoptose € um processo altamente regulado e natural de morte celular
programada, essencial para o desenvolvimento, homeostase e funcionamento do
sistema imune. Esse processo € iniciado por fatores intracelulares ou extracelulares,
denominadas de vias intrinseca e extrinseca de morte celular, respectivamente
(Figura 1) (ICHIM; TAIT, 2016; PFEFFER; SINGH, 2018).

A via intrinseca é estimulada por falta de fatores de crescimento, excesso de
ions de calcio, moléculas danificadoras de DNA, oxidantes e farmacos que ajam sobre
0S microtubulos. A via é regulada pelas proteinas da familia Bcl-2, que uma vez
estimuladas irdo ativar as proteinas Bax e Bak. Quando ativadas essas se
oligomerizam e aumentam a permeabilidade da membrana externa da mitocondria.
Esse aumento de permeabilidade permite a liberacéo de proteinas intramembranares
como o citocromo C. Uma vez liberado, forma-se um apoptossoma composto por
citocromo C, protease apoptoética ativadora fator 1 (APAF-1 - apoptotic protease-
activating factor 1), dATP e pro-caspase 9. Dentro do apoptossoma a procaspase 9
€ ativada e, assim, inicia-se a via comum da apoptose com a ativacao das caspases
(PFEFFER; SINGH, 2018; VOSS; STRASSER, 2020).

Ja a via extrinseca depende de sinais extracelulares. Os sinais de morte celular,
como os ligantes Fas (FASL, o indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL - TNF
- related apoptosis-inducing ligand) e o fator de necrose tumoral (TNF - tumor necrosis
factor), se ligam aos receptores de morte da familia de receptores de fator de necrose
tumoral. Para que ocorra a sinalizacdo é necessario o recrutamento de adaptadores
proteicos para o0s receptores. Entre os adaptadores proteicos estdo o dominio de
morte associado ao Fas (FADD - Fas-associated death domain) e o dominio de morte

associado ao receptor TNF (TRADD - TNF receptor-associated death domain).
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Iniciadores como as pro-caspase 8 e 10 se ligam aos adaptadores proteicos formando
o complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC - death-inducing signaling
complex). Este, por sua vez, ativa as pro-caspases, iniciando, assim, a via comum da
apoptose (PFEFFER; SINGH, 2018; VOSS; STRASSER, 2020).

Figura 1- Representagdo esquematica do processo de apoptose por via intrinseca e extrinseca.

, FASL
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Fonte: Adaptado de VOSS; STRASSER, 2020.

A acao citotoxica de produtos naturais esta associada a modulacao das vias de
morte celular, principalmente, mas ndo exclusivamente a apoptose (GUAMAN-ORTIZ;
ORELLANA; RATOVITSKI, 2017; LIN et al., 2017). Por exemplo, berberina, um
alcaloide encontrado em Coptis japonica, Coptis chinensis e Berberis aristata, age por
apoptose e autofagia. Molecularmente esses efeitos se dao por meio da inducéo de
citocromo C e caspases, clivagem de PARP-1 e Bax, e inibicdo da Bcl-2 (DUTTA et
al.,, 2019). Aléem da ativacdo de intermediarios de autofagia, BECN1, ATG5 e
conversédo LC3B-I/-Il (GUAMAN-ORTIZ; ORELLANA; RATOVITSKI, 2017). Outros
compostos e farmacos naturais exercem acao por meio de outros alvos moleculares,
como via Wnt (ISHIBASHI, 2019; LIU et al., 2019), topoisomerases (JAIN;
MAJUMDER; ROYCHOUDHURY, 2017), histonas deacetilases (MERARCHI et al.,

2019), destacando a regulacéo da expresséo de Bax e Bcl-2, clivagem de caspases e
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acao sobre ciclinas (DUTTA et al., 2019). Ha ainda substancias capazes de alterar o
microambiente tumoral (PARK; SURH, 2017) e inibir a defesa antioxidante de células
neoplasicas (SZNARKOWSKA et al., 2017).

Vale ressaltar que compostos de origem vegetal apresentam outras vantagens
no combate as neoplasias. Estudos revelam que diversas substancias isoladas de
extratos vegetais podem ser coadjuvantes na quimioterapia ao apresentarem efeito
sinérgico com quimioterapicos sintéticos, havendo alguns estudos de associa¢cdo em
fase clinica (LIN et al., 2020), ademais podem reduzir a toxicidade dos quimioterapicos
ao proteger células ndo tumorais dos efeitos oxidantes dos mesmo (PRSA et al.,
2019).

3.3 POTENCIAL CITOTOXICO DO GENERO Euphorbia

O género Euphorbia, descrito por Lineu, pertencente a familia Euphorbiaceae
e configura entre os mais diversos géneros, com distribuicdo cosmopolita, estudos
estimam que tenha surgido no continente africano a mais de 48 milhdes de anos e
dispersado a América a 30-25 milhdes de anos (ERNST et al., 2019). A este género
sao atribuidas pelo menos 2000 espécies as quais apresentam uma ampla variedade
morfologica, existindo desde ervas até arvores, mas todas as espécies desse género
secretam latex, geralmente leitoso e téxico, quando sdo danificadas. Quimicamente ja
foram identificados diversos metabdlitos secundarios tais quais flavonoides, polifenois,
esteroides, taninos e terpenos, sendo que os diterpenos sdo considerados
marcadores taxonémicos do género (PASCAL et al.,, 2017; VASAS; HOHMANN,
2014).

Quanto ao potencial citotoxico, ha uma variedade de estudos que analisaram
extratos de diferentes espécies; da espécie Euphorbia cheiradenia Boiss. & Hohen. o
extrato metanol de partes aéreas foi avaliado frente a linhagens HelLa, A549, Fen, K-
562 e Jurkat demonstrando que as linhagens K-562 e Jurkat foram mais sensiveis
com Clso de 0,1 pg/mL e 10 pg/mL, respectivamente (AMIRGHOFRAN et al., 2006).

O extrato metanol de latex de Euphorbia antiquorum L. induziu a apoptose de
células HeLa com valor de Clso proximo a 2 ug/mL (HSIEH et al., 2011), com alteracdo
de ciclo celular, havendo aumento da populacao celular em fase S, possivelmente
pela via ATM/ATR-p38 MAPK (HSIEH et al., 2014).
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O potencial citotoxico de fracbes de partes aéreas e latex oriundos de
Euphorbia macroclada Boiss. foram analisados contra linhagem de cancer de mama
(MDA-MB 468), relatando que as fragcOes diclorometano e acetato de etila foram
citotdxicas na concentracdo de 30 e 50 pg/mL, respectivamente. J& a fracdo metanol
e o latex ndo foram capazes de reduzir a viabilidade celular em 50% nem nas maiores
concentracbes testadas (100 e 200 pug/mL, respectivamente) (SADEGHI-ALIABADI,;
SAJJADI; KHODAMORADI, 2009).

Amirghofran et al. (2011) determinaram o potencial citotoxico de extrato
metanol e subfracdes (hexano, acetato de etila e butanol) obtidos de partes aéreas de
cinco diferentes espécies de Euphorbias (Euphorbia petiolata Banks & Sol., Euphorbia
hebecarpa Boiss., Euphorbia osyridea Boiss., Euphorbia microsciadia Boiss. e
Euphorbia heteradenia Jaub & Spach) nas linhagens tumorais HelLa, MCF-7, Fen, K-
562 e Jurkat. Para o extrato metanol os valores de Clsp variaram de 2,5 a mais de 200
Mg/mL, sendo o menor valor obtido para extrato de E. osyridea e linhagem Fen. Em
relacdo as subfracbes, a hexano foi a que apresentou os menores valores de Clso,
sendo de 19 a 79,4 ug/mL. Além do potencial citotéxico, os autores demonstraram
gue o extrato metanol induziu a proliferacao linfocitaria.

O efeito citotoxico de fracBes éter de petrdleo, cloroformio, acetato de etila e
butanol de Euphorbia helioscopia L. foi estudado frente as linhagens SMMC-7721,
SW-480, BEL-7402, HepG2 e SGC-7901. Apéds 24 h de tratamento, a fracdo acetato
de etila foi a mais ativa independente da linhagem celular. Entretanto, s6 houve
reducdo da viabilidade celular maior que 50% nas células SMMC-7721. Com o
aumento do tempo de tratamento (48 e 72 h) ha aumento do efeito citotdéxico, sendo
a reducdo da viabilidade celular maior que 50% observada em todas as linhagens
testadas. A fracdo acetato de etila causa parada de ciclo celular em fase G1 e
apoptose de células SMMC-7721 (WANG et al., 2012).

O extrato aquoso de Euphorbia formosana Hayata reduziu a viabilidade de
células THP-1 e HL-60, induziu apoptose por via mitocondrial e alterou o ciclo celular
da linhagem THP-1 com aumento da populacdo em fase S em baixas concentracdes
(50 e 100 pg/mL), enquanto as maiores concentracdes (200 e 400 pg/mL)
aumentaram a populacdo GO/G1 em relacdo ao controle (HSIEH et al., 2013). Esse
extrato vegetal também induziu a morte celular de células DU145 via parada de ciclo
celular em fase S, inducéo da apoptose por estresse oxidativo e ativacao de caspases
(YANG et al., 2016).
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O extrato aquoso obtido de folhas e caules de Euphorbia peplus L. apresentou-
se citotoxico a linhagem MCF-7 apos 48 h de tratamento, com valor de Clso de 30,32
pug/mL. Além disso, a analise estrutural em microscopia eletrénica revelou sinais de
apoptose, com a formacao intensa de blebs na membrana celular com perda das
microvilosidades de superficie, utofagossomas e alteragbes nucleares como
encolhimento e condensacdo de cromatina (AL-EMAM et al., 2019). Ao avaliarem
extrato hidroalcoolico (70%) de E. peplus, observou-se que 25 pg/mL inibiu quase 50%
(48,55%) da populacdo de células de baco removidas de ratos, apés 72 h de
tratamento (GHRAMH; KHAN; IBRAHIM, 2019).

O extrato metanol de partes aéreas de Euphorbia hirta L. foi analisado frente
as linhagens Vero, MCF-7, HT-29 e HelLa. Os valores de Clso, apés 24 h de
tratamento, foram determinados como 122,85 + 4,60 (VERO), >200 (HeLa), 25,26 +
0,18 (MCF-7) e 136,00 £ 1,56 (HT-29) ug/mL. Analise morfoldgica revelou sinais de
apoptose, ja a analise de ciclo celular, sugeriu parada de ciclo celular com aumento
de populagdo em fase S (KWAN et al., 2016). Outro estudo realizado com extrato
aguoso de folhas de E. hirta revelou inducao da apoptose de linhagens MCF-7 e MDA-
MB 231 (BEHERA et al., 2016). Ja Sharma et al. (2014) avaliaram extrato etandlico
de E. hirta frente a linhagens RAW 264.7 e HL-60, e constataram que o extrato foi
citotoxico apenas para a linhagem HL-60, sendo que a concentracdo de 100 pug/mL foi
capaz de reduzir a viabilidade celular em mais de 50%.

O potencial citotoxico dos extratos aquoso e etanol de folhas de Euphorbia
cyparissias L. foi determinado em relacdo as linhagens MDA-MB 231 e HCT 116,
sendo que o extrato aquoso apresentou porcentagens de inibicdo da viabilidade
celular de 57,5% (MDA-MB 231) e 71,0% (HCT 116), j& o extrato etandlico, 5,5%
(MDA-MB 231) e 20,5% (HCT 116). Todos os resultados foram obtidos apos 48 h de
tratamento com 100 pg/mL de cada extrato (ALONAZI et al., 2020).

Choene e Motadi (2016) estudaram o potencial citotéxico de extratos de caule
de Euphorbia tirucalli L. frente as linhagens MCF-7, MDA-MB 231 e MRC-5. A inibic&do
da proliferacéo variou de 30-100 ug/mL e 50-100 pg/mL para as linhagens MCF-7 e
MDA-MB 231, respectivamente. Os autores observaram ainda parada de ciclo celular
em fase GO/G1 e inducdo da apoptose. Em outra pesquisa 50 pg/mL de extratos
aguoso e metanol de caule e folhas dessa mesma espécie vegetal reduziu a
viabilidade de células MiaPaCa2 em 50% (MUNRO et al., 2015). Um extrato bruto
obtido do latex de E. tirucalli apresentou efeito citotdéxico a partir de 25 ug/mL para
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linhagens HelLa, PC-3, MDA-MB 231 e MCF-7, sendo que as Ultimas duas foram mais
suscetiveis ao extrato com 47,9 e 56,9% de morte celular (PALHARINI et al., 2017).
Ja um extrato fendlico, padronizado em equivalente de &cido gélico (EAG), obtido a
partir do latex de E. tirucalli demonstrou-se citotoxico as linhagens MCF-7, A549 e HL-
60 com valores de Clso de 31,65 ug EAG/mL, 35,36 ung EAG/mL e 22,76 ug EAG/mL,
respectivamente (ABDEL-ATY et al., 2019). O latex in natura, por sua vez, foi
citotéxico a linhagem AGS, apdés 48 h de tratamento com valor de Clso de 69,43 ug/mL
(SOUZA et al., 2019).

O potencial citotoxico de latex de Euphorbia bicolor Engelm. & A.Gray foi
determinado em linhagens modelo de cancer de mama (MCF-7, T-47D, MDA-MB-231
e MDA-MB-468), o tratamento foi realizado por 72 h e os resultados obtidos foram de
498,7 ug/mL (MCF-7), 315,7 pg/mL (T47D), 258,3 ug/mL (MDA-MB-231) e 499 ug/mL
(MDA-MB-468) (BASU et al., 2019).

Extratos obtidos a partir das partes aéreas de Euphorbia turcomanica Boiss.
foram avaliados em células HelLa e HT-29, apresentando valores de Clso entre 43 e
390 pg/mL, para as fragbes metanol/agua e heptano, respectivamente (ALIOMRANI;
JAFARIAN; ZOLFAGHARI, 2017).

Jannet et al. (2017) estudaram os efeitos das fracdes apolar (cloroférmio) e
polar (metanol) de Euphorbia paralias L. e Euphorbia terracina L. em linhagem THP-
1, Caco-2, mondcitos CD14* e IEC-6. SO houve citotoxicidade para a linhagem THP-
1, apos 48 h de tratamento, com valores de Clso de 54,58 e 2,08 pg/mL para as fragdes
polares de E. paralias e E. terracina, enquanto que as fracdes apolares apresentaram
atividade em valores superiores a 100 e 14,43 pg/mL, respectivamente. Outro estudo
realizado com extrato acetato de etila de partes aéreas de E. paralias demonstrou
citotoxicidade frente a linhagem HepG2, com valor de Clso de 26,4 + 1,2 ug/mL (AL-
YOUSEF et al., 2021).

A fracdo metanol de Euphorbia triaculeata Forssk. foi citotoxica as linhagens
MCF-7, PC-3 e HEPG2 apresentando valores de Clso de 26 ug/mL para a linhagem
MCF-7, 48 ug/mL para PC-3, enquanto a maior concentragao testada (50 ug/mL) nao
apresentou efeito citotéxico na linhagem HEPG2, demonstrando maior sensibilidade
da linhagem modelo de cancer de mama ao tratamento (AL-FAIFI et al., 2017).

No mesmo sentido, o extrato hidroalcodlico de partes aéreas de Euphorbia
szovitsii Fisch. & C.A.Mey. também foi citotoxico em modelo de cancer de mama
(MDA-MB 231), com valores de Clso de 76,78 pg/mL e 59,71 ug/mL, apos 24 e 48 h
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de tratamento. Foi demonstrado que tal efeito € de natureza apoptoética com alteracao
do ciclo celular (com aumento da populacdo em fase G1) (ASADI-SAMANI et al.,
2019).

