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RESUMO

CRUZ, Luiza Stolz. Avaliacao da atividade citotéxica de subfragées do
latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns e eufol. 2017. 67 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Ponta Grossa, 2017.

Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns tem seu latex utilizado, etnofarma-
cologicamente, para tratamento de céancer, incluindo leucemias. Uma doenca
maligna que atinge os leucdcitos, com alta incidéncia, sendo o tipo de céncer
mais comum na infancia. O tratamento quimioterapico €, na maioria dos casos,
0 mais recomendado, mas apresenta-se como terapia muito agressiva e com
diversos efeitos colaterais. Por conseguinte, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar o potencial citotéxico da fragcdo hexano do latex de Euphorbia umbellata
suas subfragdes e da substancia isolada, eufol, frente a linhagens modelo de
leucemia. Para tanto as células, Jurkat e HL-60, foram tratadas por 72 horas
com a fragdo hexano (1,25-75 pg/mL), subfracbes éter de petrdleo,
diclorometano, etanol e metanol (1,25-75 pug/mL) e com o eufol (10-50 ug/mL),
sendo sua viabilidade celular avaliada pelo ensaio de redugdo do MTT ao final
deste periodo. Para a subfragdo diclorometano (mais ativa) foi avaliada a
viabilidade celular no periodo de 24 e 48 horas, além de ter sido determinado o
indice de seletividade. Cabe ressaltar que a fracdo hexano e as subfracdes
foram obtidas por fracionamento em extrator de Soxhlet, enquanto o eufol, por
precipitacdo acida, seguida de cromatografia em coluna, e sendo identificado
por ressonadncia magnética nuclear e espectrometria de massas. A fragao
hexano e as subfragdes resultantes foram analisadas por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdbmetro de massas. A avaliagcdo cromatografica das
subfragdes permitiu sugerir 10 substancias, os triterpenos: eufol; lanosterol;
cicloartenol; tirucalol; taraxasterol e lupeol, os diterpenos: forbol-12,13,20-
triacetato; 4-f forbol e 3-desoxo-3- 16-dihidroxi-12-desoxiforbol-3-13-16-20-
tetracetato, e o esteroide sitosterol. Como resultado do ensaio citotéxico
obteve-se, para a fragcdo hexano uma Clsy de 0,061 + 1,226 ug/mL para as
células HL-60 e 4,624 + 1,088 ug/mL para células Jurkat; para o eufol uma Clsg
de 21,031 £ 1,778 pg/mL (HL-60) e 35,925 £ 5,011 ug/mL (Jurkat). Dentre as
subfracdes a diclorometano apresentou o melhor perfil de resposta com valores
de 0,005+0,098 pg/mL (HL-60) e 0,200+0,957 pg/mL (Jurkat), revelando que o
tratamento é tempo dependente. Ademais a subfragédo diclorometano mostrou-
se seletiva para o tratamento de leucemia com indices de seletividade superior
a 2. Portanto, conclui-se que a subfragcao diclorometano é a promissora para o
tratamento de leucemia, possivelmente por agédo sinérgica dos terpenos nela
presente.

Palavras-chave: Euphorbia umbellata, leucemia, terpenos, forbol, indice de

seletividade.



ABSTRACT

CRUZ, Luiza Stolz. Avaliacao da atividade citotéxica de subfragées do
latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns e eufol. 2017. 67 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Ponta Grossa, 2017.

Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns has its latex used, ethno-pharmacologically,
for the treatment of cancer, including leukemias. A malignant disease that
affects leukocytes, with high incidence, being the most common type of cancer
in childhood. Chemotherapy treatment is, normally, the most recommended, but
it presents as very aggressive therapy and with several side effects. Therefore,
the objective of this work was to evaluate the cytotoxic potential of the hexane
fraction of Euphorbia umbellata latex, the subfraction of that and the isolated
substance, euphol, against leukemia model lines. For this, the cells, Jurkat and
HL-60, were treated for 72 hours with the hexane fraction (1.25-75 ug/mL),
subfractions petroleum ether, dichloromethane, ethanol and methanol (1.25-75
pMg/mL), and euphol (10-50 pug/mL), and their cell viability was evaluated by the
assay of MTT reduction at the end of this period. For the dichloromethane
subfraction (the most active), the cell viability was evaluated in the period of 24
and 48 hours, in addition, the selectivity index was determined. It should be
noted that the hexane fraction and subfractions were obtained by fractionation
in Soxhlet extractor, while euphol by acid precipitation, followed by column
chromatography, and being identified by nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry. The hexane fraction was partitioned and the resulting
subfractions were analyzed by gas chromatography coupled to the mass
spectrometer. The chromatographic evaluation of the subfractions allowed to
suggest 10 substances, the triterpenes: euphol; lanosterol; cycloartenol;
tirucallol; taraxasterol and lupeol, the diterpenes: phorbol-12,13,20-triacetate; 4-
B-phorbol and 3-deoxo-3-16-dihydroxy-12-deoxyphorbol-3-13-16-20-tetracetate,
and the steroid sitosterol. As a result of the cytotoxic assay, an ICso of 0.061 %
1.226 ug/mL was obtained for HL-60 cells and 4.624 + 1.088 ug/mL for Jurkat
cells; and for euphol an ICsy of 21.031 + 1.778 pg/ml (HL-60) and 35.925 *
5.011 pg/ml (Jurkat). Among the subfractions, the dichloromethane presented
the best response profile with values of 0,005+0,098 pg/mL (HL-60) and
0,200£0,957 ug/mL (Jurkat), revealing that the treatment is time dependent. In
addition, the dichloromethane subfraction was selective for the treatment of
leukemia with indexes of selectivity superior to 2.Therefore, it is concluded that
the subfraction dichloromethane is promising for the treatment of leukemia,
possibly by synergistic action of the terpenes in it.

Keywords: Euphorbia umbellata, leukemia, terpenes, phorbol, selective index
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1 INTRODUGAO

A leucemia € uma doenca maligna que atinge os globulos brancos
(leucécitos) e caracteriza-se pelo acumulo de células imaturas anormais na medula
0ssea. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a leucemia foi responsavel
por 4910 mortes no ano de 2014 e apresenta uma estimativa de 10070 novos casos
para o ano de 2016.

Ha um grande interesse da industria farmacéutica na busca de alternativas
terapéuticas para o tratamento de neoplasias, uma vez que a doenca é bastante
hostil, com altos indices de morbimortalidade e incidéncia, progndstico desfavoravel
e tratamento cirurgico e/ou quimioterapico, o qual € invasivo, agressivo e apresenta
muitos efeitos adversos (Costa-Lotufo et al., 2010).

As plantas medicinais sao utilizadas popularmente para o tratamento das
mais diversas doencas, seja como condicdo profilatica ou curativa. Sua ampla
aplicagao é devido a grande variabilidade de compostos quimicos presente neste
material ou em seus extratos, que despertam o interesse de pesquisadores das mais
diversas areas, conduzindo a descoberta de novas moléculas bioativas (Maciel et
al., 2002). Assim, estudos etnofarmacolégicos, fitoquimicos e farmacoldgicos,
associados a sintese organica e biotecnologia avangada possibilitam que entre 25 e
30% de todos os medicamentos prescritos no mundo sejam derivados de produtos
naturais (Borges et al., 2013).

A crescente pesquisa de novas moléculas com atividade citotoxica e
possibilidade do uso de plantas medicinais para tal fim & corroborada pelo fato de
que oito medicamentos antitumorais relevantes e amplamente utilizados na
terapéutica neolasica foram obtidos de plantas medicinais. Como exemplo tem-se a
vincristina, vimblastina e analogo de vinorelbina provenientes de Cantharantus
roseus; paclitaxel e analogo de docetaxel oriundo de Taxus brevifolia Nutt.; analogo
de teniposideo derivado de Podophyllum peltatum L. e, camptotecina, topotecano e
analogo de irinotecano originario de Camptotheca acuminata Decne. (Costa-Lotufo
et al., 2010).

Nesse contexto insere-se a Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, uma espécie
pertencente & familia Euphorbiaceae, nativa da Africa tropical e de ocorréncia
principalmente em ambientes tropicais e subtropicais. No Brasil, tem seu latex

utilizado, popularmente, na forma de uma garrafada, a qual é administrada
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topicamente na redugdo de verrugas e oralmente para o tratamento de diabetes,
Ulcera, desordens inflamatdrias, alergia, doenca de Chagas, gripe, hemorragias
internas, impoténcia sexual, lepra, obesidade, Ulcera nervosa, célicas menstruais e
dores no corpo devido ao cancer (Oliveira Jr et al., 2005; Cunha et al., 2009; Munhoz
et al., 2014).

