UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Metodologias analiticas para determinacéo do perfil
guimico, atividade imunomoduladora e citotoxica do latex
de Euphorbia tirucalli L.

Analytical methodologies to determine the chemical profile,
immunomodulatory and cytotoxic activity of Euphorbia tirucalli L. latex

Larissa Silva de Souza

Dissertacdo de Mestrado em Quimica

Vitoria
2019



Larissa Silva de Souza

Dissertacado apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Quimica do Centro de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal
do Espirito Santo como requisito parcial

para obtencdo do Titulo de Mestre.

Area de Concentragdo: Quimica
Linha de Pesquisa: Quimica de Produtos

Naturais.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Machado
Kuster

Co-orientador(a): Prof. Dr. Paulo Roberto
Filgueiras

VITORIA
2019



Metodologias analiticas para determinacao do perfil quimico,
atividade imunomoduladora e citotoxica do latex de Euphorbia
tirucalli L.

Larissa Silva de Souza

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial para a obtencao

do grau de Mestre em Quimica.

Aprovado(a) em /02/2019 por:

Prof. Dr. Ricardo Machado Kuster
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientador

Prof. Dr. Paulo Roberto Filgueiras
Universidade Federal do Espirito Santo
Co-orientador

Prof. Dr. Alvaro Cunha Neto
Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Dr. Hildegardo Seibert Franca
Instituto Federal do Espirito Santo

Universidade Federal do Espirito Santo
Vitéria, Fevereiro de 2019



A minha mae, Zenilda.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por tudo!

Agradeco a meus familiares, em especial a minha mae por ser incrivel, por me
apoiar e acreditar que sou capaz sempre, mesmo sem entender o que realmente
faco.

Ao Jorge por estar comigo em todos os momentos e por sempre acreditar em mim.
Por me ouvir, me ajudar sempre que pdde, por ser minha valvula de escape, pela
paciéncia, amor e por todo crescimento que tive ao seu lado. Obrigada!

Aos amigos do Laboratorio de Cromatografia, Rodrigo, Dandara, Tamires, Poly,
Fernanda, Clarissa, Dani, Kézia e J6. Vocés sdo a verdadeira definicdo de
companheirismo! Agradeco pela convivéncia, troca de conhecimento e amizade.
Agradeco também a Cristina que muito me ajudou na parte biolégica deste trabalho.
Obrigada pela paciéncia, por estar sempre a disposigao até pra cuidar de mim como
farmacéutica particular! Por toda a amizade que construimos nesses ultimos meses,
obrigadal!

Aos amigos do Laboratério de Sintese Organica Aplicada, Regina, Barbara, Eclair,
Mayara, Mariana, Rodrigo, Ana Paula e Lucas, agradego pelos bons momentos
juntos (dos cafés principalmente), almogo e trocas de conhecimento, claro.
Momentos com vocés € riso na certa. Por mais congressos juntos também!

Ao Laboratério de Massas, em especial a Lindamara pelo auxilio na analise e por
toda a paciéncia em explicar e apresentar as técnicas de ESI e APCI.

Agradeco ao Laboratoério de Triagem Bioldgica de Produtos Naturais, UFES campus
Maruipe, a Milena, Juliana e ao Professor Rodrigo Rezende Kitagawa, por todas as
analises bioldgicas, sugestdes e trocas de conhecimentos.

Ao Professor Ricardo M. Kuster, pela excelente orientagcdao e principalmente, pela
paciéncia que teve comigo nesses dois anos. Agradego pelos ensinamentos,
confiancga e por estar sempre disposto a ajudar. Muito obrigada!

Agradeco ao Professor Paulo R. Filgueiras pela coorientacado e pela boa recepgao
sempre.

Agradeco também a disponibilidade dos professores da banca de defesa e pela
avaliagao deste trabalho.

A Labpetro por proporcionar toda a estrutura necessaria para a conclusdo deste



trabalho

A CAPES pelo apoio financeiro.

Agradeco ao Programa de Pds-Graduagédo em Quimica, coordenador e ao corpo
docente que contribuiu para minha formagéao e por todo conhecimento que adquiri.
Por fim, agradego a todos que de uma forma ou de outra contribuiram para a

conclusao dessa mais uma etapa em minha vida.



“Confia ao Senhor tuas obras e terao éxitos os teus projetos”
(Provérbios 16:3)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Exemplar da espécie Euphorbia tirucalli L. com detalhamento dos (a)

ramos e (b) latex apOs INCISA0 NO trONCO...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeee 19
Figura 2: Principais nucleos diterpenoidicos da E. tirucalli e estruturas do 4-deoxy-
phorbol, phorbol € INGENOL..........ee e 21
Figura 3: Estrutura quimica dos triterpenos euphol, tirucallol e cicloartanos
identificados no 1atex da E. firucalli ................ccccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaees 23
Figura 4: Rota biossintética dos terpenos (Adaptado de DEWICK, 2000) ............... 24
Figura 5: Proposta de mecanismo para os diterpenos e ésteres diterpénicos
LA [ S 000 25
Figura 6: Cromatograma de CG-EM da fragdo hexanica derivatizada do latex da E.
10 o PR 37
Figura 7: Cromatograma de CG-EM da frag&o diclorometénica derivatizada do latex
(oL I ) o | U 37
Figura 8: Cromatograma de CG-EM do extrato bruto do latex sem a reacédo de
(o =T g1 V7= (74 T~ Lo TR PPN 38
Figura 9: Triterpenos previamente identificados em Euphorbia tirucalli L. ............... 39
Figura 10: Diterpenos encontrados em latex de E. tirucalli e os respectivos valores
de TH e BC RMN dO iNGENOL..........cvoveieieeeeeeeeeeee e 42
Figura 11: Cromatograma de CG-EM obtida para a 6° fracdo da cromatografia em
coluna de SiliCa-gel.......coo oo 46
Figura 12: Cromatograma de CG-EM obtida para a 7° fracdo da cromatografia em
coluna de SiliCa-gel......ccoo oo 46
Figura 13: Cromatograma de CG-EM sob novas condi¢gbes cromatograficas obtidas
para a 8° fracdo da cromatografia em coluna de silica-gel.........cccccccceeviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 46
Figura 14: Espectro de massas ESI(-) FT-ICR MS da 12° fracdo obtida por
cromatografia em coluna de silica-gel ... 47
Figura 15: Proposta de fragmentagdo por MS/MS em ion m/z 511, um composto 4-
AEOXYPNOIDOL ... 50
Figura 16: ESI| (-) MS/MS para os ions (A) m/z523 e (B) m/z 559............ccccuuvnnnnnne 52
Figura 17: Proposta de fragmentagdo por MS/MS em ion m/z 523, um Ingenol 3-
aTe]ToTCT] (=T RO 53

Figura 18: Proposta de fragmentagdo por MS/MS em ion m/z 523, um Ingenol 3-
gpTe]ToTcT] (=Y PP 53


file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL%20(2).docx%23_Toc535101078
file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL%20(2).docx%23_Toc535101078
file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL%20(2).docx%23_Toc535101088
file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL%20(2).docx%23_Toc535101088
file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL%20(2).docx%23_Toc535101089
file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL%20(2).docx%23_Toc535101089

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Esteres diterpénicos isolados do latex da Euphorbia tirucalliL................. 22
Tabela 2: Dados de RMN de 'H e ®C do extrato bruto e da literatura...................... 41
Tabela 3: Estruturas propostas para acidos graxos ionizados como ions [M-H]J ......43
Tabela 4: Estruturas propostas para os triterpendides ionizados ESI (-) e APCI (+)
(C-30) e esteroides (C-29) como ions [M-H] e [M-H]" ou M™. ........cooiiiiiiiirciree 44

Tabela 5: Esteres diterpénicos obtidos pelo fracionamento do extrato bruto do latex
AE E. HIUCAI ...t e et e e e e et e e e e aaaeeaeees 48


file:///D:/1Larissa/1Mestrado/DISSERTAÇÃO/DISSERTAÇÃO%20FINAL.docx%23_Toc534247267

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1: Efeito da viabilidade de E. tirucalli e da cisplatina em macrofagos. Valores
expressos como porcentagem de células viaveis em comparagdo ao controle de
crescimento. *p < 0,001 em relagdo ao controle de crescimento. ..............ccceevvvvnnnn. 54

Grafico 2: Efeito de E. tirucalli e cisplatina na cultura de células de adenocarcinoma
gastrico (AGS). Resultados expressos em percentagem de células viaveis. . *p <
0,001 em relagao ao controle de crescimento...........c.coeeveiiiiiii i, 55

Grafico 3: Efeito inibitério na produgao de éxido nitrico expresso como concentragao
de nitrito para E. tirucalli em macrofagos estimulados por LPS. *p<0,05 comparado
ao padrao de inibicao de L-NAME. ... 56

Grafico 4: Efeito inibitério do latex de E. ftirucalli na producdo de TNF-a por
macréfagos estimulados Por LPS.... ... i 57

Grafico 5: Efeito inibidor do latex de E. tirucalli na produgéo de IL-6 por macréfagos
induzidos por LPS. *p<0,001 comparado ao grupo LPS. ...........iiiiiiiiiien, 57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGS — Adenocarcinoma Gastrico

ANVISA — Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria

APCI - lonizagdo Quimica a Presséo Atmosférica (Atmospheric-pressure Chemical
ionization)

CCs0— Concentracéo citotoxica de 50%

CE5p — Concentragao efetiva de 50%

CG-EM - Cromatografia Gasosa acoplado a espectrometria de massas

COSY - Espectroscopia de correlacao H-H (Correlation spectroscopy)

DBE — Numero de insaturagdes e anéis (Double bonds equivalent)

DMAPP — Dimetilalil difosfato

DMEM - Dulbecco’s modified Eagle’s medium

ESI — lonizagao por Eletrospray (Electrospray lonization)

ESI FT-ICR MS — Espectrometria de Massas com lonizagdo por electrospray e
Ressonancia Ciclotrénica de lons por Transformada de Fourier (Electrospray
lonization Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry)

FT-ICR MS — Espectrometria de massas de Ressonancia Ciclotronica de fons por
Transformada de Fourier

GFPP — Geranil Farnesil difosfato

ICs50 — Concentracéo inibitoria de 50%

INCA — Instituto Nacional do Céancer

IPP — Pirofosfato de Isopentila

IS — indice de Seletividade

IL-6 — Interleucina 6

L-NAME — N(w)-nitro-L-arginina metil ester



LPS — Lipopolissacarideo

MS — Espectrometria de Massas (Mass Spectrometry)
m/z — Raz&o massa-sobre-carga

MTT-tetrazolio — Thiazolyl Blue Tetrazolium bromide
NIST — Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia
NO — Oxido nitrico

Ppm — Partes por milhdo

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TOF — Tempo de véo (time-of-flight)

