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RESUMO

A Euphorbia tirucalli L. (Euphorbiaceae) possui principios ativos com
atividades biologicas cientificamente comprovadas como antimicrobiana e
anticancerigena. O objetivo do trabalho foi avaliar o perfil fitoquimico, as atividades
antifingica e citotéxica dos extratos hexano, acetato de etila e etandlico dos ramos
de E. tirucalli Linn. O extrato hexanico foi submetido e analisado por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrémetro de Massas (CG-MS). A atividade antifungica foi
realizada pelo método de microdiluicdo seguindo o protocolo M27-A3 frente Candida
parapsilosis, C. albicans, C. glabrata; C. parapsilosis e C. krusei. A atividade
citotoxica foi realizada através do ensaio de MTT frente as linhagens humanas
HaCaT (queratindcitos), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulméao), HT-29
(adenocarcinoma de colon), K562 (leucemia promielocitica aguda), HL-60 (leucemia
mielocitica crénica), SCC9 (carcinoma epidermoide de lingua), SCC15 (carcinoma
epidermoide oral) e murino L929 (fibroblasto de camundongos). A avaliacéo
cromatografica sugere 14 substancias: acido undecanoico, palmitico, linoleico e
estedrico, 9-octadecenoato de metila, fitol, octacosano, eicosano, lanosta-8,24-dien-
3-ol, lanosterol e lupenona. O extrato etandlico apresentou melhor atividade frente a
todos os isolados de candida ssp. causando reducdo significativa nas maiores
concentracdes testadas (64 pug/mL). O teste de citotoxicidade mostrou inibicdo acima
de 75 % frente a linhagem HL-60, valor esse usado como critério para determinar a
Clso, que apresentou valor de 1,38 pug/mL frente ao extrato hexanico. Conclui-se que
0 extrato etandlico apresenta capacidade de inibir o crescimento de leveduras do
género Candida, sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novos farmacos
antifiingicos, assim como o extrato hexanico apresentou-se como promissor para o

desenvolvimento de novos farmacos anticancer.

Palavras-chave: Euphorbia tirucalli L. Candida ssp. Citotoxicidade. Cromatografia.



ABSTRACT

The Euphorbia tirucalli L. (Euphorbiaceae) possesses active principles with
biological activities scientifically proven as antimicrobial and anticancer. The
objective of this work was to evaluate the phytochemical profile, the antifungal and
cytotoxic activities of extracts hexane, ethyl acetate and ethanolic of the branches of
E. tirucalli. The hexane extract was submitted and analyzed by Gas Chromatography
Coupled to Mass Spectrometer (CG-MS). The antifungal activity was performed by
the microdilution method following the protocol M27-A3 against Candida parapsilosis,
C. albicans, C. glabrata; C. parapsilosis, C. krusei. The cytotoxic activity was
performed by the MTT assay against the human lines HaCaT (keratinocytes), NCI-
H292 (mucoepidermoid carcinoma of the lung), HT-29 (colon adenocarcinoma),
K562 (acute promyelocytic leukemia), HL-60 SCC9 (epidermoid carcinoma of the
tongue), SCC15 (oral squamous cell carcinoma) and murine L929 (mouse fibroblast).
Chromatographic evaluation suggests 14 substances: undecanoic, palmitic, linoleic
and stearic acid, methyl 9-octadecenoate, phytol, octacosan, eicosane, lanosta-8,24-
dien-3-ol, lanosterol and lupenone. The ethanolic extract presented better activity
against all the isolates of candida ssp. causing significant reduction in the highest
concentrations tested (64 pug / mL). The cytotoxicity test showed inhibition above 75%
against the HL-60 line, which was used as a criterion to determine the 1C50, which
presented a value of 1.38 pg / mL against the hexane extract. It was concluded that
the ethanolic extract has the capacity to inhibit the growth of yeasts of the genus
Candida, suggesting the possibility of development of new antifungal drugs, as well

as the hexane extract is interesting for the development of new anticancer drugs.

Keywords: Euphorbia tirucalli L. Candida ssp. Cytotoxicity. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A utlizacdo de plantas como recurso terapéutico para as mais diversas
enfermidades € uma pratica tdo antiga quanto a histéria da humanidade. As
espécies vegetais utilizadas com essas finalidades sdo denominadas "plantas
medicinais”, e muitas das suas aplicacdes tém sido validadas cientificamente.
(ROCHA & DANTAS , 2009; MELO et al., 2011; SILVA et al., 2015).

A espécie Euphorbia tirucalli L. pertencente a familia Euphorbiaceae é
conhecida como aveloz, arvore do lapis, cachorro pelado, cega-olho, dedo do diabo,
espinho italiano, entre outros. E uma espécie nativa da Africa, que chegou ao Brasil
em 1892, onde propagou-se por todas as regides tropicais do planeta, e aclimatizou-
se bem em lugares de clima quente, especialmente no Nordeste do Brasil
(SAPIENCIA, 2010). Euphorbia tirucalli L. é considerada uma planta tdxica, por
produzir um latex de coloracdo esbranquicada, extremamente irritante quando em
contato com a pele e mucosas, produzindo inflamacao cutéanea, queimacéo na boca
e garganta. O contato com os olhos provoca inchago, conjuntivite e ardéncia
(BALOCH, 2010).

Essa espécie possui principios ativos com atividades biologicas
cientificamente comprovadas como anti-inflamatéria (BANI et al., 2007),
antimicrobiana (SILVA et al., 2015) e anticancerigena (SILVA et al. (2018) entre
outras. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados a descoberta de
novos farmacos provenientes de extratos vegetais com potencial anticAncer e
agentes antimicrobianos afim de descobrir compostos com atividade comparada a
dos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, maior eficacia e com

menor impacto ambiental (PINTO et al., 2014).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil fitoquimico e as atividades antifungica e citotdéxica dos extratos

organicos dos ramos de E. tirucalli Linn.

1.1.2 Objetivos especificos

- Preparar os extratos brutos em hexano, acetato de etila e etanol a partir dos ramos

de E. tirucalli Linn.;

- Avaliar o perfil fitoquimico dos extratos organicos dos ramos da E. tirucalli Linn;

- Analisar por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de massas (CG-MS)

do extrato hexanico de E. tirucalli Linn;

- Verificar uma possivel agdo antifiUngica dos extratos etandlico, acetato de étila e
hexano dos ramos de E. tirucalli Linn., sobre leveduras de (C. parapsilosis,

C.albicans, C. glabrata e C. Krusei);

- Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos etandlico, acetato de étila e hexano
dos ramos de E. tirucalli Linn. sobre linhagens normais L929 (fibroblasto de
camundongos), HaCaT (queratinécitos humano), e cancerigenas: NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano), HT-29 (adenocarcinoma de célon
humano), SCC9 (carcinoma epidermoide de lingua humana), SCC15 (carcinoma
epidermoide oral humana) , HL-60 (leucemia promielocitica aguda humana), K562

(leucemia mielocitica crénica humana).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas fazem parte da histéria da cultura humana desde seus
antepassados, e tém fornecido por milénios as matérias-primas que sdo utilizadas
como recurso natural para diversos fins: cosméticos, fonte de habitacdo, decoracéo,
alimentacdo, e principalmente, aliviar ou curar enfermidades. As espécies vegetais
utilizadas para finalidades terapéuticas sdo genericamente denominadas “plantas
medicinais” (ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007). A eficacia terapéutica destas
espécies tem sido validadas cientificamente, relacionando suas atividades biolégicas
a presenca de uma variedade de fitoquimicos denominado "fitocomplexo". A
composicdo desse conjunto de substancias pode ser influenciada por fatores
enddgenos ou exdgenos ao vegetal (ROCHA;DANTAS, 2009).