Em trabalhos recentes, Camargo Luz et al. (2016) observaram a atividade
citotoxica do latex de E. umbellata frente a modelos, in vitro, de cancer, destacando
a baixa concentracdo necessaria para inibir o crescimento de 50% das células
leucémicas. Além disso, foi determinado um alto indice de seletividade da fragéo
hexano do latex, fato que sugere agao contra células tumorais com menor agressao
as células normais. Contudo esses estudos carecem de execucdo de ensaios em
outras linhagens cancerigenas, além de elucidagdo dos mecanismos de acdo, em
nivel molecular.

Diante do exposto, esse estudo visa ampliar os conhecimentos quanto a
composigao quimica do latex, bem como avaliar o potencial citotoxico das fragbes

apolares e substancia isolada.
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2 REVISAO
2.1 LEUCEMIA

A leucemia é uma doenga complexa, heterogénea e maligna que atinge os
leucécitos, caracteriza-se pelo acumulo de células anormais na medula éssea. Sua
diferenciacdo é baseada em parametros morfologicos, clinico e biolégico, sendo a
classificagao inicial pautada na linhagem celular atingida e a evolugéao clinica. Com
isso, ha quatro tipos principais: leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica,
leucemia linfoblastica aguda e leucemia linfoblastica cronica (Song et al., 2014).

A leucemia mieloide aguda (LMA) é caracterizada pela proliferacao exagerada
e descontrolada de blastos com caracteristicas mieloides. Conforme a avaliagao
morfolégica das células da medula, a doenca é subclassificada em MO e M1,
mieloblastica imatura; M2 mieloblastica madura; M3, promielocitica; M4,
mielomonocitica; M5, monocitica; M6, eritroleucemia; e M7, megacariocitica
(Hamerschlak, 2008).

A leucemia mieloide crénica (LMC) é deriva de uma anormalidade genética
conhecida como cromossomo filadelfia, no qual ha alteracdo nos cromossomos 9 e
22. Apesar de ter um desenvolvimento lento (crénico) ha a casos nos quais se
acelera o processo, tornando-se uma LMA (Hamerschlak, 2008).

Diferentemente da LMA, a leucemia linfoide aguda (LLA) é devida a produgéao
descontrolada e exagerada de blastos com caracteristicas linfoides (Hamerschlak,
2008). Enquanto a leucemia linfoide crénica (LLC) é uma neoplasia de linfécitos B
maduros, caracterizada pela linfocitose no sangue periférico (Kumar, 2016).

Dentre os fatores etioldgicos destacam-se as translocagées cromossdmicas,
que estdo presentes na maioria das neoplasias leucocitarias. Além disso, tém-se
fatores genéticos hereditarios, como sindrome Down e de Bloom que estao
associadas a maior incidéncia de leucemia. Outras causas incluem a exposicao a
radiacao, alguns tratamentos quimioterapicos e tabagismo (Kumar, 2016).

Leucemia em todas as suas formas apresenta distribuicdo mundial e todas as
faixas etarias sdo atingidas, porém é o tipo de cancer com maior incidéncia em
criangas e adolescentes (menores de 14 anos). Dados epidemiolégicos mostram
que a leucemia é responsavel por um terco de todas as mortes por cancer no mundo
e por 6316 mortes no ano de 2013, no Brasil (Mahbub et al., 2013; INCA, 2014,
Rahman et al., 2015). Nos Estados Unidos, é descrito como a quinta neoplasia com

maior taxa de obito em homens e a sexta, em mulheres (Ryerson et al., 2016).
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O tratamento é dependente do quadro clinico, incluindo o tipo de leucemia,
idade do paciente e seu estado de saude. Entre os possiveis tratamentos estdo a
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, radioimunoterapia, terapia génica e
transplante de medula, sendo a quimioterapia a mais comum, principalmente na fase
inicial, onde almeja-se a remissao (Mahbub et al., 2013; Rahman et al., 2015).

A quimioterapia € realizada em ciclos e se utiliza diferentes medicamentos,
associados ou ndo. Por exemplo, para a LMA o tratamento inicial, geralmente, é
realizado com analogos de nucleosideo (citarabina ou azacitidina) e antraciclinas
(idarubicina ou daunorrubicina) por 7 a 10 dias em dois cursos de tratamento, a cada
28 dias. Ja para a LMC sao utilizados os inibidores de tirosina quinase como o
imatinibe, dasatinibe e nilotinibe. O tratamento para LLA inclui além da quimioterapia
(doxorubicina, asparaginase, vincristina, corticoides, metotrexato, citarabina, 6-
mercaptopurina e inibidores de tirosina quinase) para remissao, a prevengao de
doengas no sistema nervoso central com quimioterapia intratecal. Apds a remissao
da LLA, o paciente ainda realiza ciclos de manutengao por 2 a 3 anos (Hamerschlak,
2008).

Entretanto esses compostos quimioterapicos possuem alto valor agregado,
dificultando sua aquisicdo. Soma-se, o fato de serem, para as células normais,
mutagénicos, carcinogénicos ou teratogénicos, além de n&o serem especificas,
acarretando muitos efeitos colaterais, morte de células saudaveis, bem como o
desenvolvimento de fendtipos resistentes (Mahbub et al., 2013; Lebogo et al., 2014;
Rahman et al., 2015).

Com isso buscam-se alternativas farmacoldgicas, sendo a flora uma
importante fonte de novas substancias terapéuticas. Como exemplo tem-se a
vincristina, vimblastina e analogo de vinorelbina provenientes de Cantharantus
roseus; paclitaxel e analogo de docetaxel oriundo de Taxus brevifolia Nutt.; analogo
de teniposideo derivado de Podophyllum peltatum L. e, camptotecina, topotecano e
analogo de irinotecano originario de Camptotheca acuminata Decne. (Costa-Lotufo
et al., 2010).

2.2 FAMILIA EUPHORBIACEAE
A familia Euphorbiaceae ¢é amplamente distribuida pelo mundo,
especialmente em regides tropicais e subtropicais (Lucena e Alves, 2010). Segundo

0 arranjo sistematico elaborado por Webster (1994) sdo descritas 5 subfamilias, 49
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tribos e 317 géneros. No Brasil encontram-se aproximadamente 1000 espécies e 70
géneros (Lucena e Alves, 2010). Com destaque para a Hevea brasiliensis Willd. Ex.
A. Juss (seringueira) da qual se extrai o latex, para fabricagdo de borracha e Manihot
esculenta Crantz (mandioca), as quais apresentam grande interesse econdmico,
além da Ricinus communis L. (mamona) de cujas sementes se extrai o 6leo de ricino
(Mwine e Van Damme, 2011).

As espécies pertencentes a essa familia exibem grande potencial
farmacoldogico. Dentre as varias atividades farmacoldgicas relatadas a agao
anticancer é destacada, sendo relacionada aos géneros Cnidoscolus, Croton,
Jatropha e Euphorbia (De Melo et al., 2011).

O interesse medicinal se da pela ampla distribuicdo, o que expde a varios
estimulos ambientais predispondo a produ¢cdo de uma variedade de metabdlitos
secundarios. Ja foi relatada a presenca de alcaloides, saponinas, terpenos e

compostos fendlicos, incluindo flavonoides e taninos (Mwine e Van Damme, 2011).

2.3 GENERO Euphorbia Linné.

O género Euphorbia Linné é descrito como o terceiro maior dentre as
angiospermas, possuindo 1836 espécies reconhecidas (Emnst et al., 2015). As
espécies variam de arvores, arbustos, plantas suculentas a ervas anuais ou
perenes. Sendo caracterizadas pela presenca de latex, o qual causa processos
inflamatdrios e urticaria se em contato com pele (Ferreira et al., 2014).

Apesar da toxicidade, o uso medicinal de espécies do género € reconhecido
ha muitos anos, uma vez que as propriedades medicinais do "euphorbium" (latex de
Euphorbia resinefera) foram documentadas por Hipocrates, Galeno e Dioscérides
(Ernst et al., 2015). Atualmente, estudos respaldam a etnofarmacologia das espécies
pertencentes ao género, como avaliagdo da atividade anticAncer de Euphorbia
cheiradenia, Euphorbia hirta, Euphorbia tirucalli, Euphobia antiquorum, Euphorbia
umbellata (Amirghofran et al., 2006; De Melo et al., 2011; Hsieh et al., 2015; Behera
et al., 2016; Camargo Luz et al., 2016), anti-HIV de Euphorbia laurifolia (Avila et al.,
2010), anti-inflamatoria de Euphorbia lacteal (Fernandez-Arche et al., 2010),
antioxidante de Euphorbia tirucalli (Munro et al., 2015).