O latex de Euphorbia esula L. reduziu a viabilidade celular de SGC-7901 de
forma tempo e concentracdo dependente, além de causar condensacdo e
marginalizacao de cromatina, reducéo do volume celular, blebs, aumento do pico sub
GO do ciclo celular, ativacdo de caspases 3 e 8, e aumento da expressao génica de
Bax e reducdo da expressao de Bcl-2, todos indicativos de processo apoptético (FU
et al., 2016).

O potencial citotoxico da fracdo hexano de partes aéreas de Euphorbia lunulata
Bunge foi avaliado frente a linhagem resistente a adriamicina SGC-7901/ADR. A
fragéo inibiu a proliferagao celular em 80% na maior concentragéo avaliada (80 mg/L),
reduziu a migracao e invasao celular, alterou o ciclo celular com acamulo significativo
de células em fase S, ativou caspases 3, 8 e 9, desencadeou a liberagéo de citocromo
C ao citosol, reduziu a expressao de Bcl-2 e aumentou a expressao de Bax, causando
apoptose dessas células (FU et al., 2018).

Extrato hexano obtido das partes aéreas de Euphorbia balsamifera Aiton foram
avaliados frente as linhagens HCT 116 e HepG2, os valores de Clso foram 76,2 pg/mL
e 54,7 ug/mL, respectivamente (ALJUBIRI et al., 2021).

O extrato etanol de sementes de Euphobia lathyris L. mostrou-se citotoxica as
células T84, HCT 115, CCD18, SF-268, SK-N-SH, A-172, LN-229, PANC-1, MCF-7
com valores de Clso de 16,3 pg/mL, 72,9 pg/mL, 266,0 pg/mL, 39,3 pug/mL, 71,4 ug/mL,
18,6 pg/mL, 70,5 pg/mL, 185,8 ug/mL, 89,6 pg/mL, respectivamente. O extrato ainda
causou alteracéo do ciclo celular e reducéo da migracao celular (MESAS et al., 2021).
Enquanto isso, extrato metanol de raiz de E. lathyris em concentracao de 250 pg/mL
reduziu a viabilidade celular de linhagens DU-145, HeLa, MCF-7, MDA-MB-231 e
H2347 com as seguintes proporgoes: 24,4%, 57,0%, 66,9%, 38,1% e 70,6%,
respectivamente (RICIGLIANO et al., 2020).

Ja o extrato rico em polifenois (84,4% de quercetina e campferol) obtido de
Euphorbia supina Raf. reduziu de forma concentragédo dependente a viabilidade de
células U937 (Clso = 38 pg/mL), com aumento significativo do pico sub GO na anélise
do ciclo celular, condensacéao e fragmentacéo de cromatina (sinais de apoptose) (HAN
et al., 2016). Em células MDA-MB-231, concentracdes de 50 e 100 ug/mL desses

extrato rico em polifenois reduziram significativamente a viabilidade celular, o extrato
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também suprimiu o processo de metastase, possivelmente por regular a adeséo

celular ao inibir a expressao de VCAM-1 de células endoteliais (KO et al., 2015).
Além de extratos e fracoes, diversas substancias, majoritariamente diterpenos,

ja foram isoladas de diferentes espécies de Euphorbia e seus potenciais citotdxicos

foram avaliados. Os resultados séo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotoxicos.

(Continua)
Espécie Substéncia Linhagem Clso Referéncia
HelLa 61,05 uM
Alatavnol A MCF-7 14,33 uM
A549 12,03 uM
HelLa 54,80 uM
Alatavnol B MCF-7 79,99 uM
A549 47,11 uM
HelLa 62,91 uM
Alatavnol C MCF-7 81,96 uM
A549 51,27 uM
HelLa 41,42 uM
Alatavnol D MCF-7 63,11 uM
A549 78,61 uM )
E. alatavica HelLa 23,80 uM ESZL“QQEQT
Boiss. Helioscopinolideo A MCF-7 33,48 uM 201’8 ’
A549 121,21 uM
HelLa 59,01 uM
Helioscopinolideo E MCF-7 41,80 uM
A549 78,17 uM
HelLa 47,23 uM
Helioscopinolideo B MCF-7 76,58 uM
A549 49,16 uM
L HelLa 44,82 uyM
Jolkinolideo E MCE-7 22.07 uM
HelLa 104,82 uM
Suremulideo A MCF-7 63,41 uM
A549 66,57 uM
L5178Y/PAR 15,2 uM
Euphoboetirane B L5178/MDR 18,2 uM
. Colo205 23,1 uM
E. boetica NETO et al.,
BoiSS. Colo320 254 uM 2019
L5178Y/PAR 18,6 uM
Euphoboetirane A L5178/MDR 16,0 uM
Colo205 55,0 uM
. . ANA 1 2,88x101 uM
Yuexiandajisu D Jurkat 4.48 UM
E ANA 1 4,46x102 uyM
ebracteolata Jolkinolideo B B16 4,48x102 uM  SHl et al.,
Hayata Jurkat 6,47x102 yM 2005
. - ANA 1 7,12x10° uM
Ent-1 1a-h|drox_|ab|eta- ) B16 23 UM
8(14),13(15)-dien-16,12a-olideo Jurkat 1,79x102 UM
Prostratine 20-O-(6'- acetato)-(3- AGS 40,56 uM
E. fisheriana  D-glicopiranosideo HepG2 27,97 uyM
Steud. Langduine AG AGS 32.05 uM DU et al,, 2020
HepG2 13,42 uM




Quadro 2 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotoxicos.
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(Continuacéo)

Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia
2-hidroxi-6-metoxiacetofenona-4-  AGS 39,85 uM DU et al
E. fisheriana  O-(6'-acetato)-B-D- "
glicopiranosideo HepG2 35,06 uM 2020
T47D 6,51 uM
MDA-MB 231 13,49 uM
MCF-7 24,02 uM
BV173 13,09 uyM
U937 15,56 uM
Fischdiabietane A NALM6 7,49 uM ;IoEzit al,
HepG2 14,28 uM
BEL-7402 21,75 uM
A549 21,94 uM
BGC823 22,50 uM
PANC-1 26,02 uM
11B-hidroxi-8,14-epoxi-ent-abieta- BEL7402 33,01 pg/mL
13(15)-en-16,12-olideo HCT 116 86,63 ha/mL
’ MDA-MB 231 49,52 pg/mL
:jsiglplmara-g(ll),15—d|ene—3,19— MDA-MB 231 55,76 pg/mL
Ent-kaur-16-en-14-ol A549 75,23 pg/mL
A549 3,35 pg/mL
Ingenol 6,7-epoxi-3- BEL7402 13,05 pg/mL
tetradecanoato HCT 116 14,62 pg/mL VéﬁNG%H?ng
MDA-MB 231 14,42 pg/mL '2013 etal,
A549 2,85 pug/mL
Ingenol-3-miristinato BEL7402 15,72 pg/mL
E 9 HCT 116 16,05 ug/mL
fischeriana MDA-MB 231 18,91 pg/mL
A549 2,88 pg/mL
Ingenol 3-palmitato BEL7402 25,87 ug/mL
9 P HCT 116 14,38 ug/mL
MDA-MB 231 22,00 pg/mL
p K-562 12,1 pg/mL LUO; WANG,
Jolkenolideo B Eca-109 23.7 ug/mL 2006
C4-2B 9,18 uM
. C4-2B/[ENZR 9,70 uM
Eufonoide A HCT-15 18.3 uM
RKO 16,2 uM
C4-2B 22,8 uM
Ent-16[3-H-3-oxokauran-17-ol CA-2BIENZR 20.1 uM
C4-2B 13,4 uM
Eufonoide B C4-2B/ENZR 11,1 uM
RKO 35,1 uM
C4-2B 17,7 uM
Eufonoide C CA-2B/ENZR 15,2 yM \2((?1'\.1) ctal.
HCT-15 13,4 uM
RKO 21,3 uM
C4-2B 9,23 uM
. C4-2B/ENZR 15,1 uM
Eufonoide D HCT-15 232 uM
RKO 34,4 uM
. C4-2B 16,1 uM
Eufonoide E CA-2B/ENZR 221 uM
. C4-2B 24,9 uM
Eufonoide F C4-2B/ENZR 401 uM




Quadro 3 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotéxicos.
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(Continuacéo)

Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia
: C4-2B 18,1 UM
Eufonoide G C4-2B/ENZR 201 uM
C4-2B 7,39 uM
. - C4-2B/ENZR 9,20 uM
Fischeriabietano A HCT-15 19,0 uM
RKO 22,9 uM
C4-2B 17,0 uM
Ent-kaurane-3-ox0-16(,17-diol C4-2B/ENZR 23,0 uM
HCT15 43,2 uM
3a-hidroxi-ent-16-kaureno C4-2B 26,2 uyM
C4-2B 16,3 uM
Raserrano B C4-2B/ENZR 16,4 uM
HCT-15 28,2 uM
RKO 42,1 uM
C4-2B 2,85 uM
] C4-2B/ENZR 2,42 uM
11-oxo-ebracteolatanolideo B HCT-15 15.2 uM
MDA MB 231 14,5 uM
C4-2B 2,22 uM
C4-2B/ENZR 5,39 uM
Caudicifolino HCT-15 12,6 uM
RKO 15,3 uM
MDA MB 231 8,81 uM
L C4-2B 10,1 uM
Jolkinolideo A CA-2BIENZR 16,1 uM
. Lo C4-2B 12,3 uM
c 17-hidroxijolkinolideo B CA-2BIENZR 14,0 uM VAN et al
L C4-2B 4,43 UM o019
fischeriana C4-2B/ENZR 5,89 uM
Jolkinolideo B HCT-15 47,9 uM
RKO 35,8 uM
MDA MB 231 30,7 uM
C4-2B 4,95 uM
Methil-8,11-3-dihidroxi-12-oxo- C4-2B/ENZR 4,27 uM
ent-abietadi-13,15(17)-ene-16- HCT-15 25,6 uM
oato RKO 23,3 uM
MDA MB 231 23,8 uM
. . C4-2B 14,2 uM
Dehidroabietanona CA-2B/ENZR 29,9 uM
. . C4-2B 20,1 uM
Abieta-8,11,13-trieno CA-2B/IENZR 37.1 uM
Acido 15-hidroxidehidroabietico C4-2B 33,1 uM
(4aS,10aS8)-1,2,3,4,40,100-
hexahidro-1,1,4a-trimethil-7-(1- C4-2B 36,2 uM
methil) fenantreno
2-fenantreniletanona C4-2B 26,2 uM
C4-2B/ENZR 34,0 uM
f‘c'do (48S,8aS)- 2- CA-2B 23,1 pM
enantrenocarboxilico
. . C4-2B 21,9 uM
Isopimara-7,15-dien-3-ona CA-2B/ENZR 24.2 uM
ent-(13S)-13-hidroxiatis-16-ene-
3,14(-di0r2a C4-2B 30.5uM
Araucarol C4-28 19.2 uM
C4-2B/ENZR 34,3 uM




Quadro 4 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotéxicos.
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Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia
C4-2B 16,0 uM
Araucarona C4-2B/ENZR 24,1 uM
HCT-15 47,1 uM
- L C4-2B 13,2 uM
52:[;)?;][;,(1 3S)-dihidroxiatis-16-en- CA-2B/ENZR 253 uM
E. RKO 45,2 uM YAN et al.,
fischeriana C4-2B 18,8 uM 2019
dihidroxiats-10.en.3-ona Co-2B/ENZR 15,2 uM
HCT-15 39,2 uM
Ent-atis-16-ene-3,14-diona C4-2B 26,7 uM
. . C4-2B 23,7 uM
3-oxoatisane-16a,17-diol CA-2BIENZR 29.1 uM
E. Eufoglomerufano H MCF-7 51,1uM
glomerulans 9 MCF-7/ADR 39,3 uM HASAN et
(Prokh.) al., 2019
Prokh. Eufoglomerufano L MCF-7 50,2 uM
NCI-H1975 34,12 uM
Eufoscopoideo B HepG2 31,38 uM gOUlA7 etal,
MCF-7 30,23 uM
E. Eufelionolideo F MCF-7 9.5 uM WANG,

. . PANC-1 10,7 uM .
helioscopia Wan-Ping et
L Eufelionolideo L MCF-7 9.8 uM al., 2018

' PANC-1 10,3 uM K
MCF-7/ADR 1,28 uM
Heliosterpenoide A MDA-MB- MAI et al.,
231 24,7 M 2018
Heliosterpenoide B MCF-7/ADR 1,02 uM
MCF-7 19,6 uM
, U-937 28,6 uM
Svilrréjmlfusa Paratocarpina E HL-60 20,4 uM St/?j)’ zsgi/g
’ 786-0O 26,3 uM v
769-P 22,7 uM
Eufipenoide A HCT 116 12,8 uM
E. 20(S),24(R)-20,24-epoxi-24-
hypericifolia  metildammaran-3(3-ol HCT 116 26,8 uM ;'(l)szt al,
L. 3B-hidroxicicloart-24-ona HCT 116 7,4 uM
Isomotiol HCT 116 10,6 uM
HepG2 12,6 uM
HepG2/DOX 11,2 uM
HCT-15 5,05 uM
E. HCT-15/5-FU 4,72 uM
kansuensis Euforcanlideo A A549 12,2 uM ;gll\ézt al.,
Prohk. A549/CDDP 11,5 uM
A375 2,28 uM
RKO 3,83 uM
MDA MB 231 5,23 uM
CHENG et
Kansenona IEC-6 19,76 uM al., 2015
3-0-(2'E,4'Z-decadienoil)-20-0O- GAO et al.,
E. kansui acetilingenol IEC-6 S.74pg/ml 5415
S.L.Liouex 5-0-benzoil-20-desoxiingenol MDA-MB- 109,7 nM
S.B.Ho 435
HOU et al.,
MDA-MB- 57,6 nM 2017
3-0O-benzoil-20-desoxiingenol 435 '
Colo 205 157,3 nM




Quadro 5 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotoxicos.
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Espécie Substéncia Linhagem Clso Referéncia
Kansuiphorina D Z/I3D5A'MB' 432,2 nM
3-0-(2“E, 4'Z-decadienoil)-20- MDA-MB- 54.8 nM
desoxiingenol 435
5-0-(2E, 47- decadienoi)-20-0-  »AMPT 56nMm
acetilingenol Colo 205 124,1 nM
5-0-(2E, 4E- decadienoi)-20-0-  HAMPT 150Mm
acetilingenol Colo 205 48,1 nM
3-0-(2, 4Z-decadienci)-20-0- XM 0.9nM
acetilingenol Colo 205 31,3 nM
3-0-(2, 4E-decadienoi)-20-0- A MET 070
acetilingenol Colo 205 39,6 nM
3-0-(2, 3-dimetilbutanoil)-13-0- ~ MPAMB- g4 HOU et al.,
dodecanoil-20-desoxiingenol 435 2017
9 Colo 205 116,6 nM
3-0-(2, 3-dimetibutanoi)}-20-0- A MET 270w
acetilingenol Colo 205 23.4 nM
3-0-(2, 3—<_j_|met|lbutan0|l)—13—0— Colo 205 0.6 NM
E Kansui dodecanoilingenol
. Kansuiphorina A ZA3D5A'MB' 136,2 nM
MDA-MB-
Kansuinina F 435 44 M
Colo 205 81,4 nM
MDA-MB-
Kansuinina E 435 140,2 nM
Colo 205 848,5 nM
MDA-MB-
Kansenona 435 302,3nM
Colo 205 1436,1 nM
Euforicanina A HelLa 28,85 uM FEl et al.,
NCI-446 20,89 uM 2016
MCF-7 20,86 uM
Kansuingenol A HepG2 14,20 yM
DU145 6,19 uM
MCF-7 15,82 M
Kansuingenol B HepG2 29,16 uM
DU145 9,27 uM g"OEZ%G etal,
MCF-7 10,26 UM
Kansuingenol C HepG2 23,09 uM
DU145 26,05 uM
3-0-(2'E,4'E-decadienoil)-20-O- HepG2 24,07 uM
acetilingenol DU145 8,20 uM
E. MCF-7 38,1 uM
kopetdaghi . RIAHI et al.,
(Prokh.) Kopetdaghinane OVCAR-3 51,23 uM 2020
Prokh.
E lathvris L 15B-hidroxi-5a-acetoxi-3a- MCF-7 943 M ;/(\{Ae’t\lj Jia-
' y " benzoiloxi-7B-nicotinoiloxilatiol. HepG2 13,22 yM B

2018




Quadro 6 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotéxicos.