Diante uma variedade de compostos bioquimicos e concentracdo de
componentes bioativos, é esperado que uma mesma planta medicinal apresente
uma variedade de atividades biolégicas (United States Department of Agriculture,
2009), fornecendo modelos para modificagdes estruturais, otimizacdo das
propriedades farmacologicas e bioquimicas e construcdo sintética de novas
estruturas moleculares naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

2.2 FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae possui uma ampla distribuicdo geografica, com
cerca de 317 géneros e 8.000 espécies, distribuidas em praticamente todas as
regibes do mundo, porém, assume posicdo de destaque com uma maior
diversidade de espécies, distribuidas predominantemente em regides tropicais. No
Brasil, levantamentos floristicos revelam ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros,
gue podem ser encontradas nos mais diversos tipos de vegetacao do pais. A regido
Nordeste comporta cerca de 211 espécies e 45 géneros, sendo 17 espécies
endémicas da Caatinga (ARAUJO et al., 2018; LUCENA; ALVES 2010).

A familia Euphorbiaceae esta entre as seis maiores e mais importantes
familias do grupo das Angiospermas (SECCO et al., 2005). Diversos estudos

comprovam cada vez mais o rico potencial da familia Euphorbiaceae, que séo
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conhecidas tradicionalmente por sua relevancia no ambito medicinal, madeireiro
(Lucena; Alves 2010, nutricional (Ferreira et al., 2009), industrial e ornamental
(Trindade; Lameira 2015).

2.3 GENERO EUPHORBIA

O género Euphorbia foi originado do nome do rei grego Euphorbos, um
incentivador do estudo das plantas medicinais usadas como tratamento de males do
povo em seu reino, a partir da cicatrizacdo das chagas de seu corpo pelo uso do
latex de uma espécie laticifera ndo especificada (VARRICCHIO et al., 2008).

Esse género é considerado o maior da familia Euphorbiaceae (SHLAMOVITZ
et al, 2009), com cerca de 2.000 espécies espalhadas pelo mundo, em
ecossistemas muito diversos, apresentando diferentes aspectos morfolodgicos entre
herbaceas, suculentas e arbustivas (RADCLIFFE-SMITH, 2001). Entre outras
caracteristicas, esse género possui um latex branco leitoso, que é frequentemente
toxico e irritante para pele e mucosas (KUMAR, 2010).

As plantas do género Euphorbia sdo bastante conhecidas pela diversidade
guimica dos seus componentes, tais como alcaloides, flavonoides, taninos,
diterpenos, triterpenos entre outros (CHEN et al.,, 2014; YANG et al.,, 2014). O
género vem sendo estudado pelo Euphorbia Planetary Biodiversity Inventory
(Euphorbia PBI), que conta com pesquisadores do mundo inteiro, buscando fazer a
monografia completa do género e entender as relagdes evolutivas de Euphorbia.

Algumas espécies pertencentes a esse género sao objetos de estudos
multidisciplinares envolvendo diferentes pesquisas sobre suas caracteristicas
guimicas, propriedades bioldgicas, importancia taxondmica e etnobotanica, o que
tem contribuido para o melhor conhecimento de seu uso medicinal (SECCO, 2005;
TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

2.4 A ESPECIE EUPHORBIA TIRUCALLI L.

A espécie Euphorbia tirucalli L. € uma planta nativa do Sul do continente
Africano, localizada na regido de Madagascar. Essa espécie foi introduzida no Brasil
através das antigas navegacfes no ano de 1892, sendo plantada inicialmente no

Nordeste Brasileiro e, posteriormente, disseminada para todo o pais, sendo
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bastante cultivadas na regidao Norte e Nordeste (ABREU et al., 2014; CASEIRO et
al., 2006, MELO et al., 2011), onde passou a ser cultivada para diversos fins que
envolvem desde a terapéutica, ornamentais, até mesmo para a formacao de “cercas-
vivas” separando as lavouras agricolas e propriedades (LORENZI; MATOS, 2002).

Devido ao seu aspecto, E. tirucalli L. recebe varias denominacdes variando de
lugar para lugar. Nos Estados Unidos E. tirucalli., € conhecida como milk bush; na
india, de lunka sij e na Angola, é chamada de assoneira. No Brasil, ela recebe varias
denominacdes, como: aveloz, planta de Sdo Sebastido, arvore-do-lapis, cega-olho,
espinho-italiano, pau- pelado, dedo do diabo, entre outros (DANTAS, 2007, DUTRA
et al., 2011). Existem relatos do uso dessa espécie desde a antiguidade, nos
herbarios e até mesmo em farmacopeias, tanto da Africa quanto do continente
europeu, contendo a descricdo das suas indicacbes e propriedades terapéuticas
(PALMIERI et al.,, 2005). Sua utilizagdo € mencionada para fins medicinais em
algumas obras médicas e cientificas dos considerados antigos mestres naturalistas,
como Hipdécrates no século V a.C., e de Paracelso, no século XVI (VARRICCHIO et
al., 2008).

A espécie E. tirucalli L. é uma planta suculenta, e pode variar de 1,5 metros a
8,0 m de altura, e 15 centimetros de diametro, se plantada em seu habitat natural,
porém, em ambientes com condi¢cBes climéaticas contrarias, ndo passa de 2 m
(SAPIENCIA, 2010). A planta apresenta tronco verde, e ramos lenhosos, com
caracteristica cilindrica. Os ramos da Euphorbia tirucalli L. possuem algumas folhas
e flores que sdo muito pequenas, raramente visiveis, pois caem logo que nascem
(Figura 1). Além disso, no interior desta espécie existe uma seiva de aparéncia
esbranquicada e leitosa denominada de latex, que é expelido quando seus ramos
sdo feridos (BESSA, 2010; VALE; ORLANDA, 2011) Entretanto, o latex é
considerado irritante, caustico e até mesmo toxico. Ao atingir a regido dos olhos,
esse latex pode causar lesées na cérnea levando a cegueira temporaria. O contato
com a pele e mucosas, pode causar edema na boca, labios e lingua e, se for
ingerido, pode causar varios inconvenientes, como nauseas, vomito e diarréia
(WACZUK, 2014).
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Figura 1- Imagem da planta Euphorbia tirucalli Linn. (a). Arvore inteira;(b) Detalhe dos
ramos.

Fonte: pessoal.

2.5 FITOCONSTITUINTES DE EUPHORBIA TIRUCALLI L

As substancias presentes nas espécies vegetais despertam interesse de
estudo. A composicdo quimica das diferentes partes da Euphorbia tirucalli L. tem
sido extensivamente estudada e uma variedade de compostos quimicos, tem sido
isolados a partir deles (WACZUK et al., 2012).