Outro indicativo do forte potencial terapéutico do género é observado nas

patentes registradas nos Estados Unidos (Tabela 1) e a aprovagao, pelo FDA, do
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Picato®, medicamento para controle da queratose actinica, cujo principio ativo é o

mebutato de ingenol, um diterpeno isolado de Euphorbia peplus L (Reis et al., 2014).

Tabela 1- Exemplos de patentes estadudinense contendo extratos de Euphorbia.

N° da patente Indicagao Espécie envolvida
US 6844013 Imuno estimulacao E. peplus, E. hirta,

E. drummondii

US 2003/0165579A1 Inibigdo tumoral E. antiquorum
US 6432452 Composto anticancer E. peplus, E. hirta,

E. drummondii

US 2003/0171334 A1 Cancer de prostata E. aaron-rossii,

E. tirucalli,
E. tomentella,

E. tomentosa

US 6923993 Componentes anticancer E. obesa
US 2007/0248694 A1 Anti-inflamatério E. hirta
US 2006/0198905 A1 Doencas colon-reto-anal E. prostrata

Fonte: adaptado de MWINE, 2011.

As diversas atividades estdo associadas aos varios metabdlitos ja
identificados como terpenos, taninos, flavonoides, acidos fendlicos e esteroides.
Dentre as varias classes de compostos os diterpenos sdo destacados como
constituinte caracteristico do género e relatados como responsaveis pela acao

anticancer das euphorbias (Gao et al., 2015; Fei et al., 2016).

2.4 ESPECIE Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns

Espécie pertencente a familia Euphorbiaceae e ao género Euphorbia possui
como sinonimias Synadenium grantii Hook.f. e Synadenium umbellatum Pax (Luz et
al., 2015). E um arbusto nativo ou pequena arvore nativa da Africa centro-oriental,
atinge altura de 12 pés (3,6 metros) (Hassan et al., 2012), caracterizada por folhas
simples pecioladas e perinervadas, de coloragao verde, com a face abaxial mais

clara, medindo aproximadamente 12,4 cm de comprimento e 4,7 cm de largura, com
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forma de espatulada a lanceolada, apice obtuso, base atenuada e margem inteira
(Luz et al., 2015).

Encontrada nas regides sul e centro oeste do Brasil, é conhecida
popularmente como janauba, leitosinha, cancerola, avelés de folha (Giardini, 2012;
Luz et al., 2015). Seu uso popular se da através de uma garrafada, a qual consiste
em 18 gotas do latex diluido em 1 litro de agua, sendo administrado um calice 3
vezes ao dia. Indicado para tratamento de alergias, cancer, colicas menstruais,
doenga de Chagas, diabetes, dores no corpo, gripe, hemorragia, impinge,
impoténcia sexual, lepra, leucemia, obesidade, tumores e Uulcera nervosa
(Orténcio,1997).

Estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de diversas classes de
metabdlitos. Por exemplo, das folhas ja foram isolados antocianinas, ésteres
diterpenos do tipo forbol (Andersen et al., 2010; Hassan et al., 2012), das cascas do
caule, triterpenos (eufol, friedelina e 3B-friedelinol) (Munhoz et al., 2014). Do latex ja
foram identificadas proteinas, pertencentes a classe serina-protease (Badguijar,
2014), outras proteases (Menon et al., 2002) e glicoproteinas (Rajesh et al., 2006);
ésteres diterpénicos (Kinghorn, 1980), triterpenos, compostos fendlicos, acidos
organicos e graxos (Uzabakiliho et al., 1987; Costa et al., 2012). Ressaltando a
presenca de ésteres de forbois, relatados na literatura como responsaveis pela
atividade anticancer (Costa et al., 2012).

Com relagao com a toxicidade, Cunha e colaboradores (2009), utilizando 52
ratas Wistar, mostraram que o latex possui baixa toxicidade aguda, enquadrando a
espécie S. umbellatum como classe 5 (substancia com DLsp superior a 2000 mg/kg e
menor que 5000 mg/kg).

Costa et al. (2012) avaliaram a toxicidade oral do latex puro e diluido em
ratas tratadas com dose unica de 0,5 mL/rato. Nao foram demonstradas alteragdes
macroscopicas significativas nos o6rgaos. Em relagdo aos parametros bioquimicos
também nao houve diferenca estatistica, porém o latex puro apresentou valores
maiores de enzimas hepaticas (ALT e AST) do que a diluicdo. Os autores sugerem
que os efeitos do latex sejam associados a sensibilizagdo e alergia mediada pela
eosinofilia, sendo independente da concentracdo e acompanhada de linfopenia.
Outro teste de toxicidade realizado demonstrou que o latex puro possui alta
toxicidade frente Artemia salina, sendo o efeito dose dependente, com um CLso de

26,58 pg/mL. Esse dado possui correlagdo com a atividade anti-Trypanosoma cruzi,
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inseticida e antitumoral.

Da Mota, Benfica e Valadares (2012) analisaram a atividade pro-apoptotica
das partes aéreas de S. umbellatum frente a linhagem K-562 (células leucémicas
humanas), demonstrando que a apoptose ocorre via aumento da geragdo de
espécies reativas de oxigénio, ao promover a despolarizagcdo mitocondrial,
externalizacao de fosfatidilserina e ativagao da caspase 9.

Resultado semelhante foi observado em outro trabalho do grupo (Da Mota,
Benfica, Batista, et al., 2012) no qual investigaram os mecanismos de indugao da
morte celular em modelos de tumor de Ehrlich pelo extrato etandlico de folhas de S.
umbellatum. E confirmaram que a apoptose € desencadeada por aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, aumento da concentragdo de calcio,
alteracdo da funcdo mitocondrial, externalizacdo de fosfatidilserina resultando na
ativacado das caspases e morte celular. Além disso, demonstram uma seletividade do
extrato as células tumorais do que a medula éssea.

Nogueira e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antitumoral e
antiangiogénica do extrato etandlico das partes aéreas de S. umbellatum, relatando
uma redugao significativa na produgéo de fator de crescimento vascular endotelial,
além de inducao da apoptose.

Hassan, Mohammed e Mohamed (2012) observaram a atividade citotoxica
do extrato cloroférmico das folhas de S. grantii frente a células de MRC-5
(fibroblastos de pulm&o humano fetal). Enquanto Campos e colaboradores (2016)
determinaram a atividade antiproliferativa de extratos das cascas do caule de S.
grantii e de um éster diterpeno tipo forbol sobre diversas linhagens celulares,
incluindo as células K-562. O composto isolado ndo apresentou resultados téo
promissores quanto as fragbes de forma geral. Os autores propdéem que a maior
eficacia das fragdes se de por sinergismo entre os diversos compostos presentes
nelas.

De Oliveira et al. (2013), em ensaios in vitro, demonstraram que tanto o latex
concentrado de S. grantii como a sua forma de uso popular, diluido, possuem
atividade citotoxica frente linhagem B16F10 (células de melanoma). Em ensaio in
vivo, os autores relataram observar reducao significativa do volume do tumor de
melanoma em camundongos.

Kanunfre e colaboradores (2017) avaliaram o potencial citotéxico de extrato

bruto e fracbes obtidos a partir das cascas do caule de E. umbellata frente a
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linhagem Jurkat. Concluiram que ha agao citotéxica, sendo que a fragéo cloroférmio
apresentou-se mais eficaz, tendo como mecanismos de acao envolvidos a parada
de ciclo celular e a indugao da apoptose.

Luz e colaboradores (2016) determinaram a atividade citotoxica do latex de E.
umbellata e fragdes (hexano, cloroférmica, acetato de etila e metandlica) frente a
diferentes modelos tumorais, linhagens HelLa (adenocarcinoma cervical humano),
HRT-18 (adenocarcinoma ileocecal colonretal humano) e Jurkat (leucemia linfoide
aguda). A fragdo hexano foi a mais citotdxica, obtendo o menor Clsy (1,87 pg/mL)
para as células Jurkat, portanto apresentando-se como efetiva e promissora fragao
com atividade antitumoral frente as leucemias. De fato, quando analisado a
seletividade da fragdo, o indice foi superior a 2 (1S=4,30), isto &, apresenta menor
toxicidade as células normais do que as cancerigenas. Esse estudo indiciou, ainda,
que citotoxicidade esta relacionada a parada do ciclo celular e a inducdo de morte
celular por apoptose.

