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RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado os efeitos citotoxicos do latex da
Euphorbia umbellata em diversos linhagens de células tumorais. Contudo, ensaios
com linhagens de hepatocarcinoma (CHC) ainda ndo foram realizados. Dessa
maneira, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antitumoral da
fracdo hexano (Hex), e suas subfragdes metanol (MeOH), dicloro (Cl), éter e etanol
(EtOH), extraidas do latex da E. umbellata, no modelo de CHC. A citotoxicidade
desta fracdo e suas subfragcbes foi avaliado nas células tumorais de
hepatocarcinoma Hepalclc7 e normais FNL, por meio do ensaio colorimétrico de
MTT. As concentracOes testadas foram 10 g — 150 pg/poco, por um periodo de 24
e 48 horas. Posteriormente, o potencial elétrico mitocondrial das células tratadas foi
avaliado por microscopia confocal a laser. Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram que a fracdo Hex da E. umbellata apresentou citotoxicidade
nas células Hepalclc7. Entretanto, as células FN1 também apresentaram
sensibilidade a fracdo Hex. Nossos resultados também evidenciaram que as células
tumorais Hepalclc7 e normais FN1 apresentaram grande sensibilidade as
subfragdoes EtOH e Cl,, em proporgoes similares. Em contrapartida, as subfragoes
éter e MeOH induziram citotoxicidade nas linhagens celulares Hepalclc7, com
baixa atividade citotoxica em células FNL. Além disto, a subfracdo MeOH reduziu o
AWm das células hepalclc7, sem induzir alteracbes nas células FNL. Neste
contexto, NOssos resultados sugerem que a citotoxicidade da subfracdo MeOH nas
células Hepalclc? ocorre devido a modulacéo da via apoptdtica. Dessa maneira, 0
conjunto de resultados demonstraram que a subfracdo MeOH apresenta potencial
para o tratamento de CHC in vitro.

Palavras-chaves: Euphorbiaceae; Euphorbia umbellata; hepatocarcinoma; cancer;
células tumorais.



ABSTRACT

Recent studies have demonstrated the cytotoxic effects of Euphorbia
umbellata’s latex on several tumor cell lines. However, assays with hepatocellular
carcinoma (HCC) strains have not yet been performed. Thus, the present work aimed
to evaluate the antitumor potential of the hexane fraction (Hex), and its subfractions
methanol (MeOH), dichloro (Cl), ether and ethanol (EtOH), extracted from the latex
of E umbellata using HCC models. The cytotoxicity of this fraction and its
subfractions were evaluated in hepatocarcinoma tumor cells Hepalclc? and normal
FN1 with MTT colorimetric assay. The concentrations tested were 10 ug - 150
Mg/well, for a period of 24 and 48 hours. Subsequently, the mitochondrial electrical
potential of the treated cells was evaluated by laser confocal micrascopy. The results
obtained in the present work demonstrated that the Hex fraction of E. umbellata
presented cytotoxicity in Hepalclc7 cells. However, FN1 cells also showed
sensitivity to Hex fraction. Our results also showed that the Hepalclc7 and normal
FNL1 tumor cells presented high sensitivity to the EtOH and Cl, subfractions, in similar
proportions. In contrast, the ether and MeOH subfractions induced cytotoxicity in
Hepalclc? cell lines, with low cytotoxic activity in FINL cells. In addition, the MeOH
subfraction reduced the A¥Wm of hepalclc? cells, without inducing changes in FN1
cells. In this context, our results suggest that the cytotoxicity of the MeOH subfraction
in Hepalclcy? cells occurs due to modulation of the apoptatic pathway. Thus, the set
of results demonstrated that the MeOH subfraction presents potential for the
treatment of HCC in vitro.

Key words: Euphorbiaceae; Euphorbia umbellata; hepatocarcinoma; cancer; tumor
cells.



1. INTRODUCAQO

O cancer € o termo atribuido a um conjunto de mais de 200 doencas que
compartilham caracteristicas em comum, como O crescimento desordenado e
capacidade de invadir tecidos e orgaos (Galuschka et al.,, 2017). Nas dltimas
décadas, 0 numero de diagnésticos e mortes ocasionadas pelo cancer tem
aumentado exponencialmente, tornando esta doenca um problema de salide publica
em todo 0 mundo. Segundo a Global Burden of Disease Cancer Collaboration, no
ano de 2015, ocorreram em média 17,5 milhGes de casos de cancer em todo o
mundo e 8,7 milhdes de mortes (Ftzmaurice et al., 2017).

A Global Burden of Disease Cancer Collaboration estima que, em 2015,
ocorreram 17,5 milhdes de casos de cancer e 8,7 milhdes de mortes, com previséo
de aumento para 23,3 milhdes de novas casos até 2030 (Bray et al., 2012; Biemar e
Foti, 2013). No Brasil, novos casos de cancer sdo diagnésticos a cada ano. O
Instituto Nacional de Cancer (INCA) aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos
casos de cancer, registrados até dezembro de 2017 (INCA, 2016).

No Brasil, no hiénio 2016-2017, os tipos mais frequentes de cancer em
homens serdo prostata (28,6%), pulméo (8,1%9), intestino (7,8%), estdmago (6,0%) e
cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino
(8,6%), colo do Utero (7,9%9), pulméo (5,3%) e estdmago (3,7% figuraréo entre os
principais (INCA, 2016).

O hepatocarcinoma (CHC) é a sexta neoplasia mais frequente no mundo,
correspondendo a terceira causa de morte atribuida por cancer (Serper et al., 2017,
Waller et al., 2015). As altas taxas de CHC em partes da Asia e Africa subsaariana
por exemplo, sdo decorrentes da prevaléncia de infecgdo cronica pelo virus da
hepatite B (VHB), onde 5% da populacdo nessas regidbes sao infectadas
cronicamente com o virus (Ferlay et al., 2010; Balogh et al., 2016). O nimero de
mortes em decorréncia do cancer, tem aumento consideravel em todo o mundo,
tendo dobrado nos Ultimos 20 anos nos Estados Unidos (Trojan et al., 2016).

O diagnastico precoce € essencial para que se tenha um tratamento com
maior efetividade, e esta correlacionado com um bom prognastico, que possibilita a
resseccao hepética e transplante hepatico ortotdpico (Kim et al., 2016). Os pacientes
que sao considerados com CHC precoce, podem se beneficiar da resseccao,
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transplante e ablacdo, ja agueles que estéo em estagio intermediério devem fazer
uso da quimicterapia (Bruix et al., 2016).

Ja nos casos diagnosticados em estagio avancado, 0 composto preconizado
para tratamento € o Sorafenib. Autores como Llovet et al. (2008) e Cheng et al.
(2009) demonstraram que o tratamento com Sorafenib possibilita um aumento da
sobrevida em apenas 2,8 a 2,3 meses, nesses pacientes. Outros estudos, com
camundongos portadores de CHC tratados com Sorafenib, com escaloneamento
entre as doses de 30 e 60 mg/kg, demonstraram a reducdo da massa tumoral, mas
houve a dminuicdo da taxa de sobrevida devido a perda consideravel de peso
corporal (Kuczynski et al., 2015).