Dentre as classes de substancias quimicas que se distribuem nessa espécie,
€ possivel encontrar diversos compostos resultantes de seu metabolismo
secundario, utilizados como defesa quimica, contra fatores que causam algum tipo
de estresse ao seu desenvolvimento. Através do mapeamento da ocorréncia de
compostos majoritarios em Euphorbia tirucalli L., p6de-se observar a presenca de
varios tipos de moléculas (figura 3)

Euphorbia tirucalli L.,dispde de algumas moléculas reconhecidas como forbol
,eufol, quercetina e tirucalol (GRANJA; QUEIROZ, 2003; NES et al., 1984). Em 1986,
Furstenberger, identificou a existéncia de um derivado do forbol, denominado de 4-
Desoxiforbol, o qual, foi apontada como sendo carcinogénica por indicar elevada
atividade irritante em testes realizados. Em 1988a, KAHN et al., identificaram a
presenca de outro triterpeno, denominado ciclotirucanenol.No mesmo ano, KAHN et
al., (1988b) identificou a presenca de um triterpeno pentaciclico, que foi

denominado de euforcinol.
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O mesmo grupo de Kahn, identificaram um novo composto, euforginol. Ja em
1991, YOSHIDA et al., identificaram taninos hidrolizaveis, os quais foram
denominados de tirucalin A, tirucalin B e euforin F. No ano de 2001, LIN et al.,
reportaram o isolamento de 13 compostos polifendlicos, sendo onze ja conhecidos
derivados do &cido galico além de flavonoides.Segundo YAMAMOTO; MIZUGUCH,
YAMADA, (2004), também foram identificados no latex da E. tirucalli L. estruturas
esteoidais, como B-sitosterol, stigmasterol e campferol, bem como &cido palmitico e
acido linoléico. Ja em 2006, MALLAVADHANI et al., identificaram e quantificaram em

diferentes estacdes do ano o eufol.

Figura 2- Estrutura de algumas moléculas isoladas na Euphorbia tirucalli L. *A- forbol, B-
eufol, C- tirucalol, D- 4-euforginol, E- ciclotirucanenol, F-quercetina.
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2.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE EUPHORBIA TIRUCALLI L.

A espécie Euphorbia tirucalli L. & uma espécie muito explorada

cientificamente, buscando ampliar, elucidar e confirmar suas reais atividades
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biolégicas. Existem relatos de que esta espécie apresenta propriedades curativas
para algumas doencas destacando-se dentre elas as atividades antimalarica
(MWINE; DAMME; JUMBA, 2010) analgésica e anti-inflamatoria (SINOKI et al.,
2011).

No Brasil, Euphorbia tirucalli L. € utilizada com fins terapéuticos para algumas
enfermidades como, anti-inflamatéria (BANI et al., 2007), anti-cancerigena para
alguns tipos de cancer (pulméo, mama, e cervical de colo) (DUKE, 2011), controle
de parasitoses intestinal (KUMAR, 2010), antitumoral (VALADARES et al., 2006),
imunoestimulante e antioxidante (MACHADO et al., 2007), angiogénica (Bessa,
2010), imunomoduladora (CORONEL et al., 2010; AVELAR et al., 2011), moluscicida
(AFONSO NETO; BESSA; SOARES, 2010), foi visto ainda, atividade larvicida em
Aedes aegypti (VARRICCHIO et al., 2008b) e antibacteriana frente a Escherichia coli
(GONCALVES; ARAUJO, 2009).

Diante do exposto, é possivel encontrar diversos estudos cientificos
(VARRICCHIO et al., 2000; VALADARES, 2007; VARRICCHIO, 2008a) em relacéo a
Seu uso para tratar algumas patologias, entre elas, o cancer e algumas infeccdes
fungicas (BONA et al., 2014).

Melo e colaboradores (2011) analisaram artigos com possiveis acao
anticancer no Brasil, e verificaram que 84 espécies de plantas medicinais foram
mencionadas como sendo Uteis no tratamento de tumores benignos e malignos.
Dentre as plantas mais frequentemente citadas, esta a Euphorbia tirucalli L.

pertencente a familia euphorbiaceae.

2.7 CONSIDERACOES SOBRE O CANCER

Em efeitos naturais bioguimicos do nosso organismo, as células sao capazes
de nascer, se desenvolver, diferenciar e por fim morrer. Quando algo disso da
errado, por exemplo, inativacdo de genes responsaveis pela apoptose (morte celular
programada), bem como mutacdes ocasionadas por agentes quimicos, fisicos ou
biol6gicos, com a consequente perda de controle da proliferacdo celular e dos
mecanismos de homeostase da célula, da-se o nome de neoplasia (DRAKE et al.,
2012).

O termo neoplasia refere-se a todos os tumores benignos e malignos, no

entanto, a terminologia cancer refere-se especificamente ao crescimento anormal,
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irrestrito e ndo regulado de células, que ao formar massas denominadas tumores e
podem levar o individuo a morte (MBAVENG et al., 2011). Sabe-se que
originalmente estas células modificadas sdo geradas em funcédo de um desequilibrio
no corpo (MADHURY; PANDEY, 2009). A principal caracteristica dessa enfermidade
€ o descontrole celular, diferenciacdo e posteriormente invasdo dos o6rgdos e
tecidos.

O INCA mostra que a incidéncia do cancer no mundo cresceu 20% na ultima
década, sendo considerada uma das doencas mais graves e que mais atingem a
populacdo. No Brasil, € previsto o aparecimento de 600 mil novos casos de cancer
para o ano de 2018. Para o mesmo ano, o INCA (Instituto Nacional de Cancer)
informou uma estimativa dos 10 tipos de cancer mais prevalentes em homens e
mulheres. De acordo com esses dados, estédo entre eles: leucemias (10.800) pulméo
(31.270) intestino (36.360) e cavidade oral (14.700). Esse fato contribui
progressivamente com a elevacdo do numero de mortes no Brasil (INCA, 2018).

As formas de tratamento do cancer estdo em torno de cirurgia, radioterapia,
guimioterapia ou transplante de medula 6ssea (INCA, 2018). Porém, € preciso
destacar algumas limitagcbes relacionadas a esses tratamentos, que estdo
associados a promocdo de danos as células normais (PALUMBO et al., 2013).
Ainda, o desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia por parte das células
cancerigenas e a ocorréncia de recidivas sdo fatores limitantes (REBUCCI;
MICHIELS, 2013; Wang et al.,, 2013) e ainda invarialmente estdo associados a
presenca de efeitos colaterais como a alopecia, diarreia, vOmitos e outros (Alonso-
castro et al., 2011).

Nesse sentido, aléem dos métodos convencionais, existe uma extensa procura
por novas drogas, que sejam menos agressivas ao organismo (FABRICANT,;
FARNSWORTH, 2001). Com isso, essa doenca vem sendo alvo de pesquisas para
desenvolvimento ou descobertas de novos farmacos. Muitas substancias cujas
origens se encontram nas plantas tém hoje papel de grande importancia na terapia
antineoplasica. Neste contexto, E. tirucalli L. tem apresentado efeitos antitumorais a
despeito de seus diferentes compostos (MELO et al., 2011).

Segundo Avelar (2011) o latex de Euphorbia tirucalli L. estimula o organismo
a produzir citocinas, que estimulam o sistema imune e ajuda combater tumores. De
acordo com OLIVEIRA; EVANGELISTA (2014) no Brasil e em varios outros paises, o
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latex de Euporbia tirucalli L. € utilizado como agente antitumoral contra cancer de

mama, préstata, rim entre outros.

2.8 CONSIDERACOES SOBRE INFECCAO FUNGICA

Ao longo dos ultimos dez anos, a incidéncia de infec¢des fungicas tem
aumentado, apresentando-se principalmente como infec¢bes nosocomiais (Tortora
et al., 2005). Em paises desenvolvidos, 10% das infec¢bes nosocomiais sao
causadas por fungos, e o género Candida ssp. é responsavel por cerca de 80%
dessas infec¢cdes em ambiente hospitalar (MONTAGNER, 2007). Embora a espécie
C. albicans seja 0 agente etiolégico mais comum e mais patogénico aos seres
humanos outras espécies de interesse clinico vem sendo isoladas. Dentre as
espécies envolvidas as mais prevalentes sao C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; SILVA et al., 2015).