(Continuacéo)

Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia
HCT 116 6,44 uM
. MCF-7 8,43 uM WANG, Qian
Fator Euphorbia .24 786-0 15,30 uM etal., 2018
HepG2 9,32 uM
. KB 33,2 uM
Fator Euphorbia L2 KB-VIN 7.2 uM
A549 14,6 uM
MDA-MB 231 31,6 uM
Fator Euphorbia L3 KB 7,9 uM
KB-VIN 8,0 uyM
MCF-7 23,9 uM
A549 11,8 uM
. MDA-MB 231 24,4 uM TENG et al.,
Fator Euphorbia L4 KB 17.7 uM 2018
KB-VIN 16,9 uyM
E. lathyris . KB-VIN 16,9 uM
Fator Euphorbia L4 MCE-7 23.8 uM
A549 6,7 UM
MDA-MB 231 21,9 uM
Fator Euphorbia L5 KB 6,1 uM
KB-VIN 5,7 uM
MCF-7 8,4 uM
15-0O-acetil-3-O-benzoiljolkinol- C6 23,4 uM
5b,6b-oxido MCF-7 12,4 uM
5,15-di-O-acetil-3-O-salicillatirol C6 15,3 uM
15,17-di-O-acetil-3-O-fenilacetil-
17-hidroxijolkinol MCF-7 13,1 uM ;(L)Jlit al.,
15-0 acetil-3-O-fenilacetil-17- C6 47,3 uM
hidroxijolkinol MCF-7 33,3 uM
. . C6 36,2 uM
Desoxi Fator Euphorbia L1 MCE-7 15.1 uM
Ent-3a-formilabieta- (14),13(15)- NCI-H460 19,5 uM
dien-16,12B-olideo MFC-7 18,6 uM
14a,15B-diacetoxi-3a,7[3- NCI-H460 58,2 uM
dibenzoiloxi-9-ox0-2H,13- a
jatrofa-5E,11E-dieno MFC-7 57,1uM LIU et al
Eufornina NCI-H460 53,1 uM 201: o
E lunul MFC-7 51,3 uM
Bl r:mu e Eufoscopina B NCI-H460 33,0 uM
unge P MFC-7 32,1 uM
. NCI-H460 36,7 uM
Eufornina N MEC-7 34.5 uM
HepG2 7,72 uM
Ent-3a-formilabieta- (14),13(15)- NCI-H460 27,31 UM QU etal.,
dien-16,12p-olideo MCF-7 19.74uM___ 2018
’ HCT-116 46,72 uM
K-562 83,36 uM
o KB 25,62 uM
Macrorilatirona B KBv200 30.83 uM
E. . KB 30,46 uM
macrorrhiza Macrorieuforona A KBv200 29,20 uM GAO, Jie et
C.A.Mey. ex Macrorieuforona B KB 26,58 uM al., 2016
Ledeb. KBv200 29,04 uM
. KB 21,19 uM
Macroricasbalona A KBv200 30,56 uM




Quadro 7 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotéxicos.

(Continuacéo)

Espécie Substéncia Linhagem Clso Referéncia
I . KB 22,36 uM
Sikkimenoide A KBv200 21.58 uM
I . KB 28,07 uM
Sikkimenoide B KBv200 24.39 UM
I . KB 27,38 uM
E. Sikkimenoide C KBv200 27,24 UM GAO, Jie et
macrorrhiza Jatrofodiona A KB 22,46 uM al., 2016
KBv200 47,87 uM
. KB 19,84 uM
Jolkinol B KBv200 18.20 uM
. . .. . KB 27,25 uM
15b-0O-benzoil-5a-hidroxiisolatirol KBV200 43.51 uM
Neriifolin A MCF-7 13,14 uM
Neriifolin B MCF-7 7,12 uM
Neriifolin MCF-7 M
E. neriifolia L Eet ? . 30,16a,17-triol HeCpGZ ?,35?%““'\" SUDHOM,
. . nt-atisane-3a,16a,17-trio HepG2/Adr 15,57 uM 5020 )
(4R,5S,8S,9R,10S,13R,16S)- ent-
160a,17-dihidroxi-19- HepG2 0,01 uM
tigloiloxikauran-3-ona
MGC-803 6,1 uM
SW620 5,7 uM
SMMC-7721 8,3 uM
Pekinenal Ketr-3 10,7 uM
MCF-7 7,9 uM
HL-60 3,1 uM
A549 2,2 uM
MGC-803 23,0 uM
SW620 22,3 uM
SMMC-7721 19,4 uM
Pekinenina A Ketr-3 25,4 uM
MCF-7 19,7 uM
HL-60 14,4 uM
A549 16,3 uM
MGC-803 7,2 uM
SW620 10,1 uM
E. pekinensis SMMC-7721 9,8 uM
Rupr. Pekinenina C Ketr-3 7,5 uM '2I'OAlO3 etal,
MCF-7 5,3 uM
HL-60 2,9 uM
A549 3,6 uM
MGC-803 19,4 uM
SW620 22,2 uM
SMMC-7721 24,0 uM
Pekinenina D Ketr-3 21,9 uM
MCF-7 27,3 uM
HL-60 14,1 uM
A549 12,1 uM
MGC-803 21,3 uM
SW620 16,8 uM
SMMC-7721 23,2 uM
Pekinenina E Ketr-3 19,7 uM
MCF-7 25 uM
HL-60 18,9 uM
A549 17,3 uM
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Quadro 8 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotéxicos.
(Continuacéo)

Espécie Substéncia Linhagem Clso Referéncia
MGC-803 10,6 uM
SW620 11,3 uyM
SMMC-7721 13,1 uM
Pekinenina F Ketr-3 16,0 uM
MCF-7 12,2 yM
HL-60 7,5 uyM
A549 9,0 uyM TAO et al,,
MGC-803 11,4 uyM 2013
SW620 9,6 UM
E. pekinensis SMMC-7721 14,0 uM
Yuexiandajisu B Ketr-3 10,0 uM
MCF-7 9,4 UM
HL-60 7,9 UM
A549 10,1 uM
HelLa 35,3 uM
(-)-(18)-15-hidroxi-18- s 53.9 M HOU etal.,
carboxicembrena HT 1080 37,3 uM 2013
A375-S2 28,7 uyM
MDA231 43,5 uM
. . Piscatoriol A L5178Y 69,80 uM
iinﬁfrfato”a Piscatoriol B L5178Y 81,50 pM ;{OEl'f etal,
Piscatolideo L5178Y 59.80 uM
A-549 18,89 pug/mL
MCF-7 41,76 pg/mL
12-desoxiforbol 20-acetato 13- HT-29 30,77 ugl{mL
angelato A-498 2,18x10
pg/mL
PC-3 27,71 pg/mL
PACA-2 30,34 pg/mL
12-desoxiforbol 20-acetato 13- A-549 26,06 pg/mL
fenilacetato MCF-7 41,26 pg/mL
HT-29 29,47 pg/mL
12-desoxiforbol 20-acetato 13- A-498 1,59x107
fenilacetato ug/mL
PC-3 35,10 pg/mL
PACA-2 26,90 pg/mL
icOnii 2,85x101
Eéﬁmson" A-549 ug/mL FATOPE et
MCF-7 2,30 pg/mL al., 1996
-1
12-desoxiforbol 13-(9,10-metileno) HT-29 Efn’fo
undecanoato A-498 <107 pg/mL
PC-3 2,44x101
pg/mL
PACA-2 1,92 pg/mL
A-549 11,60 pg/mL
20-hidroxi-12-desoxiforbol MCF-7 69,88 pg/mL
angelato HT-29 26,50 pg/mL
A-498 45,96 pg/mL
A-549 1,12 pg/mL
Resiniferol 20-(4-hidroxi-3- MCF-7 4,29 pg/mL
metoxifenilacetato) 9,13,14- HT-29 3,00pg/mL
ortofenilacetato A-549 1,12 pg/mL
PC-3 2,90 pg/mL




Quadro 9 - Substéancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotéxicos.

(Continuacéo)

Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia
U937 74,70 uM
Euforol A MCF-7 79,07 uM
C6 76,12 uM
U937 90,28 uM
Euforol B C6 57.86 uM
Euforol C C6 60,24 uM
U937 65,85 uM
11-oxo-kansenonol MCF-7 90,61 uM
C6 55,50 uM
U937 63,40 uM
Kansenona MCF-7 62,47 uM WANG et al.,
C6 62,32 uM 2016
E.resinifera  (20R 23E)-eufa-8,23-diene-38,25- o' - %’22 M
O.Berg diol : O M
C6 67,21 uM
U937 56,18 uM
(24R)-eufa-8,25-diene-33,24-diol  MCF-7 34,55 uyM
C6 49,63 uM
Kansenol U937 52,17 uM
MCF-7 49,30 uM
3@,25-d|h|drOX|-t|rucaIIa-7,23- MCE-7 49,81 uM
dieno
Euforol K MCF-7 66,96 uM
MCF-7 37,36 uM
Euforol J U937 47,17 uM WANG et al.,
C6 46,89 uM 2019
Kansuinona MCF-7 46,99 M
C6 90,21 uM
o MCF-7 29,33 uM
Obtusifoliol MDA-MB231 41,81 uM
3b,7a-dihidroxi-4a,14a-dimetil-5a- MCF-7 7,33 uM
E. sogdiana ergosta-8,24(28)-diene-11-ona MDA-MB231 3,20 uM AGHAEI et
Popov 3b-hydrox-4a,14a-dimetil-5a- MCF-7 9,67 uM al., 2016
ergosta-8,24(28)-diene-1-ona MDA-MB231 5,23 uM
. . MCF-7 20,71 uM
Cicloartane-3b,24,25-triol MDA-MB231  42.31 uM
(2S*, 3S*, 4R*, 5S*, 13S*, 16R*)-  MCF-7 70,92 uM
15-acetoxi-5-benzoiloxi-3-hidroxi-
jatrofa-6 (17), 11E-diene-9, 14- MCF-7/ADR 90,91 yM
diona
E. sororia 5a, 14a-dibenzoiloxi-15b-hidroxi-
: 7b-isobutanoiloxi-2a, 3b, 8a, 9a- HU et al.,
Schrenk tetraacetoxijatrofa-6(17), 11E- MCF-7 53,87 uM 2018
dieno
Eufosorofana D MCF-7 64,81 uM
Isoterracinolideo A MCF-7 83,20 uM
MCF-7/ADR 92,95 uM
Eufstrachenol A MV4-11 12,29 uM
Eufstrachenol B HGC-27 49,90 uM
. MV4-11 14,80 uM
S'ofnghey' (2R*35* 4R* 5R*,95* 115* 15R") goEzgt al.,
-3,5,15-triacetoxi-14- MV4-11 30,02 uM
oxolatir6(17),12E-dieno
BaF3 19,20 uM




Quadro 10 - Substéncias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotoxicos.
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(Continuacéo)

Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia
HGC-27 39,00 uM
Jolkinol B MV4-11 9,82 uyM
BaF3 11,20 uM
. MV4-11 12,24 yM
Jolkinoato | BaF3 13.40 uM VE etal
E. stracheyi Ingenane HGC-27 48,81 uM 2020 v
MV4-11 7,92 uM
20-O-acetyl-[3-O-(2'E,4'Z)- HGC-27 41,80 uM
decadienoil]-ingenol MV4-11 3,48 uM
= A1 N HGC-27 48,51 uM
3-0-(2'E,4'Z)-decadienoilingenol MV4-11 10.80 uM
. K-562 84,6 UM DUONG et
Tirucadalenona HepG2 342 UM al., 2019
WANG, Lin
T47D 0,13 mM etal., 2013
T47D 38,89 uM
MDA-MB-23 9,08 uM
MDA-MB-
468 30,89 uM
BT20 8,96 uM
HS587T 18,15 uM
MCF-7 18,76 uM
MCF7/AZ 33,42 uyM
JHU-022 26,35 uM
HN13 8,89 uM
SCC25 6,65 uM
SCC4 19,82 uM
SCCi14 15,81 uM
FADU 20,17 yM
Sw480 5,79 uM
SW620 10,02 uM
C0115 9,58 uM
. . HCT115 5,47 uM
E. tirucalli L. Eutol HT29 6,52 UM
SK-CO-10 17,53 uM SILVA et al.,
DLD1 2,56 uM 2018
LOVO 11,49 uM
DIFI 11,38 uM
Caco2 35,19 uM
u87-MG 26,41 uM
U373 30,48 uM
U251 29,01 uyM
GAMG 8,73 uM
sSw1088 27,12 yM
Sw1783 19,62 uM
RES186 16,70 uM
RES259 10,34 uM
KNS42 19,94 uM
uw479 15,26 uM
SF188 5,98 yM
PC-3 11,95 uM
LNCaP 1,41 uM
T24 30,72 uM
5637 4,83 uM
HT1376 25,25 yM




Quadro 11 - Substancias isoladas de Euphorbias e seus potenciais citotdxicos.
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(Concluséo)

Espécie Substéancia Linhagem Clso Referéncia

MCR 7,40 uM

DAOY 5,72 uM

ONS76 21,72 yM

JEG3 16,65 uM

A431 17,79 uyM

H292 13,25 uyM

SKMES1 25,62 uM

A549 11,01 yM

SK-LU-1 22,83 uM

SIHA 24,74 yM

CASKI 24,74 yM

C33A 21,32 yM

HelLa 17,55 uM

KYSE30 3,52 uM

KYSE70 8,77 uM

KYSE270 10,71 uM
E tirucall Eufol KYSE410 4,35 uM SILVA et al.,

Mia PaCa-2 8,46 uM 2018

PANC-1 21,47 uM

PSN-1 3,71 uM

BXPC-3 5,47 uM

Capan-1 16,33 uM

COLO858 14,02 yM

COLO679 8,93 uM

A375 9,67 uM

WM1617 16,32 uM

WM9 9,67 uM

WM852 7,61 uM

WM278 27,46 uM

WM35 12,40 uM

WN793 5,96 uM

SKMEL-37 10,07 uM

PA-1 7,97 uM

SW626 30,40 uM

EPG85-257P 45 yM uM

Helioscopinolideo E EPP85-181P 77 uM _

E. tuckeyana HT-29 108 uM EXQERTE
Steud. ex EPG85-257P 38 uM FERREIRA
Webb Helioscopinolideo B EPP85-181P 78 uM 2008 ’

HT-29 102 uM

Naringenina EPG85-257P 95 uM
EPP85-181P 65 uM
DE

HRT-18 39,2 uM OLIVEIRA et
E. umbellata Eufol al., 2021
(Pax) Bruyns Jurkat 84,33 uM CRUZ et al

HL-60 49,36 uM 2018 "

HRT-18 69,80 uM
E_ welwitschii Welwitschena EPG85-257RDB 17,1 uM
B.oiss. 2 . . EPG85-257RDB 3,6 uM REIS et al.,
Reut. Epoxiwelwitschena EPP85-181RN 21,3 uM 2015

EPP85-181RDB 18,2 uyM

Fonte: A autora.
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Encontram-se também na literatura relatos de estudos in vivo corroborando o
potencial citotoxico observado em estudos in vitro. A exemplo, tem-se que extrato
hidroalcéolico de cascas de E. tirucalli reduziu a progressédo tumoral em modelo de
tumor ascitico de Ehrlich (SANTOS et al., 2016). Ja a ingestédo de solugdo aquosa de
latex de E. tirucalli, promoveu reducdo do volume tumoral em ratos Walker 256
portadores carcinossarcoma (MARTINS et al., 2020) e intensidade da metastase
pulmonar em modelo de melanoma (BRUNETTI et al., 2019). De forma semelhante,
extrato de acetato de etila de E. hemifusa foi capaz de reduzir a metastase de cancer
de mama para o pulmdo (SHIN et al.,, 2016). J4 o tratamento com EFLDO, uma
substancia isolada de extrato de E. lunulata reduziu o tamanho de tumor hepético
(HepG2) de forma dose dependente (QU et al., 2018).