RMN — Ressonéancia Magnética Nuclear

UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro



LISTA DE SIMBOLOS

bar - barbmetro

cm — centimetros

Da — Dalton

dd — duplo dupleto

eV — eletron-volts

g —grama

hex - hexano

Hz — Hertz

KV - kilovolts

M — Molar

m - multipleto

pMg/mL — micrograma por mililitro
mg — miligrama

mL — mililitros

nA — nano-amperes
nd — ndo determinado
s — singleto

t — tripleto

V — volts



RESUMO

Euphorbia tirucalli L. é amplamente utilizada pela medicina popular brasileira,
principalmente por sua atividade anticancerigena. No entanto, sua comercializagao
foi proibida pela ANVISA devido a presenca de alguns compostos considerados
téxicos, como os ésteres diterpénicos. Logo, o presente estudo caracterizou o latex
dessa planta por diferentes métodos analiticos como também analisou sua atividade
imunomoduladora e citotéxica. O latex foi coletado por dois procedimentos, em
solugao de diclorometano: metanol (3:1,100 mL) e em 100 mL de agua destilada. O
primeiro foi concentrado como um extrato bruto e o segundo foi particionado com
hexano e diclorometano. As particdes e o extrato bruto foram submetidos a analises
fitoquimicas utilizando trés métodos distintos: espectrometria de massas, técnicas
FT-ICR MS (ESI (-) e APCI (+)), cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H,
RMN *C, COSY, HSQC e HMBC). O potencial citotoxico foi avaliado utilizando-se o
extrato bruto sobre macrofagos RAW 264.7 e sobre células cancerosas gastricas
AGS. A avaliagao da atividade imunomoduladora foi feita através da avaliagcado da
producdo de oxido nitrico e citocinas como TNF-a e IL-6 por macrofagos. A técnica
CG-EM mostrou a presencga de alguns ésteres de acidos graxos, como o miristico,
palmitico, estearico, oleico e linoleico e, principalmente, triterpenos como euphol e
tirucallol. Por RMN, a maioria dos sinais foi relacionada aos triterpendides euphol e
tirucallol. No entanto, quando o latex foi analisado por ESI (-) FT-ICR MS, foi
encontrada uma grande variedade de moléculas de diferentes classes de produtos
naturais (acidos graxos, diterpenos, triterpenos, esteroides). Por APCI (+) FT-ICR
MS, o ion em m/z 426,38, relacionado a massa dos triterpenos euphol e tirucallol foi
0 pico mais intenso, com erro de massa -0,11, indicando alta precisdo. Os ésteres
diterpénicos de nucleo 4-deoxyphorbol e ingenol foram identificados apenas por ESI
(-) FT-ICR MS e por ESI (-) FT-ICR MS/MS. Quando avaliado biologicamente, o
latex bruto apresentou atividade imunomoduladora, pois reduziu a produgao das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-6 e NO, e o efeito na redugcdo do NO foi mais
expressivo, obtendo resultados semelhantes ao padrdao L-NAME, bem como
atividade citotoxica significativa (ICsp = 69,43 = 1,29 ug/mL) contra células de
adenocarcinoma gastrico (AGS) sem danificar células saudaveis. Assim, verificou-se
que o latex da Euphorbia tirucalli consiste principalmente dos triterpenos euphol e
tirucallol, que podem ser os principais responsaveis pela atividade antineoplasica
atribuida a planta, mas muitos outros compostos menoritarios podem ser
determinados por FT-ICR MS, como os ésteres diterpénicos. Possui potencial
antitumoral, pois age seletivamente contra células cancerosas e ainda impede a
progressao do tumor, pois possui importante efeito imunomodulador.

Palavras-chave: Euphorbia tirucalli L. Latex. Triterpenos. Esteres diterpénicos.
Atividade imunomoduladora. Atividade citotdxica.



ABSTRACT

Euphorbia tirucalli L. is widely used by Brazilian popular medicine, mainly for
its anticancer activity. However, its commercialization was banned by ANVISA due to
the presence of some compounds considered toxic, such as diterpene esters.
Therefore, the present study characterized the latex of this plant by different
analytical methods as well as analyzed its immunomodulatory and cytotoxic activity.
The latex was collected by two procedures in dichloromethane: methanol solution (3:
1, 100 mL) and in 100 mL of distilled water. The former was concentrated as a crude
extract and the second was partitioned with hexane and dichloromethane. Partitions
and crude extract were subjected to phytochemical analysis using three different
methods: FT-ICR MS (ESI (-) and APCI (+)), GC-MS and NMR ('H-NMR, "*C NMR,
COSY, HSQC and HMBC). The cytotoxic potential was evaluated using the crude
extract in RAW 264.7 and AGS macrophages. The evaluation of immunomodulatory
activity was made through the detection of nitric oxide and cytokines such as TNF-a
and IL-6. The CG-MS technique showed the presence of some esters of fatty acids,
such as myristic, palmitic, stearic, oleic and linoleic and, mainly, triterpenes such as
euphol and tirucallol. By NMR, most of the signals were related to the triterpenoids
euphol and tirucallol. However, when the latex was analyzed by ESI (-) FT-ICR MS, a
large variety of molecules of different classes of natural products (fatty acids,
diterpenes, triterpenes, steroids) were found. By APCI (+) FT-ICR MS, the ion in m/z
426,38, related to the mass of the euphol and tirucallol triterpenes, was the most
intense peak, with mass error -0.11, indicating high precision. The diterpene esters of
4-deoxyphorbol and ingenol were identified only by ESI (-) FT-ICR MS and by ESI (-)
FT-ICR MS/MS. When biologically evaluated, the crude latex showed
immunomodulatory activity, since it reduced the production of proinflammatory
cytokines TNF-a, IL-6 and NO, and the effect on NO reduction was more expressive,
obtaining results similar to the standard L-NAME, as well as significant cytotoxic
activity (1C5p=69.43 * 1.29 ug/mL) against gastric adenocarcinoma cells (AGS)
without damaging healthy cells. Thus, it was found that Euphorbia tirucalli latex
consists mainly of the triterpenes euphol and tirucallol, which may be the main
responsible for the antineoplastic activity attributed to the plant, but many other
smaller compounds can be determined by FT-ICR MS, such as diterpene esters . It
has antitumor potential, as it acts selectively against cancerous cells and still
prevents the progression of the tumor, since it has an important immunomodulatory
effect.

Keyword: Euphorbia tirucalli. Latex. Triterpenes. Immunomodulatory activity.
Cytotoxic activity.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt ettt e ettt et e et aeesteeae e s 17
1.1. Euphorbia tirucalli L. — Classificagao botanica e aspectos gerais................... 19
1.2. Constituintes quimicos e metabolismo secundario ...........ccccccvvvviiiiiiieeeeeeennn, 20
1.3. Técnicas analiticas aplicadas a produtos naturais ..........ccccceeeveviiiiiiiiiiininnenns 25
1.4. Uso na medicina popular e atividade biologiCa ..........ccoevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 28

2. OBUIETIVOS ... 30
2.1. ODJEtiVO GEIal ... 30
2.2. Objetivos ESPECITICOS .....ccciiiiiiiiiiii e 30

3. METODOLOGIA .. 31
3.1. Identificacdo e coleta dO [AteX .......ccovviieiiiiiii e 31
3.2. Preparac@o da amostra ...........iiiiiiiiiii i 31

3.2.1. Procedimento T ... 31
3.2.2. ProCcedimento 2........oooiiiiiiiiiie e 31
3.3. Fracionamento do latex de E. tirucalli por Cromatografia em Coluna em silica-
0 = PSPPSR 31
3.4. Derivatizacio doSs ACIAOS graX0S .......ccieiveriiiieiiiiiiiieeeeiiineeeeesin e s eeri e e e eanas 32
3.5. CondigOEs de A@NANISE ......ccceeiiiiiici e 32
3.5.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
....................................................................................................................... 32
3.5.2. Espectrometria de massas de ressonancia ciclotrénica de ions por
transformada de Fourier (ESI(-), ESI(-) MS/MS e APCI(+) FT-ICR MS)........ 33
3.5.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)............cccooeiiiiiiiiiiiiiiiie e, 34
3.6. Linhagem CelUlar ... 34
3.7. Avaliagcdo da citotoxicidade em macrofagos (RAW 264.7) e linhagem de
adenocarcinoma gastriCo (AGS) ....ovvuiiiii e 34
3.8. Indice de Seletividade ...........c.ccvivieveeiieeececeee e 35
3.9. Avaliagdo da atividade imunomoduladora através da producédo de citocinas
TNF-a e IL-6 € de 6xido Nitrico (NO) .....cooeeiiiiice e 35
3.10. Analise estatiStiCa ..........coooiiiiiiiiii 36

4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cuviieeeieeeeeeeeeeeeeee ettt 37
4.1. Perfil quimico do latex apds derivatizagao................ceeeiiieeiieiiiiiiiiie e, 37
4.2. Perfil quimico do extrato bruto do IateX...........ccoovvviiiiiiiiiii e, 39
4.3. Fracionamento do latex em coluna de silica-gel para identificagdo de
(oo ] 4] oJo 1Sy (o 1S3 g a1 T o] 4 €= T [ 1= 45
R N AV To F= T LT o] (0] (o) ([ RPN 53
4.5. Atividade imunomodulatOria...........cooevviiiiiiiii e 55

B, CONCLUSAOD ..o e, 59



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... .ottt

7. ANEXO



17

1. INTRODUGCAO

Euphorbia tirucalli L., pertencente a familia Euphorbiaceae, € amplamente
utilizada, no Brasil, tradicionalmente, para o tratamento do cancer. O latex suspenso
em agua ou uma tintura etandlica das partes aéreas sdo as duas maneiras mais
comuns de uso popular da planta. No entanto, a ANVISA, por meio da Resolugao
2917, de 6 de julho de 2011, proibiu a distribuicdo e comercializagdo de
medicamentos contendo a Euphorbia tirucalli L. A Resolugao foi publicada porque a
planta ndo foi submetida a testes de seguranca e eficacia =

Umas das razdes alegadas para proibir o uso comercial da planta é a
presenga em seus extratos de ésteres diterpénicos, de nucleo tigliano e ingenano,

4% No entanto,

alguns dos quais sao conhecidos por serem co-carcinogénicos
muitas substancias encontradas na planta sdo consideradas anticancerigenas. O
euphol, por exemplo, & o principal triterpeno encontrado no latex da planta ’. Quando
testado em células de cancer de mama humano T47D, este triterpeno reduziu a
viabilidade celular, que foi acompanhada por um acumulo de células na fase G1.
Este resultado possibilitou aos pesquisadores a concluir que o euphol é um
ingrediente ativo de plantas contra o cancer 8.

Atualmente, o latex tem sido utilizado para o tratamento da gastrite, uma
doenca precursora do cancer °. No Brasil os tumores do estdmago aparecem em
terceiro lugar na incidéncia entre homens e em quinto, entre as mulheres, segundo
as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) (2018). Algumas evidéncias
cientificas mostraram os beneficios anticancerigenos de Euphorbia tirucalli em
ensaios com células de adenocarcinoma gastrico humano (AGS) onde o euphol
inibiu seletivamente o crescimento de células AGS por indugcdo de apoptose
mediada por ERK 1/2 '°.

Do ponto de vista toxicolégico, o latex de E. firucalli ndo apresentou alta
citotoxicidade as culturas de linfécitos humanos primarios (CCsp = 548,8 ug / mL),
embora tenha mostrado alta citotoxicidade em células tumorais '"'2. Portando,
embora ensaios bioldgicos tenham demonstrado a atividade antiproliferativa do latex
de Euphorbia tirucalli, bem como sua baixa toxicidade para células saudaveis,
duvidas persistem no Brasil quanto a sua eficacia e seguranga para uso em
humanos.

A presenca de ésteres diterpénicos na planta cultivada em territorio brasileiro
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ainda nado foi bem caracterizada, embora ja tenham sido isolados em amostras
africanas e asiaticas. Nesta dissertacdo, trés métodos analiticos, CG-EM, FT-ICR
MS (ESI (-) e APCI (+)), RMN ("H-RMN, C-RMN) e RMN bidimensional (COSY,
HSQC e HMBC) foram utilizados para uma ampla caracterizagdo quimica do latex.
Além disso, foi avaliada sua atividade imunomoduladora e citotoxica, contra células
de adenocarcinoma gastrico, visando uma melhor compreensao de suas

propriedades medicinais.
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1.1. Euphorbia tirucalli L. — Classificagao botanica e aspectos gerais

Euphorbia tirucalli pertence a familia Euphorbiaceae, onde o género Euphorbia é
0 mais amplo, constituido por mais de 2000 espécies, compreendido por arvores,
arbustos e ervas. Conhecida popularmente como cega-olho, dedo-do-diabo, coroa-
de-cristo, cachorro pelado, gaiolinha, arvore do lapis, mata-verrugas, e comumente
chamada no Brasil de Aveloz, a E. tirucalli € uma planta arbustiva de porte grande,

podendo atingir uma altura de dez metros, com tronco e ramos lenhosos, suculentos

e cilindricos de cor verde. Suas folhas sao pouco visiveis por serem pequenas, € as
13,14

flores sdo raramente produzidas

Figura 1: Exemplar da espécie Euphorbia tirucalli L. com detalhamento dos (a) ramos e (b) latex apds
incisdo no tronco

Nativa da Africa, a Aveloz esta atualmente distribuida no sul da Europa, Asia e
nas Américas, firmemente introduzida devido a suas caracteristicas ornamentais e
medicinais. Ela possui a capacidade de sobreviver em varios habitats como em
areas aridas, tropicais com pouca chuva, solos pobres erodidos e solos salinos °,
Seus caules e troncos sao abundantes de um latex esbranquicado com acéao
irritante a pele e téxico (Figura 1), apresentando registros de acidentes toxicolégicos
resultantes do contato humano com o latex, como disturbios gastrointestinais,
conjuntivites, irritacdo e edemas oculares e até cegueira, além de reagdes
inflamatorias e necrose quando em contato com a pele '®'®. Ensaios farmacoldgicos
ja mostraram que o latex pode ser responsavel pela ativagao do virus Epstein-Barr,
que esta ligado ao desenvolvimento do linfoma de Burkitt, entretanto, o consumo do

latex, em doses baixas, ja foi relatado em 1968, pelo médico Lauro Neiva, quem o
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indicava para o tratamento de cancer via resposta imunoldgica 419 Atualmente, a
populacdo tem usado o latex para o tratamento da gastrite, com alguma

comprovac&o cientifica 2.