O tratamento para as infec¢fes fungicas pode ser de uso tépico e sistémico, e
sdo utilizados de acordo com o quadro clinico e estado geral do paciente. Sendo
assim, a escolha de um farmaco para o tratamento é instituida pelo clinico, que
avaliara a resposta imunologica do paciente frente a infeccdo (RAMESH et al., 2011;
FU et al.,, 2012; SHIBATA et al., 2012) No entanto, concomitante ao aumento no
namero de infeccbes de etiologia fungica observa-se um aumento no uso de
antifangicos, devido a ocorréncia de fatores indesejaveis como o0 surgimento de
resisténcia de algumas cepas aos antifingicos convencionais principalmente quando
sdo utilizados de modo indiscriminado, e em individuos imunodeprimidos (ALVES,
2006).

Nesse contexto, preparacdes de tecidos vegetais ou produtos isolados de
diversas plantas tem demonstrado acdo antimicrobiana sobre microrganismos
resistentes, para tanto, testes in vitro permitem avaliar seu potencial antimicrobiano
(POSTERARO; SANGUINETTI, 2014).

Novas terapéuticas a base de plantas com potencial antimicrobiano tém sido
estudadas. PAREKH E CHANDA (2008) mostrou que o0 extrato metandlico da
E.tirucalli L. foi capaz de inibir o crescimento de leveduras do género candida ssp.
CHANDA e BARAVALIA (2010) observaram que o extrato metandlico da E.tirucalli L.
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foi capaz de inibir o crescimento de C.albicans, C.neoformans, C.tropicalis e
C.leuteolus. PRASAD (2011) demonstrou que extratos de E. tirucalli L. revelaram
atividade antifungica contra microorganismos, entre eles C. albicans.Varias
metodologias sé&o descritas para a preparacdo de extratos vegetais com o intuito de
analisar sua ag¢do antimicrobiana. A acdo antifungica pode ser avaliada utilizando
algumas técnicas basicas: entre elas o método de microdiluicdo em caldo, baseado
nos documentos M27-A3 (CLSI, 2008) para fungos.

2.9 ENSAIOS PARA AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
COMPOSTOS

2.10 INVESTIGACAO DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade envolvendo células normais e cancerigenas sao
amplamente utilizados no processo de triagem de substancias bioativas. Deste
modo, a verificacdo de danos a células normais causados por potenciais
ferramentas farmacologicas sdo imprescindiveis. O estudo da citotoxicidade de
produtos naturais ou sintéticos sobre células cancerigenas proporciona resultados
rapidos e confiaveis, além de fornecer subsidios para o prosseguimento dos
estudos, evitando o uso desnecessario de modelos animais (VEIGA-JUNIOR,;
PINTO; MACIEL, 2005; SARZAEEM et al., 2011; PAYDAR et al., 2014).

Embora alguns estudos indiguem o possivel uso seguro de produtos naturais
gue nado apresentam efeitos citotoxicos ao material genético de células normais,
diversos trabalhos relatam produtos naturais que se apresentam citotoxicos tanto
para células cancerigenas como para células normais (BOEIRA et al., 2009;
BECHELLI et al., 2011; CALHELHA et al., 2014).

Entre os testes mais utilizados na avaliacdo da citotoxicidade, esta o teste do
MTT (RIBEIRO et al., 2013). Este teste baseia- se na conversdo do brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio em azul de formazan a partir da acéo
das enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas,
atuando como um indicador de viabilidade celular. O estudo citotoxico pelo método
do MTT trata-se de um método colorimétrico quantitativo, permitindo assim definir a

citotoxicidade, porém ndo o0 mecanismo de acdo (GRAIDIST; MARTLA;
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SUKPONDMA, 2015). Sao considerados citotoxicos extratos com concentracao
maior que 30ug/mL (ALONSO-CASTRO et al., 2011).

Figura 3- Reagdo do MTT com a enzima mitocondrial redutase. A viabilidade é quantificada
pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela), pela atividade metabdlica celular a
formazan (um sal de coloracéo violeta)

Reducio enzimatica "\
%o X \ (Oxidorredutases) N~ H
— N- + " \ T - '
Br 5/ NADH NAD' ” : O\
3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo T
(MTT-amarelo) (Cristais pirpura)

Fonte: Ribeiro et al., (2013).

2.11 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos esta atrelada a varios testes,
entre os quais merecem destague o método de diluicdo em caldo (macrodiluicéo e
microdiluicdo) A realizacdo do teste de suscetibilidade antifingica in vitro tém se
tornado um teste preditivo de grande valor terapéutico, ja que tais testes possibilitam
a selecao de agentes eficazes a fim de combater os fungos causadores de infec¢des
fungicas (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Os testes de susceptibiidade antifingica sdo  padronizados
internacionalmente pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) e European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e sdo baseados na
medicado do crescimento fangico em diferentes concentra¢cdes do farmaco, de modo
a determinar faixas de referéncias para a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de
um determinado isolado clinico.Dessa maneira, o valor in vitro é determinado a fim
de prever a eficacia terapéutica.

Os valores in vitro sao definidos a partir de correlagdes in vivo, 0s quais

determinam os pontos de corte (breakpoints) para a interpretacdo dos resultados



26

dos isolados clinicos, fornecendo um indicador atil a fim de orientar uma escolha
terapéutica adequada (CLSI, 2008; PFALLER E DIEKEMA, 2012). De acordo com o
documento M27-A3, a CIM é definida como a menor concentracdo do antifingico
capaz de promover aproximadamente 50% de inibicdo do crescimento para as
equinocandinas.

O mesmo documento recomenda que a leitura do teste para espécies de
Candida seja realizada apos 24 horas frente as equinocandinas, e apdés 48 horas
frente aos azdlicos, devido ao crescimento indefinido (denominado trailing) no qual €
uma inibicdo parcial promovida pelo farmaco ao decorrer das primeiras horas do
teste em todas as concentracdes estabelecidas. Esse tipo de ocorréncia pode ser
observado em alguns isolados clinicos, que com 24 horas parecem sensiveis e com
48 horas apresentam-se como resistentes. Diante disso, pesquisas apontaram que
isolados com esse tipo de comportamento devem ser classificados como sensiveis
ao invés de resistentes devido ao crescimento indefinido dos mesmos (ROBERTO,
2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Os ramos da Euphorbia tirucalli L. foram coletados no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A confirmacdo da Taxonomia foi
realizada pela botanica Dr* Rita de Cassia Pereira. O depdsito da exsicata foi
incorporada ao Herbario da Universidade Federal do Pernambuco (UFPE), sob o
protocolo de n® 91421. Os ramos de E.tirucalli L. utilizados nesse estudo foram
coletados em novembro de 2017, as 14h 38 min, sob as seguintes coordenadas
(8.0476797 de latitude e 34.9497628 de longitude).

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DOS RAMOS DE EUPHORBIA TIRUCALLI L.

Os ramos foram lavados e secos em papel toalha e seccionados em pedacgos
pequenos com o auxilio de uma tesoura comum. O material foi posto para secar a
temperatura ambiente em local ventilado por um periodo de uma semana. Depois de
seco, o material foi moido em liquidificador, reduzido a um p6 fino e armazenados
em frascos de vidro com tampa em local fresco e seco a temperatura ambiente.

O p6 de E. tirucalli L. foi pesado e extraido em Soxhlet na proporcéo de 6 g de
planta seca para 400 mL de cada solvente (hexano, acetato de etila e etanol) por um
periodo de 5 horas. Posteriormente o0s extratos foram concentrados por
rotaevaporacdo em temperatura de 40 °C para eliminacdo dos solventes. Os
extratos secos foram armazenados em recipientes de vidro, e mantidos ao abrigo da
luz. Posteriormente o0s extratos foram pesados e tiveram seus rendimentos

calculados.