Diante dos fatores limitantes das terapias ofertadas para o tratamento do
CHC, o desenvolvimento de compostos que apresentem menor toxicidade sistémica
e tecidual € essencial. Dessa maneira, a escassez de agentes terapéuticos eficazes
para o tratamento de CHC avancado, exige mais pesquisas com a finalidade de
identificar novos compostos para essa terapia.

A planta Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, Euphorbiaceae (Luz et al., 2015),
conhecida popularmente como "janauba’ e "cola-nota”’ no Brasil, produz um latex
gue vém sendo usado na medicina popular como agente anti-inflamatério, antitlcera,
homeostatico e antiangiogénico, e principal como agente antitumoral (Badgujar,
2014; Luz et al., 2016; Munhoz et al., 2014). No sul do Brasil, o latex engarrafado de
E. umbellata, € popularmente utilizado como tratamento para todos os tipos de
cancer (De Oliveira et al., 2013).

Estudos recentes tém demonstrado os efeitos citotoxicos do latex da E.
umbellata, em células de melanoma murino (B16-F10), células de adenocarcinoma
colorretal ileocecal (HCT-8), cancer cervical humano (HelLa) e celulas de Jurkat (De
Oliveira et al., 2013; Luz et al., 2015). Mesmos resultados foram obtidos quando
testando fragdes deste, para células de adenocarcinoma colorretal ileocecal (HCT-
8), cancer cervical humano (HelLa) e celulas de Jurkat ( Luz et al., 2016).

Apds a avaliacdo da citotixocidade, esses autores isolaram fragdes do latex
desta planta, que inicialmente foram as frages hexano, cloroférmio, acetato de etilo
e metanal, afim de avaliar as suas respectitivas atividades antitumorais (Luz et al.,
2016). Iniciamente, foi observado que todas as fragbes apresentam potencial
citotoxico isoldamente, dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo da
célula ao composto, a fragdo Hex apresentou maior citotoxidade, de modo que as
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células mais sensiveis foram as de Jurkat, com [Csy, de 1.87mg / mL Entretanto,
guando os doais terpenos foram isolados (eufol e acetato de germanicol), mostraram
nos testes uma baixa atividade citotdxica indicando que as propriedades
anticancerigenas do extrato podem ser causadas por outras substancias presentes
na fracao de hexano. (Luz et al., 2016).

Sendo assim, identificar qual ou quais S&o 0S compostos presentes no latex
da E. umbellata, que podem promover atividade antitumoral no CHC é de grande
importancia. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antitumoral de fracdo hexano (Hex), e suas subfragbes metanol (MeOH),
dicloro (Q,), éter, etanol (EtOH), extraidas do latex da E. umbellata no modelo de
CHC.



2. METODOLOGIA
2.1 Ensaios in vitro

2.1.1. Cultura celular

As células das linhagens de hepatocarcinoma murino (Hepalclc?) e
fibroblasto humano normal (FN1) utilizadas neste estudo pertencem ao banco de
células, do Laboratdrio de Bioquimica e Bidfisica do Instituto Butantan, sob
responsabilidade do Professor Dr. Durvanel Augusto Maria. As células foram
cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 (FN1) ou em meio aMEM (Hepalclc?),
pH 7.2, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, 2 mM de L-
glutamina e 1% de antibidticos (10.000 UI/mL de penicilina e 10 mg/mL de
estreptomicing). Os frascos de cultura de 75 cm? foram marntidos em estufa para
incubacdo de células contendo atmosfera Umida com 5% de CO,, a 37 °C. ApGs
atingirem a confluéncia aproximada de 90%, as células foram subcultivadas para
ampliacéo, realizacéo de experimentos ou congelamento. Antes da execucao dos
experimentos, as células foram contadas em camara de Neubauer, utilizando-se o0
corante azul de Tripan (1%), que ndo penetra nas células viaveis que possuem
membrana celular intacta. Apenas as células com viabilidade igual ou superior a
90% foram utilizadas nos ensaios.

2.1.2. Avaliacao da citotoxicidade pelo método colorimétrico de MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste colorimétrico de reducéo do MTT
[3- (4,5-dimetiltiazol-2-1) 2,5-difeniltetrazdlio brometo]. As células foram semeadas
em placas com 96 pogos, na densidade de 2x10* e em quadruplicada, sendo
cultivadas durante 24 horas em estufa contendo 5% de CO,, a 37 °C. ApGs o
periodo de incubacdo, as células foram tratadas durante 24 e 48 horas com
diferentes concentragdes (10 pg — 150 pg/poco) da fracdo Hex e suas subfragoes
MeOH, O, Eter, EtOH. Apds o tratamento, foram adicionados 10 pL de reagente de
MTT (5 mg/mL). Apés 3 horas de incubagdo, o sobrenadante foi removido e
acrescentado 100 yL de DMSO, para dissolucdo dos cristais de formazan. A
quantificacdo da absorbancia foi realizada em leitor de ELISA (ThermoPlate), no



comprimento de onda de 540 nm, para a determinacdo da concentracdo inibitoria
(1C50%).

2.1.3. Andlise do potencial détrico mitocondrial por microscopia
confocal alaser

Para a analise do potencial mitocondrial utilizando a técnica de microscopia
confocal, as células Hepalclc? e FNL1 foram plaqueadas sobre laminulas redondas
em placas com 24 pogos, na concentracdo de 1 x 10° /pogo. No dia seguinte, as
células foram com o valor de IC50% da fracd Hex e suas subfracbes MeOH, Cl,
Eter, EtOH, pelo periodo de 6 horas. Apds o tratamento, as células foram lavadas
trés vezes com meio de cultura adMEM (Cultilab, Campinas, SP, Brazil), a 37 °C, e
incubadas com 15 pg/mL de rodamina-123 (Assay Designs Inc., Ann Arbor, M,
USA) durante 10 minutos, no escuro a 37 °C. O excesso de rodamina foi retirado por
lavagem com meio de cultura, a 4 °C. A montagem das laminas foi realizada com
auxilio de uma pinca, com a qual as laminulas foram transferidas para as laminas de
vidro, sendo fixadas com ProLong® e armazenadas a -20 °C, no escuro, até o
momento da leitura no microscdpio confocal a laser (Carl Zeiss LSM 700; Leica,
Mannheim, Germany).