1.2. Constituintes quimicos e metabolismo secundario

Antes de tudo, estudos de Furstenberguer e Hecker (1986) indicaram uma
provavel existéncia de quimiotipos da Aveloz, quando amostras de duas regides
africanas, Africa do Sul e Madagascar, foram comparadas 2'. Eles afirmaram que o
ester de nucleo 4-deoxyphorbol (Figura 2) estava presente na espécie colhida em
Madagascar, mas ndo colhida na Africa do Sul. Isso indica que diversos fatores
podem influenciar na composicdo quimica da planta, alterando constituintes
minoritarios ou majoritarios 2.

Em geral, é descrito na literatura, que a composi¢géo quimica do latex da aveloz,
compreende acidos graxos 2 e terpenos. Dentre os terpenos, os diterpenos, ésteres

2124 o triterpenos %°. Os acidos graxos até entdo foram relatados de

diterpénicos
forma geral, possuindo cadeia longa de forma saturada ou insaturada. Os ésteres de
acido malico glicosilados, também conhecidos como as maloilglucanas, foram
recentemente descritas 2.

A diversidade estrutural dos terpenos € imensa. Os diterpenos presentes no
latex s&o normalmente de nucleo tigliano, denominado phorbol e 4-deoxyphorbol
como também de nucleo ingenano, ingenol (Figura 2). O phorbol contém cinco
grupos hidroxilas que possuem diferentes niveis de reatividade em relagdo a
esterificacdo, sendo considerado um dos principais alcoois formadores de ésteres
diterpénicos de nucleo tigliano, ou neste caso, ésteres de phorbol. A maioria desses
esteres existe como 12,13 ou 13, 20-diésteres, embora algumas moléculas também
existam na forma de 12,13, 20-triésteres 2"2%27.

Quando o phorbol esta substituido por hidrogénio no carbono na posi¢ao 4, este
€ designado 4-deoxyphorbol. As estruturas podem ser observadas na Figura 2.
Esses sao os mais encontrados na planta, sendo muitos de seus ésteres
correlacionados com a irritabilidade e toxicidade atribuida ao latex da Aveloz como
também de outras plantas da mesma familia 2?2, Quando esterificados, o niimero
crescente de carbonos e insaturagdes, na posicdo acila, conduzem a um aumento
da atividade irritante do latex, bem como com algumas cadeias carbdnicas

saturadas. Por outro lado, na presenga de ligagdes duplas conjugadas, a
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irritabilidade diminui, indicando que nem todos os ésteres diterpénicos possuem tal
atividade '

A caracterizagao dos ingendis nos extratos vegetais esta associada a hidrolise
de seus ésteres. O ingenol possui quatro hidroxilas e, em relagdo a sua forma
esterificada, os 3-monoésteres sdo os mais encontrados em Euphorbia tirucalli 2'°.
A Tabela 1 descreve os ésteres diterpénicos encontrados na aveloz descritos até o

momento.

Tigliano Ingenano

4-deoxy-phorbol Phorbol Ingenol

Figura 2: Principais nucleos diterpenoidicos da E. tirucalli e estruturas do 4-deoxy-phorbol, phorbol e
ingenol



Tabela 1: Esteres diterpénicos isolados do latex da Euphorbia tirucalli L.

Substancia Formula Massa A .
Referéncia
- — molecular Molecular
Nucleo tigliano
Phorbol 12-acetate-13-(2,4,6,8,10-tetradecapentaenoate) C36H460s8 606,31
Phorbol 12-[(2Z,4E)-2,4-octadienoate]-13-acetate C30H400s 528,26
Phorbol 12-[(2Z,4E)-2,4,6-decatrienoate]-13-acetate C32Ha208 554,28 F“rSte”berggggnd Hecker,
Phorbol 12-(2,4,6,8-tetradecatetraenoate)-13-acetate C36H480s8 608,33
Phorbol 12-(2,4,6,8,10-tetradecapentaenoate)-13-acetate C36H460s8 606,32
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(2,4-octadienoate) C30H4007 512,27
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(1-octenoate) C30H4207 514,28 Furstenberggggnd Hecker,
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(2,4-decadienoate) C32H4407 540,3
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-[(2Z2,4E)-2,4,6-decatrienoate] (Ti2) C32H4207 538,28 Furstenbergg;?nd Hecker,
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(2,4,6-dodecatrienoate] C35H4807 580,33 Furstenberger and Hecker,
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(2,4,6,8-dodecatetraenoate) C35H4607 578,31 1972
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(2,4,6,8-tetradecatetraenoate) (Ti4) C36H4807 592,33
4-deoxyphorbol 12-acetate-13-(2,4,6,8,10-tetradecapentaenoate (Ti3) C38H5007 618,36 Furstenberger and Hecker,
4-deoxy(4a)phorbol 12-[(2Z,4E)-2,4,6-decatrienoate 13-acetate C32H4207 538,29 1977
4-deoxy(4a)phorbol 12-acetate-13-(2,4,6,8-tetradecatetraenoate) (a-Tia) Cs6H4807 592,34
4-deoxy-(4a)phorbol-12-13-20-triacetate C25H320s8 460,21 Kinghorn, 1979
Nucleo ingenano
Ingenol 3-(2,4-decadienoate) C30H4206 498,29
Ingenol 3-[(2E,4E,6E) decatrienoate] C30H4006 496,27
Ingenol 3-(2,4,6-dodecatrienoate) C32H4406 524,3 Furstenberger and Hecker,
Ingenol 3-(2,4,6,8-dodecatetraenoate) C32H4206 522,29 1986
Ingenol 3-(2,4,6,8-tetradecatetrienoate) C34H4606 550,32
Ingenol 3-(2,4,6,8,10-tetradecapentaenoate) C34H440s6 548,3

22
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Os triterpenos, por sua vez, sdo abundantes na planta, sendo os mais

comuns, euphol e ftirucallol %%,

Eles s&o diasterecisdmeros (C3oHs00),
diferenciados apenas por sua estereoquimica em C-20, com configuragdo 20R e
20S, respectivamente. Cicloartanos como cicloeuphordenol, cicloeuphornol e

ciclotirucanenol também foram isolados do latex da E. tirucalli **3. Esses compostos

ocorrem na natureza como glicosideos e ésteres de acidos organicos ja descritos
34-36

em plantas do género Euphorbia

e

§ < (20S)

Tirucallol

HO

Cicloeuphordenol Cicloeuphornol Ciclotirucanenol

Figura 3: Estrutura quimica dos triterpenos euphol, tirucallol e cicloartanos identificados no latex da
E. tirucalli

Essas estruturas séo originadas a partir do metabolismo secundario, mais
especificamente, da rota biossintética do acido mevalénico, partindo da estrutura
basica dos terpenos, o isopreno (Cs). A estrutura basica dessa classe é derivada da
condensacao alddlica de trés moléculas de acetil-CoA, que, apds etapas reacionais,
originam o &acido mevalbnico ou mevalonato, o qual, apdés reacdes de piro-
fosforilagdo e descarboxilagdo resulta no pirofosfato de isopentenila (IPP). O IPP e
seu isébmero DMAPP (dimetilalil difosfato) sdo precursores da biossintese dos
terpenos. Eles combinam-se por meio de reagdes de condensacdo para formar
moléculas maiores, onde monoterpenos sao formados pela jungcédo de duas unidades
(IPP e DMAPP), os sesquiterpenos, por trés unidades de IPP e assim por diante,
com os diterpenos (4 unidades), sesterterpenos (5 unidades) e triterpenos (6

unidades) (Figura 4) "8,
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Os triterpenos ndo sédo formados por uma extensdo do processo agora
familiar de adicionar IPP a cadeia crescente. Em vez disso, duas moléculas de
pirofosfato de farnesila (GFPP) sdo unidas por um mecanismo cauda-cauda para

produzir o esqualeno, estrutura basica originaria dos triterpenos tetraciclicos 3

0 0 Condensagao de Claisen o O + Acetil-CoA
[ - —
)J\SCoA - )J\SCOA Tiolase HO2C)J\/U\SC°A

>£H)OK gl HOZC&L 2 o c&i\
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ATP
)\/\ Isomerase X
ﬁ’ OPP OPP
CO,
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Fosfato de isopentanila Fosfato de dimetilalil
DMAPP )\/\O
3 B GIE H PO — > )= \ P,0g>
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OPP &5 P03
— — —
=
OPP

Figura 4: Rota biossintética dos terpenos (Adaptado de DEWICK, 2000)
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Uma proposta de mecanismo para a formacédo do phorbol e seus ésteres foi
feito por Dewick (2000). A ciclizagdo do GGPP gera um cation contendo um sistema
de anel de catorze membros. A perda de um préton com a formacédo de anel
ciclopropano leva ao casbeno, um metabdlito antifungico produzido pela mamona
(Ricinus communis) pertencente a familia Euphorbiaceae. Assim, através do
fechamento do anel do casbeno e por reacbes de oxigenagdes, o precursor do

diterpeno phorbol é formado.

Formacéao do anel ciclopropano com a perda de um préton

Adicao eletrofilica

Proposta de
fechamento de anel

Varias
v oxigenacgdes
— ———

]

12-miristoil-forbol 13-acetato

Figura 5: Proposta de mecanismo para os diterpenos e ésteres diterpénicos (DEWICK, 2000).

Muitas espécies do género Euphorbia e da familia Euphorbiaceae sao
consideradas como potencialmente toxicas, causando efeitos irritantes graves, onde
a maioria dos efeitos bioldégicos € devido aos ésteres diterpénicos. Algumas
explicacbes afirmam que esses compostos ativam a proteina quinase C, uma
enzima importante e amplamente distribuida no organismo. Acredita-se que a
ativagcdo permanente dessa proteina leva ao crescimento descontrolado da célula

cancerigena >"3%*.

1.3. Técnicas analiticas aplicadas a produtos naturais

Para a separacgao eficiente de metabdlitos, boa seletividade e sensibilidade de
deteccdo, juntamente com a capacidade de fornecer informagbes estruturais, as

técnicas hifenadas sao as mais requisitadas para esta funcdo. Esta combinagao de
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técnicas possibilita a caracterizagao de um produto natural desconhecido, de forma
rapida, tendo apenas uma quantidade minima de amostra. Técnicas hifenadas sao
meétodos que combinam duas ou mais técnicas analiticas, normalmente uma
cromatografica e outra espectroscopica ou espectrométrica 2242

Diante disso, para a obtencdo de informacdes estruturais que levem a
identificacdo dos componentes de extratos brutos, ou seja, solucionar problemas
estruturais de produtos naturais complexos, a cromatografia gasosa (CG) e/ou a
cromatografia liquida sdo geralmente acopladas a técnicas espectroscépicas como o
ultravioleta, espectrometria de massas (EM ou MS do inglés, Mass spectrometry),
infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN) *°.

A cromatografia € uma técnica de separagcdo baseada na distribuicdo de um
composto entre uma fase movel e outra estacionaria. A cromatografia gasosa (CG) é
uma técnica analitica amplamente utilizada, especialmente para a separacado de
compostos volateis, apesar de compostos hidroxilados possam ser analisados
através do processo de derivatizagdo com o intuito de aumentar sua volatilidade.
Seu acoplamento a espectrometria de massas (CG-EM) fornece informacgdes que
auxiliam na identificacdo estrutural de cada componente, oferecendo mais
informagdes estruturais. Yusoff e colaboradores (2017) analisaram alguns
constituintes volateis do caule da E. tirucalli por essa técnica identificando 46
compostos, dentre eles o majoritario euphol (13,60%) **. A CG-EM demonstra ser
uma técnica analitica valiosa para analise de componentes nao polares e produtos
naturais volateis ou volatilizaveis, como por exemplo, mono, sesqui e triterpenos
42,43.

O acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas (CL-EM)
€ uma ferramenta analitica com poder de resolugdo cromatografica, alta
seletividade, sensibilidade de deteccéo e capacidade de identificacdo de compostos
nao volateis ou instaveis termicamente, para os quais a cromatografia gasosa nao
pode ser utilizada, obtendo um campo de aplicagdo extremamente vasto ***°. O
avango dessa técnica possibilitou a metodologia de desreplicacdo, que se baseia no
estudo de um extrato bruto sem a necessidade do isolamento das substancias. Esse
método foi utilizado em estudos de Nothias-Scaglia e colaboradores (2015) com
base na CL-EM? identificando trés diterpendides de extratos de plantas do género
Euphorbia com atividade anti-Chikungunya “°.

As técnicas de separagao sao comumente acopladas ao espectrometro de
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massas para analise de uma mistura complexa. A espectrometria de massas (EM) se
baseia na ionizacdo das moléculas de interesse e separacdo dos ions com base em
suas diferentes razbes massa/carga a fim de se obter informag¢des da massa molar e
de caracteristicas estruturais de substancias presentes na amostra. E considerada
uma das técnicas mais sensiveis de analise molecular, com capacidade de
determinar o peso molecular e obter informagdes estruturais do analito, como o
numero de insaturagdes e anéis. Devido ao seu alto poder de separagao de massas,
otimas seletividades podem ser obtidas. Ganha destaque também por seu baixo
limite de deteccéao, velocidade de analise, diversidade de aplicagcéo a partir de varias
fontes de ionizacéo e analisadores de massas, e entre outras potencialidades *'.

As fontes de ionizagdo determinam a versatilidade da técnica de
espectrometria de massas, pois séo responsaveis pelos tipos de analitos que podem
ser analisados. Métodos como a ESI (lonizacdo por “Electrospray”) e a APCI
(lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica) sao fontes de ionizagdo comumente
utilizadas para analises de produtos naturais. A ESI é utilizada para ionizagao de
moléculas de baixo e alto peso molecular, alta polaridade e complexidade estrutural.
Seu principio basico se baseia na nebulizagdo da solugdo em goticulas carregadas
(protonadas ou desprotonadas) produzidas pelo campo elétrico (2-5 kV), liberando
os ions a partir das goticulas formadas e transportados da regido da pressao
atmosférica da fonte de ionizacdo para regidao de alto vacuo do analisador de
massas “®*°. Os fons podem ser observados como adutos, como por exemplo,
[M+Na]*, [M+K]* e [M+CI] 2.

Ja a APCI é uma técnica utilizada para ionizacdo de compostos polares como
para compostos de baixa polaridade, com massa molecular de até 1500 Da. Se trata
de um método semelhante a ionizacdo quimica, utilizando reag¢des do tipo ion-
molécula em fase gasosa, sob pressdo atmosférica, produzindo ions
monocarregados ([M+H]" ou [M+H] ou radicalares (M™) através de uma descarga
corona “®. Hidrocarbonetos e triterpenos neutros (que possuem apenas um grupo
hidroxila em sua estrutura) sdo facilmente ionizados pela APCI 4,

Outra técnica espectroscépica empregada para resolver problemas estruturais &
a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). E uma técnica que fornece informacées
sobre o numero de nucleos atdmicos com propriedades magnéticas e momento
angular de spin, ou seja, que tenha massa impar ou numero atdbmico impar ou

ambos. Varios nticleos podem ser estudados, porém os mais disponiveis s3o o 'H e
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3C. O RMN bidimensional também facilita na caracterizacéo estrutural, fornecendo
informagdes detalhadas como a disposicdo dos grupos, a estereoquimica, etc.
Porém, apesar do alto potencial da técnica, apresenta uma baixa sensibilidade
devido a baixa abundancia de nucleo que tenha a propriedade de spin natural, com

excegdo do hidrogénio *°.

1.4. Uso na medicina popular e atividade biolégica

As atividades terapéuticas da planta e o grande uso por comunidades
tradicionais estdo relacionados a uma grande variedade de substancias quimicas
encontradas no latex da E. tirucalli. Conforme descrito na literatura, o latex tem sido
utilizado pela medicina popular em casos de gonorréia, sifilis, verrugas, tumores e
para a cura do cancer. Além disso, esse liquido esbranquicado € indicado para
asma, tosse, neuralgia, reumatismo, impoténcia sexual, hemorroidas, analgésico,
cicatrizante e verrugas. O cozimento dos ramos e raizes é administrado para cdlicas
e dor no estdbmago. Na Africa, os caules sdo cozidos para compressa em locais
doloridos (DUKE, 1983; PRABHA et al., 2008; BATISTA et al., 2014).

Pesquisas recentes descrevem sobre o uso frequente do latex da aveloz como
recurso fitoterapéutico por comunidades. Neto, Barros e Silva (2015), em estudos do
uso de plantas medicinais em comunidades rurais no estado do Piaui, Nordeste do
Brasil, citam o0 uso do suco dos ramos da aveloz com agao anticancerigena. Ribeiro
e colaboradores (2017) identificaram a Euphorbia tirucalli como sendo uma das
plantas utilizada pela populagéo ribeirinha em uma microrregidao do estado de Mato
Grosso para o tratamento de infec¢do em geral e para o cancer.

Embora ainda nao existam ensaios clinicos, estudos farmacolégicos recentes
mostram um potencial anticancerigeno da Aveloz. Llanes-Coronel e colaboradores
(2011) avaliaram extratos de plantas da familia Euphorbiaceae com atividade em
linfécitos humanos e, em especial, a Euphorbia tirucalli induziu fortemente a
proliferacdo e a apoptose de células tumorais, apresentando baixa citotoxicidade em
culturas de linfécitos humanos (CCso = 548,8 pg/mL). Lin e colaboradores (2012)
mostraram que o euphol isolado da E. tirucalli inibiu seletivamente o crescimento de
células cancerosas gastricas humanas através da indugao de apoptose mediada por
ERK1/2. Franco-Sala e colaboradores (2016) avaliaram a influéncia do latex da E.
tirucalli, numa concentracdo de 25uL/mL, no carcinoma espinocelular da laringe

resultando num crescimento celular reduzido e indicando o envolvimento do latex na
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expressdo alterada de genes envolvidos em processos cancerigenos, sugerindo
potencialmente sua aplicagédo como indicador terapéutico de cancer de laringe.

Devido aos resultados promissores obtidos nessas pesquisas, tornou-se ainda
mais evidente a importancia da caracterizacdo de metabdlitos secundarios para
obtencao de produtos com maior potencial medicinal, que possam ser submetidos a
bioensaios para avaliagado de atividades bioldgicas. Essas analises geralmente sao
acessiveis, faceis, reprodutiveis e de rapida execug¢ao, com possibilidade de testar
muitas amostras de diferentes concentragcbes (HOSTETTMANN et al., 1997,
ILBEKWE e AMEH, 2015).

Testes biologicos como a viabilidade de macrofagos e a avaliagdo da produgéo
de oOxido nitrico (NO) bem como outras citocinas, associados a ensaios
anticancerigenos, sao importantes para relacionar os constituintes do extrato bruto
da planta com atividades anticancerigena seletiva e imunomodulatéria. Os
macrofagos sdo células normais de defesa imunoldgica, que sintetizam o NO e
outras citocinas como TNF-a e IL-6. O o6xido nitrico, em altas concentragdes,
entretanto, leva a formacgao de radicais livres que propiciam a formagao de mutagdes
em células normais, e consequentemente, ao desenvolvimento de um cancer. Dessa
forma, a inibicdo da producdo excessiva de NO e de outras citocinas proé-
inflamatdrias, por uma substancia isolada ou extrato vegetal pode indicar que tais
agentes possuem promissora atividade imunomoduladora (WILKINS-RODRIGUEZ
et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar quimicamente o latex da Euphorbia tirucalli L. através de métodos

analiticos (CG-EM, FT-ICR MS (ESI(-) e APCI(+)) e RMN ('H, *C, COSY, HSQC e

HMBC) e biologicamente por ensaios citotoxicos e imunomodulatorios.

2.2. Objetivos Especificos

Obter um extrato bruto do latex de E. tirucalli L.

Obter fragdes do latex aquoso por extracao liquido/liquido com solventes de
diferentes polaridades;

Derivatizar quimicamente as fragdes obtidas pela extragao liquido/liquido;
Fracionar o extrato bruto do latex por Cromatografia em Coluna de silica-gel;
Caracterizar o perfil quimico de cada extracdo por diferentes técnicas
analiticas (CG-EM, FT-ICR MS (ESI(-) e APCI(+)), RMN 'H, *C , CosY,
HSQC e HMBC);

Submeter o extrato bruto a ensaios citotdxicos e imunomodulatérios.
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3. METODOLOGIA

3.1. Identificagao e coleta do latex
O latex da Euphorbia tirucalli L. foi coletado no Instituto de Produtos Naturais

(IPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em maio de 2017, pela
Prof?. Dr?. Naomi Kato Simas e identificado pela Prof?. Lucy de Senna Valle (RFA-
31675).

3.2. Preparagao da amostra

3.2.1. Procedimento 1
Ap0s a incisdo das hastes da planta, o latex foi coletado gota a gota, cerca de

20 mL, entre 8 e 9 horas da manha, e diluido diretamente em 100 mL de agua
destilada. A particdo do latex aquoso foi feita trés vezes com hexano e
diclorometano, sequencialmente, com 100 mL de cada solvente. As fragcdes foram
reunidas (300 mL de cada), concentradas pelo rotaevaporador e pesadas (67,7 e
88,0 mg, respectivamente). Uma concentracdo de 1 mg/mL da fragdo hexanica foi
solubilizada em tolueno para analise pela APCI(+) FT-ICR MS e 1 mg de cada
particdo foi solubilizada em acetonitrila:agua (1:1) para analise em ESI(-) FT-ICR
MS.

3.2.2. Procedimento 2
ApOs a incisdo das hastes da planta, o latex foi coletado gota a gota, cerca de

20 mL, entre 8 e 9 horas da manh3a, e diluido diretamente em uma solugcdo de
diclorometano:metanol (3:1, 100 mL). A solucédo foi agitada durante 2 minutos,
fitrada em algodao e concentrada num rotaevaporador até a secura (67,26 mg).
Cerca de 40 mg do extrato bruto foram solubilizados em CDCI; para anélise em
RMN e 1 mg foi solubilizado em acetonitrila:agua (1:1) para analise em ESI(-) FT-
ICR MS.

3.3. Fracionamento do latex de E. tirucalli por Cromatografia em Coluna em
silica-gel

Uma nova amostra do latex em diclorometano:metanol (3:1, 100 mL) foi

coletado e concentrado como descrito no Procedimento 2. Cerca de 411,5 mg do
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extrato bruto foi submetido a Cromatografia em Coluna de silica-gel (30 cm, 9,7 g;
230-400 Mesh) e eluido com misturas de hexano e diclorometano, de acordo com o
gradiente de concentragdo estabelecido: 1° com 100% n-hexano, 2° (n-
hex:CHCl,/9:1), 3° (n-hex:CH2Cl,/8:2), 4° (n-hex:CHCl,/7:3), 5° (n-hex:CH,Cl,/6:4),
6° (n-hex:CH.CIy/5:5), 7° (n-hex:CH.Cl»/4:6), 8° (n-hex:CH.Cl,/3:7), 9° (n-
hex:CH,Cl,/2:8), 10° (n-hex:CH,Cl,/1:9), 11° com 100% CH.Cl, e finalmente, para a
12°, 100 mL de metanol foram adicionados para remover os compostos mais polares
aderidos a silica-gel. Todas as fragbes foram concentradas pelo rotaevaporador (1,5
mg, 1,3 mg, 2,5 mg, 6,5 mg, 2,4 mg, 182,9 mg, 91,6 mg, 14,8mg, 2,1 mg, 2,6 mg,
3,4 mg and 52,4, respectivamente), solubilizados em diclorometano (5000 ppm) e

injetado em CG-EM, exceto a 12° fragcdo. Esta foi injetada em ESI(-) (1 mg/mL).