3.3 ANALISE FITOQUIMICA QUALITATIVA DO EXTRATO ETANOLICO DE
EUPHORBIA TIRUCALLI L.

Na triagem fitoquimica, o material pulverizado foi submetido a testes
qualitativos de precipitacdo e coloracdo especificos para as principais classes de
metabdlicos secundarios, conforme SAVITHRAMMA (2011). As classes de
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metabdlitos secundarios pesquisadas foram: flavonoides, alcaloides, terpenos,

esteroides, taninos, saponinas, cumarinas, quinonas e glicosideos.

Tabela 1- Andlise fitoquimica do extrato etandlico dos ramos da espécie Euphorbia tirucalli
L. conforme Savithramma (2011).

Metabdlitos secundarios Métodos de avaliagdo Observacgéo
Flavondides 2 mL de extrato, adicionou-se Surgimento de coloragéo
1 mL de hidréxido de sddio + amarela.
agitacao.
Alcaldides 2 mL do extrato + 2 mL de Formacé&o de cor verde ou
acido cloridrico concentrado, precipitacédo branca.
e posteriormente
acrescentou-se trés gotas do
reagente de Mayer.
Terpenos 0,5 g do extrato, acrescentou- Coloracao marrom,

Triterpernos/Esteroides

se 2 mL de cloroférmio e
agitou-se.Posteriormente
adicionou-se trés gotas de
acido sulfdrico concentrado +
agitacao.

0,5 mL de extrato + 2 mL

cloroférmio e 1 mL de &acido

avermelhada na interface.

Formacdo de anel marrom

avermelhado na interface.

sulfarico

Taninos 0,5 mL do extrato + 1mL de Formacéo de cor azul escuro
cloreto férrico 5% + agitacdo. ou preta esverdeada.

Saponinas 2 mL de extrato + 5 mL de formacdo de uma camada de
agua destilada + agitacdo por espuma persistente por mais
3 min. de 30 mim.

Cumarinas 1 mL do extrato +1 mL de Formacao de cor amarela.
hidroxido de sédio 10%.

Quinonas 1 mL do extrato + 1 mL de Formacao de cor vermelha.
acido sulfurico concentrado.

Glicosideos 2 mL de extrato + 3 mL de Formacéo de cor rosa.

cloroféormio e solucdo de

amonia a 10%.
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3.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE MASSAS
(GC-MS)

Uma fracdo hexanica foi submetida a Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrémetro de massas (CG-MS).

3.4.1 Parametros da CG-MS

A temperatura do forno foi programada a 70°C com taxa de crescimento de
4°C/ min até 280° e mantido por 15 min. O gas de arraste foi hélio com fluxo
constante de 1.4 ml/min. A temperatura da fonte de ions foi mantida a 280°C, a
energia de ionizacdo a 70eV. Os espectros de massa foram gravados em um
intervalo de 30 até 450 m/z e identificados com a biblioteca de compostos NIST 11

comparando seus indices de retencéo e padrdes de fragmentacéo.

3.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

A técnica foi realizada através do método de microdiluicdo em caldo, baseado
nos documentos M27-A3 (CLSI, 2008) para fungos leveduriformes. Essa
metodologia avalia a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), que é a concentracao
mais baixa da substancia que inibe completamente o crescimento do micro-
organismo. A interpretacdo dos resultados baseia-se na turvacdo ou nao das
cavidades da microplaca de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). A turvacdo
evidencia a ineficacia da amostra na concentracdo testada perante o micro-
organismo, enquanto que a limpidez indica a concentracdo inibitdria minima (CIM)

da fracéo testada em relacdo ao micro-organismo em questao.

3.6 PREPARO DO MEIO DE CULTURA RPMI-1640

O meio de cultura utilizado para realizacdo do teste e diluicdo da droga foi o
meio liqguido RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato
de sddio, pH 7,0 £ 0,1, com &cido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L-
1; Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 pm

(Millipore, Darmstadt, Alemanha). O agente antifingico comercial utilizado foi
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anfotericina. Concentracdes de anfotericina B foram preparadas e usadas nos

intervalos de 0,125 a 64 pug.mL™
3.6.1 Preparo do indculo

O teste antifungico utilizado incluiu 6 leveduras: C. parapsilosis, C.albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. glabrata C. krusei. cedidas pelo laboratério de Micologia
Médica Sylvio Campos do centro de Biociéncias da UFPE. Para o preparo das
suspensofes dos inéculos, com 24 horas de antecedéncia, realizou-se o repigue das
culturas puras pela técnica de esgotamento, em tubos estéreis com agar sabouraud
dextrose, que permaneceram incubados a temperatura constante de 35 °C. O
in6culo foi preparado escolhendo-se cinco colénias de cada uma das culturas, as
quais foram suspensas em 5 mL de solugdo salina estéril a 0,85%. A suspensao
resultante foi agitada com auxilio de vortex e sua densidade celular ajustada em
espectrofotdmetro a 530 nm para obter a absorbéncia equivalente de uma solucéo-
padrédo do tubo 0,5 da escala de McFarland em 90% de transmitancia. O inoculo de
trabalho foi produzido por duas diluicbes sucessivas de 1:100 seguida de uma
diluicdo de 1:20 da suspensao-padrdo com meio liquido RPMI-1640, resultando em

indculo com concentracdo de 1-5 x 10° céls.mL-*

3.6.2 Determinacéao da atividade antifangica in vitro

Na placa contendo 100 uL do meio RPMI 1640 em cada pocgo, foram
adicionados 100 pL do extrato de Euphorbia tirucalli L. para os ensaios com cepas
de Candida. As concentragdes utilizadas dos extratos foram: 64 ug.mL, 32 ug.mL, 16
pgg.mL, 8 pyg.mL, 4 pg.mL, 2 pyg.mL, 1 pyg.mL, 0,5 pg.mL, 0,25 pg.mL, 0,125 ug.mL,
até o pogo 10 da microplaca. Em seguida foram adicionados 100uL do in6culo
ajustado aos pocos da microplaca. Todos os controles foram devidamente
realizados, entre os quais, controle negativo, po¢co 11 (meio de cultura e in6culo), os
4 primeiros pogos da coluna 12, controle positivo (contendo apenas o meio de
cultura), controle do extrato da Euphorbia tirucalli L., 4 Gltimos pocos da coluna 12
(extrato e meio). As microplacas foram levadas a estufa e incubadas a 35 °C por um

periodo de 24 horas para determinacdo das Concentracdes Inibitérias Minimas
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(CIM). As CIM para Anfotericina B foi determina para 50% de inibicdo em relagao

aos pocos controles. O teste foi realizado em duplicata.
3.7 LINHAGENS CELULARES

Neste estudo foram utilizadas as linhagens celulares L929 (fibroblasto de
camundongos), HaCaT (queratindcitos humano), NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano), HT-29 (adenocarcinoma de c6lon humano)
gue foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
as linhagens SCC9 (carcinoma epidermoide de lingua humana), SCC15 (carcinoma
epidermoide oral humana) foram mantidas em DMEM/F12 e HL-60 (leucemia
promielocitica aguda humana), K562 (leucemia mielocitica crbénica humana)
mantidas em meio de cultura RPMI 1640. As linhagens foram obtidas do Banco de
células do Rio de Janeiro e mantidas no laboratério de cultura de células do
departamento de Antibidticos da UFPE. Todos os meios de cultura foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (penicilina e
estreptomicina) e incubadas a 37 °C com didxido de carbono (COz)a 5 % e

atmosfera umidificada.
3.7.1 Ensaio citotéxico

O ensaio citotéxico foi avaliado através do método MTT, que baseia- se na
conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio em azul de
formazan a partir da acdo das enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas, atuando como um indicador de viabilidade celular (ALLEY
et al., 1988; MOSMANN, 1983)