2.2 Andlise estatistica

Os valores numéricas foram expressos em media + desvio (DP). O teste de
Kruskal-Wallis (ANOVA ndo paramétrico de um fator) e de comparagdes multiplas de
Dun foram realizados para identificar as diferencas estatisticas entre as medidas dos
grupos estudados. Os gréficas foram oltidos por meio do programa Prism verséo
5.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacéo da citotoxicidade do solvente DMSO

A citotoxicidade do DMSO (Dimetilsulfoxido), que foi utilizado como solvente
da fracdo e suas subfragcbes, também foi avaliado, pois ele pode causar
citotoxicidade devido as suas caracteristicas quimicas. Os volumes testadas foram 1
uL, 2 uL, 3uL, 4 L, 5L e 7,5 yL, que sdo equivalentes aocs utilizados para obter as
concentragOes das fragOes e subfracdes na cultura celular de Hepalclc? e FNL.

As células de Hepalclc7 apresentaram menor sensibilidade ao DMSO,
mantendo as caracteristicas morfologicas. Entretanto houve uma discreta alteracéo
da morfologia apenas nas concentragbes mais altas (Hgura 1), sendo o valor de
IG5, de 6,156 Ul para estas células (Figura 2). Em contrapartida, as células de FN1
demonstram ser mais sensibilidade ao DMSO, ja nas menores concentragoes,
houve alteracdo morfolégica (Figura 3). O valor de 1G5y, para esta linhagem foi de
3,104 uL (Hgura 4).

3.2. Avaliacdo da citotoxicidade da fracéo Hex nas células tumorais
Hepalclc’

O potencial citotéxico da fragio Hex e suas subfragtes MeOH, Cl,, Eter e
EtOH, em diferentes concentragdes, foi avaliado na linhagem tumoral Hepalclc?,
por meio do ensaio de reducdo do MTT, apGs 24 e 48 horas de tratamento. Este
teste foi realizado com o intuito de determinar os valores da concentracao inibitéria
de 50% (1Csx) dos diferentes compostos.

O potencial citotoxico desses compostos foi analisada e fotodocumentada
utilizando um micrascopio Optico invertido. Apds o periodo de tratamento de 24
horas com a fracdo Hex, as células Hepalclc7 apresentaram perda da adesao,
alteracbes da sua morfologia e retracdo citoplasmatica (Figura 5). Apos 24 de
tratamento com a maior concentracao, houve uma reducao de apenas 26,18% de
viabilidade celular, e apGs 48 apos houve uma reducéo de 46,68% da viabilidade
celular (Figura 6 A-B).



3.3 Avaliagéo da citotoxicidade da subfracéo EtOH nas células tumorais
Hepalclc’

As celulas Hepalclc? tratadas com a subfracdo EtOH, no periodo de 24
horas, nas concentracdes de 20 a 30 g/poco, apresentaram acentuadas alteragoes
na morfologia, como retracdo citoplasmatica (Hgura 7), tendo 1Csyw, de 20,75
ug/poco. No periodo de 48 horas, ocorreu uma reducdo da viabilidade celular,
obtendo valor de 1Cs, de 29,68 ug/poco; contudo a inducdo de citatoxicidade pelo
composto nao fol dose dependente (Fgura 8 A-B).

34 Avaliagao da citotoxicidade da subfracéo C2 nas células tumorais
Hepalclc’

A subfracdo C, induziu a perda da adeséo e alteragOes significativas da
morfologia das células Hepalclc?7, como retracdo citoplasmatica, houve também a
formac&o de precipitado celular nos tratamentos com as concentragoes mais altas
(Fgura 9). Além disto, houve citotdxicidade em todas as concentragoes testadas nas
células Hepalclc?, resultando em um ICsy, de 8,85 pg/poco, apds 24 horas de
tratamento. O valor de 1Gsy, para o tratamento de 48 horas fol de 8,5 pg/poco
(Hgura 10 A-B).

3.5. Avaliacéo da citotoxicidade da subfragdo MeOH nas células tumoras
Hepalclc’

As células Hepalclc? tiveram alteracbes da morfologia celular, como
retracéo citoplasmética, apds a exposicao a subfracdo MeOH, a partir das primeiras
concentragdes, apos O periodo de 48 horas (Figura 11). O tratamento com a
subfracdo MeOH, em diferentes concentracbes, por um periodo de 24 horas,
proporcionou citotoxidade, com 1Csy, de 36,36 ug/poco. Contudo, nos ensaios de 48
horas foi possivel observar uma diminuicdo significativa da viabilidade celular, maior
gue a encontrada para as outras subfragdes, tendo reducéo de 91, 7% da viabilidade
celular j& na menor concentracdo testada (Fgura 12 A-B).
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3.6. Avaliaco da citotoxicidade da subfragio Eter nas células tumorais
Hepalclc/

As alteragbes na morfologia celular apds o tratamento com a sulfracio Eter
foram similares as encontradas para as outras subfracOes testadas anteriores
(Fgura 13). O potencial da subfraciio Eter também foi avaliado nas células
Hepalclc/. Apds o tratamento das células, por um periodo de 24 horas, foi
verificado uma reducdo na densidade celular, obtendo valor de 1Csy, de 37,38
ug/pogo. Apds 48 horas, foi possivel observar uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular, obtendo 1Csq, de 21,32 pg/poco (Fgura 14 A-B).

3.7. Avaliacéo da citotoxicidade da fracéo Hex nas células normais FN1L

Seguindo 0 pressuposto que 0s compostos antineoplasicos devem passuir
maior afinidade para as células tumorais, o potencial citotoxico da fracdo Hex e suas
subfragBes MeOH, O, Eter, BOH, foram testadas em diferentes concentracdes em
células de fibroblasto humano (FN1). A viabilidade celular, apos 24 horas de
tratamento, foi analisada pelo ensaio de MTT.

Foi observado que as células FN1 expostas a fracdo Hex, no periodo de 24
horas, apresentou sensibilidade para o tratamento, com leve alteracdo morfologica,
retracdo citoplasmatica, e nas concentragdes de 100 e 150 pg/poco, houve a
formacdo de precipitados (Figura 15). A fragdo Hex foi citotoxica para as células
FNL1, nas concentragdes testadas, tendo 1Csy, de 23,04 pg/poco (Fgura 16).

3.8. Avaliacéo da citotoxicidade das subfracoes G2 e EtOH nas células
normais FNL

As subfragbes que promoveram maior citotoxicidade nas células FINL foram
as C e HOH. Estas subfragbes promoveram alteracdo morfologica e, nas
concentragdes, houve a formacdo de precipitados (Fgura 17-18).

Nas células tratadas com Cl,, houve reducdo significativa da viabilidade
celular a partir da segunda concentracéo testada, tendo diminuicgo de 75,8%, com
G de 14,24 pg/poco (Figura 19 A). O tratamento das células FN1 com a
subfracdo EtOH, na menor concentracéo obteve reducdo de cerca de 78,68% da
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viabilidade celular, mostrando que as células FNL séo sensiveis a esta subfracdo
(Hgura 19 B).