3.4. Derivatizagcao dos acidos graxos

O processo de derivatizacao foi feito através de reacdes de saponificagao e
metilacdo °'. A reacdo de saponificacdo foi realizada com as amostras obtidas pelo
Procedimento 1. Cada amostra (0,8 g) foi solubilizada em 10 mL de 0,5 M de KOH. A
solugao foi submetida a refluxo durante 10 minutos, agitada ocasionalmente. Depois
disso, foi esfriada e adicionou-se 5 mL de BF3. A mistura foi refluxada durante mais
10 minutos. A solucdo foi novamente esfriada e transferida para um funil de
separagao, onde foram adicionados 10 mL de uma solugao saturada de cloreto de
sodio juntamente com 20 mL de hexano sob agitagdo. Apds remocgao da partigao de

hexano, foi filtrada sobre algodao e concentrada para analise GC-MS.

3.5. Condigodes de analise

3.5.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

A analise foi realizada usando um detector Agilent 7890B (Agilent, Califérnia,
EUA) e Agilent 5977A MSD Mass. Uma coluna capilar HP-5MS (30m x 250pum x
0,25um) foi utilizada. O sistema CG foi usado no modo dividido (split 1:10). O hélio
foi usado como gas de arraste. A vazéao foi ajustada para o modo constante (1mL/
min). As condigdes de temperatura da coluna para identificacdo dos acidos graxos e
triterpenos foram as seguintes: temperatura inicial de 80°C aumentada para 210°C a

15°C/min, mantida por 10 minutos, e aumentada para 245°C a 2°C/min por 19
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minutos e finalmente para 310°C a 10°C/min por 22 minutos. Um segundo método
foi utilizado para identificagcdo especifica dos triterpenos com as seguintes
condigbes: temperatura inicial de 180°C por 1 minuto, seguido de um aumento para
310°C a 5°C/minuto por 20 minutos. A detecgdo do MS prosseguiu no modo de
impacto de elétrons, utilizando uma energia de ionizagdo de 70 eV. A faixa de
varredura m/z foi de 50 a 500 unidades de massa atdbmica. Os picos e o indice de

retencao foram identificados usando o banco de dados NIST.

3.5.2. Espectrometria de massas de ressonéncia ciclotrénica de ions por
transformada de Fourier (ESI(-), ESI(-) MS/MS e APCI(+) FT-ICR MS)

A analise foi realizada num espectrometro de massas, modelo 9.4 T Solarix
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A amostra (1mg/mL), solubilizada em
acetonitrila:agua (1:1), foi infundida na fonte Electrospray (ESI) a uma taxa de 5
ML/min e operada no modo negativo ou foi solubilizada em tolueno e infundida na
fonte de lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) e operada em modo
positivo para ionizagao de moléculas na faixa de massas entre m/z 150-1500. As
condi¢cbes da fonte de ESI foram as seguintes: i) pressao de gas nebulizador de 0,5-
1,0 bar; ii) voltagem capilar de 3,0-3,5 KV, iii) temperatura do capilar de 250°C. Os
espectros ESI(-) MS/MS foram adquiridos utilizando (i) taxa de fluxo de infusao:
5uL/min; (ii) voltagem capilar: 3,0 kV; (iii) temperatura de nebulizagdo: 250°C; (iv)
argdnio com gas de colisdo; (v) tempo de acumulagéo ibnica: 1s; (vi) janela de
isolamento: 1,0 (unidades m/z); e (vii) energia de colisdo: 25-45%. Os parametros
para a APCI sao: i) voltagem capilar de 2100 V; ii) end plate offset = -500 V; iii)
temperatura e fluxo do gas secagem: 180°C e 4,0L/min; iv) presséo e temperatura
do gas nebulizador: 1,0 bar e 350°C; v) skimmer: 25,0 V; vi)collision voltage: -2,0 V;
vii) descarga corona: 4000 nA; viii) TOF: 0,750 s. O grau de insaturagao para cada
molécula foi determinado a partir do seu valor de DBE (Double Bond Equivalent) da
equacdo DBE=C — H/2 + N/2 + 1, onde C,H e N sdo os numeros de atomos de
carbono, hidrogénio e nitrogénio. As analises de MS/MS foram realizadas num
analisador quadrupolo acoplado ao espectrdbmetro de massas FT-ICR MS. Os
espectros de massa foram adquiridos e processados utilizando o pacote de software

Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
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3.5.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
As andlises RMN (RMN 'H, RMN™C e COSY) foram realizadas em

espectrometro Varian 400MHz, com sonda 5 mm ATB broadband, a partir de 40 mg
do latex dissolvido em CDCIl; e TMS como padrao interno. Os deslocamentos

quimicos foram indicados em ppm, em relagcdo ao TMS.

3.6. Linhagem celular

Os macroéfagos murinos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71 ™) e as células de
adenocarcinoma gastrico humano AGS (ATCC® CRL-1739) foram fornecidos pelo
banco de células do Rio de Janeiro, Brasil. As células foram mantidas em garrafas
com Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro
bovino fetal a 10% (v/v) e incubadas durante diferentes periodos a 37°C e 5% de
CO, até atingir a confluéncia de aproximadamente 70-90%. Depois de obter a
confluéncia desejada, as células foram dissociadas utilizando um raspador de
células (RAW 264.7) ou tripsinizadas (AGS) e contadas numa camara de Neubauer

para obter valores de concentracao de células.

3.7. Avaliagao da citotoxicidade em macroéfagos (RAW 264.7) e linhagem
de adenocarcinoma gastrico (AGS)

Aliquotas (0,2 mL) de meio contendo macréfagos murinos de células RAW
264.7 e AGS foram semeadas em placas de cultura de tecidos de 96 pocos a 5x10°
células/mL e 6x10* células/mL, respectivamente, e incubadas a 37°C sob 5% de CO,
por 2 horas (RAW) ou 24 horas (AGS). Apds este periodo, o meio foi removido e as
células foram tratadas com varias concentragdes de E. tirucalli (3,125 - 200 pug/mL)
em meio DMEM e incubadas por 24 horas e 48 horas, para as células RAW 264,7 e
AGS, respectivamente, sob mesmas condi¢gbes. Depois, o meio foi removido e as
placas foram preparadas para o ensaio de MTT-tetrazdlio °2. Apds uma breve
agitacao, a densidade 6ptica de cada poco foi medida usando um filtro de 540 nm e
um comprimento de onda de referéncia de 620 nm. Analise de regressao linear com
limite de confianca de 95% foi usada para definir a curva dose-resposta e para
calcular a concentragdo necessaria para reduzir a absorbancia do sistema em 50%
(ICs0), o chamado ponto médio citotdxico. A cisplatina foi utilizada como agente
citotoxico de referéncia. As concentragdes do extrato bruto que manteve a
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viabilidade dos macréfagos acima de 90% foram utilizadas posteriormente em testes

de citocinas e producao de NO.

3.8. indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) foi expresso entre células neoplasicas e nao
neoplasicas e foi determinado pela razdo dos valores de ICs, obtidos dessas
linhagens. Um valor significativo de Sl maior ou igual a 2,0 demonstra seletividade

para células neoplasicas (BADISA et al., 2009).

3.9. Avaliagao da atividade imunomoduladora através da produgao de
citocinas TNF-a e IL-6 e de 6xido nitrico (NO)

Para o teste de citocinas e inibicdo do NO, foram utilizadas as concentragdes
de extrato bruto que mantiveram a viabilidade dos macrofagos acima de 90%, as
quais foram determinadas previamente através do ensaio de viabilidade por MTT-
tetrazodlio. Assim, para as citocinas e ensaio de NO, as células foram semeadas em
placas de 24 pogos com meio DMEM completo a concentragdes aproximadas de
2x10° células viaveis / mL para os ensaios de IL-6 e NO e 2x10° células/mL para o
ensaio de TNF-a. Apds 2 horas de incubagao (37°C e 5% CO,) para a adesao
celular, o sobrenadante foi removido e as células incubadas foram removidas e as
células incubadas no meio com lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) (1ug/
mL) mais diferentes concentracdes de E. tirucalli (3,125 - 200 ug/mL). As placas
foram incubadas durante a noite (37°C/5% CO.). Em seguida, os sobrenadantes das
culturas foram coletados, centrifugados a 2500 rpm (4°C) e utilizados para deteccgao
e quantificacdo das citocinas (TNF-a e IL-6) pelo método imunoenzimatico
(eBioscience, San Diego, CA, EUA) e NO pelo método Griess. Para os ensaios de
citocinas, os dados foram apresentados em concentragdes de citocinas (pg / mL)
usando uma curva padrao com citocina purificada e os dados de NO foram
apresentados em concentragdes de NO; (M) usando uma curva padrdao com
NaNO; *2. Adicionalmente, avaliacdes de citotoxicidade foram realizadas apds todos

0s ensaios através do método MTT.
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3.10. Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata. Os resultados foram

expressos como media dos ensaios realizados com seus respectivos desvio padrao.
A interpretacao dos resultados foi realizada através da analise de varidncia (ANOVA)
de duas vias com teste post-hoc de Bonferroni, onde o nivel de significancia
estabelecido foi de p < 0,05.
A curva dose-efeito (concentragédo x absorbancia) para determinagéo do I1Csg € CEsyo,
concentracdo que reduz em 50% a absorbancia espectrofotométrica, foi obtida a
partir da analise de regresséo linear e ndo linear. Para realizacdo de analise de
dados, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5 (versédo 5,01 CA, USA,
2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil quimico do latex apés derivatizagao

A avaliacado do extrato por CG-EM apds a reagédo de derivatizagao foi realizada
para acessar o perfil dos acidos graxos do latex da E. tirucalli. Apos a reagédo da
fragdo hexanica (Figura 6) e diclorometanica (Figura 7), a analise por CG-EM
mostrou a presencga de sinais com tempos de retencédo de 38,8 e 39,4 minutos para
os triterpenos euphol (1) e tirucallol (2), respectivamente, e sinais menos intensos a
10,7 12,9, 15,6, 15,7 e 16,1 minutos para os ésteres dos acidos graxos miristico (3),

palmitico (4), linoleico (5), oleico (6) e estearico (7), respectivamente.
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Figura 6: Cromatograma obtido por CG-EM da fragdo hexanica derivatizada do latex da E. tirucalli
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Figura 7: Cromatograma obtido por CG-EM da fragéo diclorometénica derivatizada do latex de E.
tirucalli
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Esses compostos ja foram identificados na E. tirucalli, com exceg¢ao do acido
oleico. Os acidos graxos, palmitico e linoleico, foram identificados na fragcéo
hexénica do caule da E. tirucalli por Yamamoto, Mizuguchi e Yamada (1981) como
ésteres metilicos por CG-EM °3. Yusoff e colaboradores (2017) observaram os
acidos graxos do caule da aveloz pela técnica de CG-EM, com tempos de retengao,
em minutos, de 11,8, 12,7, 13,4 e 13,46 para os acidos miristico, palmitico, linoleico
e estearico, respectivamente **. E importante notar que s&do poucos trabalhos que
verificam esses compostos no latex desta planta. Furstenberger e Hecker (1986),
por exemplo, indicou a presenga de acidos graxos como grupos acilas ligados a
diterpenos, ou seja, dos ésteres diterpénicos, de forma geral, descrevendo-os como
acidos graxos saturados e insaturados ?'.

