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RESUMO 

 

A espécie Synadenium grantii Hook. f. é uma planta pertencente a família 

Euphorbiaceae, sendo conhecida popularmente como cega-olho, leitosinha, janaúba, 

cola-nota e outros. Seu látex tem sido usado tradicionalmente na região dos Campos 

Gerais na forma de uma “garrafada”, obtida da diluição deste em água (18 gotas em 1 

litro). Suas aplicações medicinais são muito difundidas na cultura popular brasileira 

para a cura de vários tipos de câncer, além de outras enfermidades, como inflamações e 

úlcera. No entanto, não existem estudos científicos que comprovem esses efeitos além 

de pouco se saber sobre a constituição química da espécie. Assim, os objetivos deste 

trabalho foram realizar um estudo fitoquímico do látex de S. grantii; avaliar sua 

atividade antitumoral in vitro frente a linhagem celular de melanoma (B16F10); analisar 

as modificações na distribuição das células tumorais nas fases do ciclo celular e ainda 

avaliar a atividade antitumoral do látex in vivo bem como as alterações histológicas dos 

animais tratados com a forma popular de uso do látex da planta. A avaliação fitoquímica 

do látex foi realizada através de procedimentos cromatográficos (cromatografia em 

coluna e cromatografia em camada delgada) e espectroscópicos (RMN de 
1
H e 

13
C) da 

qual se obteve o isolamento e caracterização de um triterpeno e um esteroide 

identificados como eufol e citrostadienol respectivamente. A avaliação da citotoxicidade 

foi determinada pelo método de redução do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazólio) e pelo método de exclusão com Azul de Trypan. Para a 

realização dos ensaios in vitro, foram testadas concentrações do látex entre 1,7 µg/poço 

a 4,88 mg/poço e também as duas substâncias isoladas (Eufol e Citrostadienol) nas 

concentrações de 2,5 µg/mL - 250µg/mL. Para avaliação das modificações no ciclo 

celular, as células foram submetidas à análise por citometria de fluxo e a avaliação 

histológica foi realizada através da coloração hematoxilina-eosina. Os ensaios 

citotóxicos demonstraram que o látex de S. grantii foi capaz de diminuir o crescimento 

e a viabilidade das linhagens celulares em estudo apresentando efeito concentração e 

tempo dependentes nas duas metodologias avaliadas. Além disso, induziu  parada do 

ciclo celular na fase S-G2/M. Das substâncias isoladas somente o citrostadienol apresentou 

uma reduzida atividade citotóxica in vitro frente a linhagem B16F10. Nos ensaios in vivo 

pode se observar uma diminuição em 40% no tamanho dos tumores dos camundongos tratados 

com a forma popular de uso do látex mas a avaliação histológica dos órgãos analisados (tumor, 

pulmão, fígado e linfonodos) foi semelhante no grupo tratado e não tratado.   

 

PALAVRAS-CHAVE: Synadenium grantii; Euphorbiacea; antitumoral; eufol; 

citrostadienol 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The Synadenium grantii Hook f. species is a plant of the Euphorbiaceae family and is 

popularly known as cega-olho, leitosinha, janaúba, cola-nota among other names. Its 

latex has been used traditionally in the region of “Campos Gerais” as "garrafada", 

obtained from this dilution in water (18 drops into 1 liter). Its medicinal applications are 

widespread in Brazilian popular culture to cure various types of cancer, among other 

diseases, such as inflammation and ulcers. However, there are no scientific studies that 

prove these effects besides little is known about the chemical constitution of the species. 

The aims of this study was to conduct a phytochemical study of S. grantii latex; 

evaluate its antitumor activity in vitro against melanoma cell line (B16F10); analyze the 

changes in the distribution of tumor cells in cell cycle phases and also to evaluate the 

antitumor activity of latex in vivo and histological changes in animals treated with the 

popular way to use latex plant. The evaluation phytochemical latex was carried out by 

chromatographic procedures (column chromatography and thin layer chromatography) 

and spectroscopic procedures (1H NMR and 13C) from which was obtained the 

isolation and characterization of a triterpenoid and steroid identified as euphol 

respectively and citrostadienol. Evaluation of the cytotoxicity was determined by the 

reduction method of MTT ([3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) and by exclusion with Trypan Blue. For the tests in vitro, látex concentrations 

of 0.012 µg/well to 48.8 mg/well were tested and also two isolated compounds (Euphol 

and Citrostadienol) at concentrations of 2.5 mg/mL - 250μg/mL. To assess changes in 

the cell cycle, the cells were analyzed by flow cytometry and histological evaluation 

was performed by hematoxylin-eosin. The cytotoxic assays demonstrated that the S. 

grantii latex was able to reduce the growth and viability of the cell lines showing 

concentration and time dependent effect in both methodologies evaluated. In addition, 

induced cell cycle arrest in S- G2/M phase. Isolated substances only citrostadienol 

showed a reduced cytotoxic activity in vitro against B16F10 lineage. In vivo assays 

demonstrated a reduction of 40% in the size of tumours in mice treated with the popular 

way to use latex but the histological evaluation of organs analyzed (tumor, lung, liver 

and lymph nodes) was similar in the treated and untreated animals.  