Todos estes trabalhos apresentados demonstram o potencial citotoxico de
compostos presentes no latex de Euphorbia umbellata e nas suas fragbes e
subfracdes. Desta forma se faz importante se aprimorar estudos cientificos a
respeito destas matrizes, sendo objetivos deste trabalho os que se apresentam a

seqguir.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
Caracterizar a fracdo hexano do latex de Euphorbia umbellata e avaliar o

potencial citotdxico da fracio, subfracdes e substancia isolada.

3.2 ESPECIFICOS

Fracionar o material vegetal para obtencdo dos extratos hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol;

Refracionar a fragdo hexano para obtengdao de subfracbes éter etilico,
diclorometano, etanol e metanol;

Avaliar o perfil quimico da fragdo hexano e subfragdes obtidas;

Isolar metabalitos do latex;

Identificar os metabdlitos isolados;

Avaliar a citotoxicidade da fracdo hexano e subfracdes do latex de E.
umbellata frente a diferentes modelos de células leucémicas;

Avaliar a citotoxicidade do eufol frente a diferentes modelos de células
leucémicas;

Determinar o indice de seletividade da fragdo mais citotoxica.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Hexano (Vetec), cloroformio (Vetec), acetato de etila (Vetec), metanol (Vetec),
éter de petroleo (Vetec), diclorometano (Vetec), etanol (Vetec), vanilina sulfurica
(Vetec), acido sulfurico (Vetec), dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec), meio de cultura
RPMI 1640 (Gibco), soro fetal bovino (Gibco), tampao PBS, agua ultra pura, solugéo
de antibidtico (estreptomicina-penicilina) (Sigma Aldrich), bicarbonato de sédio
(Vetec), glutamina (Vetec), piruvato de sodio (Sigma Aldrich), brometo de (3-metil-[4-
5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazélio (MTT) (Sigma Aldrich), Histopaque 1077®
(Sigma Aldrich).

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Silica 35-70 mesh (Merck); manta aquecedora (Fisatom); balanga analitica
(Shimadzu); evaporador rotativo (Fiaston); placa de cultura de 24 pocgos (Kasvi),
incubadora de CO; (Sanyo), leitor de placas (Biotec), fluxo laminar (Veco), tubos de
2 mL e 50 mL (Kasvi), vortéx (Marconi), banho térmico (Logen), micropipetas
(Brand), microscopio éptico (Olympus CX31, Olympus BX41), cromatdgrafo a gas
Agilente 7890 (Agilent), espectro de massas Agilent 5975C (Agilent) e
espectrémetros Bruker AVANCE Il HD 600 e Bruker AVANCE 11 400.

4.3 ESTUDO FITOQUIMICO
4.3.1 Material vegetal

O latex foi coletado por meio de cortes transversais no caule de Euphorbia
umbellata (Figura 1), na cidade de Ponta Grossa (PR) (975 metros de altitude, 25°
0538 S de latitude, 50° 09°30"°O de longitude) em outubro de 2015. Sendo que
sua identificagdo havia sido realizada em fevereiro de 2014. Uma exsicata foi
depositada e registrada no Herbario Maria Eneida P. Kauffmann Fidalgo, do Instituto

de Botéanica de Sao Paulo, sob numero de registro SP453920.
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Figura 1 - Foto do método de coleta do latex de Euphorbia umbellata.

Fonte: a autora.

4.3.2 Fracionamento

O fracionamento foi realizado utilizando um extrator de Soxhlet (capacidade
de 250 mL) com solventes de polaridade crescente. Para tanto 40,383 g de latex
foram adsorvidos em quantidade suficiente de silica 35-70 mesh (aproximadamente
28 g) e deixado em contato com cada um dos solventes por 5 horas, sendo na
sequéncia, o solvente com o extrativo retirado e substituido por um de maior
polaridade, segundo a sequéncia: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.
As quatro fragdes foram concentradas em evaporador rotativo sob pressao reduzida
a 40 °C. Estas foram mantidas sob refrigeragdo até o momento do uso.

Parte da fragdo hexano (7,427 g) foi fracionada seguindo o mesmo protocolo
executado para o latex in natura, entretanto os solventes utilizados foram éter de
petroleo, diclorometano, etanol e metanol. Para este segundo fracionamento os

mesmos volumes de solvente e tempos de extragcao foram utilizados.

4.3.3 Isolamento de compostos

O latex in natura (19,521 g) foi submetido a um processo de precipitagcao

acida. O procedimento consiste na adicéo do latex em 100 mL agua acidificada (1%
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acido sulfurico), seguido da adicédo de 100 mL de éter de petrdleo, sob agitacao, e
filtragdo do precipitado. Este foi armazenado sob refrigeracdo até momento do uso.
Parte do precipitado (2,98 g) foi aplicada a uma cromatografia em coluna (CC)
eluida de modo gradiente utilizando hexano e acetato de etila (Tabela 2). Resultando
em 666 fracbes que foram estudas por cromatografia em camada delgada (CCD),

sendo a vanilina sulfurica o revelador.

Tabela 2 - Condigado gradiente da fase mével da cromatografia em coluna.

Fragoes Solvente Volume (L)
1-117 Hexano: acetato de etila (95:5) 3
118-203 Hexano: acetato de etila (92,5:7,5) 2
204-297 Hexano: acetato de etila (90:10) 2
298-378 Hexano: acetato de etila (85:15) 2
2
1

379-454  Hexano: acetato de etila (75:25)
455-544  Hexano: acetato de etila (65:35)
545-666 Hexano: acetato de etila (50:50) 1,8

Fonte: A autora.

As fragdes semelhantes, conforme o fator de retengao (Rf), foram agrupadas.
Desse processo, se obteve a fragdo E1 (jungdo das fragbes 244-255), a qual foi
submetida & andlise de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H),
carbono (*C), DEPT 135, HSQC e HMBC, andlise cromatografica e a identificacdo

realizada a partir de comparacao com a literatura.

4.3.4 Analise cromatografica e espectroscdpica

A analise cromatografica da fracdo hexano e subfracdes foi realizada em
equipamento de cromatografia gasosa Agilent 7890 equipada com auto injetor.
Como fase estacionaria foi utlizada uma coluna capilar (30 m x 25 mm diédmetro
interno) de silica fundida, recoberta por um filme (0,25 pm) de (5%-fenil)-
metilpolisiloxano. Hélio foi usado como gas de arraste num fluxo de 1,0 mL/min.

A condi¢cao otimizada do forno foi 250 °C até 300 °C, em uma taxa de
acréscimo de 5,0 °C/min., sendo a temperatura final mantida por 15 min. A
temperatura do injetor foi 280 °C, e o volume de injecdo 2 uL. A espectroscopia de

massas foi determinada por um equipamento Agilent 5975C, quadrupdlo simples. A
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ionizagao na fonte ocorreu a 70 eV e os espectros obtidos no modo scan na faixa de
m/z entre 40 a 600 u.m.a.. A temperatura da fonte do MS foi ajustada para 230 °C, a
temperatura do quadrupdlo em 150 °C e a temperatura da linha de transferéncia em
280 °C. O software utilizado foi Agilent Enhanced MDS Productivity ChemStation
software (versao E.02.02, Santa Clara, CA, USA). As bibliotecas Wiley e NIST
(version 2.0g) foram utilizadas a fim de auxiliar a identificacdo de substancias.
Enquanto analise espectroscopica se deu em espectrometro Bruker AVANCE
Il HD 600 e Bruker AVANCE Il 400. As amostras foram solubilizadas em
cloroformio deuterado e espectros de 'H foram obtidos. Os resultados foram

comparados com a literatura.

4.4 AVALIACAO CITOTOXICA

A avaliagao citotdxica foi determinada para a fragdo hexano, subfracées (éter
de petréleo, diclorometano, etanol e metanol) e para a substancia eufol conforme
procedimentos descritos abaixo.

4.4.1 Linhagens celulares e condicdes de cultivo celular

Foram utilizadas células de diferentes linhagens de leucemias humanas como
Jurkat (leucemia linfoide aguda de células T) e HL-60 (leucemia pré mielocitica
aguda), as quais foram gentiimente cedidas pelo Prof® Dr. Rui Curi do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

O cultivo celular se deu, em suspensdao, em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 20 mM de bicarbonato de sédio, 2
mM de glutamina, 1 mM de piruvato de sddio e 1% da solugdo de penicilina-
estreptomicina (100000 U/mL-10 mg/mL respectivamente) em estufa a 37 °C em

atmosfera umidificada contendo 5% de CO,.