Em relagdo a regido triterpénica do cromatograma, onde ha a presenca dos
picos (1) e (2), o mesmo comportamento foi observado por Lin e colaboradores
(2000) em estudos com a raiz da Euphorbia kansui Liou, por GC-MS, identificando o
euphol e tirucallol, onde o euphol foi o pico majoritario, assim como na E. tirucalli %4
% No entanto, sem o preparo da amostra, apenas o euphol e o tirucallol foram
identificados por essa técnica, quando comparados as amostras derivatizadas
(Figura 8). Dessa forma, esses dados podem indicar que, grande parte da existéncia

desses compostos estdo associados a diterpenos, em forma de ésteres.
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Figura 8: Cromatograma de CG-EM do extrato bruto do latex sem a reag¢éo de derivatizagao.
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4.2. Perfil quimico do extrato bruto do latex

O espectro de RMN "H do latex bruto de E. tirucalli (Anexo, Figura 1A, p.66)
forneceu varios sinais, a maioria deles na regidao de 0 a 2 ppm, caracteristico de
compostos triterpenoidicos *’. Nesta regido, 8 singletos com &y 0,73, 0,78, 0,82,
0,85, 0,93, 0,98, 1,58 e 1,66 ppm apareceram indicando grupos metilas (Figura 2A,
p.67). Em &y 3,2 e 5,07 ppm estdo presentes um sinal de duplo dupleto e um sinal
de multipleto (Figura 3A, p.68), que foram atribuidos a H-3 (hidrogénio axial num
carbono contendo oxigénio) e H-24, um hidrogénio olefinico, respectivamente
(Figura 9).

Euphol Tirucallol

Figura 9: Triterpenos previamente identificados em Euphorbia tirucalli L.

Estes dez sinais, juntamente com varios outros aglomerados na regido entre 0
e 2 ppm estdo correlacionados aos triterpenos euphol e tirucallol, compostos
conhecidos em E. tirucalli (SPINO et al., 1995; NYIGO et al., 2016). A presenca
destes dois triterpenos estereocisoméricos em mistura pode ser notada pelo
multipleto entre 5,07 e 5,10 ppm (Figura 4A, p. 69) para o H-24. Como este
hidrogénio esta proximo ao centro estereogénico (C-20), uma pequena diferenca em
deslocamento quimico sera notada para ambas as estruturas. De fato, para o
composto puro, o sinal para H-24 tera multiplicidade tripla (Tabela 2). Para a mistura
dos dois, um sinal multiplo sera encontrado em virtude da sobreposicdo dos dois
sinais triplos préoximos. Digno de nota € também a presenga de um unico sinal a dy
1,23 ppm representando grupos metilenos magneticamente equivalentes de acidos
graxos (KNOTHE e KENAR, 2004). Espectro de RMN 'C (Figura 5A, p.70) da
mesma amostra apresentou 30 picos principais permitindo observar na regido de

maior frequéncia de absorg¢ao sinais correspondentes ao C24 e C25, em 125,33 e
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130,98 ppm, respectivamente, e sinais em 134,11 e 133,64 ppm atribuidos aos
carbonos quaternarios C8 e C9, respectivamente °%°°,

Os dados de RMN de 'H encontrados na literatura do euphol e tirucallol foram
comparados com o espectro de 'H RMN do extrato bruto do latex (Tabela 2). Os
deslocamentos quimicos concordaram bem com os valores experimentais,
mostrando pouca diferenca entre eles, bem como os valores da literatura de "°C
RMN. Esses dados mostram que numa mistura de dois triterpenos
estereoisoméricos, seus deslocamentos quimicos s&o muito semelhantes,
destacando-se as diferengas, entretanto, nas imedia¢gées do centro estereogénico,
como comentado acima para o H-24. Ou seja, na sobreposi¢ao de dois tripletos, um
sinal multipleto sinalizou a presenca destes dois isdmeros opticos.

Por "H-"H COSY (Figura 6A, p.71) foi possivel correlacionar os prétons H-24
aos hidrogénios metilicos em oy 1,65 ppm, referentes ao H-26 através de um
acoplamento alilico. Este fato € interessante, pois mostra a dependéncia do angulo
diedro entre os dois sinais acoplantes para o valor do acoplamento. Embora o sinal
metilico em oy 1,58 ppm seja também alilico em relagdo a H-24, tal correlagdo nao
apareceu no espectro COSY. Outra correlagao importante foi aquela entre H-24 e H-
23 (04 2,04 ppm), referente a um acoplamento geminal e responsavel pelo sinal triplo
de H-24 para o euphol e tirucallol. Tal sinal em 2,04 ppm correlaciona com o carbono
C-23 em 6.24,87 ppm no espectro HSQC.

O espectro HMBC (Figura 7A, p.72) mostrou correlacdes °J de hidrogénio
metinico H-24 com dois carbonos metilicos C-26 e C-27 a 17,82 e 25,89 ppm e com
C-23 (24,87 ppm). O H-3 (1H, dd) exibiu correlagbes com os carbonos C-29 (28,29
ppm) e C-30 (15,74 ppm). Os protons metilicos H-26 e H-27 estao correlacionados
com os carbonos vinilicos C-24 e C-25 (125,17 e 130,8 ppm, respectivamente). O
préton metilico H-28 mostrou correlagdes 2J com os carbonos C-13 (44,20 ppm), C-
15 (31,01 ppm) e C-9 (133,64 ppm). Esses dados estdo de acordo com a literatura,
embora poucas s&o as informacdes de RMN 2D para essas moléculas ®°. Por HSQC
foi possivel correlacionar o proton H-3 e H-24 aos carbonos C-3 (79,11 ppm) e C-24
(125,33 ppm), respectivamente (Figura 8A, p.73).
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Tabela 2: Dados de RMN de *H e *3C do extrato bruto e da literatura

o Experimental' Dados de RMN "H e "°C da literatura
Posicao do Euphol®** Tirucallol®
(LT I RMN 'H RMN'C | RMN'H RMN™C RMN'H RMN '°C
1 1,55 (m)e 1,15 (m) 35,37 35,49 35,23
2 1,66 (m)e 1,89 (m) 27,80 27,9 27,65
3 3,2 (dd) 7911  321(dd) 792  322(dd) 78,99
4 37,38 37,5 38,93
5 1,08 (dl) 51,07 51,2 50,93
6 1,38 (m)e 1,62 (m) 19,06 19,17 18,93
7 1,65 (m)e 1,89 (m) 28,04 28,16 27,92
8 134,11 134,3 133,52
9 133,64 133,8 134,04
10 39,05 39,2 37,25
11 21,66 21,7 21,45
12 28,18 28,3 28,04
13 44,2 44,4 44,08
14 50,14 50,3 49,93
15 1,70 (m)e 1,57 (m) 31,01 31,1 30,76
1,18 (m) e
16 1148 (o) 29,88 29,9 29,81
17 1,48 (m) 49,73 49,9 49,09
18 0,78 (s) 1567 0,78(s) 1574  078(s) 1542
19 0,93 (s) 2027 093(s) 20,36 093(s) 20,13
20 1,45 (m) 36,01 36,07 35,91
21 0,82 (d) 19,06  0,83(d) 19,12 0,84(d) 18,67
22 2,26 (m)e 1,74 (m) 35,12 35,66 37,25
23 2,04 (m)e 1,82 (m)  24.87 24,74 24,92
24 5,07 (m) 12533 508 (f) 12543 508(t) 12524
25 130,98 131,03 130,91
26 1,66 (s) 17,82  1,66(s) 17,88  166(s) 17,62
27 1,58 (s) 2589  1,58(s) 2593  1,58(s) 2571
28 0,85 (s) 2460 0,85(s) 2468 089(s) 24,36
29 0,98 (s) 2829 098(s) 2827 098(s) 27,92
30 0,73 (s) 1574  0,73(s) 1585 0,73(s) 1551

*Para as analises, os autores utilizaram o CDCI; como solvente.
TAs atribuicbes do o de 'H e ®C foram feitas com auxilio dos espectros RMN 1H, RMN 13C, COSY e

HSQC. O solvente utilizado para as experimentacdes foi o CDCl;.

Os deslocamentos quimicos caracteristicos dos sinais de 'H de diterpenos de
nucleo tigliano (Figura 10), H-1 e H-7, de 7,63 ppm e 5,45 ppm, respectivamente, e
de ®C, dos carbonos C-1, C-2, C-3, C-6, C-7, de 160,6 ppm, 132,9 ppm, 209,2 ppm,
140,4 ppm e 130,4 ppm, respectivamente, foram investigados, mas estavam

Bc 2781 Os sinais

completamente ausentes nos espectros de RMN de 'H e
relacionados ao diterpeno de nucleo ingenano também estavam ausente nos

espectros de RMN de 'H e "*C, como mostra na Figura 10.
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Sy em CDCl;, em ppm: dc em CDCl;, em ppm:

H-1: 5,86 C-1:129,2
Hoe 602 C-2: 140,6
’ C-3: 80,1

C-6: 139,1

C-7:127,3

Diterpeno de ntcleo ingenano

Figura 10: Diterpenos encontrados em latex de E. tirucalli e os respectivos valores de 'He *C RMN
do ingenol

As analises por ESI(-) FT-ICR MS do extrato bruto do latex de E. tirucalli
mostram trés classes de compostos naturais: acidos graxos, diterpenos e triterpenos
(Figura 9A, p.74). Para os compostos ou classes de produtos naturais identificados
foram listados na Tabela 3-4: ions pseudomoleculares como [M-H], intensidade de
sinal, férmula molecular exata com erros muito baixos, numero de insaturagdes
(DBE) e fragmentos MS/MS quando disponiveis. Os acidos graxos livres detectados
no latex bruto estdo presentes na Tabela 3. Alguns desses acidos graxos ainda nao
foram previamente descrito na literatura para o latex da E. tirucalli. Entre eles, o sinal
m/z 255 para o acido palmitico foi o mais intenso.

Por CG-EM, apenas cinco acidos graxos, como ésteres metilicos, foram
detectados. Quando o latex foi analisado por ESI(-) FT-ICR MS, esse numero subiu
para dez. A analise por FT-ICR MS fornece um melhor limite de detec¢ao quando
comparado ao CG-EM (Marshal et al., 1998).
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Tabela 3: Estruturas propostas para acidos graxos ionizados como ions [M-H]

: Intensidade Formula Erro ChEsEEL
[M-H] do sinal (%) Molecular (ppm) blis ATEREEE 6
Substancia
227,20166 9,6 C14H2705 -0,04 1,0 Acido miristico
241,21733 7.5 C1sHz60, - 0,11 1,0 Acido pentadecanoico ou
isbmero
253,21733 10,3 C16H2905 - 0,09 2,0 Acido palmitoleico
255,23297 52,4 C16H3105 - 0,06 1,0 Acido palmitico
267,23296 2,0 C47H310, - 0,03 2,0 Acido heptadecenoico
269,2486 4.4 Ci7H330, 0,02 10 Acido heptadecanoico ou
isdbmero
279,23296 3,5 C4gH3102 0,01 3,0 Acido linolenico
281,24861 12,2 C1gH330, - 0,04 2,0 Acido oléico
283,26426 26,2 C1gH3502 - 0,03 1,0 Acido estearico
297,24342 0,9 CigH3303 0,33 2,0 Acido ricinoleico ou isémero

Muitos triterpendides contendo dois e trés oxigénios foram detectados no latex
por ESI(-) FT-ICR MS. Eles ainda ndo foram descritos para E. tirucalli, mas alguns
deles sdo conhecidos de Euphorbia kansui como Kansuinona, Kansenona, epi-
kansenona, kansenonol e outros isdmeros deles (Tabela 4) 923, Triterpenos sem
oxigénio ou com um oxigénio na formula molecular, como euphol, tirucalol, lupeol
(C30H500, 426,38567) e dehidroesqualeno (CsoH4s, 409,38295), identificados por
GC-MS, foram detectados por FT-ICR MS, no entanto, apenas quando o método de
ionizacao foi alterado para APCI(+) (Figura 10A, p.75). A identificagdo desses
compostos somente por APCI mostra a eficiéncia desse método em ionizar
triterpenos neutros e com polaridades mais baixas, diferente da ESI. Além disso,
reagcbes em série favorecem a ionizacdo de compostos ciclicos *°. Também por
APCI(+), os esterdides foram detectados como CygHss (393,35213), CooHys50
(409,34685) e CygH47O (411,36249) referindo-se a ions [M-H]* (Tabela 4) ®%°°.