Inicialmente foi feito uma contagem do namero de células em camara de
Newbauer. As linhagens foram ajustadas na concentracdo de 10° céls/mL para as
seguintes linhagens (L929, HaCaT, NCI-H292, SCC9, SCC15, HT-29 e MCF-7 e 3 X
10° células/mL para as linhagens HL-60 e K562). Em seguida as amostras
dissolvidas em DMSO (0,5 %) foram adicionadas aos pog¢os nas concentracdes de
0,39 a 50 pug/mL e as placas foram incubadas por 24 h, 37°C em atmosfera Umida
enriquecida com 5 % de CO,. A doxorrubicina (0,078 a 10 pg.mL™) foi utilizada como

farmaco padrdo. Os pog¢os contendo apenas as células, meio de cultura e o veiculo
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foram utilizados como controle negativo. Apés a incubacdo por 72 h foi adicionado
25 uL de MTT (5 mg.mL™") em cada poco e as placas reincubadas por 3 h. Em
seguida o sobrenadante foi aspirado e os cristais de formazan foram dissolvidos em
DMSO (100 pL). A absorbancia foi medida em espectrofotometro de placas no
comprimento de onda de 560 nm (Figura 2).

O experimento foi realizado em triplicata. A Clsp (Concentracdo que inibe 50
% do crescimento em relacdo ao controle negativo) e os respectivos intervalos de
confianca (IC 95%) foi calculada a partir da regressdo néo linear no programa
GraphPad Prism 7.0. demo.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade
(inibicdo de crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

a) Anédlise fitoquimica

A analise fitoquimica revelou a presenca de flavondides, alcaldides,

triterpenos e esteroides, fendis, cumarinas e quinonas (Tabela 2).

Tabela 2- Resultados da analise fitoquimica preliminar do extrato etandlico dos ramos da
Euphorbia tirucalli L. conforme Savithramma (2011).
Classe de metabdlitos Critérios de avaliagéo Resultados

secundarios

Flavonoides Surgimento de coloragdo amarela. +

Alcal6ides Formacéao de cor verde ou precipitados +
brancos.

Terpenos Coloracdo marrom, avermelhada. -

Triterpenos/Esteréides Formacao de anel marrom +

avermelhado.
Taninos Formacao de cor azul escuro ou cor -

preta esverdeada.

Saponinas Camada de espuma. -
Fendis Formacédo de cor azul / verde. +
Cumarinas Formacao de cor amarela. +
Quinonas Formacéo de cor vermelha. +
Glicosideos Formacdo de cor rosa. -

Comparando os resultados desta pesquisa com as analises fitoquimicas feitas
em plantas da mesma espécie, pode-se verificar semelhancas entre os resultados
para alcaloides e triterpenos (MACHADO, 2007), flavonoides (ORLANDA, 2015),
compostos fendlicos bem como esterdides (SINGH , 2015). Embora os resultados
nao apresentem saponinas e taninos, existem registros da presenca destes
compostos na literatura (ORLANDA, 2015; VALE E ORLANDA, 2011). A quantidade
e o tipo dos extrativos pode variar de espécie para espécie, assim como S&o
evidentes variagfes nos teores dessas substancias entre individuos dentro de uma
mesma espécie. Isso deve-se a aspectos relacionados ao solo, clima, coleta de

material, temperatura, reagentes quimicos, dentre outros (GOBBO-NETO, 2007).
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Algumas das classes de compostos identificados no presente trabalho sao
vistas como importantes no combate a microrganismos (UPADHYAY et al., 2010).
Nesse contexto os compostos fendlicos sé@o considerados téxicos aos micro-
organismos (ARAUJO, 2013). Dentre os compostos fendlicos, destacam-se o0s
flavonoides com comprovada atividade fungicida contra C. albicans e C. krusei
(ORHAN et al., 2010; SELEEM et al., 2017). Além destes, essa atividade também
pode ser atribuida as cumarinas que igualmente apresentam atividade antifingica
(STEIN et al., 2006; SINGH et al., 2010; THATI et al., 2007).

A andlise fitoquimica preliminar permite uma visdo geral das classes de
metabolitos secundarios presentes nas plantas mas, estudos mais aprofundados séao

necessarios para determinar o principio ativo do extrato analisado.

b) Identificagcdo dos compostos por CG-MS
A analise por GC-MS (figura 1) revelaram catorze picos presentes no
extrato hexanico de E.tirucalli L. O cromatograma apresenta, tempo de retencao
(RT), composto identificado, a formula molecular e o porcentual das substancia
no extrato, listados na Tabela 3.

Figura 4- Perfil quimico do extrato hexanico da Euphorbia tirucalli L. mostrando os

diferentes picos de compostos presentes no extrato.
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Tabela 3- Constituintes quimicos identificados no extrato hexanico de Euphorbia tirucalli L.

por GC-MS.
Pico RT Constituintes Formula Massa %
(Min) molecular molecular Total
(g/mol)
Acidos graxos
1 32.050 Ac. undecanoico Ci1Hy O2 1860 0.22
2 32.767 Acido graxo N&o identificado 124 0.31
nao identificado
3 37.533 Ac. hexadecanoico CiHszo Os 256 12.52
(Ac. Palmitico)
5 41625 Ac linoleico CHO 280 1.63
18 32 2
7 42.225 Ac. esteérico C1gH3605 284 0.48
Hidrocarboneto
Ester de acido graxo
6 41.783 9-octadecenoato C1oH3605 296 5.45
de metila
Hidrocarbonetos
8 55.017 Hidrocarboneto Nao identificado 290 0.23
nao identificado
9 56.992 Octacosano CogHsg 394 5.10
10 61.333 Eicosano CagHao 282 2.42
Triterpenoides
11 65.567 Triterpeno nao 30H50 426 5.53
identificado
12 66.533 Lanosterol C3oH50,0 426 31.59
13 68.183 Triterpeno nao CBOHSOO 426 12.83
identificado
14 70.275 Lupenona C3oHas0 424 18.26
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Na andlise por GC-MS, alguns dos compostos foram identificados utilizando-
se 0 banco de dados da biblioteca Wiley, com base na similaridade de mais de 90%
(substancias: 1, 3, 4, 5, 9). Para os compostos nao identificados pela biblioteca de
espectros de massa, foram comparados com substéncias identicas citadas na
literatura (substancias: 2,6,7,8,10,11,12,13 e 14). O lanosterol foi o principal
constituinte desse extrato. Alguns dos constituintes quimicos identificados no extrato
hexanico dos ramos de E. tirucalli L. j& foram isolados nessa expécie. Ja foram
identificados lanosterol e eufol (MACHADO, 2007; SHAIKHLI; JANABI, 2017) acido
hexadecandico, &cido 9,12-octadecadiendico, lupenona e octacosano (HANI et al.,
2010; WANG et al., 2011).