3.9. Avaliagdo da citotoxicidade das subfracdes Eter e MeOH nas células
normais FN1

As subfragdes Eter e MeOh promoveram menor citotoxicidade para as células
FN1, em comparacéo com as outras subfragOes testadas, reduzindo a viabilidade
celular a partir de 30 pg/pogo. Apds o tratamento com ambas as subfragoes, foi
possivel observar alteracdo discreta da morfologia celular, havendo formacéo de
precipitados apenas nas concentragdes mais altas da subfraciio Eter (Figura 20-21).
Os valores de ICsyy para estas subfractes foram 31,41 ug/poco e 31,23 ug/poco,
respectivamente (Figura 22 A-B).

3.10. Avaliacdo do potencial elétrico mitocondrial (A%m) das células
tumorais tratadas com as subfractes Eter e MeOH.

As células Hepalclc? foram tratadas com as subfragbes Eter e MeOH, nas
concentragdes de 1Csy, por um periodo de 6 horas, e em seguida o A¥Ym foi
avaliado por meio da utilizagdo da rodamina 123, por microscopia confocal. Este
ensaio fol realizado apenas com estas subfracbes porque foram as que
apresentaram menor citotdxicidade para as células normais.

As células Hepalclc? tratadas com a subfracdo éer na concentracdo de
37,38 pg/poco, apresentaram redugdo no A¥Ym, em comparagdo com O grupo
controle, que apresentou alta emissao de fluorescéncia e mitocondrias dispersas no
citoplasma (Fgura 23 A-B). Além disto, nas células tratadas com esta subfragéo
houve uma redistribuicdo das mitocondrias, que se encontraram condensadas no
citoplasma das células (Fgura 23 B).

O tratamento com MeOH na concentragdo de 36,36 pg/poco, tambem
demonstrou eficiéncia na reducdo do A¥Ym, bem como alteracdo morfolégica e
retracdo citoplasmatica, com mitocondrias condensadas em locais especificos da
célula (Fgura 23 C).
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3.11. Avaliagao do potencial elétrico mitocondrial (A%m) das células normais
FNL1 tratadas com as subfracdes Eter e MeOH.

As células FN1 também foram tratadas com as subfragdes Eter e MeOH, por
um periodo de 6 horas, nas concentragdes de 1Csy. APOS 0 periodo de tratamento,
foi possivel verificar que a subfracio Eter diminuiu discretamente a fluorescéncia,
em relaco ao grupo controle (Fgura 24 A-B).

O tratamento das céulas FN1 com a subfracdo MeOH ndo modulou o A¥m,
em relagdo ao grupo controle (FHgura 24 A-C). A marcagdo positiva das células
tratadas, demonstra que as mitocondrias estdo funcionais e, portanto, as células
estdo metabolicamente ativas.



4. DISCUSSAO

O cancer ainda continua sendo umas das principais causas de morte em todo
0 mundo; assim, ha uma necessidade da identificacéo de novas drogas para tratar
desta doenca (Macedo et al. 2016; Miller et al. 2016; Burger, 2004). Regularmente,
Inimeros compastos sao testados em todo mundo, com o objetivo de identificar
novos agentes com acao antineoplasica. Contudo, mais de 80% dos compostos que
mostraram efeitos promissores em estudos pré-clinicos ndo conseguiram passar
pela fase 1l de ensaios clinicos (Kumar, 2016).

Apesar dos relevantes avancos no desenvolvimento de moléculas-alvo
especificas para 0 tratamento do cancer, a quimioterapia convencional e a
radioterapia ainda sdo frequentemente utilizadas para este objetivo. Tais agentes
quimiotergpicos sdo baseados em moléculas que interagem com o DNA, anti-
tubulinas, entre outros. Por este motivo, estes compostos induzem indmeros efeitos
colaterais, como lesfes gastrointestinais, perda de cabelo, disfuncéo neurologicas e
toxidade cardiaca (Dropcho, 2011; Nussbaumer et al. 2011).

Compostos bioativos derivados de plantas s&o conhecidos como agentes
guimiopreventivos em potencial, induzindo apoptose em varios modelos
experimentais de carcinogénese (M.Greenwell 2015; Pistollato et al., 2015; Li et al.
2015; Wang et al. 2012). Além disto, também apresentam fungdes antiproliferativa,
pro-apoptdtica, antimetastética e antiangiogénica em diversos tipos de cancer
(Hosseini, 2015).

Levando em consideracdo a necessidade do desenvolvimento de novos
compostos para o tratamento do cancer, 0 nosso grupo avaliou a eficacia das
fragdes e subfracOes extraidas do latex da E. umbellata, visto que o0 extrato desta
planta tem sido utilizado na medicina popular.

Diversos trabalhos tém evidenciado os efeitos citotoxicos da familia
Euphorbiaceae em diferentes tipos de tumores (Assaf et al., 2013; Hsieh e tal, 2011;
Lin et al., 2012a; Mota et al., 2012b).

Estudos tem demonstrado resultados positivos para os extratos de plantas da
familia Euphorbiaceae, nos quais extratos da Mercurialis annua L. apresentaram
efeito citotoxico e inibitdrio para células de linfoma de burkitt (BJAB) e mieloma
muitiplo (U266). Esses extratos sé&o usados populamente na Jordania para
tratamento de leucemia (Assaf e al., 2013).
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Assaf et al. (2013), mostrou que o extrato metanolico da Viscum cruciatum foi
seletivo contra as células de linfoma de Burkitt BJAB, apresentando ICsy, de 14,21
pug/ml. Outros estudos verificaram os efeitos antitumorais do latex da Synadenium
grantic Hook f. em células de melanoma murino B16F10 e em camundongos
portadores de melanoma B16F10. Os ensaios in vivo mostraram o latex diminuiu a
viabilidade celular, induzindo a parada do ciclo celular na fase S-G2/M. Além disto,
nos animais tratados com este extrato houve a reducao de 40% do volume tumoral
(Oliveira et al., 2013).

Hsieh et al. evidenciaram que o latex da Euphorbia antiquorum apresenta
potencial citotoxico sobre as células Hel a, induzindo apoptose, que foi caracterizada
pelas alteragbes morfologicas, fragmentacdo do DNA, aumento da populacdo Sub-
G1 e modulacéo da expressao de proteinas envolvida no processo apoptdtico.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que a fragdo Hex
da E umbellata apresentou citotoxicidade nas células Hepalclc7, modificando
sutilmente a morfologia celular nas concentracGes e periodos testados. Entretanto,
as celulas normais FNL também apresentaram sensibilidade a fracdo Hex. Sendo
assim, esta fracdo, na sua forma integral, ndo demonstra efetividade para o
tratamento de células Hepalclc7, sendo necessario a avaliagdo das suas
subfracdes.