Tabela 4: Estruturas propostas para os triterpendides ionizados ESI (-) e APCI (+) (C-30) e esterdides (C-29) como ions [M-H] e [M-H]" ou M™".
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ESP APCP°
Classe ou
Proposta e Férmula Intensidade do Erro [M+H]'/ Formula Intensidade do Erro
de [M-H] Molecular sinal (%) (ppm) B M* Molecular sinal (%) (ppm) ils
Substancia
Esteroide - - - - - 393,35213 CooHus 22,3 -1,42 8,0
Esqualeno - - - - - 409,38295 CaoHag 62,0 -0,17 7,0
Esteroide 409,34685 Cy9H450 11,5 -0,88 8,0
Esteroide - - - - - 411,36249 CooH4s0 457 -0,85 7,0
Triterpeno 425,37815 C3pH400 31,8 -0,84 7,0
Euphol,
Tirucallol, - - - - - 426,38567 C3oH500 100,0 -0,11 6,0
Lupeol
Triterpeno | 439,35815 C3oH4705 27,5 0,0 423.3,201.4 441,37283 C3oH4902 20,7 -0,28 7,0
Triterpeno | 453,33748 C3oH4503 13,4 -0,14 423.2,201.2 455,35208 C3oH4705 5,8 -0,23 8,0
Triterpeno | 455,35309 C30H4703 12,3 -0,06 439.3, 201.2 457,36784 C3oH4903 50 -0,47 7,0
. 456.3, 441.3,
Triterpeno | 457,36876 C30H4903 12,8 -0,08 439.3 429.3 458,37559 C3oH5003 6,3 -0,31 6,0
°M-H] refere-se a perda de cation (H) °IM-H]" refere-se a perda de anion hidreto (H) M™ refere-se a perda de um elétron.
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A presenca dos ésteres diterpénicos, de nucleo tigliano e ingenano, destaca-
se pela intensidade de sinal muito baixa quando caracterizada no latex bruto pelo
ESI(-) FT-ICR MS.

4.3. Fracionamento do latex em coluna de silica-gel para identificagao

de compostos minoritarios

Doze fragdes foram obtidas da cromatografia em coluna de silica-gel. A soma de
massa obtida das fragbes eluidas foi de 364,0 mg com uma recuperagao estimada
de 88,4%. Do material recuperado, essas fragbes combinadas (6-8) contendo a
mistura de triterpenos forneceram 289,3 mg, representando 79,5% das substancias
contidas no material recuperado. Com relagao a fragdo considerada mais polar (12°),
que eluiu da coluna com metanol e contendo ésteres diterpénicos, triterpenos e
acidos graxos oxigenados representaram 14,4% das substancias recuperadas.

Com respeito aos cromatogramas CG-EM obtidos das fragdes 1-11, foi obtida
uma caracterizagdo mais ampla. A fragao 1 (Figura 11A, p.76) mostrou a presenca
de n-alcanos e, na segunda fragao (Figura 12A, p.77), o dehidroesqualeno foi o pico
principal, além de alguns n-alcanos. Os cromatogramas das fragbes 3 a 5 (Figura
13A, 14A e 156A, p. 78-80) mostraram basicamente a presenca de n-alcanos e de
alguns esterdides e cicloartanos, identificados pela biblioteca NIST, porém com
indice de similaridade abaixo de 65%. Até a nona fragdo (Figura 17A, p.82) a
presenca de n-alcanos foi notada, além de compostos caracteristicos de triterpenos
e esterdides, onde esses também foram evidentes nas fragées 10 e 11, porém com
baixo indice de similaridade (<68%) (Figura 18A e 19A, p. 83-84).

A fracdo 6 (Figura 11) continha euphol/tirucallol na propor¢ao de 89%:11%, que
também estavam presentes na fracdo 7 (71%:11%) (Figura 12). Os triterpenos
euphol (1) e tirucallol (3), além de outros compostos menores (Figura 6), ocorreram
da 6° a 8° fragdes (Figura 16A, p.81). Uma nova analise CG-EM com a fragao 8 foi

realizada para expandir a regido dos triterpenos como mostrado na Figura 13.
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Figura 11: Cromatograma obtido por CG-EM para a 6° fracdo da cromatografia em coluna de silica-
gel
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Figura 12: Cromatograma obtido por CG-EM para a 7° fracdo da cromatografia em coluna de silica-
gel
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Figura 13: Cromatograma de CG-EM sob novas condigdes cromatogréficas obtidas para a 8° fragcao
da cromatografia em coluna de silica-gel
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Aos 8,7 e 9,2 minutos (Figura 13) sao euphol (1) e tirucallol (2), respectivamente,
conforme determinado por comparagao entre os seus espectros de massas com 0s
da biblioteca NIST (indice de similaridade de 82% e 80%, respectivamente). Aos
11,68 minutos, lupeol (3), outro isbmero de euphol/tirucallol (CsoHs00) pbde ser
identificado com um indice de similaridade de 81%. Os picos menores entre tirucallol
e lupeol ndo puderam ser identificados pela técnica por apresentar baixo indice de
similaridade. Pelo espectro de APCI(+) FT-ICR MS desta fragao (Figura 10A, p.75)
apresentou um pico principal em m/z 426,38611 (M™, CzHs00) ou 425,37836 ([M-
H]", C3oH490) para euphol, tirucallol e lupeol e sinais pequenos em m/z 421.34702
(IM+H]", C30H450), 423.3627 ([M+H]", C39H470) para triterpenos menos abundantes.

A fracdo 12, eluida da silica-gel com metanol, apresentou, quando analisada
por ESI(-) FT-ICR MS (Figura 20A, p.85), diversos sinais caracteristicos de ésteres
diterpénicos, bem como diversos acidos graxos e triterpenos di- e tri-oxigenados ja
conhecidos da Tabela 3 e 4. Férmulas moleculares com erros muito baixos e DBEs
de 7 a 13 indicaram os diterpenos 4-deoxyphorbol e ingenol, bem como seus ésteres

conforme listado na Tabela 5 e na Figura 14.
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Figura 14: Espectro de massas ESI(-) FT-ICR MS da 12° fragdo obtida por cromatografia em coluna

de silica-gel
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Tabela 5: Esteres diterpénicos obtidos pelo fracionamento do extrato bruto do latex de E. tirucalli

. Intensidade Formula Erro Classe ou proposta de
Limtal] (%) Molecular (ppm) DBE substancia MS/MS
347,18679 15,4 CaoH2105 113 7,0 Ingenol efou 329, 311
4-deoxyphorbol
363,18168 1,4 C20H2706 -1,00 7,0 Phorbol nd?
383,16352 97,3 CooHasClOs  -1,16 7.0 Ingenol efou cloreto de 347, 329,
4-deoxyphorbol 311
497,2909 2,6 C30H4106 0,32 10,0  Ingenol 3-(2,4)-decadienoato nd®
Ingenol 3-(2,4-6)- a
495,27583 0,16 C30H3906 -1,25 11,0 decadienoato nd
493,467,
12-octa-2,4-dienoato, 13 448,
511,27102 9,7 CsoH3907 0,51 11,0 acetato-4-deoxyphorbol 415,348,
371, 329,
311, 293
Ingenol 3-(2,4-6-8)- a
521,29060 9,6 C32H4106 0,50 12,0 dodecatetraenoato nd
| | 3-(2,4-6) 347,
ngenol 3-(2,4-6)-
523,30620 36,6 Cs2H4306 0,60 11,0 dodecadienoato 329,
311
Aduto de cloro ingenol 3-(2,4- a
531,25287 20,7 C30H40ClOg -1,85 11,0 6)-decadienoato nd
12-deca-2,4-6-trienoato, 13- a
537,28544 2,9 Cs2H4107 0,62 12,0 acetato-4-deoxyphorbol nd
12-acetato,13-deca-2,4- a
539,30113 3,8 Cs2H4307 0,55 11,0 dienoato-4-deoxyphorbol nd
| | 3-(2,4-6-8-10 529,487,
547,30622 15,1 CasHa06 054 13,0 ngenol 3-(2,4-6-8-10)- 471,347,
tetradecapentaenoato
329,311, 217
Ingenol 3-(2,4-6-8)- 531,347,
549,32183 10,2 CasHasOs 0,61 12,0 tetradecatetraenoato 329,311
Aduto de cloro ingenol 3-(2,4- a
557,26851 41,4 C32H42ClOg -1,72 12,0 6-8)-dodecatetraenoato nd
Aduto de cloro i | 3-(2,4 253,
uto de cloro ingenol 3-(2,4-
559,28290 88,5 C32H44ClOg 0,52 10,0 6)-dodecadienoato 329,
311
Aduto de cloro ingenol 3-(2,4- a
583,28318 25,8 C34H44ClOg 0,20 13,0 6-8-10)-tetradecapentaenoato nd
585,29884 18,3 CaHiClOs 0,10 12,0 Adutodecloroingenol 3-(2,4- nd?

6-8)-tetradecatetraenoato

®nd = ndo determinado

Em m/z 347,18679 (CaoH270s), m/z 383,16352 (CaoH2sClOs) e m/z 363,18168

(C20H2706) ocorreram os alcoois diterpénicos ingenol, 4-deoxyphorbol e phorbol que,
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por esterificagdo natural, originaram os ésteres diterpénicos. Experimentos MS? do
ion m/z 383,16365 (os adutos de cloreto de ingenol e/ou 4-deoxyphorbol)
forneceram os fragmentos em m/z 347 [M — Cl — H], 329 [347 — H,O] e 311 [329 —
H,Ol (Figura 21A, p.86). Também os experimentos de MS? em alguns ésteres
diterpénicos forneceram tais fragmentos (329 e 311), confirmando ésteres
diterpénicos como uma classe de produto natural presente no latex de E. ftirucalli
(Tabela 5) >2"6,

O éster diterpénicos m/z 511, conhecido como pedilstatina, bem como
537,28544 (C32H4107) e 539,30113 (C32H4307) foram identificados como diésteres 4-
deoxyphorbols, previamente isolados da planta 56T A presenca dos ions em m/z 383
(IM + CI], CyH2sClOs) e em m/z 347 ([M-H], CxH270s5) para os diterpenos
isoméricos 4-deoxyphorbol/ingenol com intensidade muito maior que a de m/z 363
([M-H]", C20H2706) para phorbol sugere menor presenga de ésteres de forbol. Todos
os outros picos foram identificados como 3-monoésteres de ingenol, também
conhecidos de E. tirucalli **°".

De fato, Furstenberger e Hecker (1977), estudando E. ftirucalli de origem na
Africa do Sul, identificaram os ésteres 4-deoxyphorbols como os principais
diterpenos da planta e ésteres de phorbol e ingenol como os menores. Por outro
lado, quando os mesmos autores investigaram o latex de E. tirucalli de Madagascar,
ocorreu o contrario, ou seja, foi detectada uma quantidade maior de ésteres de

phorbol %

. Os autores sugeriram a presenca de diferentes quimiotipos vegetais.
Kinghorn (1979), quando investigou o latex de E. tirucalli da Colémbia,
encontrou 12-O-2Z-4E-octadienoil-4-deoxyphorbol-13-acetato como principal éster
diterpénico da planta naquela regido *. Essa substancia também foi identificada
neste trabalho (Tabela 5) na fragdo 12. Foi obtido um ion a m/z 511.27102 ([M-HTJ,
C30H3907), que sob a experiéncia MS/MS gerou os fragmentos m/z 493, 467, 448,

415, 371, 329, 311 e 293 (Figura 22A, p.87) como esquema proposto na Figura 15.
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HO C28H3103
C2gH3506 \ m/z 493 (18,2%) m/z 415 (95,1%)

CooH2705

m/z 511 (74,2%) m/z 371 (80,5%)
,0 /0

HO  CygH3,05 CaoH210, C2oH2303 )
m/z 448 (52,3%) m/z 293 (36,7%) m/z 311 (100%)

Figura 15: Proposta de fragmentacao por MS/MS em ion m/z 511, um composto 4-deoxyphorbol

A formacéao do ion negativo [M-H]" a m/z 511, na fonte ESI, foi proposta para
ocorrer retirando o hidrogénio alfa para carbonila (C-3) conduzindo a um ion enolato.
Embora os alcoois sejam mais acidos do que esses hidrogénios, o enolato formado
torna-se conjugado a dupla ligagdo apds perda subsequente de H,O (m/z 493),
acido acético/H, com abertura do anel ciclopropano e perda de H,O de C-20 (m/z
415). A perda de acido octadiendico a partir de C-12 levou ao ion intenso m/z 371
(80,5%), que com perda de acido acético a partir de C-13 e H-2 com abertura do
anel ciclopropano formou o pico base a m/z 311 (100 %). A perda subsequente de
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H,O resultou em m/z 293. A perda de acidos graxos e agua, como moléculas
neutras, também é conhecida a partir de ésteres de ingenol e 4-deoxyphorbols . No
entanto, os dados da literatura mostram valores de ions positivos. Nestes casos, os
ions m/z 311 e m/z 293 tornam-se m/z 313 e m/z 295, respectivamente.