3.4 POTENCIAL CITOTOXICO DA ESPECIE Euphorbia umbellata

A espécie Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (sinonimias: Synadenium grantii
e Synadenium umbellatum) é conhecida popularmente pelos nomes de janauba,
leitosinha, African milk bush (Figura 2) (ROJAS-SANDOVAL, 2017). Tradicionalmente
é utilizada na forma de uma garrafada, a qual o preparo consiste em adicionar 18
gotas do latex, extraido do caule, em 1 litro de agua, sendo administrado um calice 3
vezes ao dia. Indicado para tratamento de alergias, cancer, cdlicas menstruais,
doenca de Chagas, diabetes, dores no corpo, gripe, hemorragia, impinge, impoténcia
sexual, lepra, leucemia, obesidade, tumores e Ulcera nervosa (ORTENCIO apud LUZ
et al., 2016).
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Figura 2 — Espécime de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns e folhas (em destaque).

: v v \

K
Fonte: A autora.

Estudos fitoquimicos revelaram ampla variedade de metabdlitos. Do latex ja
foram identificadas proteinas (BADGUJAR, 2014; MENON et al., 2002) e
glicoproteinas (RAJESH et al., 2006); ésteres diterpénicos (HASSAN; MOHAMMED;
MOHAMED, 2012; KINGHORN; CHIN; SWANSON, 2009), triterpenos (CRUZ et al.,
2018; HASSAN; MOHAMMED; MOHAMED, 2012; LUZ et al., 2016; MUNHOZ et al.,
2014), compostos fendlicos, &cidos organicos e graxos (COSTA et al.,, 2012,
UZABAKILIHO; LARGEAU; CASADEVALL, 1987), ressaltando a presenca de ésteres
de forbois, relatados na literatura como responsaveis pela atividade anticancer e
marcadores taxonémicos da familia Euphorbiaceae (COSTA et al., 2012; VASAS,;
HOHMANN, 2014).

No que diz respeito aos estudos citotoxicos, a atividade antitumoral e
antiangiogénica do extrato etanol das partes aéreas foi relatada. Houve reducéo
significativa na producdo de fator de crescimento vascular endotelial, além de
atividade pro-apoptética na linhagem K-562, a qual ocorre via aumento da geracéo de
espécies reativas de oxigénio, ao promover a despolarizagdo mitocondrial,
externalizacdo de fosfatidilserina e ativacdo da caspase 9 (MOTA; BENFICA,
VALADARES, 2012).

Resultado semelhante foi observado para o extrato etanol de folhas de S.
umbellatum (E. umbellata) para o qual foram investigados os mecanismos de inducao

da morte celular em modelos de tumor de Ehrlich. Demonstrando que ocorre apoptose
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uma vez eu foi observado aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio,
aumento da concentracao de célcio, alteracdo da funcao mitocondrial, externalizacao
de fosfatidilserina resultando na ativacao das caspases e morte celular (MOTA et al.,
2012).

Outro estudo avaliou o potencial citotoxico de extratos das folhas, o extrato
metanol e as fracfes acetato de etila e metanol foram avaliadas frente as linhagens
U251, MCF-7, 786-0 e NCI-H460; a fracado acetato de etila foi a mais potente para
todas as linhagens, com valores de Clso de 25; 23,7; 10,6 e 1,1 pg/mL. A atividade
antiproliferativa de extratos das cascas do caule também foi determinada, a exemplo
das folhas e a fracao acetato de etila foi a mais ativa, apresentando valores de Clso de
2,9; 2,9; 1,4 e 0,37 ug/mL, para as mesmas linhagens celulares (CAMPOS et al.,
2016).

Frente a linhagem Jurkat, foram analisadas as fracbes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol de cascas de E. umbellata. Entre essas, a fracao cloroférmio
foi a mais potente, com valor de Clso de 7,59 ug/mL apés 72 h de tratamento. Além
disso, a acdo citotoxica esta associada a inducdo da apoptose e parada de ciclo
celular em fase GO/G1 (KANUNFRE et al., 2017).

O latex devido ao uso tradicional € a matriz mais estudada em relacdo ao
potencial citotéxico. Tanto que o latex e a sua forma de uso popular (diluigdo em agua)
foram avaliados em linhagem B16F10, promovendo reducéao da viabilidade celular in
vitro e in vivo, uma vez que houve reducédo significativa do volume do tumor de
melanoma em camundongos (OLIVEIRA et al., 2013). O latex também se mostrou
citotoxico para as linhagens HRT-18 e HelLa, com valores de Clso de 263,42 e 252,58
pg/mL, respectivamente (LUZ et al., 2015).

Luz et al. (2016) determinaram a atividade citotoxica de fragbes (hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol) do latex de E. umbellata em modelos tumorais,
linhagens HelLa, HRT-18 e Jurkat. A fragdo hexano foi a mais citotoxica, obtendo o
menor Clso (1,87 pg/mL) para as ceélulas Jurkat, portanto apresentando-se como
efetiva e promissora fracdo com atividade antitumoral em células leucémicas. De fato,
quando analisada a seletividade da fragdo, o indice foi superior a 2 (SI= 4,10),
indicando menor toxicidade as células normais do que as cancerosas. Esse estudo
demonstrou, ainda, que a citotoxicidade esta relacionada a parada do ciclo celular e a
inducdo de morte celular por apoptose. Este estudo estabelece a maior poténcia da

fracéo apolar quando comparada as demais fracoes.
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Considerando o potencial citotéxico da fragcdo hexano, esta foi refracionada e
seus efeitos avaliados em varias linhagens celulares. A exemplo, tem-se que a fracédo
hexano e a subfracdo diclorometano foram avaliadas na linhagem de melanoma
B16F10 e obteve como resultado valores de Clso de 18,02 e 2,82 pg/mL,
respectivamente. Ao determinar a seletividade observa-se valores de 1,1 e 3,4. Tal
estudo sugere que o refracionamento potencializa o efeito citotoxico e aumenta a
seletividade (ANDRADE et al., 2021).

Outros estudos foram realizados com fracdes e subfracdes de latex. As fracdes
cloroférmio e acetato de etila demonstram citotoxicidade em linhagens B16F10, com
resultados de Clso de 13,7 e 2,3 ug/mL, respectivamente (ALVES et al., 2020b). Em
linhagens modelo de cancer de mama (4T1 e MDA MB 231) as fra¢fes cloroférmio e
acetato de etila também foram citotoxicas com valores de Clso de 3,0 e 2,2 pug/mL,
para linhagem 4T1 e 6,0 e 2,0 pg/mL, para linhagem MDA MB 231 (CABRAL et al.,
2020a, 2020b). Ja as subfracdes variaram de 2,0 a 25 pug/mL, frente a linhagem 4T1
(CABRAL et al., 2020a).

Quando avaliadas em linhagens cancerosas Hepalclc7, B16F10 e MDA MB-
231, as fracdes e subfracbes apresentaram valores de Clso entre 2,0 e 38,3 pg/mL
(ALVES et al., 2020a; CABRAL et al., 2019). Tais estudos ainda demonstraram que
os tratamentos reduziram o potencial elétrico mitocondrial, observado pela reducéo
da fluorescéncia (ALVES et al., 2020b, 2020a; CABRAL et al., 2020a, 2020b); alteram
o ciclo celular com aumento da populacéo de células 4T1 em fase G2/M (CABRAL et
al., 2020b) e aumento da populacédo de células B16F10 em fase S (ALVES et al.,
2020b).

Eufol, substancia majoritaria presente no latex de E. umbellata € um triterpeno
tetraciclico, o qual ja foi avaliado frente a um painel de células tumorais, com valores
de Clsovariando de 1,41 uM (LNCaP - prostata) a 38,89 uM (T47D - cancer de mama)
(SILVA et al., 2018). Em células Jurkat, 117,17 uM reduziu em 56% a viabilidade
celular quando comparado ao controle negativo (LUZ et al., 2016).

Enquanto que 140,60 uM de eufol gerou aproximadamente 60% de morte
celular em linhagem CNS (células gastricas ndo tumorais) e 100% nas linhagens CS12
(células gastricas né@o tumorais), AGS (adenocarcinoma gastrico) e MKN 45
(adenocarcinoma gastrico) (LIN et al., 2012). Em linhagem HRT-18, o eufol mostrou-
se citotoxico com valor de Clso de 70,1 uM. O tratamento com 234,4, 117,2 e 58,6 uM

de eufol resultou em alteracdes morfoldégicas como arredondamento, condensacao de
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cromatina e formacéo de blebs, indicando a ocorréncia de um processo apoptotico
(OLIVEIRA et al., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Eter de petrleo, hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, etanol,
metanol, vanilina, bicarbonato de sdodio, dimetilsulfoxido (DMSO), glutamina e acido
sulfdrico foram adquiridos da Vetec. Alaranjado de acridina, azul de tripan, brometo
de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio (MTT), brometo de etidio,
camptotecina, hidrocloreto de doxorrubicina, Histopaque 1077, iodeto de propideo,
mesilato de imatinibe, piruvato de sodio, RNAse, solugcdo de antibidtico
(estreptomicina-penicilina) e triton X-100 foram adquiridos da Sigma Aldrich. Os
meios de cultura RPMI 1640 e DMEM/F-12, soro fetal bovino (SFB), tripsina e tampéao
fosfato pH 7,4 (PBS - phosphate buffer saline) da Gibco. Da empresa Thermo Fischer
Scientific foi utilizado o reagente CellEvent TM Caspase-3/7, e por fim, agua ultra pura
foi produzida pelo Laboratdrio de Recursos Hidricos da Universidade Estadual de

Ponta Grossa.

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Diversos equipamentos pertencentes a UEPG e ao National Center for Natural
Products Research (NCNPR) foram utilizados para a realizacdo dos experimentos,
entre eles: balanca analitica (Shimadzu e Acuris Instrument), banho térmico (Logen e
Fischer Scientific), camera fotografica (Olympus DP71), citbmetro de fluxo (BD
Bioscience), contador automético de células (BioRad), Cytation 5 Image Reader
(BioTech), pHmetro (Sartorius e Gehaka), cabine de fluxo laminar (Veco e Esco),
incubadora de CO:2 (Sanyo e Thermo Scientific), leitor de placas (Biotec e Molecular
Devices), microscopio de fluorescéncia (Olympus BX41), microscopio éptico (Olympus
CX31 e Nikon), agitador de tubos tipo vortex (Marconi e Fisher Scientific) e manta
aquecedora (Fisatom), assim como os acessorios filtro 0,45 pm (Coring), lamina e
laminula (Bioslide), camara de Neubauer (Knittel Glaser), micropipetas (Brand e
Eppendorf), placa de cultura de 24 e 96 pocos (Kasvi e Falcon), tubos de 2 mL, 15 mL
e 50 mL (Kasvi e Thermo Scientific) e tubos a vacuo contendo anticoagulante (EDTA

- ethylenediamine tetraacetic acid) (Labor Import), silica 35-70 mesh (Merck).
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4.3 OBTENCAO DAS FRACOES, SUBFRACOES E EUFOL (SUBSTANCIA
ISOLADA)

O latex de E. umbellata foi coletado, em outubro de 2015, na cidade de Ponta
Grossa, Parana (975 metros de altitude, 25°05°38"" S de latitude, 50° 09300 de
longitude), através de diversas incisdes de cerca de cinco centimetros na casca do
caule e galhos, sendo o latex secretado coletado em frascos limpos e opacos. O
material coletado foi armazenado sob refrigeracdo até o momento do fracionamento.
A identificacdo havia sido realizada em fevereiro de 2014, sendo que uma exsicata foi
depositada e registrada no Herbario Maria Eneida P. Kauffmann Fidalgo, do Instituto
de Botanica de Sao Paulo, sob numero de registro SP453920.

O fracionamento (Figura 3) se deu em um extrator de Soxhlet. Para tanto, o
latex (40,383 g) foi adsorvido em silica e submetido & extragdo por 5 h com solventes
de polaridade crescente (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol). Apds a
extracdo 0s solventes foram removidos em rotaevaporador, apresentando
rendimentos de 24,91; 11,12; 2,92 e 0,08%, respectivamente. Todas as fracdes foram
armazenadas sob refrigeragéo.

O refracionamento (Figura 3) foi realizado por processo semelhante, sendo que
a fracdo hexano (7,427 g) foi adsorvida em silica e extraida com os solventes éter de
petréleo, diclorometano, etanol e metanol. As subfrac6es também foram concentradas
em rotaevaporador apresentando rendimentos de 51,19; 15,23; 5,98 e 0,77%,
respectivamente. Todas as fragdes foram armazenadas sob refrigeracéo.
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Figura 3 — Desenho experimental da obtencdo de frac6es e subfracbes do latex de Euphorbia
umbellata.

Latex de Euphorbia umbellata

Fracionamento em
Soxhlet por 5 h

/K
~ T

Fracao Fracgao cloroférmio Fracdo acetato de Fracado
hexano etila metanol

Fracionamento em
Soxhlet por 5 h

N

Subfracao Subfracao Subfracao Subfracao
éter de diclorometano etanol metanol
petréleo

Fonte: a autora.

Para obtencao do eufol, substancia isolada do latex, foi realizado o processo
de precipitacao acida, onde o latex in natura (19,521 g) foi adicionado em 100 mL de
agua acidificada (1% de acido sulfarico), em seguida adicionou-se 100 mL de éter de
petréleo. O precipitado foi filtrado e armazenado sob refrigeracdo. Parte do precipitado
(2,98 g) foi submetido a cromatografia em coluna, eluida de modo gradiente com
hexano e acetato de etila. As fragbes obtidas foram avaliadas por cromatografia em
camada delgada e reveladas com vanilina sulfurica. Fracdes com perfis semelhantes
foram agrupadas e analisadas por ressonancia magnética nuclear. Os resultados
foram comparados com a literatura comprovando o isolamento do triterpeno

tetraciclico eufol (Figura 4).
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Figura 4 — Estrutura quimica do eufol.

HO

Fonte: ChemSpider, 2021.