Estudos mostram que alguns dos compostos identificados na espécie E.
tirucalli L.. exibem bioatividades. O lanosterol identificado no cromatograma como
principal constituinte dessa fracao apresenta atividade anticancerigena reportada por
CHUNG (2010). O acido hexadecandico apresenta atividade citotdéxica frente a
células tumorais de carcinoma colo-retal humano (HCT-116) (RAVI & KRISHNAN,
2017) assim como a lupenona apresenta efeito anti-cancer contra células de cancer
de mama MCF-7 (AHMAD et al., 2015). Além desses, alguns hidrocarbonetos como
o fitol, mostram atividade anti-inflamatéria (SHIMIZU; TOMOO, 1994) e anti-cancer
(TOMITA, 1983).

c) Teste de suscetibilidade antifungica in vitro

Para cada experimento de suscetibilidade antifingica, os controles do inéculo
mostraram um crescimento claramente detectavel ao tempo de incubacéo, indicando
gue todos os isolados foram viaveis e que as condi¢des utilizadas foram adequadas
para o crescimento fungico. O breakpoint com a respectiva CIM de cada fracédo
testada, bem como os valores da anfotericina B encontram-se sumarizados na
Tabela 4. Os isolados clinicos de Candida spp. ndo demonstraram resisténcia frente
a anfotericina B. Assim, podemos observar que todas as leveduras tiveram uma boa

resposta frente aos antifungicos testados.
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Tabela 4- Resultados do teste de suscetibilidade antifingica in vitro das 6 leveduras de
Candida ssp. analisadas neste estudo.

N° Espécies Anfotericina
Isolad isoladas B(pg/mL) Extratos (pg/mL)
o] Hexanico Acetato de étila
Etanol
595 C. parapsilosis 0,5 1 NT 2
473 C.albicans 0,5 2 64
7583 C. glabrata 1 2 64
9415 C. glabrata 1 1 32 0,5
2209 C. parapsilosis 1 1 64 1
6528 * NT, n&oktesstado devido o CIM nao ter sifio estabelecidd. 1

A atividade antifungica dos extratos aqui analisados foram considerados
ativos quando exibiram valores de CIM igual ou inferior a mais alta concentracao
64pg/mL testada. Os extratos hexanico e etandlico demonstraram atividade (CIM <
2 pg/mL) contra os isolados testados, enquanto que todos os extratos foram
considerados ativos contra pelo menos um ou mais isolados.

Dos extratos avaliados, verificou-se que o extrato etandlico apresentou
espectro de acdo mais amplo, devido ter inibido o crescimento de todos os isolados
e permitiu determinar a CIM. Em relacéo a acéao do extrato etandlico, o isolado de C.
parapsilosis, requereu a concentracdo 2 pg/mL para ser inibido, enquanto que, 0s
isolados C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei foram inibidos na
concentracdo 1 pg/mL. A concentracdo mais baixa capaz de inibir o crescimento
fungico, foi vista na concentracdo 0,5 pg/mL, frente a C. glabrata. O CIM das
espécies avaliadas frente ao antifingico anfotericina B, foram similarmente
comparadas aos obtidos frente ao extrato etandlico, no qual foi observado zona de
inibicdo semelhantes e valores idénticos 1 pg/mL para as espécies C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei.

Diferente dos nossos resultados, Santos-Filha (2018), buscando atividade
antifingica do extrato etandlico das partes aéreas de E. tirucalli L., ndo obteve
resultados satisfatérios frente a C. albicans. Oliveira et al ( 2014) também reportaram
auséncia dessa atividade no extrato aquoso das partes aéreas de E. tirucalli L.,
frente a C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, e C. glabrata. Vale salientar que os
diferentes resultados, podem estar relacionados com o método de extracdo, bem

como a dose utilizada, uma vez que, estudos demonstram que a concentragdo dos
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metabdlitos secundarios presentes nas plantas, bem como o solvente de extracao,
podem sofrer alteracdes quantitativas em funcéo da influéncia de fatores climaticos,
como a época de plantio e colheita, fornecimento hidrico, horario de coleta, e outros
fatores as quais as espécies vegetais estdo submetidas (NETO; LOPES, 2007).

O extrato hexanico mostrou-se como o segundo mais efetivo frente aos
microrganismos teste. Candida parapsilosis e C. glabrata foram encontrados mais
sensiveis quando comparados aos demais microorganismos. Quando comparado
aos valores obtidos do antifiungico anfotericina B, ao extrato hexanico, péde-se obter
valores idénticos 1pug/mL para C. glabrata e C. parapsilosis. Prasad et al., (2011)
reportaram auséncia da atividade do extrato hexanico das partes aéreas da
E.tirucalli L. contra C. albicans.

Considerando as CIMs, de modo geral, o extrato de acetato de etila
demonstrou 0os menores valores frente a todos os isolados, além de demonstrar-se
ineficazes na inibicdo de C. parapsilosis e C. krusei, s6 sendo possivel determinar a
CIM desse extrato, frente a C. glabrata (32 ug/mL). Estes resultados podem ser
comparados com os reportados por Santos-Filha (2018), no qual foi utilizado o
extrato de acetato de étila contra C. albicans, ndo obtendo inibig&do. Oliveira et al.,
(2014) reportaram auséncia dessa atividade para alguns fungos, entre eles, C.
albicans. Filho (1998) relata que resultados negativos ndo significam auséncia de
componentes bioativos nem que o extrato da planta esteja inativo. O(s) composto(s)
ativo(s) pode estar presente em quantidades insuficientes nos extratos para mostrar
a atividade com os niveis de dose utilizados e as estirpes utilizadas.

Os resultados gerais sugerem que dentre os microorganismos avaliados, C.
glabrata mostrou-se mais sensivel frente aos extratos, seguida de C. parapsilosis,
enguanto que C. krusei, mostrou-se mais resistente.

A atividade antifungica relatada nesse estudo pode estar atribuida a
presenca de alguns constituintes ativos na E.tirucalli L., uma vez que algumas das
classes de compostos identificados na andlise fitoquimica tém sido relatado na
literatura sobre a atividade antifungica. Compostos fendlicos isolados de espécies de
Euphorbia mostram potencial antifungico (FERREIRA et al., 2006). Orhan et al.,
(2010) relataram a atividade dos flavonodides frente a varios microorganismos, entre
eles C. albicans e C. krusei. Seleem et al., (2017) também relata essa atividade
frente C. albicans. Essa atividade também pode ser atribuida as cumarinas, uma vez

gue foram identificadas como responsaveis pela atividade antifungica frente a
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patégenos humanos como a C. albicans e C. neoformans (MONTAGNER et al.,
2008). Estudos mostram o potencial antifiangico dos alcalbides frente a espécies de
Candida (ARIF et al. 2009; DABUR et al., 2005; EMILE et al., 2007).

d) Ensaio citotéxico

Varios estudos de citotoxicidade tém avaliado a atividade antitumoral de
compostos presentes em E.tirucalli L., frente a diversas linhagens celulares tumorais
in vitro como, por exemplo, contra células de cancer pancreatico (MUNRO et al.,
2015), cancer de mama (CHOENE; MOTADI, 2016) e carcinoma epidermdide de
laringe (FRANCO, 2014).

A atividade citotéxica dos extratos testados na concentracdo de 50 pg.mL™
esta apresentada na tabela 5 e 6, com seus respectivos percentuais de inibicdo
sobre as linhagens. Todos os extratos apresentaram atividade citotoxica moderada
(> 70% de inibicao) frente a HL-60 e foram submetidos a diferentes concentracdes
(0,39 a 50 pg.mL™? ) para a determinacdo da concentracdo que inibe 50 % do

crescimento celular em relagéo ao controle negativo (Clso) (Tabela 7).

Tabela 5- Percentual de inibigcdo (%) dos extratos de E. tirucalli L. em linhagens celulares
saudéaveis, apos 72h de exposicao.