 

KEY WORDS: Synadenium grantii; Euphorbiaceae; antitumoural; euphol and 

citrostadienol.
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

Substâncias orgânicas originadas de fontes naturais há muito tempo são 

utilizadas no tratamento de inúmeras enfermidades no ser humano. No Brasil, a 

utilização de plantas medicinais está, em sua maioria, fundamentada no uso popular que 

foi sendo acumulado e passado empiricamente de geração para geração (YUNES et al., 

2001; CARRENHO, 2009; BRANDÃO et al., 2010). Segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) cerca de 80% da população mundial utiliza plantas para tratar 

enfermidades, baseando-se em uma história de utilização prolongada (WHO, 2003).  

Tradicionalmente, acredita-se que produtos formulados a base de plantas 

produzem a ação desejada causando menos efeitos tóxicos que as de origem sintética, 

levando ao emprego crescente dos mesmos como terapêuticos (YAMAMOTO et al., 

2004). Por outro lado, apesar dos benefícios associados ao uso correto de plantas 

medicinais no tratamento de enfermidades, seu uso empírico e sem respaldo científico, 

se mostra inadequado (SOFIATI, 2009). 

Dessa maneira é fundamental o estudo de plantas medicinais para avaliar as 

características de seus extratos, sua segurança e eficácia, através do exame de suas 

ações por testes farmacológicos e toxicológicos em cultura de células e animais e, 

finalmente, a análise da eficácia e segurança no homem (VALADARES, CASTRO, 

CUNHA, 2007). Estes estudos têm a finalidade de avaliar a ideia errônea de que 

produtos oriundos de plantas medicinais (plantas, extratos e fitoterápicos), por serem 

naturais, são isentos de efeitos tóxicos ou adversos, e que o uso popular destes serve 

como validação da eficácia (CUNHA et al., 2009). Além disso, grande parte dos 

medicamentos encontrados no mercado derivam direta ou indiretamente de produtos 

naturais, mostrando que essa fonte é muito importante nos estudos de desenvolvimento 

de novos medicamentos (NEWMAN, CRAGG, SNADER, 2000; CHIN et al., 2006). 

 Entre os diversos exemplos de substâncias oriundas de plantas e de importância 

atual tem-se o ácido acetil-salicílico, princípio ativo da Aspirina,® isolado inicialmente 

de uma Salicaceae; a escopolamina, alcaloide isolado de uma Solanaceae e modificado 

constituindo o principio ativo do Buscopan®, medicamento analgésico indicado para 

dores, cólicas e desconfortos abdominais (FELIU, 2011).  Ainda pode-se mencionar o 

diterpeno anticancerígeno Taxol, isolado de plantas do gênero Taxus, que após sua 

síntese em escala industrial, já se encontra disponível no mercado farmacêutico para o 
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tratamento de câncer em ovários e pulmões (KINGSTON, 1991; CECHINEL FILHO, 

YUNES, 1998). 

Neste sentido, metodologias recentes cada vez mais modernas de isolamento e 

identificação de compostos de fontes naturais têm propiciado aumento no número de 

novas estruturas químicas bioativas para inúmeras indicações terapêuticas (BRANDAO 

et al., 2010, BRAZ-FILHO, 2010). 

Para tanto, o estudo fitoquímico que compreende as etapas de isolamento, 

elucidação estrutural e identificação dos constituintes mais importantes do vegetal, 

principalmente de substâncias originárias do metabolismo secundário, as quais podem 

relacionar-se com uma ação biológica através da utilização de metodologias simples de 

cromatografias (cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna, 

cromatografia planar preparativa, entre outros), associadas a um conjunto de técnicas 

espectrais como UV, IV, RMN, 1H e 13C (1D e 2 D) e massas agregadas aos ensaios de 

atividade biológica, permitem caracterizar as frações ou substâncias bioativas e levantar 

possíveis moléculas novas para o arsenal terapêutico já existente (CECHINEL FILHO; 

YUNES, 1998, BRANDÃO et al., 2009). 