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO
4.4.1 Cultivo celular

Foram utilizadas células humanas de leucemia (K-562 - ATCC CCL-243 e HL-
60 - ATCC CCL-240), cancer colorretal (HT-29 - ATCC HTB-38 e HCT 116 - ATCC
CCL-247), cancer de mama (MCF-7 - ATCC CRL-3435 e MDA-MB 231 - ATCC HTB-
26) e células embrionérias de rim humano (HEK-293 - ATCC CRL-1573). As linhagens
leucémicas, que proliferam em suspensdo, foram cultivadas em meio RPMI® 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 20 mM de bicarbonato de sédio, 2 mM
de glutamina e penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 10 mg/mL, respectivamente).
As demais linhagens dependentes de adesédo foram cultivadas em meio DMEM/F-12
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 28,5 mM de bicarbonato de sodio e
penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 10 mg/mL, respectivamente). Todas as
linhagens foram mantidas em expanséo continua e em estufa a 37 °C em uma

atmosfera umidificada contendo 5% de COa.

4.4.2 Determinagéo da viabilidade celular

A citotoxicidade das fracdes e subfracdes do latex de E. umbellata e do eufol
foi avaliada por meio da determinacgao da viabilidade celular empregando o ensaio de
reducdo do sal de tetrazolio (MTT) conforme descrito por Mosmann (1983) e descritas
a seguir. Para tanto, todas as amostras (fracdes, subfracdes e eufol) foram
solubilizadas em DMSO em uma concentracao de 25 mg/mL, ou 58,58 mM, no caso

do eufol. O desenho experimental é apresentado na figura 5.
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4.4.2.1 Linhagem com crescimento em suspensao

As células K-562 foram plagueadas na densidade de 1 x 10° células/mL em
placas de 24 pogos. Apés 24 h, as células foram tratadas com vérias concentragcfes
da fracdo hexano (1,25-25 pug/mL), de suas subfragdes (1,25-25 pg/mL) e eufol (23,4-
117,2 uM), diluidos em soluc¢éo veiculo (DMSO 0,1% em meio de cultivo). A avaliacao
da viabilidade celular foi realizada 72 h apés a adi¢cdo do tratamento, transferindo as
células para tubos de 2 mL e centrifugadas por 5 minutos a 220 g. O sobrenadante foi
descartado e ao precipitado celular foram adicionados 400 pL de reagente MTT (0,5
mg/mL). As células foram incubadas em condicdo de cultivo por 30 minutos; em
seguida os tubos foram centrifugados (5 minutos a 900 g), o sobrenadante foi
removido e os cristais de formazan foram solubilizados em 300 puL de DMSO. A leitura
das absorbéancias foi feita em uma leitora de placas num comprimento de onda de 570
nm. Solugéo veiculo (DMSO 0,1 %, em meio de cultivo) foi utilizada como controle. A

analise foi realizada, no minimo, em 3 experimentos independentes e em triplicata.

4.4.2.2 Linhagens com crescimento dependente de adeséo

As linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231 foram plaqueadas na
concentracdo de 5 x 10* células/mL, em placas de 96 pocgos. Apds 24 h, 100 pL de
diferentes concentracdes de fragbes (12,5-200 pg/mL), subfragbes (12,5-200 pug/mL)
e eufol (25-200 uM), diluidos em solucgéo veiculo (DMSO 0,8% em meio de cultivo),
foram adicionados aos pocos. A analise de viabilidade foi realizada apds 24 e 48 h de
tratamento, sendo 0 meio removido e substituido por 100 uL de solucédo de MTT (0,5
mg/mL) e incubado em condi¢des de cultivo por 3 ou 4 h. Os cristais de formazan
foram solubilizados em 100 pL de DMSO e a leitura foi realizada em leitora de placa,
comprimento de onda 570 nm. Solugéo veiculo (DMSO 0,8%, em meio de cultivo) foi
utilizada como controle. Foram realizados quatro experimentos independentes em

duplicata para cada concentragao.

4.4.2.3 Célculo da viabilidade celular e Clsg

Os resultados de viabilidade celular foram expressos em porcentagem (%),

para o calculo utilizou-se a equacgao abaixo.
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Absorbancia média das amostras testadas

e 100
% viabilidade _ Absorbancia média do controle x

Sendo o controle células tratadas apenas com solucdo veiculo, enquanto que
as amostras correspondem as diferentes concentracdes de tratamento adicionadas.

Para determinagéo do Clso foi utilizado o software StatPlus (verséo 5.9.8), a
analise de sobrevivéncia pela regressao de Probit, método de Finney (FINNEY, 1971).
Os resultados foram expressos em Clso  erro padrdo da média.

4.5 DETERMINACAO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

Foi calculado previamente a concentracao das subfracdes do latex e do eufol
que inibe 50% do crescimento celular (Clso) no periodo de tratamento de 48 h.

O IS é um valor obtido como a razéo entre o Clso obtido para linhagens néo
tumorais e as linhagens tumorais. As células ndo tumorais HEK-293 (células
embrionarias de rim humano) foram obtidas da ATCC (CRL-1573) e a avaliacdo da
citotoxicidade foi realizada conforme descrito no item 4.4.2.2.

Enquanto as células mononucleares (linfécitos e monécitos) foram isoladas de
sangue periférico de trés voluntarios saudaveis (40 mL de cada voluntario), apos
assinatura do termo de consentimento livre esclarecido (COEP 3.653.048 — anexo A).
O sangue foi coletado em tubos a vacuo contendo anticoagulante (EDTA), e diluido
em volume igual de PBS pH 7,4, e na sequéncia homogeneizado lentamente. Sobre
o reagente Histopaque 1077® foi adicionado o sangue diluido, na proporcdo 1 mL de
reagente para cada 2 mL de sangue diluido. Em seguida, os tubos de 50 mL foram
centrifugados a 220 g por 30 minutos. Apds este periodo os linfécitos e mondcitos
foram coletados, diluidos em volume igual de PBS concentrado, pH 7,4 e novamente
centrifugados a 220 g por mais 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o residuo
celular ressuspenso em 24 mL de meio de cultura RPMI 1640, acrescido de 10% de
SFB e 1% de penicilina e estreptomicina (100 U/L e 10 mg/L respectivamente). A
viabilidade celular foi avaliada em camara de Neubauer utilizando o corante azul de
tripan. A suspensao celular foi plagueada em placas de 24 pocos e mantida por 2 h
na incubadora de CO:2 (tempo necessario para adesdo dos mondcitos a placa de
cultivo), enquanto os linfécitos permanecem em suspensao. Apds as 2 h, o0 meio

contendo os linfécitos foi retirado das placas, reunido em tubo de 50 mL e centrifugado
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a 220 g por 5 minutos. O precipitado celular foi ressuspenso em 5 mL de meio de
cultura e a viabilidade e concentracdo celular foram determinadas em camara de
Neubauer. Sobre os mondcitos aderidos foi adicionado meio de cultura.
Posteriormente a contagem, foram plaqueados 500 yL de uma suspenséo celular a 1
x 108 células/mL. Aguardou-se 1 h para estabilizacdo celular e na sequéncia foram
adicionadas diluicdes da subfracéo diclorometano (5 a 200 pg/mL) e eufol (23,4-117,2
pM), diluidas em solugéo veiculo (DMSO 0,1% em meio de cultivo), sendo a mesma
utilizada como controle. Apoés 48 h de tratamento foi realizada analise da viabilidade
celular por reducédo mitocondrial por MTT para todas as células conforme descrito no
item 4.4.2.1.

4.6 INVESTIGACAO DOS EFEITOS ASSOCIADOS A CITOTOXICIDADE

Foram testadas as amostras mais eficazes frente as linhagens mais sensiveis
obtidas nesse ou em estudos prévios (CRUZ et al.,, 2020). Foram avaliados: (1)
investigacdo do processo de morte induzida pelos tratamentos utilizando os ensaios
de andlise morfologica com o emprego dos fluoréforos alaranjado de acridina e
brometo de etidio, (2) distribuicdo percentual das células nas fases do ciclo celular
com emprego de iodeto de propidio (PIl) por citometria de fluxo, (3) ativacdo de
caspases 3 e 7 por microscopia de fluorescéncia. Desenho experimental é

apresentado na figura 5.

4.6.1 Avaliacdo de morte celular com fluoréforos

A avaliagdo do tipo de morte induzida pelos tratamentos com as fragdes e
subfragcbes do latex de E. umbellata foi realizada conforme protocolo descrito por
Ribble et al. (2005) com modificacdes.

As células HL-60 e K-562 foram plaqueadas 4 x 10 células/mL em placas de
24 pogos. Apos 12 h foram adicionadas, na linhagem HL-60, as subfracdes
diclorometano (10 e 20 pg/mL) e etanol (37,5 e 75 pg/mL) e, na linhagem K-562, eufol
(23,4 e 46,9 uM).

Apos 12 h de tratamento, as células foram coletadas, transferidas para tubos
de 2 mL, centrifugadas por 5 minutos a 220 g. O sobrenadante foi removido, sobre o
precipitado de células foram adicionados 2 pL de solugéo de alaranjado de acridina e

brometo de etidio (100 pg/mL, cada). O conteudo foi homogeneizado e 10 pL foram
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colocados entre lamina e laminula. A fluorescéncia foi observada em microscopio de
fluorescéncia. Como controles foram utilizados meio de cultura e solugdo veiculo
(DMSO 0,08% (HL-60) e 0,4% (K-562) em meio de cultura). Como controles positivos
foram utilizadas solu¢des de mesilato de imatinibe 0,5 uM e cloridrato de doxorrubicina
85 nM. Os ensaios foram realizados em duplicata.

A distincéo celular foi realizada conforme descrito por Baskic et al. (2006) no
qual células viaveis sdo as que possuem nucleos verdes brilhantes uniformes com
estrutura organizada. Enquanto células apoptoéticas tém ndcleos verdes, mas € visivel
a condensacédo da cromatina como fragmentos verdes brilhantes ou possuem nudcleos
laranja com cromatina condensada ou fragmentada. As células necréticas, por sua

vez, apresentam-se uniformemente laranja com estrutura organizada.

4.6.2 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

As células HL-60 e K-562 foram plaqueadas 4 x 10° células/mL em placas de
24 pocos. Apdés 12 h foram adicionadas, na linhagem HL-60, as subfracdes
diclorometano (10 e 20 pug/mL) e etanol (37,5 e 75 pug/mL) e, na K-562, eufol (23,4 e
46,9 uM).

Apo6s 12 h, as células foram coletadas, transferidas para tubos de 2 mL,
centrifugadas por 5 minutos a 1800 rpm. O sobrenadante foi removido, o precipitado
celular foi ressuspendido em 0,5 mL de tampédo pH 7,4, foram novamente
centrifugadas (5 minutos a 1800 rpm) e o sobrenadante removido. Sobre o precipitado
de células foi adicionado 200 pL de tampéo PSSI (50 ug/mL de iodeto de propidio,
0,1% Triton X-100 e 50 pg/mL RNAse, preparados em tampéao pH 7,4) e incubadas
por 5 h em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido o tempo de incubacéo,
as amostras foram analisadas em um citdbmetro de fluxo. Como controles foram
utilizados meio de cultura e solucdo veiculo (DMSO 0,08% (HL-60) e 0,40% (K-562)
em meio de cultura). Como controles positivos foram utilizadas solugbes de mesilato
de imatinibe 0,5 uM e cloridrato de doxorrubicina 85 nM. Os ensaios foram realizados

em quadruplicata.
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4.6.3 Analise da atividade da caspases 3 e 7

A determinacdo da atividade de caspases empregando o kit reagente
CellEvent™ Caspase 3 e 7 (ThermoScientific) sendo seguido o procedimento

conforme instrugdes do fornecedor.

4.6.3.1 Linhagens com crescimento em suspensao

Células HL-60 foram plagueadas na concentragéo de 4x10° células/mL. Apds
24 h de estabilizacdo foram adicionadas as amostras: subfracdes diclorometano (10
e 20 pg/mL) e etanol (37,5 e 75 pg/mL). Como controles foram utilizados meio de
cultivo celular, solucédo veiculo (solu¢cao de DMSO 0,08% em meio de cultivo) e 85 nM
de doxorrubicina. Apés 4 h de tratamento, as células foram transferidas para tubos de
2 mL, centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, o sobrenadante foi descartado e sobre
o precipitado celular foram adicionados 100 uL de reagente CellEvent™ Caspase 3/7
(2 uM diluido em PBS). O material foi incubado em condi¢Bes de cultivo por 1 h antes
da analise em microscoépio de fluorescéncia. Os experimentos foram realizados em

duplicata.

4.6.3.2 Linhagens com crescimento dependente de adeséo

A linhagem MDA-MB 231 foi plaqueada (5x102 células/poco) e tratada com 20
ug/mL de fracdo acetato de etila e subfracdo diclorometano, e 40 uM de eufol. Apds 6
h, o meio foi substituido pelo reagente CellEvent Caspase 3 e 7 (2 uM em PBS),
incubado por 1 h em condic¢des de cultivo. Meio de cultivo foi utilizado como controle.
A andlise foi realizada em equipamento Cytation 5 Image Reader. Foram realizados

dois experimentos independentes em duplicata.
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Figura 5 - Desenho experimental da analise de viabilidade celular e efeitos associados a citotoxicidade
de fracoes e subfracbes do latex de Euphorbia umbellata.

Viabilidade celular

Reducao de MTT

/’/R
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Morte celular com fluoréforos e analise do ciclo celular

K-562 HL-60
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Eufol Subfragdes
diclorometano e etanol

Ativacdo de caspases 3 e 7

HL-60 MDA-MB 231
J 4 h J' 6h

Subfragoes Fragdo acetato de etila
diclorometano e etanol Subfracao diclorometano
Eufol

Fonte: a autora.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram normalizados em relacdo ao controle, expressos como
meédia * erro padrdo da média e analisados pelo programa estatistico Graph Pad
Prism (versao 5), empregando-se a analise de variancia ANOVA de uma via, seguido
dos pos teste Tukey. Valores de p menores do que 0,05 foram considerados como
indicativos de significancia. Os valores de Clso foram calculados no software StatPlus
versdo 5.9.8, pelo método de analise de Probit, método de Finney.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento de um farmaco, como os antitumorais, o potencial de
citotoxicidade dos produtos naturais pode ser avaliado em linhagens celulares, por
meio de diferentes ensaios, que incluem a determinacdo da viabilidade celular. De
fato, o teste de citotoxicidade in vitro, tem se tornado importante para a avaliacdo de
diferentes atividades biologicas sendo, portanto, considerado fase de triagem inicial
(FRESHNEY, 2016).

A determinacdo da viabilidade celular pode ser realizada pelo emprego de
métodos colorimétricos como o da reducéo de sal de tetrazélio (MTT), o qual € descrito
como método padrdo ouro. Baseia-se no principio de que células viaveis, com
metabolismo ativo, convertem o MTT a cristais de formazan, os quais possuem
absorbancia maxima préoxima a 570 nm. (MOSMANN, 1983; RISS; NILES; MINOR,
2004).

5.1 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DA FRACAO HEXANO E
SUBFRACOES DO LATEX DE Euphorbia umbellata E DO EUFOL NO MODELO DE
LEUCEMIA

Assim, buscando ampliar a observacdo do efeito proeminente da fracao
hexano, especificamente frente as linhagens modelos de leucemias, conduziu-se a
avaliacdo do potencial citotoxico da fracdo hexano, subfracdes e eufol sobre a
linhagem K-562, modelo de leucemia mieloide crénica (Figura 6). Os valores de Clso

sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 6 — Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem K-562 apés 72 h de tratamento com fracédo
hexano, subfracdes e eufol.
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Os resultados foram expressos em média e erro padrdo da média de 3 experimentos independentes e
em quadruplicata. O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0,001) em relacdo ao controle (C)
(solucéo veiculo - DMSO 0,1%, em meio de cultivo).