Estudos recentes também tém avaliado os efeitos citotoxicos de diversas
fraghes do latex da E. umbellata em linhagem de adenocarcinoma retal humano
HRT-18, em carcinoma de cérvix humana Hela e nas células de leucemia linfoide
aguda Jurkat. Os resultados demonstraram que a fragao Hex foi a que apresentou
maior citotoxicidade, sendo as células Jurkat as mais sensiveis ao tratamento, com
|Gso06 de 1,87 mg/mL. Os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral da fracéo
Hex nestas envolvem a fragmentacdo do DNA, modulagéo do processo de morte
celular programada e parada do ciclo celular na fase Gy/G; (Luz et al., 2016).

Neste contexto, dois principais compaostos foram isolados desta frac&o, o eufol
(principal composto) e o acetato de germanicol (Luz et al., 2016). Os ensaios
realizados com estes compostos nas células Jukart demonstraram que o acetato de
germanicol ndo apresentou atividade citotoxica significativa. Similarmente, o eufol
também ndo diminuiu a viabilidade destas células, quando comparado ao grupo
controle tratado com vincristina (Luz et al., 2016). Sendo assim a atividade citotoxica
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da fracdo Hex nesta linhagem pode estar correlacionada a outra subfracéo que
ainda ndo foi estudada (Luz et al., 2016).

A fracdo Hex extraida da Cyperus rotundus, da familia Cyperaceae, modulou
0 aumento da expressao da caspase 3 e 7 em células de cancer de mama (MDA-
MB), cancer de ovario (A2780, SKOV3 e OVCAR3), cancer de endométrio (HEC1A)
(Ahn et al. 2015).

Em outros estudos, a fragdo Hex extraida da Mangifera zeylanica, da familia
Anacardiaceae, proporcionou uma atividade antiproliferativa significativa em células
de carcinoma de prostata (PC3), bem como ocasionou efeito citotoxico positivo em
cancer de pulméo de ndo pequenas células (A549) e cancer de nasofaringe (CNEL)
(Ediriweera et al. 2016; Li et al. 2015).

Outros trabalhos mostram gue a fracéo Hex extraida da Clinacanthus nutans,
da familia Acanthaceae, ndo apresentou efetividade para promover daividade
antitumoral em cancer de figado (HepG2), tendo ICsy, de 250 pg/mL. Em
contrapartida, a fracdo Hex extraida de Acanthopanax sessiliflorus, da familia
Araliaceae, apresentou citotoxicidade sobre as células de cancer de mama (MCF-7),
com valor de 1Csy de 58,40 ug/ml.

Em ensaios realizados com a linhagem de cancer de boca SCC-9, a fragao
Hex obtida da Erythroxylum suberosum, da familia Erythroxylaceae, ndo foi seletiva,
desencadeando citotoxicidade sobre as células normais na mesma proporcao que
nas células tumorais (Ng et al., 2017; Macedo et al., 2016; Thamizhiniyan et al.,
2015). Similarmente, no nosso estudo as células normais FN1 apresentaram
sensibilidade a fracdo Hex. Dessa maneira, a partir da fracdo Hex, as subfracOes
EtOH, O, éter e MeOH foram isoladas e avaliadas.

Nossos resultados também evidenciaram que as células tumorais Hepalclc7
e normais FN1 apresentaram grande sensibilidade a subfracdo EOH, em
proporcdes similares. Sendo assim, esta subfragdo n&o fol considerada seletiva.
Alguns trabalhos mostraram que o extrato EtOH isolado da Ferula gummosa, da
fampilia Apiacear, induziu apoptose e parada no ciclo celular na fase Gy/G; e S em
células de cancer de mama (MCF7) e em células de cancer de boca (BHY),
respectivamente. A mesma subfracdo isolada da Annona muricata L., da familia
Annonaceae, induziu a apoptose nas células de hepatocarcinoma (HEPG2), por
meio do estresse do reticulo endoplasmatico, com valor de ICsy, de 120 pg/mi
(Gudarzi et al. 2015; Kim et al. 2015; Liu et al. 2016; Rzepecka-Stojko et al. 2015).
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Similarmente acs resultados obtidos para a subfracdo EtOH, a subfracdo Cl»
apresentou citotoxico sobre as células HepalClc7; contudo, também promoveu
citotoxicidade nas células FNL1. Estudos na literatura demonstram que extrato
clorado de Phyllanthus engleri, familia Euphorbiaceae, inibiu seletivamente o
crescimento de células de cancer renal (UO-31) em diferentes concentragoes (Akee
et al., 2012).

A subfracdo éter pode apresentar atividade antiproliferativa e citotoxica em
algumas linhagens celulares. Os resultados obtidos neste estudo também mostram
gue esta subfracéo foi efetiva na inducdo de citotoxicidade nas linhagens celulares
Hepalclc7, com baixa atividade citotoxica em células FN1 normais. Outro extrato
éter, isolado das flores de Magydaris tomentosa (familia Apiaceae), composto
basicamente por furanocumarinas e metabdlitos secundarios, apresentou
citotoxicidade para células de melanoma humano (A375) e cancer de mama humano
(MCF7), sendo mais citotdxico para o Ultimo (Autore et al. 2015).

De todas as subfracOes avaliadas neste trabalho, a que apresentou melhor
efeito sobre as células hepalclc7, sem desencadear citotoxicidade em células
normais, nas mesmas concentractes e periodos de tratamento, foi a subfracdo
MeOH, na concentracéo de 36,36 Jug/poco.

Estudos na literatura apontam a efetividade de frages MeOH em diminuir a
expansao tumoral. Por exemplo, fragbes MeOH obtidas de trés diferentes espécies
de plantas, Phyllanthus emblica, Terminalia bellirica e Terminalia chebula,
promoveram citotoxicidade no modelo de células de cdlon humano (HCCSCs e
HCT116) (Vadde et al. 2015).

Fracdo MeOH obtida de Nardostachys jatamansi, da familia Caprifoliaceae,
também mediou um efeito citatdxico e antiproliferativo em cancer de mama (MCF-7 e
MDA-MB-231). Ja fragbes MeOH de E. umbellata apresentaram citotoxicidade para
células de adenocarcinoma colorretal ileocecal (HCT-8), cancer cervical humano
(Hela) e células de Jurkat (2015; Chaudhary et al. 2015; Luz et al., 2015; Luz et al.
2016).

No presente trabalho, os resultados obtidos por meio do ensaio de rodamina-
123 demonstraram novamente a citotoxicidade seletiva da fracdo MeOH. Neste
ensalo, as celulas Hepalclc? tiveram reducéo do AYm

As mitocondrias séo organelas encontradas em quase todas as células
eucaridticas e possuem papel fundamental no metabolismo e morte celular, bem
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como na producdo de ATP e geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hoye
et al. 2008; Ow et al. 2008; Tang 2012; Zhang et al. 2010). Um importante parametro
de funcionalidade mitocondrial € o AYm (Hu, Leung, e Tang 2014; Lin et al. 2016).
Este pode ser avaliado utilizando-se sondas baseadas em compaostos catidnicos
lipofilicos, como a rodamina 123, que atravessa facilmente as membranas e se
acumula no espaco da matriz mitocondrial (Hu, Leung, and Tang 2014; Mathur et.
al., 2000, Perry et al. 2011; Sun et al. 2015; Zhang et al. 2010).