4.4.2 Ensaio de citotoxicidade por reducio de azul de tetrazélio (MTT)

As células foram semeadas na concentracdo de 1x10° células/mL em placas
de 24 pocos, sendo adicionados 500 uL/pogo (0,5x10° células/pogo). Apds 24 horas
aplicou-se o tratamento, em concentragbes variando de 1,25 a 75 ug/mL (fragao
hexano e subfragdes) e 10 a 50 ug/mL (eufol), obtidas a partir de uma solugéo
estoque de 25 mg/mL em DMSO P.A.. Como controle negativo foi utilizado solugao
de DMSO em concentragdo igual a obtida em cada tratamento, sendo 0,25% para a

fracao hexano e subfragdes e 0,4% para o eufol. Decorrido o tempo de tratamento -
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72 horas - as células foram homogeneizadas e transferidas para tubos de 2 mL,
centrifugadas a 220 g por 5 minutos, o sobrenadante foi removido. Sobre as células
foi adicionado 400 pL do reagente azul de tetrazélio (MTT) na concentragéo de 0,5
mg/mL (diluido em meio de cultivo), seguido de ressuspensao e incubacao por 30
minutos em estufa mantida a 37 °C e 5% de CO,. Apos esse periodo as células
foram novamente centrifugadas, porém a 900 g por 5 minutos, retirou-se o
sobrenadante e adicionou 300 uL DMSO P.A. para que houvesse solubilizagdo dos
cristais de formazan formados. As solugdes foram transferidas para placas de 96
pocos e as absorbancias determinadas em espectrémetro a 550 nm. A fracido mais
potente, diclorometano, foi avaliada pelo periodo de 24 e 48 horas, afim de avaliar

tempo dependéncia do tratamento.

4.5 DETERMINACAO DO iNDICE DE SELETIVIDADE

4.5.1 Isolamento de linfécitos e mondcitos humanos.

Primeiramente, o isolamento de linfécitos humanos, foi submetido e aprovado
o projeto junto ao Comité de Etica (nimero 1.026.524). Amostra de sangue (40 mL)

foi coletada em tubos a vacuo contendo anticoagulante (EDTA).

Para o isolamento de linfdcitos foi utilizado o reagente Histopaque 1077®. O
sangue total foi diluido em volume igual de PBS pH 7,4, o qual foi homogeneizado
lentamente. Sobre o reagente Histopaque foi adicionado o sangue diluido, na
proporcdo 1 mL de reagente para cada 2 mL de sangue diluido. Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 500 g por 30 min. Apds a centrifugagao observa-se a
separagdo do plasma (menor densidade), linfécitos e mondcitos (densidade
intermediaria) e hemacias e neutréfilos (maior densidade).

Os linfocitos e mondécitos foram coletados, diluidos em volume igual de PBS
pH 7,4 e novamente centrifugados a 500 g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado, o residuo celular ressuspendido em 24 mL de meio de cultura RPMI
1640, acrescido de 10% de (SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina (100 mg/L e
100 U/L respectivamente). A suspensdo celular foi plagueada em placas de 24

pocos e mantida por 2 h na incubadora de COx.
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4.5.2 Avaliacdo de citotoxicidade da subfracdo diclorometano por reducdo
mitocondrial de MTT.

Os mondcitos sao células aderentes, enquanto os linfocitos permanecem em
suspensdo. Apds as 2 h, o meio, contendo os linfécitos, foi retirado das placas,
reunido em tubo e centrifugado a 220 g por 5 min.. O pellet celular foi resuspenso
em 5 mL de meio de cultura e contados em cémara de Neubauer. Sobre os
mondcitos aderidos foi adicionado meio de cultura. Posteriormente a contagem foi
plagueado 500 uL de uma suspensao celular a 1x10° células/mL, ou seja 0,5 x 108

células/poco.

Aguardou-se 1 h para estabilizagado celular e na sequéncia foram adicionadas
diluigdes da subfracao diclorometano nas concentragdes de 5 a 200 ug/mL. Em 48 h
de analise foi realizada a redugcdo mitocondrial por MTT, para os linfécitos o
procedimento foi semelhante ao descrito no item 4.5.2, porém com periodo de
incubacao superior, sendo de 2 horas.

Para os mondécitos, o protocolo determina a retirada do meio de cultura, a
adicao de 400 pL de solugéo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura), seguida da
incubacao por 4 horas em estufa mantida a 37 °C e 5% de CO,. Decorrido o tempo,
retira-se novamente o meio, adiciona 300 uL de DMSO P.A., solubiliza os cristais de
formazan, transfere para placa de 96 pocgos e procede-se a leitura das absorbancias

em espectrometro a 550 nm.

4.5.3 Calculo dos indices de seletividade

O indice de seletividade é o quociente do Clsy de células ndo neoplasica pelo

Clso de células neoplasicas determinado pela equagao.

IS = CI50 células nédo neoplésicas
CI50 células neoplasicas

Para tanto foi estabelecido os valores de Clsg para as linhagens cancerigenas
Jurkat e HL-60, bem como para as células ndo neoplasicas linfécito e mondcito

tratadas com a subfragéo diclorometano pelo periodo de 48 horas.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram normalizados e analisados pelo programa estatistico
Graph Pad Prism (verséo 5). Executando-se analise de variancia (ANOVA) de uma
via, com pos-teste de Tukey, considerando p < 0.05. Sendo os resultados expressos
em média + desvio padrdo. Para determinacdo do Clsy foi utilizado o software
StatPlus (versao 5.9.8), a analise de sobrevivéncia pela regressdo de Probit, método
de Finney (Finney, 1971). Os resultados foram expressos em Clsg + erro padréo da

média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISE CROMATOGRAFICA E ESPECTROCOPICA
A fragdo hexano e suas subfragbes foram analisadas por CG/EM conforme
descrito no item 4.3.4. Os cromatogramas sao apresentados nas Figuras 2 a 6.
Dentre os diversos compostos observados na fragdo hexano a banda com
tempo de retengcdo 12,476 min. destaca-se como o majoritario. O espectro de
massas desta banda apresentou o pico em m/z 426, referente ao ion molecular [M']
e o0 pico base em m/z 411, fragmento referente a perda de grupamento metila, além

do pico em m/z 393, associado a perda de agua (Figura 2).

Figura 2 - Cromatograma da fragdo hexano de latex de Euphorbia umbellata.
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Destaque para o espectro de fragmentagao para a substancia com tempo de retengéo de 12,476 min.
Fonte: a autora.

Da fracdo hexano do latex de E. umbellata ja foi isolado eufol, conforme
descrito por Camargo Luz e colaboradores (2016) assim como o acetato de
germanicol, um triterpeno que apresenta potencial citotéxico quando comparado ao
controle negativo, porém menos ativo do que o eufol. Além de terpenos, ja foram
isolados esteroides, como o citrostadienol, outra classe associada a atividades
antitumorais (De Oliveira et al., 2013).

De forma mais ampla ja foram identificados terpenos (Costa et al., 2012),
proteinas (Menon et al., 2002), glicoproteinas (Rajesh et al., 2006), alcaloides,
glicosideos cianogénicos, fendlicos, saponinas (Badgujar, 2014), alcanos e acidos
graxos (Uzabakiliho et al., 1987) no latex de E. umbellata.

Observa-se nos cromatogramas das subfracbes a presenca de terpenos

amplamente descritos na literatura pra o género Euphorbia.
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A subfragdo éter (Figura 3) apresentou perfil quimico mais simples que a
fracdo hexano analisada anteriormente (14 bandas cromatograficas, sendo
destacada 5 bandas referentes aos componentes majoritarios da subfragédo) e com
as demais subfracdes; foi possivel observar, principalmente, substancias da classe

dos terpenos (triterpenos).

Figura 3 - Cromatograma da fragéo éter.
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Substancias sugeridas através do espectro de massas comparado a biblioteca de espectros NIST e
Wiley: B Lanosterol (Rt: 11.444 min.); D Tirucalol (Rt: 11.974 min.); A Eufol (Rt: 12.581 min.); C
Cicloartenol (Rt: 12.991 min.); F Taraxasterol (Rt: 13.131 min.).

Fonte: a autora.
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A subfracdo diclorometano (Figura 4) apresentou um aumento no numero de
bandas cromatograficas (23 bandas cromatograficas, sendo destacada 7 bandas
majoritarias), quando comparada a fragao éter, sendo possivel observar também a
presenca de possiveis compostos triterpénicos, além do diterpeno forbol-12,13,20-

triacetato, ja identificado no género Euphorbia (Costa et al., 2012).

Figura 4 - Cromatograma da fragéao diclorometano.
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Substancias sugeridas através do espectro de massas comparado a biblioteca de espectros NIST e
Wiley: H Forbol-12,13,20-triacetato (Rt: 9.213 min.); B Lanosterol (Rt: 11.439 min.); D Tirucalol (Rt:
11.974 min.); A Eufol (Rt: 12.591 min.); C Cicloartenol (Rt: 13.001 min.); F Taraxasterol (Rt: 13.141
min.); G Lupeol (Rt:14.501 min.).