Linhagens Celulares

Produtos testes L929 HaCat
Ext. hexanico 11,24+0,77 40,40+1,03
Ext. acetato de etila NT NT

Ext. etandlico 11,79+0,77 24,68+2,65
Doxorrubicina 67,57+2,93 83,97+3,74

* NT ndo testado. Os dados estdo apresentados em percentagem = desvio padrdo. L929

(fibroblasto de camundongos), HaCaT (queratindcitos humano).

Tabela 6- Percentual de inibicdo (%) dos extratos de E. tirucalli L. em linhagens celulares

cancerigenas, apos 72h de exposigao.
Linhagens Celulares

Produtos testes SCC9 SCC15 NCI-H292 HL-60 K-562 HT-29
Ext. hexanico 55,3146,55 24,04+2,54 47,65+1,48 94,54+1,82 35,60+7,29 46,77+0,08
Ext. acetato de etila 55,15+8,10 59,15+2,55 63,99+2,98 75,71+0,31 NT 50,67+0,29
Ext. etandlico 11,08+1,17 20,62+3,07 24,69+1,25 84,74+1,45 3,45+2,68 23,27+1,08

Doxorrubicina 87,44+1,89 81,03+0,57 71,83+0,71 95,32+1,69 NT NT
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* NT néo testado. Os dados estdo apresentados em percentagem * desvio padrdo.
SCC9 (carcinoma epidermoide de lingua humana), SCC15 (carcinoma epidermoide oral
humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano), HL-60 (leucemia
promielocitica aguda humana), K562 (leucemia mielocitica crénica humana) e HT-29

(adenocarcinoma de célon humano).

Analisando os valores de inibicdo para ambos os extratos, tem-se a fracéo
hexanica como a mais potente, mostrando inibicdo de crescimento celular, com
percentuais de 94,54% para HL-60. Todos os extratos obtiveram inibicdo acima de
75% na linhagem testada HL-60, valor esse usado como critério para determinar a
ICs0. A tabela 6 mostra os valores de Clsg obtidos, verificando assim que a linhagem

HL-60 foi a mais sensivel a acao inibitoria das amostras testadas.

Tabela 7- Cls; dos extratos hexano, acetato de étila e etandlico de E. tirucalli L. em células
tumorais humanas.

| Clso (pg/mL) Intervalo de confianca

Linhagem HL-60
Ext. hexanico 1,38

(0,96 * 2,00)
Ext. acetato de etila 1,39

(1,14 + 1,70)
Ext. etandlico 1,69

(1,26 + 2,27)

0,04
Doxorrubicina (0,03 + 0,05)

A citotoxicidade pode ser avaliada através dos valores de ICsy, que
corresponde a concentracdo de morte celular para 50% de uma cultura (Assaf et al.,
2013). Neste contexto a partir dos ensaios de MTT, foi calculado o valor de IC5sq dos
extratos frente a linhagem HL-60. Os extratos apresentaram valores de ICso de 1,38
a 1,26 pg/mL frente a HL-60.

Neste trabalho o potencial de inibicdo do crescimento celular foi diferente e
especifico para cada tipo de célula e extrato. De acordo com a escala de intensidade
de atividade segundo (Rodrigues et al., 2014), utilizada nesse estudo, pode-se
determinar que todos os extratos apresentaram atividade moderada frente a
linhagem (HL-60).

Choene (2016) testou a propriedade anticancer do extrato hexénico da
E.tirucalli sobre linhagens de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Seus
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resultados mostraram que esse extrato inibiu efetivamente o crescimento das
células, com ICso de 50 pg/mL em MDA-MB-231 e 30 ug/mL frente a MCF- 7. Este
resultado também foi reportado por Munro, (2015) que avaliou o0 extrato metanolico
em diferentes concentracfes sobre células de cancer pancreatico humano (Mia-
PaCa2), seus resultados mostraram viabilidade celular de 50% bem como
evidéncias para sugerir que 0s compostos da espécie E.tirucalli podem possuir
propriedades anticancer (Lin et al., 2012). Outros estudos mostram que E.tirucalli.
apresenta acgdo citotoxica frente a outros tipos de linhagens tumorais. No estudo de
Barbosa (2009) as linhagens de cancer de mama humano (MDA-MB-435), célon
humano (HCT-8) e glioblastoma (SF295) apresentaram percentual de inibicdo do
crescimento celular de 40-89, 20-19, 23-50 respectivamente.

Baseado nos dados da literatura, as plantas medicinais sdo consideradas
como promissor agentes antitumorais quando apresentam citotoxicidade de seus
extratos brutos valores de 1Cso < 30ug/mL (ALONSO-CASTRO et al., 2011). Diante
dessa informacéo, € possivel concluir que todos os extratos aqui avaliados, foram
considerados citotoxicos ao apresentar ICsy variando de 1,38 a 1,69 frente a
linhagem HL-60. Divergindo dos nossos resultados, alguns trabalhos realizados com
essa espécie ndo se enquadram como promissores na terapia oncoldgica. Isso é
mostrado por CAXITO, (2017), que avaliou o extrato etandlico das partes aéreas de
E.tirucalli L., de diferentes regides frente a linhagem celular de HL-60. Seus
resultados mostraram atividade inibitéria (60 a 70%). A ICs variou 113.06 a 300.70
Mg/mL.

Com base na analise de identificacdo (CG-MS) e o conhecimento citotéxico
das substancias presentes no extrato hexanico dos ramos de E. tirucalli L., ja
descritas na literatura, é possivel pressupor que os resultados promissores da fracao
hexanica, esteja associado a composicdo quimica desse extrato. O lanosterol
identificado no cromatograma como principal constituinte dessa fracdo apresenta
atividade anticancerigena reportada na literatura. Chung et al., (2010) avaliaram a
inibicdo do crescimento do lanosterol em linhagens celulares de carcinoma humano
(células A-549 de carcinoma de pulmao, células AGS de adenocarcinoma de
estbmago, células MCF-7 de adenocarcinoma de mama, e células HelLa de
adenocarcinoma cervical) in vitro. Seus resultados mostraram atividade citotoxica

significativa contra a proliferacdo das linhagens celulares de cancer. Kahlos et al.
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(1987) relataram que lanosterol também inibe a proliferacdo de MCF-7 células de
adenocarcinoma.

O &cido hexadecanodico identificado no presente estudo, apresentou
atividade citotoxica frente a células tumorais de carcinoma colorretal humano (HCT-
116) reportado por RAVI E KRISHNAN (2017). Essa mesma substancia apresentou
citotoxicidade para células leucémicas humana (Molt-4) (HARADA et al., 2002). A
lupenona identificado nesse estudo, foi reportada por Ahmad et al., (2015) por
apresentar efeitos biologicos, tais como atividade anticaAncer contra células de
cancer de mama (MCF-7). e ainda se mostrou eficaz na reducao da proliferacdo de
células cancerigenas leucémica (WEHI-3) (SUTTIARPORN et al., 2015).

Além desses, alguns hidrocarbonetos como o fitol, mostrou-se como potente
anti-inflamatério (Shimizu & Tomoo, 1994) e citotéxico frente a linhagens de cancer
de mama (MCF-7) e HelLa cervical (Pejin et al. 2014).
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5 CONCLUSAO

O extrato etanolico dos ramos da E. tirucalli L. inibe o crescimento de
leveduras do género Candida, sugerindo a possibilidade de utilizagdo deste extrato
como meio alternativo no tratamento antifingico. Além disso, a fragdo hexéanica
apresentou melhor efeito citotoxico na linhagem HL-60. Recomenda-se um estudo
futuro para purificar e examinar os principais compostos bioativos destes extratos, e

avaliar sua atividade anti-leucemica, bem como antifingica.
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