A capacidade do latex de plantas da familia Euphorbiaceae em modular o
AW¥m ja tem sido relatado na literatura. Estudos mostraram que o latex da E
antiquorum foi capaz de promover a perda do AYm em células Hel.a, aumentando
0s niveis de especies reativas de oxigénio. Foi observado também que este extrato
induziu o0 aumento das proteinas Fas, FasL, JNK, p38 e MAPK e das caspases 8, 9
e 3 (Hsieh et al., 2011). Dessa maneira, estes resultados comprovaram que o latex
da E. antiguorum foi capaz de modular a ativacdo do mecanismo de morte celular
programada.

Neste contexto, nossos resultados sugerem que a citotoxicidade da subfracéo
éter e MeOH nas células Hepalclc7 ocorre devido a modulagdo da via apoptotica,
pois houve a reducao do AWYm apds o tratamento das células.
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5. CONCLUSAO

O conjunto de resultados demonstrou que a fragdo Hex e suas subfragdes 2Cl
e EtOH n&o apresentaram seletividade, pois induziram citotoxicidade em proporgoes
similares nas células tumorais Hepalclc7 e normais FNL. Em contrapartida, as
subfragBes Eter e MeOH promoveram atividade citotoxica nas células Hepalclc?,
sem desencadear citotoxicidade nas células normais FN1, nas mesmas
concentragdes e periodos de tratamento. Além disto, a subfracdo MeOH reduziu o
AWm das células hepalclc?, sem induzir alteragbes nas células normais. Dessa
maneira, 0 conjunto de resultados demonstraram que a subfracdo MeOH apresenta
potencial para o tratamento de CHC in vitro.
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LEGENDAS DE FIGURAS

FHgura 1. Fotomicrografias das andlises morfolégicas das células Hepalclc7. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide
(cabega da seta). Células tratadas com DMSO (B) 1 ul/poco (C) 2 pl/poco (D) 3
ML/poco (E) 4 pl/pogo (F) 5 pl/pogo (G) 7,5 atAL/pog,o Verifica-se leve alteracdo
morfologica apenas nas concentracoes mais

Fgura 2. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimetrico MTT. O grafico mostra a correlagéo do efeito Citotoxico expresso

em media + DP de trés experimentos independentes. As celulas foram tratadas

com diferentes concentragdes de DMSO, durante o periodo de 24 horas. DMSO

(1-7,5 pl/pogo).

Fgura 3. Fotomicrografias das andlises morfologicas das células FNL. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Células tratadas com DMSO (B) 1 pl/poco (C) 2 pl/pogo (D) 3 pl/poco
(B) 4 pl/poco (F) 5 pl/pogo (G) 7,5 pl/poco. Desde as menores concentragoes,
percebe-se que houve alteracdo morfologica.

Fgura 4. Determinacdo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacéo do efeito citotdxico expresso em media + DP
de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentracbes de DMSO, durante o periodo de 24 horas. DMSO (1 — 7,5

HL/poco).

Fgura 5. Fotomicrografias das andlises morfologicas das células Hepalclc?. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide
(cabega da seta). Células tratadas coma frag&o Hex no periodo de 24 horas. (B)
10 pg/poco (C) 20 ug/poco (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G)
100 pg/poco (H) 150 pg/poco. Apresentaram perda da adeséo, alteragdes da sua
morfologia e retracdo citoplasmatica

Fgura 6. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O grafico mostra a correlagdo do efeito citotdxico expresso
em média £ DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas
com diferentes concentracBes da fracdo Hex, durante o periodo de 24 e 48
horas. Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) Hex (10 — 150
Hg/pogo). Células Hepalclc? tratadas no periodo de 48 horas (B) Hex (10— 150

Mg/pOco).

FHgura 7. Fotomicrografias das andlises morfolégicas das células Hepalclc?7. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide
(cabeca da seta). Células tratadas com a subfracdo EtOH no periodo de 24
horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50
Hg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/pogo. Apresentaram acentuadas alteragdes
na morfologia, como retracdo citoplasmética.
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Fgura 8. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método

FHgura 9.

colorimétrico MTT. O gréafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso
em média £ DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas
com diferentes concentracdes da subfracio EtOH, durante o periodo de 24 e 48
horas. Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) EtOH (10 — 150
Hg/pogo). Células Hepalclc? tratadas no periodo de 48 horas (B) EtOH (10 —

150 pg/poco).

Fotomicrografias das andlises morfoldgicas das células Hepalclc?. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide
(cabeca da seta). Células tratadas com a subfracdo Cl, no periodo de 24 horas
(B) 10 pg/poco (C) 20 pg/pogo (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G)
100 pg/poco (H) 150 pg/poco. Verifica-se que estas células apresentaram perda
da adesdo e dlteragbes significativas da sua morfologia, como retracdo
citoplasmética, havendo também a formacdo de precipitado celular nos
tratamentos com as concentragoes mais altas.

FHgura 10. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método

colorimétrico MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso
em média £ DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas
com diferentes concentraces da subfracdo Cl,, durante o periodo de 24 e 48
horas. Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) Cl, (10 — 150
Hg/pogo). Células Hepalclcy? tratadas no periodo de 48 horas (B) Cl; (10 — 150

Mg/pOco).

FHgura 11. Fotomicrografias das analises morfologicas das células Hepalclc7. (A)

Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide
(cabeca da seta). Células tratadas com a subfracdo MeOH no periodo de 48
horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50
pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco. Nota-se alteragbes da morfologia
celular, como retracéo citoplasmética, a partir das primeiras concentracoes.

FHgura 12. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método

colorimétrico MTT. O gréafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso
em media £ DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas
com diferentes concentragdes da subfracéo MeOH, durante o periodo de 24 e 48
horas. Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) MeOH (10 — 150
Mg/poco). Células Hepalclc? tratadas no periodo de 48 horas (B) MeOH (10 —

150 pg/pogo).

FHgura 13. Fotomicrografias das andlises morfologicas das células Hepalclc7. (A)

Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide
(cabega da seta). Células tratadas com a subfraciio Eter no periodo de 48 horas
(B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G)
100 pglpoco (H) 150 pg/poco. Alteragbes morfolOgicas, como retracdo
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citoplasmética a partir das primeiras concentragdes, e formagéo de precipitado
nas concentragdes mais altas

FHgura 14. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método

Fgura 15.

Hgura 16.

Fgura 17.

Hgura 18.

Fgura 19.

colorimétrico MTT. O gréfico mostra a correlagdo do efeito citotoxico expresso
em media + DP de trés experimentos independentes. As celulas foram tratadas
com diferentes concentragGes da subfracéo Eter, durante o periodo de 24 e 48
horas. Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) Eter (10 — 150
Hg/poco). Células Hepalclc? tratadas no periodo de 48 horas (B) Eter (10— 150

Mg/poco).