Fonte: a autora.

Considerando os valores de Clso calculados, nota-se que o fracionamento
alterou o efeito citotéxico, inclusive potencializando o efeito quando se compara 0s
resultados das subfragfes diclorometano e etanol & matriz inicial, fracdo hexano. Esse
efeito € consequéncia da modificacdo da composi¢cdo das matrizes vegetais, com
selecdo de compostos devido a polaridade e sugere que ha efeito sinérgico entre
diterpenos e triterpenos presentes nessas subfragcdes (ANDRADE et al., 2021; CRUZ
et al., 2020). Os diterpenos podem exercer seus efeitos por meio da modulacao de
PKC (protein kinase C - proteina quinase C); inibicdo da atividade da topoisomerase
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Il ou da sintese de DNA; inducéo de apoptose por inibicdo de IL-6 e ativacdo de STAT
ou inibicdo da via NF-kB (VASAS e HOHMANN, 2014). Ja os triterpenos atuam na
ativacao ou inibicdo de receptores de membrana (TGR5, CCR5 e canabinoides);
downregulation de genes Spl, Sp3, Sp4; reducdo da expressao de ciclina, Bcl-2,
VEGF (SAFE et al., 2012).

Tabela 2 - Valores de Clso (ug/mL) obtidos apds tratamento por 72 h, com fracdes, subfracbes e eufol
de latex de Euphorbia umbellata para a linhagem K-562.

Hexano Eter de petréleo Diclorometano Etanol Metanol Eufol
7,78+4,86 >25 2,52 +0,49 1,26 + 3,65 ND 34,56 £ 2,12 uM

Dados expressos como Clso + erro padrdo da média, calculados por andlise de Probit, método de
Finney. ND- ndo determinado.
Fonte: a autora.

A citotoxicidade de extratos provenientes de folhas de E. umbellata frente a
linhagem K-562 tem demonstrado valores de Clso de 400 ug/mL para o extrato bruto
etandlico, enquanto que fracBes hexano e cloroférmio apresentam valores de Clso de
100 e 80 pg/mL, respectivamente, ap6s 24 h de tratamento, demonstrando que o
fracionamento com solventes apolares aumenta a citotoxicidade, uma vez que ha
concentracdo dos compostos ativos (NOGUEIRA et al., 2008). Tais resultados
também foram corroborados nesse estudo.

No mesmo sentido, estudos com fracdes obtidas do extrato bruto hidroalcoolico
das cascas do caule de E. umbellata também demonstraram que a fracéo cloroférmio
mostrou-se mais potente frente a linhagem Jurkat (leucemia humana), apresentando
valor de Clso de 21,76; 7,72 e 7,59 ug/mL, para o tempos de 24, 48 e 72 h de
tratamento (KANUNFRE et al., 2017).

Outro estudo descrito na literatura demonstra que o extrato etandlico obtido de
partes aéreas de E. umbellata reduz em 50% a viabilidade celular de células K-562 na
concentragédo de 73 ug/mL (MOTA; BENFICA; VALADARES, 2012). Entretanto, 0os
pesquisadores que conduziram esse estudo ndo avaliaram o fracionamento do extrato
bruto etandlico para verificar se haveria uma potencializacédo dos efeitos citotoxicos
das fracOes desse material.

Ademais, em estudos prévios do grupo de pesquisa observou-se que o0
fracionamento do latex potencializou o efeito citotoxico, uma vez que os valores de
Clso obtidos para o latex foram de 252,58 e 263,42 pg/mL para as linhagens HelLa e
HRT-18, enquanto que as fracdes hexano e cloroférmio apresentaram valores de
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30,50 e 180,44 pg/mL, para a linhagem HelLa e 26,16 e 170,85 pug/mL, para a linhagem
HRT-18 (LUZ et al., 2015, 2016).

As fragcdes também foram avaliadas frente a linhagem Jurkat, um modelo de
leucemia, e esta mostrou-se mais sensivel ao tratamento do que as linhagens
anteriormente descritas. Apresentando valores de Clso de 1,87; 17,68; 132,57 e 19,13
pg/mL para as fracbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
respectivamente (LUZ et al., 2016).

Esses resultados revelam o grande potencial da fracdo hexano, especialmente
frente a linhagem modelo de leucemia. Portanto, a fracdo hexano foi refracionada e
avaliada nas linhagens leucémicas Jurkat e HL-60. A fracdo hexano foi citotéxica com
valores de Clso de 15,93 e 0,76 pg/mL, respectivamente. Ja as subfracdes
diclorometano e etanol apresentaram valores ainda inferiores, sendo que para a
linhagem Jurkat os valores foram 0,96 e 11,86 ug/mL e para a linhagem HL-60, 0,69
e 0,05 pug/mL, respectivamente (CRUZ et al., 2020).

O eufol, por sua vez, também ja foi avaliado frente a diversas células,
apresentando valores de Clso entre 1,41 e 38,89 uM, porém, nenhuma linhagem
modelo de leucemia foi avaliada (SILVA et al., 2018). Em relacdo as linhagens
leucémicas o eufol apresentou valores Clso de 49,36 e 84,33 uM para HL-60 e Jurkat,
respectivamente (CRUZ et al., 2018).

Durante a pesquisa por novos compostos ou substancias citotoxicas além da
avaliacdo inicial, in vitro, é necesséario determinar a seletividade desses em células
nao neoplasicas. O indice de seletividade (IS) € um parametro utilizado para inferir a
respeito da toxicidade de uma amostra avaliada frente as células ndo tumorais. Uma
das formas de determina-lo € a partir da raz&o entre o Clso determinado para uma
linhagem n&o tumoral e uma tumoral, tratadas com a mesma amostra pelo mesmo
periodo e avaliadas pelo mesmo método.

Para tanto, como células ndo tumorais foram utilizados linfécitos e mondcitos
isolados de sangue periférico de voluntarios saudaveis. Estas foram tratadas com as
subfracdes diclorometano e eufol, por 48 h devido a limitacdo de viabilidade das
células obtidas de sangue periférico. Os valores de Clso e IS sé@o apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores de Clso e indice seletividade obtidos para as subfra¢des diclorometano e eufol de
latex de Euphorbia umbellata, apos 48 h de tratamento.

Células Clso IS
Diclorometano Eufol Diclorometano Eufol
Linfocito 53,04 pg/mL 71,79 uyM 7,42 2,08
Mondcito 65,16 pg/mL 81,20 uM 9,11 2,35
K-562 7,15 pg/mL 34,44 uM - -

Dados expressos como Clso, calculados por andlise de Probit, método de Finney. E IS calculados pela
raz&o entre Clso.
Fonte: a autora.

O indice de seletividade da fracdo hexano foi calculado ao comparar linfocitos
a linhagem Jurkat, com resultado de 4,30 (LUZ et al., 2016). O IS também foi calculado
para a subfracdo diclorometano comparando a linhagem HL-60 com linfocitos e
monocitos. A qual revelou alta seletividade com valores de 24,44 e 30,03 para
linfécitos e mondcitos, respectivamente (CRUZ et al., 2020). Ao comparar os valores
obtidos para a subfracdo com o obtido para a fracdo, tem-se que o fracionamento
aumenta a seletividade dos tratamentos.

Considerando todos os valores de Clso obtidos para linhagens leucémicas, a
linhagem HL-60, modelo de leucemia promielocitica aguda, foi a mais sensivel ao
tratamento com subfracdes diclorometano e etanol. Ja para o eufol, observa-se que a
linhagem K-562 foi mais sensivel ao tratamento. Dessa forma, essas amostras e
linhagens foram selecionadas para avaliar as possiveis vias que levam a morte celular.

A andlise morfoldgica foi realizada utilizando os reagentes fluorescentes
alaranjado de acridina e brometo de etidio. Considerando que o alaranjado de acridina
€ absorvido tanto por células viaveis quanto ndo viaveis e emite fluorescéncia verde,
e que o brometo de etidio é absorvido apenas por células ndo viaveis e emite
fluorescéncia alaranjada. Assim, distinguimos os tipos de células de acordo com a
emissao de fluorescéncia e o aspecto morfologico das células (BASKIC et al., 2006).

A Figura 7 apresenta o efeito do tratamento com as subfracdes diclorometano
e etanol na linhagem HL-60. Enquanto que a Figura 8 mostra o efeito do tratamento
com eufol em linhagem K-562. E possivel notar que os tratamentos causaram

apoptose, assim como os controles positivos, doxorrubicina e imatinibe.



57

Figura 7 — Efeito das subfracdes diclorometano e etanol sobre a morfologia de células HL-60 coradas
com alaranjado de acridina e brometo de etidio.

Veiculo

Diclorometano 10 ug/mL

Etanol 37,5 ug/mL Etanol 75 ug/mL

Doxorrubicina 0,085 uM Imatinibe 0,5 uM

Como controle negativo foram utilizados meio de cultura e solugédo veiculo (DMSO 0,08%, em meio de
cultivo). Todas as imagens estdo em aumento de 200x, barra= 200 um. v: células viaveis; a: células
apoptoticas; n: células necroticas.

Fonte: a autora.
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Os resultados observados nesse experimento estdo de acordo com dados
publicados de avaliacdo da citotoxicidade frente a linhagem Jurkat quando tratada
com fragdo hexano do latex ou com fragcdo cloroférmio de casca de caule de E.
umbellata. Também para essa linhagem celular, as matrizes vegetais obtidas da
espécie E. umbellata apresentaram reducdo da densidade celular e presenca de
células apoptoticas (KANUNFRE et al., 2017; LUZ et al., 2016).

Figura 8 - Efeito do eufol sobre a morfologia de células K-562 coradas com alaranjado de acridina e
brometo de etidio.

Veiculor

Eufol 23,4 uyM Eufol 46,9 uM

Imatinibe 0,5 uM

Como controles foram utilizados meio de cultivo e solugdo veiculo (DMSO - 0,4%, meio de cultivo).
Todas as imagens estao em aumento de 200x, barra=200 um. v: células viaveis; a: células apoptéticas;
n: células necréticas.

Fonte: a autora.
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A fracdo etanol obtida de partes aéreas de E. umbellata promoveu alteracdes
morfologicas tais quais condensacao de cromatina e formacao de blebs em células K-
562, corroborando os dados obtidos neste estudo (MOTA; BENFICA; VALADARES,
2012). Os resultados obtidos reforcam a proposta que os componentes quimicos
presentes nos extratos obtidos dessa espécie vegetal sdo capazes de promover
apoptose em células cancerosas.

A andlise do ciclo celular é realizada frequentemente usando citometria de
fluxo. Esta permite a quantificagdo unicelular do DNA corado para indicar a
porcentagem de células existentes em cada fase do ciclo celular (GORDON; BROWN,;
REYNOLDS, 2018).

O efeito do tratamento com subfracdes diclorometano e etanol foi avaliado
sobre a linhagem HL-60 (Figura 9). A subfracdo diclorometano, em ambas as
concentracdes testadas (10 e 20 pg/mL), provocou aumento da populacao celular em
fase S e em fase G2/M, em detrimento da fase GO/G1. Esse resultado infere que os
compostos presentes nessa fracdo sdo capazes de interagir com ciclinas e CDKs
especificas da fase S, possivelmente reduzindo a expressao de ciclina E, CDK 2, 6 e
7, assim como descrito para outros compostos de origem vegetal (BAILON-
MOSCOSO et al., 2017). Enquanto a subfracdo etanol causou aumento da populagéo
em fase sub GO, indicando processo apoptoético, sendo tal efeito mais intenso na maior

concentragao.
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Figura 9 - Distribuicdo do ciclo celular obtido para linhagem HL-60 apds 12 h de tratamento com
subfracdes diclorometano e etanol.
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Como controle foi utilizada solugao veiculo (DMSO 0,08%, em meio de cultivo). Os dados sao
expressos como porcentagem de populagédo celular em cada fase do ciclo celular, sendo média + erro
padrdo da média (n=4). *, **, *** indicam diferenca em relagao ao veiculo p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente.
Fonte: a autora.
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O tratamento com matrizes vegetais oriundas de E. umbellata € capaz de
alterar o ciclo celular de diferentes linhagens de células cancerosas. Relatos
cientificos demonstram que o latex reduz a populagéo celular em fase S-G2/M de
células B16F10 (OLIVEIRA et al., 2013), as fracdes hexano (do latex) e cloroférmio
(da casca de caule) aumentam significativamente a populagéo celular em fase sub GO
e GO/G1, em detrimento das populacdes em fase S e G2/M, em células Jurkat
(KANUNFRE et al., 2017; LUZ et al., 2016), e células K-562 quando tratadas com
extrato etanol de partes aéreas sofrem aumento das populagdes celulares em fases
GO0/G1 e G2/M, e reducédo da fase S, quando comparado a células sem tratamento
(MOTA; BENFICA; VALADARES, 2012).

O efeito do eufol sobre o ciclo celular de células K-562 € apresentado na Figura
10. Nota-se que aumento da populacao celular em fase sub GO, G1 e S, em detrimento
da populacdo em fase G2/M. Tal efeito é mais intenso na maior concentracdo de

tratamento.
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Figura 10 - Distribuicdo do ciclo celular obtidos para linhagem K-562 ap6s 12 h de tratamento com
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Como controle foi utilizada solugdo veiculo (DMSO 0,4%, em meio de cultivo). Os dados sao expressos
como porcentagem de populagdo celular em cada fase do ciclo celular, sendo média + erro padréo da
média (n=4). * indica diferenca significativa em relacéo ao veiculo (p<0,05).

Fonte: a autora.
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Para avaliacdo do efeito das subfracdes diclorometano e etanol sobre a
atividade de caspases 3 e 7 células HL-60 foram tratadas por 4 h com subfracdes. O
ensaio foi realizado utilizando o reagente de detecgéo CellEvent™ Caspase-3/7 o qual
€ um substrato fluorogénico para caspases 3 e 7 ativadas.

Apos ativacdo de caspase-3 ou caspase-7 em ceélulas apoptéticas, o reagente
(peptideo DEVD) é clivado, permitindo que o corante se ligue ao DNA e produza uma
resposta fluorogénica com um méximo de absor¢cdo / emissdo de aproximadamente
502/530 nm (LIFE TECHNOLOGIES, 2017).

As caspases sdo proteases identificadas por numeros, ja foram descobertas
pelo menos 15 diferentes enzimas. Quanto as suas funcbes sdo associadas ao
controle do processo de morte celular, como apoptose, e processos inflamatorios.
Entre as caspases responséveis pelo processo apoptoético, encontram-se as caspases
3 e 7, descritas como efetoras de apoptose (SHALINI et al., 2015). Dessa forma a
ativacdo de caspases 3 e 7 € indicativa do processo de apoptose, porém sem definir
se a apoptose se da por via intrinseca ou extrinseca.

Imagens foram obtidas utilizando microscopio de fluorescéncia (Figura 11). Ao
observa-las nota-se que ha maior fluorescéncia nas imagens referentes as
subfracdes, principalmente a subfracdo etanol em maior concentracdo. Isso indica a
ativacdo de caspases 3 e/ou 7. Porém, a baixa intensidade de fluorescéncia pode ser
devido ao curto periodo de tratamento.

Extrato etanol de partes aéreas de E. umbellata aumentaram em 15% a
atividade de caspase 9 em células K-562 (MOTA; BENFICA; VALADARES, 2012). De
forma semelhante, um extrato aquoso de raizes de E. formosana elevaram a clivagem

de caspase 3 de 2,4 para 3,7, em células leucémicas THP-1 (HSIEH et al., 2013).
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Figura 11 - Analise de ativacao de caspases de células HL-60 apés 4 h de tratamento com subfracdes
diclorometano e etanol.