Fonte: a autora.
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A subfracdo etanol (Figura 5) também apresentou um incremento no numero
de bandas cromatograficas (59 bandas, destacando 7 bandas) sendo possivel se
observar uma predominancia qualitativa de triterpenos e a presenca de dois

diterpenos pertencentes a classe tigliano.

Figura 5 - Cromatograma da fragéo etanol.
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Substancias sugeridas através do espectro de massas comparado a biblioteca de espectros NIST e
Wiley: | 4-B-forbol (Rt: 8.196 min.); B Lanosterol (Rt: 11.424 min.); D Tirucalol (Rt: 11.963 min.); J 3-
desoxo-3,16-dihidroxi-12-desoxiforbol-3,13,16,20-tetraacetato (Rt: 12.249 min.); A Eufol (Rt: 12.602
min.); C Cicloartenol (Rt: 13.001 min.); F Taraxasterol (Rt: 13.141 min.).

Fonte: a autora.
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A subfragdo metanol mostrou-se mais complexa de todas as subfracdes
avaliadas, com 69 bandas, das quais se destacaram 6, referentes a triterpenos e

esteroides.

Figura 6 - Cromatograma da fragdo metanol.
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Substancias sugeridas através do espectro de massas comparado a biblioteca de espectros NIST e
Wiley: B Lanosterol (Rt: 11.434 min.); D Tirucalol (Rt: 11.974 min.); A Eufol (Rt: 12.607 min.); C
Cicloartenol (Rt: 13.001 min.); F Taraxasterol (Rt: 13.151 min.); E Sitosterol (Rt:13.847 min.).

Fonte: a autora.

A fracdo hexano e subfragbes, apds analise cromatografica, foram estudadas
empregando-se a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H,
anteriormente descrito e os espectros sao apresentados nas figuras de numeros 7 a
11.

O espectro de RMN 'H da fragdo hexano (Figura 7) apresentou diversos
sinais na regido entre 0 e 2 ppm referente a grupamentos metilicos presentes nas
substancias constituintes da fracdo. Destacaram-se os sinais com deslocamentos
nas regides de 3 ppm e 5 ppm observados em compostos da classe dos terpenos e
esteroides, associados ao Hz do carbono ligado a hidroxila e ao hidrogénio ligado ao

carbono de dupla ligacéo, respectivamente (Salimikia et al., 2016; Dutra et al., 2012).
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Figura 7 - Espectro de 'H em CDCl; da fragdo hexano.
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Fonte: a autora.

A subfracdo éter apresentou perfil espectroscépico (Figura 8) semelhante a
fragdo hexano, no qual se observa diversos sinais na regidao de 0-2 ppm, além dos

sinais em 3 e 5 ppm.

Figura 8 - Espectro de 'H em CDCl; da subfragao éter.
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Fonte: a autora.
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A subfragédo diclorometano (Figura 9), por sua vez, apresentou um aumento
de sinais na regido entre 3 e 6 ppm, tais sinais podem ser associados com a classe
dos diterpenos tiglianos (Wang et al., 2015).

Figura 9 - Espectro de 'H em CDCl; da subfracao diclorometano.
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Fonte: a autora.

No espectro da subfragcdo etanol (Figura 10) observou-se uma redugao nos
sinais na regido de 0 a 2 ppm referentes aos grupamentos metilicos. Entretanto
houve aumento dos sinais na regido entre 3 e 6 ppm, associado aos diterpenos da
classe tigliano e compostos hidroxilados, além dos sinais com deslocamento

proximo a 8 ppm caracteristicos de compostos aromaticos.

Figura 10 - Espectro de 'H em CDCl, da subfragdo etanol.
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Fonte: a autora.
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A subfracdo metanol apresentou perfil espectroscépico semelhante ao da
subfracdo etanol, no qual se observaram sinais de presentes em diterpenos e

compostos aromaticos.

Figura 11 - Espectro de 'H em CDCl, da subfragdo metanol.
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Fonte: a autora.

Ao comparar os dados obtidos pela cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas com a literatura foi possivel sugerir 10 compostos, cujas

estruturas estéo representadas na Figura 12.
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Figura 12 - Estruturas das substancias sugeridas nos cromatogramas.

Eufol (A); Lanosterol (B); Cicloartenol (C); Tirucalol (D); Sitosterol (E); Taraxasterol (F); Lupeol (G);
Forbol-12,13,20-triacetato (H); 4-B forbol (I); 3-desoxo-3-16-dihidroxi-12-desoxiforbol-3-13-16-20-
tetracetato (J).

Fonte: a autora.
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As substancias sugeridas (Figura 12) sao majoritariamente pertencentes a
classe dos terpenos, sendo subdivididos em triterpenos (eufol, lanosterol,
cicloartenol, tirucalol, taraxasterol e lupeol) e diterpenos (forbol-12,13,20-triacetato,
4-3 forbol e  3-desoxo-3-16-dihidroxi-12-desoxiforbol-3-13-16-20-tetracetato).
Resultado compativel com a literatura que caracteriza os terpenos como a classe
majoritaria da espécie e os diterpenos, especificamente, como marcadores
taxondmicos da familia, dada sua baixa ocorréncia e ampla diversidade estrutural
(Uzabakiliho et al., 1987; Vasas e Hohmann, 2014).

Estes possuem diversas agdes biolégicas documentadas, entre elas anti-
inflamatodria, vasodilatadora, imunomodolatéria, neuroprotetora, anti-hiperglicemica,
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria, antiviral, antiproliferativa, antitumoral,
reversora da resisténcia multipla a farmacos (Paduch et al., 2007; Vasas e
Hohmann, 2014).

O eufol e seus isdbmeros - lanosterol; cicloartenol; tirucalol; taraxasterol e
lupeol - ja foram identificados e/ou isolados de euphorbias (Haines e Warren, 1949;
llyas et al., 1998; Haba et al., 2007; Ragasa e Cornelio, 2013; Zhang et al., 2013).

Dutra e colaboradores (2015) demonstraram que o eufol inibe a dor
neuropatica em doses de 30 mg/kg, administradas por via oral. O lanosterol, por sua
vez, inibe a agregacado proteica nas lentes oculares reduzindo a formagdo da
catarata, sendo comercializado sob marca Lanomax® para o tratamento de cataratas
em cachorros e gatos (Zhao et al., 2015).

Ha estudos destacando as propriedades anti-inflamatérias como o conduzido
por Wang e colaboradores (2016) que concluiram que o taraxasterol possui agao
contra artrite através, possivelmente, da reducédo da infiltragao celular, inibicao de
fatores proé-inflamatérios.

Fernandez-Arche et al. (2010) observaram a atividade anti-inflamatéria do
tirucalol, sendo essa provavelmente relacionada a inibigdo da migragéo neutrofilica
e/ou reducao dos niveis de dxido nitrico por inibicao da expressao da enzima iNOS.

O lupeol apresentou efeito protetor ao processo inflamatdrio, quando aplicado
topicamente em orelha de ratos antes da aplicagdo de TPA, exibindo decréscimo da
hiperplasia da pele e expressao de proteina COX-2, um marcador classico de
inflamacao e promogao tumoral. Além disso, o triterpeno foi citotdxico para células
de carcinoma de bexiga, através da inativagdo do NF-xB (Prabhu et al., 2016).

Resultados semelhantes foram obtidos por Rauth e colaboradores (2016), que
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concluiram que o lupeol suprime a proliferagao de células tumorais (UPCI:SCC131 e
UPCI:SCC084) de forma dose e tempo dependente. Além de inibir a fosforilagado de
EGFR e, consequentemente, a ativacado de AKT, IkB, NF-kB e COX-2.

De espécies de euphorbias ja foram isolados diversos diterpenos de varias
classes, com destaque para os pertencentes as classes dos jatrofanos, latiranos e
tiglianos (Vasas e Hohmann, 2014). Os diterpenos identificados nas fragdes s&o
classificados como tiglianos e, apenas, o forbol-12,13,20-triacetato ja foi identificado
na espécie (Costa et al., 2012).

Zolfaghari et al. (2016) obtiveram um valor de 16,1 uM de Clsp quando
avaliaram a viabilidade celular da linhagem Jurkat tratada com um diterpeno tigliano
isolado de E. sogdiana. Sendo que esse composto foi o mais ativo quando
comparado a diterpenos de diferente classe estrutural.