Fotomicrografias das analises morfolégicas das células FNL. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Células tratadas com a fracéo Hex no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco
(©) 20 ug/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo

150 pg/pogo. Verifica-se alteragbes morfologicas, como  retragéo
citoplasmética desde as primeiras concentragdes, e formacao de precipitado nas
concentracdes meais altas.

Determinacéo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media = DP
de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentracBes da fracdo Hex, durante o periodo de 24. Células Hepalclc7
tratadas no periodo de 24 horas (A) Hex (10 — 150 ug/poco).

Fotomicrografias das analises morfolégicas das células FNL. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Céulas tratadas com a sufracdo Cl; no periodo de 24 horas (B) 10
Hg/poco (C) 20 pg/pogo (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/pogo (F) S0 pg/poco (G) 100
pg/poco (H) 150 pg/poco. As alteragbes morfoldgicas sdo bem acentuadas, e
presenca de formagao de precipitado nas concentragdes mais altas.

Fotomicrografias das analises morfolégicas das células FNL. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Céulas tratadas com a sufracédo EtOH no periodo de 24 horas (B) 10
Hg/poco (C) 20 pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) S0 ug/pogo (G) 100
pg/poco (H) 150 pg/pogo. Alteracbes morfologicas, e presenca de formagéo de
precipitado nas concentragdes mais altas.

Determinac&o da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacéo do efeito citotoxico expresso em meédia + DP
de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentracdes da subfracdo Cl, e EtOH, durante o periodo de 24 horas. Células
Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) Cl, (10 — 150 pg/poco). Células
Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (B) EtOH (10 — 150 ug/poco).



Fgura 20.

Hgura 21.

Hgura 22.

Fotomicrografias das analises morfolégicas das células FNL. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Células tratadas com a sufracdo MeOH no periodo de 24 horas (B) 10
Hg/poco (C) 20 pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100
pg/poco (H) 150 pg/poco. Leves alteracbes morfologicas nas concentractes
inicials, e presenca de formacao de precipitado nas concentragtes mais altas.

Fotomicrografias das andlises morfolégicas das células FNL. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabeca da
seta). Células tratadas com a sufragio Eter no periodo de 24 horas (B) 10
Hg/pogo (C) 20 pg/poco (D) 30 Hgpogo (E) 40 pg/pogo (F) 50 glpogo (G) 100
pg/poco (H) 150 pg/poco. Leves alteractes da morfologia celular nas primeiras
concentracOes, e presenca de formacao de precipitado nas concentragdes mais
altas

Determinac&o da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em media £ DP
de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes da subfracdo MeOH e Eter, durante o periodo de 24 horas.
Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (A) MeOH (10 — 150
Hg/poco). Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas (B) Eter (10— 150

Mg/poco).

Fgura 23. Fotomicrografias das células FN1 com mitocondrias marcadas com

Hgura 24.

rodamina 123 (verde), analisadas por microscopia confocal a laser. As
células foram tratadas com Eter e MeOH, nas concentragdes de 37,38 e 36,36
Hg/pogo, durante um periodo 6 horas. Controle (A); Eter 37,38 ug/poco (B)
MeOH 36,36 pg/poco (O).

Fotomicrografias das células Hepalclc7 com mitocdndrias marcadas com
rodamina 123 (verde), analisadas por microscopia confocal a laser. As
células foram tratadas com Eter e MeOH, nas concentraces de 37,38 e 36,36
Mg/pogo, durante um periodo 6 horas. Controle (A); Eter 37,38 pg/poco (B)
MeOH 36,36 pg/pogo (C).
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Fgura 1. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células Hepalclc7. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabega da
seta). Células tratadas com DMSO (B) 1 pl/pogo (C) 2 pl/pogo (D) 3 pl/pogo (E) 4 ul/pogo
(P 5 plpogo (G) 7,5 pl/poco. Verifica-se leve alteracdo morfologica apenas nas
concentragdes mais altas.

150+

Viabilidade celular (%)

Fgura 2. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em média +
DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentracBes de DMSQO, durante o periodo de 24 horas. DMSO (1 — 7,5 pL/poco).
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Fgura 3. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FNL. (A) Controle, no
qual € possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células
tratadas com DMSO (B) 1 ul/poco (C) 2 pl/poco (D) 3 pl/pogo (E) 4 pl/poco (F) 5 pl/pogo
(G 7,5 plUpogo. Desde as menores concentragOes, percebe-se que houve alteracdo
morfologica.
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Fgura 4. Determinacéo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentraces de
DMSO, durante o periodo de 24 horas. DMSO (1 — 7,5 jL/poco).
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Figura 5. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células Hepalclc?. (A)

Controle, no qual é paossivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Células tratadas com a fragdo Hex no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20

Hg/poco (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/poco.
Apresentaram perda da adeséo, alteraces da sua morfologia e retracéo citoplasmatica
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Fgura 6. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em média +
DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentragfes da fracdo Hex, durante o periodo de 24 e 48 horas. Céulas Hepalclc7
tratadas no periodo de 24 horas (A) Hex (10 — 150 pg/poco). Células Hepalclc? tratadas no
periodo de 48 horas (B) Hex (10— 150 pg/poco).
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Fgura 7. Fotomicrografias das andlises morfolégicas das células Hepalclc7. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Células tratadas com a subfracéo EtOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20

Hg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
Apresentaram acentuadas alteragbes na morfologia, como retracdo citoplasmatica.
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Fgura 8. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media +
DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentragBes da subfracdo EtOH, durante o periodo de 24 e 48 horas. Células Hepalclc7
tratadas no periodo de 24 horas (A) EtOH (10 — 150 pg/poco). Células Hepalclc? tratadas
no periodo de 48 horas (B) EtOH (10 — 150 ug/poco).
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Fgura 9. Fotomicrografias das andlises morfologicas das células Hepalclc7. (A)
Controle, no qual é paossivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da
seta). Células tratadas com a subfracdo Cl, no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20
1g/pogo (D) 30 pg/poco (E) 40 kg/poco (F) 50 g/pogo (G) 100 ig/pogo (H) 150 pg/poco.
Verifica-se que estas células apresentaram perda da adeséo e alteragdes significativas da
sua morfologia, como retracdo citoplasmatica, havendo também a formacéo de precipitado
celular nos tratamentos com as concentrages mais altas.
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FHgura 10. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O grafico mostra a correlacéo do efeito citotdxico expresso em media +
DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentragBes da subfracdo Cl,, durante o periodo de 24 e 48 horas. Células Hepalclc7
tratadas no periodo de 24 horas (A) Cl, (10 — 150 pg/poco). Células Hepalclcy tratadas no
periodo de 48 horas (B) Cl, (10— 150 pg/poco).
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Fgura 11. Fotomicrografias das analises morfologicas das células Hepalclc7. (A)
Controle, no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabeca da

seta). Céulas tratadas com a subfragdo MeOH no periodo de 48 horas (B) 10 pg/poco (C)