Na época do trabalho de Hecker e Flrstenberger, a estereoquimica em torno
do carbono 4 nao havia sido determinada. No entanto, Pettit e colaboradores (2002)
isolaram um composto de Pedilanthus sp., com estrutura semelhante, que foi
denominado pedilstatina. Esta substancia tinha sua estereoquimica em C-4 definida
como (R). Constatou-se que a pedilstatina inibe significativamente o crescimento da
linha celular de leucemia linfocitica P388, a protecdo (a 80%) das células CEM-SS
linfoblastoides derivadas de humanos da infeccao e a morte celular pelo HIV-1 e a
inibicdo da proteina quinase C °°. Outros ésteres 4-deoxyphorbols ja conhecidos
foram identificados no latex por ESI(-) FT-ICR MS. Eles foram o 12-O-2Z-4E-
decadienoil-4-deoxyphorbol-13-acetato ([M-H], 537,28544, C3,H4107) e 0 12-0O-2Z-
4E-dodecadienoil-4- deoxyphorbol-13-acetato ([M-H], 539,30113, C32H4307).

Como visto na Tabela 5, os ésteres 4-deoxyphorbol representam os ésteres
diterpénicos minoritarios da E. ftirucalli brasileira. Por outro lado, os ésteres de
ingenol sdo os principais. Ingenol 3-(2,4-6)-dodecadienoato ([M-H], 523,30732,
C32H4306), também representado pelo seu aduto de cloreto a m/z 559,28290
(C32H44ClOg) (Figura 23A, p.88), foram os picos mais intensos do espectro de
massas, quando comparado aos demais ésteres diterpénicos (Figura 20A, p.85).
Como na Figura 17, o fragmento a m/z 193.12353 para o acido graxo C42H170, € os
de m/z 329.17623 para CyoH2504 € m/z 311.16555 para CyoH2303 confirmaram a
identidade do composto. A perda de um residuo neutro representado por um acido
graxo cujo éster esta ligado em C-3 conduziu ao fragmento m/z 329, o pico base do

espectro MS? (Figura 16).
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Figura 17: Proposta de fragmentacao por ESI (-) MS/MS em ion m/z 523, um Ingenol 3-monoéster

Todos os monoésteres de ingenol mostraram este ion como pico base. Pelo
contrario, m/z 329 era um pico baixo e intenso a partir de diésteres de 4-
deoxyphorbol. Esta informacdo pode ser uma ferramenta de diagndstico para

distinguir os dois tipos de diterpenos em E. tirucalli.

4.4. Atividade citotoxica

Para verificar a atividade citotoxica do latex de E. tirucalli, seus efeitos foram
inicialmente em macrofagos RAW 264.7. Como resultado, os macréfagos
apresentaram alta viabilidade em todas as concentragdes testadas, mostrando que o
latex ndo possui efeito téxico significativo contra essas células em relagédo ao
controle positivo (Grafico 1). Em 215,141 0,28 pg/mL houve redugao da viabilidade

de apenas 10%. Os valores de ICsq para E. tirucalli e cisplatina foram 521,6 + 0,01
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pg/mL e 4,40 + 0,28 ug/mL, respectivamente. Portanto, todas as concentragbes

avaliadas neste teste foram utilizadas para investigar os efeitos anticancerigenos.

Hl Controle positivo
E=3 E. tirucalli L.
Cisplatina

1004

% Macrofagos viaveis
(42
o
[

g o

S &
‘50

Concentracgao (pg/mL)

Grafico 1: Efeito da viabilidade de E. tirucalli e da cisplatina em macréfagos. Valores expressos como
porcentagem de células viaveis em comparagéo ao controle de crescimento. *p < 0,001 em relagéo
ao controle de crescimento.

O efeito citotoxico do latex de E. ftirucalli nas células tumorais do
adenocarcinoma gastrico foi bastante significativo quando comparado ao padréo
cisplatina, como pode ser visto no Grafico 2. Todas as concentragdes testadas
mostraram no crescimento celular uma diferenca significativa em relacéo ao controle
positivo. Os valores de ICsy encontrados foram 69,43 + 1,29 ug/mL e 4,35 + 0,9
ug/mL para a E. tirucalli e cisplatina, respectivamente. E importante notar que o latex
na concentragdo de 200 pg/mL reduziu a viabilidade das células AGS em 95%,
indicando um potencial efeito citotoxico. Considerando que o latex de E. tirucalli é
uma mistura complexa de compostos, a atividade citotoxica apresentada foi
relevante para um extrato bruto. Além disso, o latex bruto apresentou um alto grau
de seletividade para a linhagem de AGS (IS = 7,52), quando comparado com a
cisplatina (IS = 1,01).
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Grafico 2: Efeito de E. tirucalli e cisplatina na cultura de células de adenocarcinoma gastrico (AGS).
Resultados expressos em percentagem de células viaveis. . *p < 0,001 em rela¢do ao controle de
crescimento.

Logo, o latex ndo apresentou citotoxicidade significativa em macréfagos RAW
247.6 nas concentracdes testadas, mostrando que o extrato bruto ndo reduz a
viabilidade das células normais. Entretanto, ele é toxico para as células AGS, uma
vez que nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL reduziu a viabilidade em 70 e 95%,
respectivamente. Esses resultados sugerem alta seletividade para células
cancerigenas quando comparado a quimioterapico ja utilizado clinicamente, como a
cisplatina, epirrubicina e fluoroucila "°. O triterpeno euphol, composto majoritario
encontrado no latex da E. tirucalli neste estudo, mostrou potencial anticancerigeno
em estudos recentes. Por exemplo, Lin et al (2000) mostrou que o ICsy deste
triterpeno foi de 14.7 ug/mL para células de adenocarcinoma gastrico (LIN et al.,
2000). Ja em glioblastoma, o valor de ICsq encontrado foi de 19.3 pg/mL (SILVA et
al., 2018). Estes dados sugerem que o euphol apresenta citotoxicidade em

diferentes tipos de cancer.

4.5. Atividade imunomodulatoria

Para avaliar a atividade imunomoduladora do latex de E. tirucalli, foram

avaliados seus efeitos na produgcédo de NO e citocinas por macréfagos estimulados,
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como TNF-a e IL-6. Os resultados obtidos em relacéo a inibicdo da produgao de NO,
em macrofagos estimulados por lipolissacarideo (LPS), sdo mostrados na Grafico 3.
O latex demonstrou ter menor atividade inibidora da produ¢ado de NO em relagao ao
padrdao L-NAME, uma vez que o extrato apresentou ECsy 104,6 = 1,9 pg/mL,
enquanto o ECsp para L-NAME foi de 13,55 £ 0,29 pg/mL. No entanto, em
concentracdes mais altas, o efeito inibitorio do latex foi semelhante ao do L-NAME.
Curiosamente, a essa alta concentracdo, o latex nao reduziu

significativamente a viabilidade dos macréfagos.
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Grafico 3: Efeito inibitério na produgao de éxido nitrico expresso como concentragdo de nitrito para
E. tirucalli em macréfagos estimulados por LPS. *p<0,05 comparado ao padrédo de inibicao de L-
NAME.

O latex inibiu a producao de TNF-a por macrofagos estimulados por LPS. Na
concentragdo mais alta testada, a inibi¢ao foi de 39,15% (Grafico 4). Considerando
que os macrofagos produzem TNF-a no inicio do estudo, sem a sua estimulagéo
pelo LPS, foi necessario realizar testes para avaliar o efeito inibitério do latex na
liberacdo de mediadores inflamatérios que sao produzidos apenas por estimulo
externo. Em relagéo a IL-6, houve inibigcdo de cerca de 25% em 100 e 200 pug/mL
(Gréafico 5).
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Grafico 4: Efeito inibitério do latex de E. tirucalli na produgao de TNF-a por macréfagos estimulados

por LPS.

1000

8004

6004

400

IL-6 (pg/mL)

2004

! ! J ! !
4 o ° o N N \
O Voo Vv % O D

Concentragao (pg/mL)

LPS (1pg/mL)

El Controle positivo (LPS)
[ Controle negativo
B3 E. tirucalli L.

Grafico 5: Efeito inibidor do latex de E. tirucalli na producao de IL-6 por macrofagos induzidos por
LPS. *p<0,001 comparado ao grupo LPS.

Estes resultados sugerem que o extrato bruto apresenta importante atividade

imunomoduladora, pois reduziu a producao das citocinas pré-inflamatérias TNF-q,



58

IL-6 e NO, sendo que o efeito na redu¢cdo do NO foi mais significativo, obtendo
resultados semelhantes ao padrdao L-NAME na concentragdo de 200 pg/mL. Este
efeito parece ser promissor, pois, em excesso, o NO pode gerar compostos
genotoéxicos resultantes da reagdo do NO com o oxigénio e o superéxido (N2O3 e
ONOQ), levando a danos diretos e indiretos ao DNA, como formac&o de aduto
induzido por peroxinitrito, quebra de fita simples ou inibigdo das enzimas de
reparagao do DNA [LALA, 1998; LALA E CHAKRABORTY, 2001]. Essas acoes
demonstram o papel ativo do NO na carcinogénese.

E importante destacar a importancia da avaliacdo quimica e biolégica do latex

bruto, que é a forma de consumo da populacdo. Diante disso, é importante ressaltar
o efeito do latex bruto na reducdo da produgao de oOxido nitrico por macréfagos
estimulados. De fato, ha evidéncias de aumento do NO em pacientes com cancer, o
que torna o latex da E. tirucalli uma droga em potencial nesses casos. Embora a
liberagcdo de citocinas IL-6 e TNF-a n&o tenha sido altamente inibida pelo latex, o
euphol, seu principal composto, na dose de 30 mg/kg em camundongos com colite
inibiu, entre outras citocinas, os niveis de TNF-a e IL-6 em 40 e 75%,
respectivamente, sugerindo agéo anti-inflamatoria (DUTRA et al., 2011).
Em conclusdo, o latex de E. firucalli apresenta potencial antitumoral pois age
seletivamente contra células cancerigenas e ainda previne a progressao tumoral,
pois possui importante efeito imunomodulador, principalmente por inibir a produgao
de NO.
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5. CONCLUSAO

Os diferentes métodos e técnicas analiticas com suas respectivas sensibilidades
permitiram a caracterizagao de um perfil quimico para o latex de Euphorbia tirucalli,
evidenciando a espectrometria de massas (FT-ICR MS), com diferentes métodos de
ionizagdo, como a técnica mais adequada na determinacdo deste perfil quimico.
Euphol foi a principal substéncia e pdde ser identificado por todas as técnicas
utilizadas, mais sensiveis e menos sensiveis, enquanto os ésteres diterpénicos
foram os minoritarios, e foram detectados apenas por ESI(-) FT-ICR MS. Nossos
resultados e de outras pesquisas mostraram que, embora os ésteres diterpénicos
estejam presentes no latex de Euphorbia tirucalli, ndo foram encontrados efeitos
téxicos sobre as células saudaveis. Os dados obtidos a partir de analises quimicas e
bioldgicas neste trabalho apoiam o uso tradicional do latex de E. tirucalli no Brasil
contra o cancer, por ser seletivamente toxico para as células cancerosas, além de

ter atividade imunomoduladora.
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Figura 11A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 1° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 12A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 2° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 13A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 3° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 14A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 4° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 15A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 5° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 16A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 8° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 18A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 10° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 19A: Cromatograma obtido por CG-EM para a 11° fragdo da cromatografia em coluna de silica-gel do latex bruto de E. tirucalli
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Figura 20A: Espectro de massas ESI(-) FT ICR MS para a 12° fragdo obtida por cromatografia em coluna por silica-gel
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