Wang e colaboradores (2015) descreveram resultados semelhante, ao
testarem 14 compostos isolados de E. dracunculoides. Utilizaram as seguintes
linhagens celulares: HL-60, SMMC-7721 (hepatoma humano), A-549
(adenocarcinoma humano células epiteliais alveolares basais), MCF-7 (cancer de
mama), e SW480 (adenocarcinoma colon-retal). E o unico composto que apresentou
atividade citotoxica é um diterpeno tigliano.

Além dos terpenos descritos, foi identificado o sitosterol, um composto
classificado como esteroide. Fitoesteroides possuem propriedades anticancer e
antiproliferativa, através da inibicdo enzimatica, efeitos antiestrogénicos e

antiprosgesterona (Gupta et al., 2013).

5.2 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS

Devido a determinagcdo de substancias pertencentes principalmente as
classes dos terpenos e esteroides, decidiu-se iniciar a pesquisa fitoquimica pela
fragdo hexano. Assim procedimentos cromatograficos foram realizados conforme
descrito no item 4.3.3 com reunido das fragcdes obtidas conforme semelhanga de Rf.
A fragdo nomeada E1 (solvente hexano: acetato de etila (9:1)) foi analisada por
ressonancia magnética nuclear (Figuras 14-18). Os dados de deslocamentos e
acoplamentos foram comparados com a literatura (Tabela 3), identificando a

substancia eufol.
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Figura 13 - Estruruta quimica do eufol.
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Fonte: a autora.

Figura 14 - Espectro de '"H em CDCl; da fracéo E1.
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Ampliagdo dos sinais com deslocamento 3,24 ppm, demonstrando o duplo dubleto (J= 11,66 Hz)
referente ao Hs e 5,10 ppm, demonstrando o tripleto referente ao Ho,.
Fonte: a autora.
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No espectro de RMN de hidrogénio ('H) da fracdo E1 identifica-se um duplo
dubleto em & 3,24 ppm referente ao hidrogénio Hz. Em & 5,10 ppm ha um triplo
multipleto atribuido ao Hys. Também, é possivel observar varios deslocamentos
quimicos na regido de 6 0,7 - 1,7 ppm associados aos hidrogénios das metilas Cs,

C1g, C21, Cas, Ca7, Cos, Cog € C3p presentes na estrutura (Tabela 3).

Figura 15 - Espectro de 13C{1H} em CDCl;da fragdo E1.
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Fonte: a autora.

No espectro de RMN de *C {'H} é possivel observar a presenca de 29 sinais,
destacando os sinais com deslocamento quimico em 6 134,0 e § 133,5 ppm os quais
se referem aos carbonos 8 (Cg) e 9 (Cy), € aos deslocamentos em § 125,2 e § 130,8
ppm atribuidos aos carbonos 24 (Cy4) e 25 (Cys). Caracterizando as duplas ligagdes

presente na estrutura (Tabela 3).
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Ao comparar o espectro de *C {"H} com o DEPT nota-se dois sinais com

deslocamento de 18,93 ppm, comprovando a existéncia de 30 sinais de carbono

referentes a estrutura triterpénica do eufol.

Tabela 3 - Dados do RMN de "H e "°C experimentais e da literatura (Dutra et al., 2012).

(Continua)
Experimental Literatura
Posigdo H C H e
1 35,2 35,4
2 27,9 28,0
3 3,24 dd J= 11,66 Hz e 4,6 Hz 78,9 3,23 dd 79,2
4 38,9 39,2
5 50,9 51,2
6 18,9 19,2
7 27,6 28,0
8 134,0 134,3
9 133,5 133,8
10 37,2 37,5
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(conclusao)

11 21,5 21,7
12 30,9 31,1
13 441 44,3
14 50,0 50,2
15 29,7 30,0
16 28,1 28,3
17 49,6 49,9
18 0,77 s 15,6 0,75s 15,8
19 0,96 s 20,1 0,95s 20,4
20 35,8 36,1
21 0,87dJ=6,1Hz 18,9 0,85d 19,1
22 35,4 35,7
23 24,7 25,0
24 5,10 tm 125,2 5,09t 125,4
25 130,8 131,1
26 1,62s 17,7 1,50 s 17,9
27 1,69 s 25,7 1,68 s 25,9
28 1,00 s 28,0 1,00 s 28,2
29 0,81s 15,5 0,80s 15,7
30 0,89s 24,4 0,87 s 24,9

s-simpleto, d- dupleto, dd- duplo dubleto, tm- triplo multipleto.
Fonte: a autora.

As analises de RMN de correlagao (Figura 17 e 18) corroboram a atribuicao
de sinais, enfatizando os sinais referentes ao C; (78,9 ppm) e Cy4 (125,2 ppm) em
correlacdo direta com os sinais 3,24 e 5,10 ppm presentes no espectro de

hidrogénio.



Figura 17 - Mapa de correlagdo HSQC da fragao E1.
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Figura 18 - Mapa de correlagdo HMBC da fragao E1.
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Fonte: a autora.

A anadlise de CG/EM da fracdo E1 (Figura 19) apresentou uma banda
cromatografica com tempo de retengédo de 12,468 min. e um perfil de fragmentagao

no qual foi possivel observar o ion molecular (m/z 426) e o pico base (m/z 69).

Figura 19 - Cromatograma da fragéo E1.
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Fonte: a autora.
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Os dados de RMN e massas para a fracdo E1 associados aos dados da

literatura permitiram identificar como eufol a substancia da fragao E1.

5.3 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE DA FRACAO HEXANO, SUBFRACOES E
EUFOL

Desenvolvido em 1980 por Mosmann, o ensaio de citotoxicidade por redugao
de azul de tetrazdlio (MTT) se tornou o método padrao para determinagdo de
viabilidade celular (Van Tonder et al., 2015). Células viaveis com metabolismo ativo,
em especial o mitocondrial, reduzem o MTT a um cristal roxo (formazan) com
absorcdo maxima proxima a 570 nm. Logo, para células em fase log de crescimento
a concentragdo de formazan formado € proporcional ao numero de células viaveis
(Riss et al., 2004).

A Figura 20 demonstra a responsividade das células Jurkat e HL-60 ao
tratamento com a fracdo hexano do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns.
Analisando os resultados observa-se que ha decréscimo da viabilidade celular com o

aumento da concentragao do tratamento aplicado.
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Figura 20 - Efeito da fracdo hexano do latex de Euphorbia umbellata na viabilidade de células
leucémicas.
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Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via e pods teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 99%. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes e em quadruplicata. O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0,001) em relacao
ao controle negativo (meio RPMI + DMSO 0,25%).
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Para critério de comparacgao foram calculados os valores de Clsp para as duas
linhagens testadas, as quais comprovaram que a linhagem HL-60 (Clso 0,061 +
1,226 ug/mL) € mais suscetivel ao tratamento com a fragdo hexano do que a
linhagem de células Jurkat (Clso 4,624 + 1,088 pug/mL).

Resultados semelhantes foram obtidos em trabalhos prévios do grupo
(Camargo Luz et al., 2016), onde a linhagem de células Jurkat tratada com a fragéao
hexano do latex de E. umbellata apresentou um Clsp menor que 2 ug/mL, quando
avaliado pelo ensaio de reducdo de MTT, apos 72 horas de tratamento.

Da Mota, Valadares e Benfica (2012), estudando outras partes (partes
aéreas) da mesma espécie, avaliaram o potencial citotoxico do extrato hidroalcélico
(95%) frente as linhagens Jurkat e K-562, concluindo que as duas linhagens foram
sensiveis ao tratamento, entretanto as células Jurkat mostram-se mais resistentes. A
maior resisténcia da linhagem Jurkat ndo foi observada no estudo conduzido por
Amirghofran et al. (2006) os quais observaram que as células K-562 foram mais
resistentes ao tratamento com extrato de partes aéreas de E. cheiradenia. Ainda,
estes pesquisadores observaram que as linhagens modelo de leucemia foram mais
sensiveis que as demais linhagens analisadas no estudo (HeLa, A549 e Fen) .

Nogueira e colaboradores (2008) ao avaliarem a agao citotéxica dos extratos
bruto, cloroférmico e hexanico de partes aéreas de E. umbellata frente a linhagem K-
562 obtiveram Clso de 0,4; 0,1 e 0,08 mg/mL, respectivamente, demonstrando que a
fragcdo hexano foi mais potente dentre as fragoes.

Hsieh et al. (2013) observaram que extrato de raiz de E. formosana possui
efeito antiproliferativo em células HL-60 e THP-1(leucemia monocitica aguda), com
taxas de inibicdo de 30% e 40%, respectivamente. Os autores atribuem os
resultados a parada de ciclo celular e indugao de apoptose causadas pelo extrato.