Controle negativo Doxorrubicina 85 nM

Diclorometano 10 pg/mL Diclorometano 20 pg/mL

Etanol 37,5 uyg/mL Etanol 75 pg/mL

Meio de cultivo e doxorrubicina (85 nM) foram utilizados como controles negativos e positivos,
respectivamente. Imagens foram obtidas em aumento de 100x.
Fonte: a autora.

5.2 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS FRACOES E SUBFRACOES
DO LATEX DE Euphorbia umbellata E DO EUFOL FRENTE A MODELOS DE
CANCER COLORRETAL E DE MAMA

A citotoxicidade das fracOes sobre a viabilidade celular das linhagens modelo
de cancer colorretal (HT-29 e HCT 116) e das linhagens de cancer de mama (MCF-7
e MDA-MB 231) foi avaliada apos o tratamento por 24 e 48 h (Figuras 12 e 13). Os

valores de Clso sdo apresentados na Tabela 4.
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Figura 12 - Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231 apés 24 h de tratamento com frac6es hexano, cloroférmio, acetato de

etila e metanol.
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Fonte: a autora.
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Figura 13 - Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231 apés 48 h de tratamento com frac6es hexano, cloroférmio, acetato de

etila e metanol.

HT-29
150+
I &
S o L=
« 1004 = * x, = x
§=j
= x
acd
> 50+
*
B'E
nnn Ann
T L] T T L] T L] T T L L} L T T T L] T T
CLel ‘-’22%8% ‘-’22%8% Qﬁﬂ%%g
Hexano Clorofdérmio Acetato Metanol
de etila
Concentragao (ng/mL)
MCF-7
150+
%)
® 1004 I I |
=
e
o}
> 50+
= *
nn n n
T L] T L] T L] T L L] L L L] T T T T
CoEB Uxﬂmgg ‘-’22%8§ ‘-"“\}QSS§
Hexano Clorofarmio Acetato Metanol
de etila

Fonte: a autora.

Concentracao (ng/mL)
Dados expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes (n=2). C - Controle (solucao veiculo — DMSO 0,8%, em meio de
cultivo). O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0,001) em relacdo ao controle.

% Viabilidade

% Viabilidade

200+

-

[4))

o
1

1004

504

150+

1004

50+

HCT 116
L *
I *
*
oo Clom
L T L] L T L) L) ) L] L] T T L] L) T L] L) T
OVWWOoOOO UVWVNWWOODO VUWNWOOO UV OoOOO
~NNWw oo aNWDw oo NaNWw oo NN Ww oo
~— ~— N -— - N — ~ N ~— — N
Hexano Cloroférmio Acetato Metanol
de etila

Concentragido (ng/mL)

MDA-MB 231

Acetato
de etila

Concentracao (ng/mL)



67

A excecdo da fracdo metanol, todas as amostras foram capazes de reduzir a
viabilidade celular em mais de 50%, independentemente do tempo de tratamento.
Entretanto, observa-se que alguns tratamentos promoveram aumento da viabilidade
celular. Esse fenbmeno pode ser consequéncia do método utilizado. Visto que a
reducdo do MTT é dependente do metabolismo celular, sendo possivel que
determinados tratamentos causem estimulagcdo ao metabolismo, principalmente se
aumentarem os niveis de NADPH ou a acao de lactato desidrogenase (SLIWKA et al.,
2016; STEPANENKO; DMITRENKO, 2015).

Tabela 4 - Valores de Clso (ug/mL) obtidos apés tratamento, por 24 e 48 h, com fracBes de latex de
Euphorbia umbellata.

HT-29 HCT 116 MCF-7 MDA-MB 231
24 48 24 48 24 48 24 48
Hexano 62,34+ 26,24+ 57,34+ 46,66+ 87,84+ 48,12+ 61,44+ 15,84+

17,78 8,76 14,83 15,01 17,00 13,08 17,91 14,07
Cloroférmio 70,11+ 37,28+ 53,68+ 45,78+ 56,44+ 53,16+ 63,52+ 17,95+

25,94 10,79 14,95 15,46 13,26 16,63 7,08 8,35
Acetato de 62,64+ 48,69+ 57,34+ 46,00+ 60,99+ 3547+ 42,00t 7,77+
etila 15,16 16,21 14,47 14,68 30,18 22,11 78,62 3,11
Metanol > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Dados expressos como Clso + erro padrdo da média, calculados por andlise de Probit, método de

Finney.
Fonte: a autora.

Ao analisar os valores de Clso para as diferentes fracdes, observa-se que,
dentro de um mesmo periodo de tratamento, a fracdo acetato de etila foi mais
citotéxica a linhagem MDA-MB 231. Ademais, tem-se que o prolongamento do
tratamento potencializa o efeito citotoxico, visto que os valores de Clso obtidos apds
48 h de tratamento foram inferiores aos de 24 h, sugerindo um perfil de tempo
dependéncia na acdo estudada; entretanto, ndo houve corroboracéo estatistica de tais
observacoes.

A fracdo butanol de caule de E. tirucalli também reduziu a viabilidade celular de
linhagens de MCF-7 e MDA-MB 231, com valores de Clso de aproximadamente 15 e
30 pg/mL, respectivamente (CHOENE; MOTADI, 2016). Enquanto que extrato
hidroalcoolico de partes aéreas de E. szovitsii reduziu a viabilidade de células MDA-
MB 231 de forma concentracdo dependente, com valores de Clso de 76,78 e 59,71
ug/mL, apos 24 e 48 h de tratamento (ASADI-SAMANI et al., 2019).

Fracdes obtidas do latex de E. umbellata foram avaliadas em linhagens modelo

de cancer de mama (4T1 e MDA-MB 231), sendo que as fra¢des cloroformio e acetato
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de etila foram citotoxicas com valores de Clso de 5,9 e 4,3 pg/mL (CABRAL et al.,
2020b) e, 6 e 4 ng/mL (CABRAL et al., 2020a) para linhagem 4T1. E para a linhagem
MDA MB 231 os valores foram 5,8 e 2,0 pg/mL (CABRAL et al., 2019) e, 6 e 2 pg/mL
(CABRAL et al., 2020a).

O potencial citotoxico das fracfes de latex de E. umbellata foram determinados
para outras linhagens como HRT-18, HeLa e Jurkat apresentando valores de Clso
entre 1,87 e 180,44 ng/mL. Sendo que a fragdo hexano foi a mais potente frente a
todas as linhagens com valores de Clso de: 26,16 (HRT-18); 30,50 (HeLa) e 1,87
ug/mL (Jurkat) apos 72 h de tratamento (LUZ et al., 2016).

Na linhagem B16F10, a fracdo hexano apresentou um valor de Clso de 18,02
png/mL (ANDRADE et al., 2021). Enquanto que as fracdes cloroférmio e acetato de
etila, quando avaliadas frente & mesma linhagem, revelaram Clso de 13,7 ug/mL e 2,3
pg/mL, respectivamente (ALVES et al., 2020b). Outros estudos obtiveram Clso de 2,8
e 2,1 ug/mL (CABRAL et al., 2019), e 3 e 2 ug/mL (ALVES et al., 2020a) , para mesma
linhagem e tempo de tratamento (24h).

As fracBes cloroformio e acetato de etila também foram citotdéxicas para a
linhagem Hepalclc7, com valores de Clso de 6,2 e 1,9 pg/mL (CABRAL et al., 2019),
6 e 2 ug/mL, respectivamente (ALVES et al., 2020a).

O latex in natura de E. umbellata, assim como sua diluicdo em agua destilada
sdo capazes de reduzir a viabilidade celular de células B16F10 (melanoma humano)
em 64% e 40% apods 48 h de tratamento (OLIVEIRA et al., 2013); além disso, em 72
h de tratamento, o latex reduziu a viabilidade celular de células HRT-18 e HeLa em
50% nas concentracdes de 263,42 e 252,58 pg/mL, respectivamente (LUZ et al.,
2015).

Cabe ressaltar que o solvente utilizado para a obtencdo das fracdes altera o
perfil quimico da mesma, assim tem-se que diferentes matrizes vegetais possuem
diferente seletividade ao tipo celular. Portanto, buscando concentrar os possiveis
componentes ativos presentes na fracdo hexano, a fragdo mais apolar e identificada,
em estudos prévios, como a mais potente, e incrementar o efeito citotdoxico em
avaliacdo, foi realizado um procedimento de refracionamento obtendo-se as
subfracdes éter de petréleo, diclorometano e etanol. Essas subfracdes foram também
avaliadas frente as linhagens HT-29, HCT 116, MFC-7, MDA-MB 231 (Figuras 14 e

15) e os valores de Clso sdo apresentados na Tabela 5.
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Figura 14 - Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231 ap6s 24 h de tratamento com subfracdes éter de petroleo, diclorometano
e etanol.
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Dados expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes (n=2). C - Controle (solu¢ao veiculo — DMSO 0,8%, em meio de
cultivo). O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0,001) em relacdo ao controle.
Fonte: a autora.
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Figura 15 - Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231 ap6s 48 h de tratamento com subfracdes éter de petroleo, diclorometano

e etanol.
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Fonte: a autora.
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As subfracdes da fracdo hexano reduziram a viabilidade celular, em mais de
50%, de todas as linhagens avaliadas, independentemente do tempo de tratamento.
Porém, assim como observado para as fracdes, alguns tratamentos promoveram
aumento da viabilidade celular. Assim como descrito para as fracdes, o aumento da
reducdo do MTT pode estar associado com a estimulacdo metabodlica causada por

compostos presentes nas subfracoes.

Tabela 5 - Valores de Clso (ug/mL) obtidos apos tratamento, por 24 e 48 h, com subfra¢gbes da fragéo
hexano de latex de Euphorbia umbellata.

HT-29 HCT 116 MCF-7 MDA-MB 231
24 48 24 48 24 48 24 48

25,69+ 24,10+ 54,31+ 38,78+ 60,50+ 51,25+ 50,07+ 39,48+
24,36 10,47 14,02 11,90 38,08 12,45 16,87 11,47

37,67+ 19,44+ 51,37+ 34,90+ 72,47+ 4540+ 36,42+ 16,76%
12,01 7,49 16,68 10,36 30,18 15,10 11,45 1,50

52,29+ 25,79+ 66,14+ 48,39+ 88,74+ 53,25+ 41,32+ 34,82+
7,19 27,66 23,15 13,60 14,76 11,79 6,57 68,70

Dados expressos como Clso + erro padrdo da média, calculados por andlise de Probit, método de

Finney.

Fonte: a autora.

Eter de petréleo
Diclorometano

Etanol

Considerando apenas as subfracdes e baseado nos valores de Clso, tem-se
que o tratamento mais eficiente foi, apds 48 h, com a subfracdo diclorometano frente
a linhagem MDA-MB 231, uma vez que se trata do menor valor de Clso. Destaca-se
ainda a alta sensibilidade da linhagem HT-29 que respondeu de forma semelhante
aos trés tratamentos apd6s maior exposicao. Além disso, de forma semelhante as
fracOes, o tempo de tratamento reduziu os valores, indicando um perfil de tempo
dependente, todavia a analise estatistica ndo revelou diferenca significativa entre os
tratamentos ou sequer entre os tempos de tratamento.

Ao comparar os resultados obtidos para as subfracdes ao da fragéo de origem,
hexano, tem-se que o fracionamento, ndo potencializou o efeito citotoxico para essas
linhagens, uma vez que também n&o houve diferencga significativa entre os valores de
Clso.

Essas mesmas amostras foram avaliadas em linhagem Hepalclc7 e
apresentaram valores de Clso proximos de 8; 6; 12 ug/mL, para as subfracdes éter de
petréleo, diclorometano e etanol, respectivamente. Em linhagem B16F10 apenas a
subfracdo etanol foi citotoxica com Clso de 39 pg/mL (ALVES et al., 2020a; CABRAL
etal., 2019). Ao serem aplicadas em células de cancer de mama (MDA-MB 231 e 4T1)

as subfracdes diclorometano e etanol obtiveram valores de Clso de 8 e 16 pg/mL, para
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a linhagem MDA-MB 231, enquanto que para a linhagem 4T1, os valores foram 2 e
2,5 ug/mL, respectivamente (CABRAL et al., 2020a).

O efeito citotoxico observado para essas linhagens estd provavelmente
associado a composicdo quimica das subfragBes, as quais apresentam grande
variedade de terpenos, principalmente triterpenos lanosteroides e diterpenos tigliano
(ALVES et al., 2020b; ANDRADE et al., 2021; BISHAYEE, 2011; CRUZ et al., 2020;
DUARTE et al., 2009; LAGE et al., 2010; VASAS et al., 2012; WANG et al., 2015).
Dessa forma, € possivel que o fracionamento ndo tenha concentrado os compostos
mais ativos, e sim os particionou/dividiu, inferindo que a propor¢cdo dos compostos
encontrados na fracdo que exerce um efeito sinérgico.

Dos compostos majoritarios presente no latex de E. umbellata, o eufol, um
triterpeno pentaciclico, € o de maior percentual, estando presente na fragdo hexano e
nas subfracbes (CRUZ et al., 2018) e seu potencial citotoxico foi também avaliado
frente as linhagens modelo de cancer colorretal e de mama (Figura 16).

Os resultados obtidos para o eufol foram semelhantes aos observados para as
fracOes e subfracbes, no sentido que foi capaz de reduzir a viabilidade celular, em
mais de 50%. Também ocorreu aumento da viabilidade celular em alguns tratamentos,
porém nao houve diferenca estatistica em relacéo ao controle. Como ja descrito, esse
aparente aumento de viabilidade pode ser resultado do aumento da estimulacéo

metabolica provocada pelo eufol.
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Figura 16 - Viabilidade celular das linhagens HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231 ap0s 24 € 48 h
de tratamento com eufol.
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Baseado nos valores de Clso constata-se que ha redugdo dos valores em
consequéncia do aumento do tempo de tratamento, indicando um perfil de tempo
dependéncia. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tempos
de tratamento. A maior efetividade de tratamento foi alcangada com as linhagens HCT
116 e MDA-MB 231 ap6és 48 h (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de Clso (UM) obtidos apds tratamento, por 24 e 48 h, com eufol.

HT-29 HCT 116 MCF-7 MDA-MB 231
24 48 24 48 24 48 24 48
77,94+ 39,78+ 58,58+ 12,49+ 60,14+ 43,80+ 38,23+ 12,38+
18,20 9,19 32,17 44,57 19,56 12,15 13,24 9,09
Dados expressos como Clso + erro padrdo da média, calculados por andlise de Probit, método de

Finney.
Fonte: a autora.

O potencial citotéxico do eufol ja foi avaliado, por outros pesquisadores, frente
a diversas linhagens celulares, incluindo linhagens HT-29, MCF-7 e MDA-MB 231,
para os quais os valores de Clso, ap0s 72 h de tratamento, foram descritos como 6,52;
18,76; 9,08 pM, respectivamente (SILVA et al., 2018). Também em 72 h, o eufol
mostrou-se citotoxico com valor de Clso de 70,1 uM, em linhagem HRT-18. Ademais,
o tratamento com 234,4; 117,2 e 58,6 uM de eufol resultou em alteragdes morfoldgicas
como arredondamento, condensacao de cromatina e formacéao de blebs, indicando a
ocorréncia de um processo apoptotico (OLIVEIRA et al., 2021).

