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RESUMO

CANDIDO-BACANI, PRISCILA DE MATOS. Novo ciclopeptideo citotéxico do
latex de Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) e investigacdo de seu
mecanismo de acdo in vitro. Campo Grande (MS); 2016. [Tese em cotutela
(Doutorado) - Programa de Pds-graduacao em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e Ecole doctorale VAS,
Université de Rennes 1, Rennes (Franca)].

Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) é uma espécie arbdérea conhecida
popularmente no Brasil como “sangra d’agua”, comumente encontrada no estado de
Mato Grosso do Sul, onde seu latex tem sido utilizado na medicina popular no
tratamento de varios tipos de cancer. Apesar de sua importancia etnofarmacolégica,
ndo ha relatos de estudos relacionados a sua composicdo quimica ou atividades
anticancer na literatura. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
atividade citotoxica de extratos, fases, fracdes e da substancia isolada do latex de C.
ururucurana e investigar os mecanismos celulares e moleculares in vitro
responsaveis pela citotoxicidade da substancia isolada considerando seu potencial
apoptotico e influéncia sobre a progressédo do ciclo celular em uma linhagem de
hepatocarcinoma celular humano (Huh-7), bem como, os efeitos desta substancia
sobre a migracao e viabilidade de células Huh-7 cultivadas em geis de coldgeno em
3D. O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado com o corante sulforrodamina B
(SRB) em seis linhagens de células neoplasicas humanas e uma linhagem de
células ndo neoplasicas NIH/3T3 (fibroblasto murinho). Os estudos de mecanismos
de acdo com crourorb Al foram conduzidos em diferentes sistemas-teste in vitro. O
estudo fitoquimico biomonitorado da fase bioativa acetato de etila do latex de C.
urucurana resultou no isolamento de um novo ciclopeptideo denominado [1-9-NaC]-
crourorb Al, que apresentou potente atividade citotoxica frente a linhagem de
células neoplasicas NCI-ADR/RES (ovario com fenoétipo de resisténcia a multiplos
farmacos), com a mesma poténcia que a doxorrubicina (controle positivo), e foi
inativa até a maior concentracdo testada (Glsp = >250 pg/mL) frente a linhagem de
células ndo neoplasicas 3T3. A exposicao de células Huh-7 ao crourorb Al resultou
em uma diminuicdo da viabilidade celular de maneira dose e tempo-dependentes.
Nés observamos um aumento da atividade de caspases 3 e 7 e um aumento da
expressao de proteinas préapoptoticas (Bak, Bid, Bax, Puma, Bim e Bad) e caspase
3 clivada apoés tratamento com crourorb Al. Além disso, observamos que a via de
sinalizagdo celular MAP/INK foi necessaria para induzir a morte celular em células
Huh-7 tratadas com crourorb Al. Os efeitos de crourorb Al foram também
associados com o acumulo de células na fase G2/M do ciclo celular. Em paralelo, as
expressoes da cinase dependente da ciclina (CDK1), ciclina B1 e ciclina D1 foram
aumentadas apos tratamento com crourorb Al. Foi demonstrado também o
envolvimento de crourorb Al na reducdo da migracao de células Huh-7 cultivadas na
presenca e auséncia de mitomicina C. A avaliacdo da viabilidade de células Huh-7
cultivadas em geis de colageno em 3D apontou uma maior resisténcia destas células
ao crourorb A1 quando comparadas com a cultura de células em 2D.

Palavras-chave: [1-9-NaC]-crourorb Al, citotoxicidade, seletividade, apoptose e
ciclo celular



ABSTRACT

CANDIDO-BACANI, PRISCILA DE MATOS. New cytotoxic cyclic peptide from the
latex of Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) and in vitro investigation of
its mechanisms of action. Campo Grande (MS); 2016. [Thesis with international
joint supervision of Ph.D agreement - Programa de PoOs-graduacdo em Saude e
Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul and Ecole doctorale VAS, Université de Rennes 1, Rennes (France)].

Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae), plant species popularly known in Brazil
as “sangra-d’agua”, is commonly found in Mato Grosso do Sul State (midwestern
Brazil), where its latex is popularly used to treat several types of cancer. Despite the
ethnopharmacological significance of the species, no phytochemical or cytotoxic
studies of its latex have been published. In this context, the aim of the present study
was to assess the cytotoxic activity of crude extracts, fractions and isolated
compound from the latex of C. urucurana and to investigate the effects of crourorb
Al on the viability, apoptosis, cell cycle and cell migration of human
hepatocarcinoma cell lines (Huh-7). Also, we have evaluated the viability of Huh-7
cells treated with crourorb Al in 3D collagen gels. The cytotoxicity was detected
using the sulforhodamine B (SRB) assay against six human cancer cells lines and
one nontumor NIH/3T3 cell line (murine fibroblast). Studies on the mechanism of cell
death of crourorb A1 were conducted in different test systems in vitro. The bioactive
ethyl acetate phase obtained from the latex of C. urucurana afforded a novel cyclic
peptide, [1-9-NaC]-crourorb Al, that proved active against NCIADR/ RES (ovary,
multidrug-resistance phenotype) cells with the same potency as doxorubicin (positive
control) and inactive up to the highest concentration tested against nontumor
NIH/3T3 cells (Glsp = > 250 pg/mL). Crourorb Al treatment decreases the cell
viability of Huh-7 at dose and time dependent manner associated with induction of
apoptosis by caspase 3/7 activation and increasing expression of pro-apoptotic
proteins: Bak, Bid, Bax, Puma, Bim, and Bad and clived-caspase3 protein. The
JNK/MAP pathway is involved in this induced cell death. Crourorb Al effect is also
associated with G2/M phase cell cycle arrest. In parallel, we observed that crourorb
Al treatment resulted in an increase of cyclin-dependent kinase (CDK1), cyclin B1
and cyclin D1 expressions. A significant reduction of Huh-7 cells migration by
crourorb Al can be assessed and we also show that cells grown on 3D collagen gels
exhibited increased resistance to crourorb A1 when compared to 2D cell culture.

Keywords: [1-9-NaC]-crourorb Al, cytotoxicity, selectivity, apoptosis and cell cycle



RESUME

CANDIDO-BACANI, PRISCILA DE MATOS. Un nouveau cyclopeptide
cytotoxique extrait du latex de Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae);
étude in vitro de son activite cytotoxique. Campo Grande (MS); 2016. [Thése de
doctorat en cotutelle - Programa de Pés-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul et Ecole
doctorale VAS, Université de Rennes 1, Rennes].

Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae), est une plante tres connue et utilisée en
médecine traditionnelle au Brésil, la «sangra-d’agua» retrouvée dans I'Etat du Mato
Grosso do Sul (région Centre-Ouest du Brésil). Son latex est abondamment utilisé en
meédecine traditionnelle dans le traitement de plusieurs types de cancer. En dépit de
son importance ethnopharmacologique, on ne trouve aucune étude sur sa
composition chimique ou sur sa potentielle activité anti-cancéreuse. L’objectif de ce
travail a été d'évaluer l'activité cytotoxique des extraits totaux, fractions d’extraits et
de molécules purifiées, isolées du latex de C. urucurana. Nous avons étudié plus
particulierement les effets du crourorb Al sur la viabilité, I'apoptose, le cycle
cellulaire et la migration de cellules issues de carcinome hépatocellulaire humaine
(Huh-7). Nous avons également évalué l'effet du crourorb A1sur la viabilité des
cellules Huh-7 cultivées dans les gels de collagene en 3D. L' activité cytotoxique ont
été réalisées par le test a la sulforhodamine B sur six lignées cellulaire cancéreuses
et sur une lignée cellulaire non cancéreuse de fibroblastes murins, les cellules
NIH/3T3. L'étude phytochimique de la fraction ‘acétate d'éthyle’ du latex de C.
urucurana bioguidé a permis d’obtenir un nouveau cyclopeptide gque nous avons
nommeé [1-9-NaC]-crourorb Al. Le crourorb présente une cytotoxicité puissante sur
la lignée cellulaire cancéreuse NCI-ADR/RES (ovaire, le phénotype de
multirésistance) a un niveau équivalent a celle de la doxorubicine (témoin positif). Ce
composé est de plus pratiquement inactif (Glsp = >250 pg/mL) sur la lignée non
canceéreuse NIH/3T3. L'évaluation de la cytotoxicité in vitro du crourorb Al (test wstl)
sur les cellules Huh-7 a démontré que la viabilité des cellules est inhibée de maniére
dose et temps-dépendant. Nous avons mesuré une forte activation des caspases 3
et 7 et une nette augmentation de I'expression des protéines pro-apoptotiques (Bak,
Bid, Bax, Puma, Bim et Bad) ainsi que de la caspase 3 clivée par le crourorb Al.
Nous avons également déterminé que la voie de signalisation JNK-MAPkinase
semble nécessaire a I'induction de la mort cellulaire des cellules Huh-7 traitées au
crourorb Al. Le crourob Al induit un arrét du cycle cellulaire en phase G,/M. En
paralléle, les expressions de la cycline-dépendante kinase CDK1, des cyclines Bl et
D1 sont augmentées aprées traitement au crourorb Al. De plus, le crourorb Al a un
effet inhibiteur significatif de la migration des cellules Huh-7, en présence ou
absence de mitomycine C. Nous avons également confirmé, l'effet inhibiteur du
crourob Al sur la viabilité des cellules Huh7 cultivées en 3D dans les gels de
collagéne 1 et démontré que les cellules cultivées en 3D semblent plus résistantes
au crourorb Al par rapport aux cultures en monocouche 2D.

Mots-clés: [1-9-NaC]-crourorb Al, cytotoxicité, sélectivité, apoptose et cycle
cellulaire