Um experimento com o extrato de partes aéreas de cinco diferentes espécies
de Euphorbia (E. petiolata, E. hebecarpa, E. osyridea, E. microciadia, e E.
heteradenia) demonstrou o efeito antiproliferativo em células Jurkat e K-562, com
destaque para a fragdo hexano de E. heteradenia a qual apresentou um valor de
Clso inferior ao controle positivo (cis-platina) para a linhagem K-562 (Amirghofran et
al., 2011).

Dado o potencial citotéxico promissor da fragdo hexano, as suas subfragdes

também foram avaliadas em relagdo ao potencial citotoxico (Figura 21 e 22).
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Figura 21 - Efeito das subfra¢des da fragdo hexano do latex de Euphorbia umbellata na viabilidade de células leucémicas - Jurkat.
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Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via e pos teste de Dunnet, com nivel de significancia de 99%. Os resultados foram expressos
em média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes e em quadruplicata. Os simbolos * e ** representam diferenga estatistica (p<0,01 e p<0,001,

respectivamente) em relagéo ao controle negativo (meio RPMI + DMSO 0,25%).
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Figura 22 - Efeito das subfra¢des da fragdo hexano do latex de Euphorbia umbellata na viabilidade de células leucémicas - HL60.
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Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via e pos teste de Dunnet, com nivel de significancia de 99%. Os resultados foram expressos
em média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes e em quadruplicata. Os simbolos *, ** e *** representam diferenca estatistica (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001, respectivamente) em relagdo ao controle negativo (meio RPMI + DMSO 0,25%).
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Observa-se, assim como para a fragcdo hexano, uma maior responsividade da
linhagem HL-60 quando comparada a linhagem Jurkat. Em relagao as subfragées, a
diclorometano destaca-se como mais eficaz, pois apresentou menores valores de
Clsp para a linhagen Jurkat e menores valores de viabilidade celular quando
comparada a média obtida para cada concentracao testada, seguida da subfragao
etanol (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de Clsp (ug/mL) determinado para o tratamento com as subfragbes para cada

linhagem celular

Jurkat HL-60
Eter 70,336122,113 >25
Diclorometano 0,200+0,957 0,005+0,098
Etanol 8,314+7,934 0,004+0,987
Metanol 2,581+185,053 ND

Dados expressos em valor de Clsy = erro padrdo da média, obtidos através da analise de Probit,
método de Finney. ND - n&o definido.

Os resultados promissores das subfragdes diclorometano e etanol podem
estar associados a composicdo quimica, uma vez que além de possuirem o0s
triterpenos comuns ao género Euphorbia possuem diterpenos do tipo forbol,
descritos na literatura como substancias citotdxicas (Vasas e Hohmann, 2014).

Analisando os valores de Clsp para ambas as linhagens celulares e a
viabilidade celular na maior concentracao testada, tem-se a subfracio diclorometano
como a mais potente. Assim, essa subfracao foi selecionada para avaliacdo de
tempo-dependéncia de tratamento (Figura 23), bem como determinagao do indice de

seletividade.
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Figura 23 - Efeito da subfragdo diclorometano na viabilidade de células leucémicas em diferentes

tempos de tratamento.
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Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via e pods teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 99%. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo de 3 experimentos

independentes e em quadruplicata.

Com base nos graficos apresentados é possivel observar um perfil de tempo

dependéncia de tratamento uma vez que houve diferenca estatistica entre os
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tempos avaliados para todas as concentracdes. Tal observacao é corroborada pelos

valores de Clsg, 0s reduzem com o aumento do tempo de tratamento (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores de Clsy para as linhagens Jurkat e HL-60 em diferentes tempos de tratamento.

Jurkat HL-60
24 horas >75 15,6367+12,3773
48 horas 7,61412,6474 2,5256+0,7656
72 horas 0,200+0,957 0,005+0,098

Dados expressos em valor de Clsy = erro padrdo da média, obtidos através da analise de Probit,
método de Finney.

O indice de seletividade (IS) é a razéo entre o Clso de células ndo neoplasicas
e o Clsp de células neoplasicas. Os valores de Clsy estdo apresentados na Tabela 6,

enquanto dos de IS, na Tabela 7.

Tabela 6 - Valores de Clsq para as linhagens linfocitos, mondcitos, Jurkat e HL-60, apds 48 horas de
tratamento com subfragéo diclorometano.

Clso
Linfocitos 53,04+22,81
Monécitos 79,08+20,75
Jurkat 7,61+£2,65
HL-60 2,52+0,76

Dados expressos em valor de Clsy = erro padrao da média, obtidos através da analise de Probit,
método de Finney.

Tabela 7 - Valores de indice de seletividade para subfragédo diclorometano.

Linfocito Monécito
Jurkat 6,96 10,39
HL-60 21,05 31,38

A literatura descreve que valores de IS inferiores a 2 indicam toxicidade geral
nao especifica (Ayesh, Abed e Faris, 2014). Luz e colaboradores (2016) ao
determinarem o indice de seletividade para fragao hexano de latex de E. umbellata
quando comparada a linfocitos, obtiveram 4,30, revelando a seletividade da fragao
hexano. Comparando os valores obtidos nesse trabalho, nota-se que o
fracionamento da fragdo hexano aumenta a seletividade da matriz vegetal,

principalmente por reduzir a toxicidade ao linfocito, demonstrada com o aumento do
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valor de IS. Tal resultado pode ser associado a selegdo de substéncias que ajam de
forma mais especifica em células neoplasica, reduzindo, assim toxicidade da fracao
em relacdo as células normais, possivelmente diminuindo, também, os efeitos
colaterais do tratamento quimioterapico.

A citotoxicidade do eufol, composto majoritario do latex de E. umbellata,
também foi avaliado pela técnica de redugcdo de MTT. A viabilidade celular é
apresentada na Figura 24. Assim como os resultados obtidos para a fragao hexano a
linhagem HL-60 (Clsp 49,3651 + 2,7648 yM) € mais responsiva ao tratamento
quando comparada as células Jurkat (Clsyo 84,3331 + 11,7647 uM).



Figura 24 - Efeito do eufol na viabilidade de células leucémicas.
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Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via e pos teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 99%. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes e em quadruplicata. O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0,001) em relagéo
ao controle negativo (meio RPMI + DMSO 0,4%).

Camargo Luz e colaboradores (2016) ja haviam relatado o potencial citotoxico

do eufol ao testa-lo na concentragdo de 50 ug/mL por 72 horas em células Jurkat.
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Todavia no presente estudo, foi possivel estabelecer a relagao de dose dependéncia
no tratamento.

Wang et al. (2013) demonstraram atividade antiproliferativa do eufol para
linhagem T47D (cancer de mama), incluindo a descricdo do mecanismo envolvido.
Segundo os autores o eufol gera a redugdo de ciclina D1, B1 e A; regulagao
negativa da CDK2; hiperfosforilagdo da proteina Rb e indugéo de CKis p21 e p27.

Resultados semelhantes foram observados em células de CS12 (cancer
gastrico humano) para as quais o eufol promoveu a apoptose com indugao da p27kP1
e inibicao da ciclina B1 (Lin et al., 2012). Os autores também relataram ativagao da
caspase 3 por via intrinseca e envolvimento de ERK1/2 no processo antiproliferativo
e apoptaotico.

Chen e colaboradores (2015) concluiram que o eufol possui potencial para o
tratamento do cancer uma vez que suprime a sinalizacao do TGF-f3, caracterizada

pela fosforilagdo do Smad2 e a transcricao do PAI-1.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagdo da técnica de extragao por Soxhlet é viavel mesmo tratando-
se de matriz vegetal liquida;

O fracionamento da fracdo hexano gera subfracbes com diferencas
quimicas quantitativas e qualitativas;

A andlise quimica da fragdo hexano e subfragdes permitiu a sugestao de
10 substancias, majoritariamente terpenos;

O eufol foi isolado e identificado, sendo caracterizado como substancia
majoritaria da fracdo hexano;

A fracdo hexano, subfracdes e eufol foram capazes de reduzir a
viabilidade celular;

O fracionamento da fragdo hexano aumenta o potencial citotéxico e o
indice de seletividade;

A subfracéo diclorometano apresentou melhores resultados no ensaio de
citotoxicidade, além de perfil de tempo dependéncia de tratamento;

O eufol, como substancia pura e com valores de Clsy superiores aos das
matrizes vegetais, se mostra pouco promissor ao tratamento de leucemia;
A maior eficacia das matrizes vegetais quando comparada a substancia
isolada sugerem acao sinérgica entre os diversos compostos presentes na

mistura fitoquimica.
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