A respeito dos possiveis mecanismos de acdo associados tem-se que eufol
testado frente a células T47D (cancer de mama) causou parada de ciclo celular em
fase G1 através da modulacdo da expressdo de ciclina D1, proteinas p21 e p27.
Entretanto, as concentracfes mais baixas avaliadas (10 e 30 uM) dessa substancia
promoveram aumento da populacdo em fase S (WANG, Lin et al., 2013). Em células
CS12 (cancer gastrico) o mecanismo de acao foi associado a ativacao de caspase,
parada de ciclo celular por inducédo de p27kipl e inibicdo de ciclina B1 (LIN et al.,
2012). Enquanto que em células Mv1Lu o eufol foi capaz de interagir com a membrana
plasmatica e assim modular a sinalizacdo de proteinas nela presente. Suprimindo a
sinalizacdo da proteina TGF- 3, a qual é caracterizada por fosforilagdo da proteina
Smad?2 e transcricdo da proteina PAI-1. Esse efeito é resultado da interacao do eufol
com a membrana plasmética (CHEN et al., 2015).

Vale ressaltar que a substancia isolada eufol, bem como as fracbes com

maiores concentracdes de triterpenos, fracdes apolares, apresentaram os mais baixos
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valores de Clso. Tal observagéo, sugere que a presenca de triterpenos & importante
para a acao citotoxica e essa pode estar associada a alteracdo das propriedades de
adeséo celular, uma vez que triterpenos séo descritos como bloqueadores da adesao
celular (TAKAMATSU, 2018).

Como ja citado, além da avaliacao de citotoxicidade é importante determinar o
indice de seletividade dos tratamentos ao comparar os valores de Clso obtidos para
linhagens ndo tumorais e para linhagens tumorais, pelo mesmo método, apdés o
mesmo periodo de tratamento. Nesse sentido, o efeito das fragbes, subfracdes e eufol
foram avaliados em células HEK-293 e esta linhagem n&o tumoral foi utilizada para
calculo do IS em razéo a linhagens tumorais HT-29, HCT 116, MCF-7 e MDA-MB 231.
Os valores de Clso obtidos para as células ndo tumorais (HEK-293) sdo apresentados
na Tabela 7, enquanto que na Tabela 8 sdo apresentados os valores correspondentes
ao IS.

Tabela 7 - Valores de Clso (ug/mL) obtidos para as células HEK-293 apds tratamento, por 24 e 48 h,
com fracBes, subfracdes e eufol extraidos do latex de Euphorbia umbellata.

24 48

Hexano 126,36 = 32,75 97,08 + 25,25
Fracdo Cloroférmio 130,74 £ 29,34 95,83 + 26,80

Acetato de etila 117,5 + 29,56 76,51 £ 95,96

Eter de petréleo 154,89 + 82,60 106,47 + 10,63
Subfracéo Diclorometano 112,99 + 33,53 112,15 + 31,65

Etanol 161,60 + 8,91 93,37 £19,16
Substéncia isolada  Eufol 112,93 + 16,06 uM 80,08 + 23,64 uM

Dados expressos como Clso + erro padrdo da média, calculados por andlise de Probit, método de

Finney.
Fonte: a autora.

Ayesh, Abed e Faris (2014) descrevem gue valores de indice de seletividade
inferior a 2 correlacionam a toxicidade nao especifica. Comparando as fracdes, as
subfracdes e o eufol, tem-se que apenas a subfracdo éter de petroleo apresentou
valores de indice de seletividade acima de 2, para todas as linhagens testadas e em
ambos os tempos de cultivo (Tabela 8). De forma semelhante, a Unica linhagem que
com indices de seletividade superior a 2, para todos os tratamentos foi a linhagem
MDA-MB 231, apresentando inclusive o maior indice de seletividade entre todos os
tratamentos, 1S= 9,85. Em relacdo especificamente ao eufol, composto isolado,
destaca-se as altas seletividades (IS= 6,41 e 6,47) obtidas apés 48 h de tratamento
das linhagens HCT 116 e MDA-MB 231.
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Tabela 8 - Valores de indice de seletividade determinados apds tratamento, por 24 e 48 h, com fracdes,
subfracdes e eufol obtidos do latex de Euphorbia umbellata.

HT-29 HCT 116 MCF-7 MDA-MB 231
24 48 24 48 24 48 24 48
Hexano 2,02 373 220 210 144 203 206 617
Cloroférmio 186 257 243 209 231 180 205 534
Acetato de etila 188 157 205 166 193 216 280 9,85
Eter de petréleo 6,03 442 285 275 256 208 309 270
Diclorometano 300 577 220 321 156 247 310 6,69
Etanol 309 362 244 193 182 175 391 268
Eufol 144 201 192 641 187 183 295 647

Fonte: a autora.

Uma vez observada a citotoxicidade e seletividade das matrizes vegetais e
substancia isolada, ensaio de ativacdo de caspases 3/7 foi realizado. Para tanto,
selecionou-se a linhagem MDA-MB 231, a qual apresentou alta sensibilidade e
seletividade aos tratamentos com fragéo acetato de etila e subfragédo diclorometano.
O ensaio foi realizado utilizando o reagente de detecgcao CellEvent™ Caspase-3/7 0
qgual é um substrato fluorogénico para caspases 3 e 7 ativadas.

A linhagem MDA-MB 231 foi tratada por 6 h com fracdo acetato de etila,
subfracdo diclorometano e eufol. As fotografias sdo apresentadas na Figura 17.



77

Figura 17 - Avaliacdo da ativacdo de caspases 3/7 em células MDA-MB 231 apés 6 h de tratamento
com fracdo acetato de etila e subfragédo diclorometano.

Controle Acetato de etila

Diclorometano "% "7

Meio de cultivo foi utilizado como controle. Imagens obtidas em aumento de 2,5x, barra = 1000 um.
Fonte: a autora.

Com base nas fotografias observa-se que o tratamento, principalmente com a
fracdo e subfracdo, foi capaz de induzir a ativacdo de caspase 3 e/ou 7. De forma
similar, extratos hexano e metanol de caule de E. tirucalli também promoveram
ativacdo de caspases 3 e 7 em linhagem MDA-MB 231 (CHOENE; MOTADI, 2016).

Esse resultado sugere que o efeito citotdxico observado se dé por meio de
apoptose, uma vez que dentro do processo de morte celular, especialmente por
apoptose, ha ativacéo de caspases, sendo que as caspases 3 e 7 estdo relacionadas
a fase efetora da apoptose, ndo havendo, portanto, diferenciacdo entre as vias de

ativacdo do processo apoptotico (SHALINI et al., 2015).
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6 CONCLUSOES
Considerando os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular tem-se

gue a excecao da fracdo metanol, as fracdes, subfracdes e substancia isolada, eufol,
sdo citotoxicas as linhagens avaliadas. Destaca-se os baixos valores de Clso obtidos
com as subfragbes diclorometano e etanol em ensaios com a linhagem K-562,
inclusive inferiores ao valor da fracdo hexano. Demonstrando que para essa linhagem
o fracionamento potencializou o efeito citotdxico.

As linhagens de cancer colorretal e de mama mostraram-se aparentemente
mais resistentes ao tratamento, porém devido aos altos valores de desvio ndo é
possivel afirmar tal correlacdo. Para essas linhagens o fracionamento da fracéo
hexano nao resultou em maior efeito citotdxico. Dentre as linhagens estudas, a MDA-
MB 231, ap0s 48 h de tratamento apresentou os menores valores de Clso.

A respeito do indice de seletividade calculado para as linhagens de céncer
colorretal e de mama (aderidas) observou-se ampla variacdo entre os diferentes
tratamentos, alguns mais seletivos, com valores proximos de 10, porém com outros
valores semelhantes ou inferiores a 2. De forma semelhante, a linhagem leucémica
apresentou indices de seletividade para a subfracdo de 7,42 e 9,11. O eufol, por sua
vez, mostrou-se pouco seletivo na maioria das células, com valores expressivos
apenas para as linhagens HCT 116 e MDA-MB 231, ap6s 48 h de tratamento.

Os ensaios de mecanismo de acdo envolvidos com a citotoxicidade revelaram
gue a fracdo acetato de etila, as subfracdes diclorometano e etanol ativam caspases
3/7 em linhagens MDA-MB 231 e HL-60, os dois modelos celulares que apresentaram
as melhores respostas no ensaio de viabilidade celular. As subfracdes diclorometano
e etanol também provocaram alteracdes morfolégicas e de ciclo celular em linhagem
leucémica (HL-60). Bem como o eufol, o qual também causou altera¢cdes morfolégicas
e de ciclo celular em linhagem K-562, e ativacéo de caspases 3 e 7 em células MDA-
MB 231. A soma desses resultados infere-se que os efeitos citotéxicos observados
culminem na inducao de apoptose.

Por fim, somando o efeito citotoxico obtido aos altos valores de indice de
seletividade, especialmente para subfracdes diclorometano em linhagem leucémica,
ressalta-se o potencial promissor das substancias presentes nessa matriz vegetal

para o desenvolvimento de um novo antitumoral.
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Enriched Terpenes Fractions of the Latex of Euphorbia umbellata
Promote Apoptosis in Leukemic Cells
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The current study was carried out by a bioguided fractionation of a hexane extract of the latex of Euphoria
umbellata against leukemic cells. Samples were amalyzed by NMR, GOMS, triterpenes quantification, and MTT
reduction assay. Morphological, cell oycle, mitochondrial membrane potential and caspases 3/7 analyses were
performed for the dichloromethane and ethanol fractions, and selectivity index for the dichloromethane fraction,
MMR analysis prasented characteristic signals of terpenes and steroids, data were confirmed by the quantification
of triterpenes and GC/MS analysis. MTT reduction assay demonstrated that HL-60 was the most sensitive cell
limeage against dichloromethana and ethanol fractions. Compounds of these matrices caused morphological
changes compatible with apoptosis induction, altered cell oycle, increment of depolarized population cells and
activation of caspases 3/7. Selectivity indicas were higher than 22.44. Bioguided-fractionation study showed that
samples of the latex of £ umbellata raised the activity of the phytocomplex against leukemic cells, and the
cytotowi city can be associated with an apoptosis pathway.

Keywords: cancer, cell coycle, chemical evaluation, gytotoxic mechanisms, phytooomplax

Introduction

Leukeria is a kind of cancer which dewelops in the
blood-forming tissue of the bone marrow. Therafora, a
large number of abnomnal whita blood cells accurmu-
late in this site and blood. It imterferes with the
production of nommal blood cells™ Treatment is
defined in accordance with the clinical diagnesis, and
it can include target and radiation therapy, mono-
clonal antibodies, surgery, stem cell transplant and/or
chemotherapy.” Though chemotherapy is the most
usual treatment, it is sometimes ineffective due to the
salection of resistant call phenn?pa and it can also
develop several adverse effects®#

Latex of Euphorbia umbefata (Pax) Bruyns (Euphor-
biaceaa) is commonly usad in Brazl to treat allergy
problems, inflammatory diseases, pain, gastric ulcer
and mainly cancers®* Phytochemical investigations
demonstrated the presence of proteins, fatty acids,
phemolic, and terpene compoundsF - Biological
studies hawve shown cytotowicity activity of the latex,
bark and leaves extracts against B16F10 cells imalano-
ma), Hela (adenocarcinomna), HRT-18 (ileocecal color-
ectal adenccarcinoma), Jurkat cells faoute T cell
leukemia) and  K-562  (chromic  myelogenous
laukemia).l"®-" Thasa studies have demonstrated that
fractionation improves the cytotoxic activity of the
compounds present in these vegetal matrices. Hexxane

Chem. Biodiversity 2020, 17, 2000359
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ABSTRACT
It has previously been shown that extracts (fractions and subfractions)
from Euphorbia umbellata sap possess cytotoxic and anticancer effects
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DO: 10,209 59 uippa20214- 16774 against different cell lineages. However, there are few studies
regarding the effects of such sap extracts upon breast and colorectal

*Ca dim= Amfh cell lineages. Therefore, the aims of this study were as follows: to

Lauiza Stolz Cruz evaluate the cytotoxic potential and selectivity against of exfracts

Department of against five different cell lmeages (human colorectal cancer cells: HT-

Premmacentical Science, 29 and HCT 116; human breast cancer: MCF-7 and MDA-MB 231;

otate vty of Bons and heman renal embryonic: HEE-203); and fo fry fo assess the
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Parand. Brazil mechamsm of action of these extracts and also a major compound

obtained from E. umbellata sap (euphol). The cytotoxicity was

determined by MTT reduction assay, and the ICs;o values were used to calculate the
selectivity indices; caspase-3 and easpase-7 activation was assessed for the most sensifive
cells. The results showed that only the methanol fraction was unable to reduce cell viability at
the tested concentrations. MDA-MB 231 presented the lowest ICso value and the highest
selectivity index when treated with the ethyl acetate fraction (ICsq: 7.7723.11 pg/ml., SI:
9.85). Euphol was cytotoxic to all the tested cells and selective for MDA-MB 231 and HT-29.
The ethyl acetate fraction, dichloromethane subfraction, and euphol all mduced caspase-3 and
caspase-] activity. These extracts, and the man compound obtamed from E umbellata sap
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Projeto de Pesquisa:

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE FRAGOES DE Euphorbia umbellata EM LEUCEMIA
Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar o potencial citotoxico de fragdes de E. umbellata frente a células de leucemia, utilizando de
modelo ex vivo.

Objetivo Secundario:

Desenvolver protocolo de triagem de produtos naturais em modelo ex vivo de leucemia; Comparar a
citotoxicidade das fragdes em modelo in vitro e

ax vivo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participagdo no estudo ndo implica nenhum risco para a saade, podendo apenas causar certo desconforto
no momento da coleta de sangue.

Beneficios:
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Enguanto os resultados oblidos ampliam o conheciments a cerca das propriedades bioldgicas de matrizes
vagetais, além de proporcionar o

incrementa de pesguisas basicas nos programas de Pds Graduacdo conlribuindo para o desenvalvimento
de conhecimento pela comunidade

cientifica regional, em um primeiro momenta

Comentarios e Consideractes sobre a Pesquisa:

Leucemia & uma doenca maligna que atinge os leuctciles. Seu tratamento & dependente do diagndstico,
porém na maiora dos casos & feita a

guimiaterapia. Os medicamentos atualmente utilizados nes protocoles quirmioterapicos apresentam indmeras
desvantagens, incluindo a selecio de

fendtipos resistentes. O [Atax de Euphorbia umbellata, o qual & popularmente ulilizado para o tratamento de
cAncer, jA apresentou promissores

resultados ciloldxicos em ensaios in vitro, mostrando-se seletive a leucemia. Além disso, os esludos
demeonstraram gue as fragies do lalex

aumentam o polencial citotdxico da matriz vegetal. A triagem fenotipica tem sido utilizada na busca de nowvas
tratamentos. Considerando que as

células leucémicas 30 enconfradas em sangue periféricn, ha uma ceda facilidada na oblenc3o de material
cancefigens para a conducio de um

estudn ex viva. Diante do exposio, asse projeto tem por objetiva avaliar se a atividade citoltica das fracdes
de Euphorbia umbellata observada am

modelos in vitrs reproduz am modela ex viva.
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MNecessita Apreciacdao da CONEP:

MEo

PONTA GROS5A, 21 de Outubro de 2019

Assinado por:

ULISSES COELHO
(Coordenador{a))

Endersgo:  Av. Gen. Carlos Cavaleanti, n® 4748, UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Salka 118-B

Bairmo: Uvaranas
UF: PR

Telefone: [42)3230-3108

CEP: B4.030-800

Municipio: PONTA GROSSEA

E-mail: cospuepgbr
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