20 pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
Nota-se alteragbes da morfologia celular, como retracdo citoplasmatica, a partir das
primeiras concentragdes.
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Fgura 12. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O grafico mostra a correlacéo do efeito citotdxico expresso em media +
DP de trés experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes da subfracdo MeOH, durante o periodo de 24 e 48 horas. Células Hepalclc7
tratadas no periodo de 24 horas (A) MeOH (10 — 150 ug/poco). Células Hepalclc? tratadas
no periodo de 48 horas (B) MeOH (10 — 150 pg/poco).
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Hgura 13. Fotomicrografias das analises morfologicas das células Hepalclc?. (A)

Controle, no qual € possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabega da
seta). Células tratadas com a subfragio Eter no periodo de 48 horas (B) 10 pg/poco (C) 20

Hg/poco (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/pogo (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/poco.
Alteracoes morfologicas, como retracdo citoplasmética a partir das primeiras concentracdes,

e formacao de precipitado nas concentragbes mais altas..
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FHgura 14. Determinacdo da citotoxicidade em células Hepalclc7 pelo método
colorimétrico MTT. O gréfico mostra a correlagdo do efeito citotdxico expresso em média +
DP de trés experimentos independentes. As celulas foram tratadas com diferentes
concentragdes da subfraciio Eter, durante o periodo de 24 e 48 horas. Células Hepalclc?
tratadas no periodo de 24 horas (A) Eter (10— 150 pg/poco). Células Hepalclc? tratadas no
periodo de 48 horas (B) Eter (10— 150 pg/poco).
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Fgura 15. Fotomicrografias das andlises morfolégicas das células FN1. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a fracdo Hex no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco

(D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 30 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/pogo. Verificarse
alteracbes morfologicas, como retracdo citoplasmética desde as primeiras concentragoes, e

formacéo de precipitado nas concentragdes mais altas.
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Fgura 16. Determinac&o da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O gréfico mostra a correlagcéo do efeito citotdxico expresso em media = DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da
fracdo Hex, durante o periodo de 24. Células Hepalclc? tratadas no periodo de 24 horas

(A) Hex (10— 150 pg/poco).



FHgura 17. Fotomicrografias das andlises morfologicas das células FN1. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracéo Cl, no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 ug/poco

(D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 30 pglpoco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/pogo. As
alteracOes morfolégicas sao bem acentuadas, e presenca de formaggo de precipitado nas

concentragdes meais altas.

Fgura 18. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células FN1. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo EtOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20
uglpooo (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.

Alteragbes morfoldgicas, e presenca de formagéo de precipitado nas concentracfes mais
atas
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Fgura 19. Determinacéo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em media = DP de trés

€X

perimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da

Su

pfracdo Cl, e EtOH, durante o periodo de 24 horas. Células Hepalclc? tratadas no

periodo de 24 horas (A) Cl, (10 — 150 pg/pogo). Células Hepalclc? tratadas no periodo de

24

horas (B) EtOH (10 — 150 ug/poco).

FHgura 20. Fotomicrografias das andlises morfologicas das células FN1. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo MeOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20
Hg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) S0 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/poco.
Leves alteracbes morfoldgicas nas concentragdes iniciais, e presenca de formagdo de
precipitado nas concentragbes mais altas.
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Fgura 21. Fotomicrografias das andlises morfolégicas das células FN1. (A) Controle,
no qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).

Células tratadas com a sufracio Eter no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco

(D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pogo (F) 50 pglpoco (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/pogo. Leves
alteragdes da morfologia celular nas primeiras concentrages, e presenca de formacéo de

precipitado nas concentragdes mais altas.
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Fgura 22. Determinacéo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O gréfico mostra a correlacéo do efeito citotdxico expresso em meédia = DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentragGes da
subfracio MeOH e Eter, durante o periodo de 24 horas. Células Hepalclc? tratadas no
periodo de 24 horas (A) MeOH (10 — 150 pg/pogo). Células Hepalclcy tratadas no periodo
de 24 horas (B) Eter (10— 150 pg/poco).



Fgura 23. Fotomicrografias das células Hepalclc7 com mitocondrias marcadas com
rodamina 123 (verde), analisadas por microscopia confocal a laser. As células foram
tratadas com Eter e MeOH, nas concentragbes de 37,38 e 36,36 pg/pogo, durante um
periodo 6 horas. Controle (A) Eter 37,38 pg/poco (B) MeOH 36,36 pg/pogo (C).

FHgura 24. Fotomicrografias das células FN1 com mitocondrias marcadas com
rodamina 123 (verde), analisadas por microscopia confocal a laser. As células foram
tratadas com Eter e MeOH, nas concentragbes de 37,38 e 36,36 pg/pogo, durante um
periodo 6 horas. Controle (A) Eter 37,38 pg/poco (B) MeOH 36,36 pg/pogo (C).



GLOSSARIO

A2780
A375
A9
ATP
BHY
BJAB

az
CNEL

DU145
EAC
EtOH
FN1

HCT 116
HEC1A
Hela
HEp-2
Hepalclc/
HepG2

Cancer de ovario

Melanoma humano

Cancer de pulméo de ndo pequenas células

Adenosina trifosfato
Cancer de boca

Linforma de Burkitt
Hepatocarcinoma

Dicloro

Cancer de nasofaringe
Cancer colorretal
Dimetilsulfoxido

Acido Desoxirribonucleico
Cancer de prostata
Carcinoma de EtiLich Ascites
Etanol

Fbroblasto Humano Normal
Cancer de colon humano
Cancer colorretal

Cancer de endométrio
Cancer cervical humano

Carcinoma epitelial da laringe humana

Hepatocarcinoma murino

Hepatocarcinoma humano



Hex
HFFF2
HRT-18
1C50%
INCA
ISHIKAWA
LNCaP
M777A1
MCF-7
MDA-MB
ME45
MeOH

NCI-H460
NIH 3T3
OVCAR3

ROS
SCCH9
SKMEL-3
SKNMC
SKOV3

SNS SF295

TRAMP-C2

Hexano
Fbroblastos humano
Cancer colon ileocecal
Concentracado Inibitoria de 50%
Instituto Nacional de Cancer
Cancer de endométrio
Cancer de prostata humano
Cancer de mama humano
Cancer de mama
Cancer de mama
Ceélulas de melanoma
Metanol
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio)
Cancer de pum&o humano
Hbroblasto murino normal
Cancer de ovério
Carcinoma de prostata
Espécies reativas de oxigénio
Cancer de boca
Melanoma humano
Neuroblastoma
Cancer de ovario
Glioblastoma multiforme

Cancer de préstata murino



U266
UO-31
VHB
A¥Ym

Mg

Mieloma mltiplo

Cancer renal

Hepatite B

Potencial elétrico da membrana mitocondrial
Micrograma

Microlitro
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