Uma planta medicinal bastante utilizada pela população do sul do Brasil, 

principalmente no leste do Paraná é Synadenium grantii Hook. f. uma espécie vegetal 

que pertence à família Euphorbiaceae. Popularmente é conhecida por “cola-nota”, 

“janaúba”, “tiborna”, “leiterinha”, dependendo da região onde se encontra (OLIVEIRA 

JR. et al., 2005).  

Seu látex é utilizado empiricamente para o tratamento de várias enfermidades 

tais como alergia, hemorragias internas, impotência sexual, lepra, cólicas menstruais, na 

redução de verrugas, no tratamento de doenças gástricas e também para o tratamento do 

câncer. Sua atividade biológica é atribuída aos constituintes químicos que em seus 

extratos/látex são encontrados como diterpenos, alcaloides, flavonoides entre outros 

(MACHADO, 2008; COSTA et al., 2012).  

Considerando a vasta diversidade da flora brasileira e o frequente uso dessas 

plantas como recurso terapêutico, pesquisas relacionadas à identificação de 

propriedades químicas e farmacológicas de plantas medicinais tornam-se essenciais para 

respaldar cientificamente a utilização/crença popular. Estas pesquisas possibilitam ainda 

a obtenção de novas estruturas químicas de interesse para a indústria farmacêutica, 

sendo possível encontrar substâncias mais eficazes e menos tóxicas do que as já 
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existentes e isolar e identificar compostos com atividades farmacológicas específicas, 

que futuramente possam contribuir para seu emprego no uso farmacêutico. 

 

1.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.2.1 Família Euphorbiaceae Juss. 

 

A família Euphorbiaceae, que pertence a um ramo superior, as Malpighiales, 

possui cerca de 300 gêneros e mais de 7000 espécies identificadas, sendo a maioria 

delas localizadas na América e na África tropical (BITTNER et al., 2001). São plantas 

de hábito variado, existindo ervas, subarbustos e árvores, com folhas alternadas inteiras 

ou partidas, em geral com estípulas, latescentes ou não, flores em geral pequenas 

dotadas de estames e frutos deiscentes ou não, entre outras características (JOLY, 

1977). Está entre as famílias de maior importância econômica, e no Brasil se destaca 

pelo valor nutricional, econômico e social. Muitas Euphorbiaceas são usadas com 

finalidade alimentar, ornamental e como fonte de precursores químicos, lubrificantes e 

ativos medicinais. Apresenta como seus principais produtos a borracha (Hevea 

brasiliensis Müll. Arg.), sendo a seringueira um exemplar histórico na economia 

nacional, da qual é extraído o látex usado para a manufatura de borracha natural, a 

resina (Croton lechleri Müll. Arg.), e óleos fixos (Ricinus communis L.) de grande 

aplicação (SOFIATI, 2009; FELIU, 2011).  

 Essa família tem sido pesquisada fitoquimicamente, em especial na 

determinação de novos compostos biologicamente ativos (MACHADO, 2008), que 

revelaram a presença de flavonoides, saponinas, terpenos (di e triterpenoides), ésteres, 

alcaloides, glicosídeos cianogênicos, taninos, lecitinas e glicoproteínas (BITTNER et 

al., 2001; SOUZA et al., 2005; RAJESH et al., 2006; ROGÉRIO et al., 2007). 

Aproximadamente 90% das espécies da família Euphorbiaceae estudadas até o 

momento apresentam principalmente como compostos biologicamente ativos os 

terpenoides (BITTNER et al., 2001), mas além destes compostos, os alcaloides e 

flavonoides também são considerados como possíveis determinantes na ação 

farmacológica, sendo uma das ações mais apontadas pela população a antitumoral, ação 
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esta que deriva, na maioria dos casos, da potencial ação citotóxica que estes compostos 

exibem (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; ALMEIDA et al., 2005). 

Na medicina tradicional, o uso da família Euphorbiaceae é muito comum ao 

longo do desenvolvimento da própria humanidade (WATSON, 2008). Um exemplo é a 

espécie Euphorbia fischeriana Steud., que vêm sendo utilizada há mais de 2000 anos na 

China para o tratamento do câncer (DEI-JI et al., 1991). 

Outro gênero bastante conhecido e explorado desta família é o Croton, que 

apresenta relevante atividade citotóxica in vitro e in vivo, além de acentuada ação anti-

inflamatória e cicatrizante (VAISBERG et al., 1989; ITOKAWA et al., 1991). Manihot 

também é um gênero bem estudado fitoquimicamente, possivelmente por ser comum 

nos trópicos e por ser o gênero de uma das mais populares fontes de carboidratos da 

América Latina – o aipim ou mandioca (MACHADO, 2008). 

As euforbiáceas também são conhecidas pelo grande número de espécies 

tóxicas, dentre elas pode-se citar Euphorbia pulcherrima Willd ex Klotzsch (bico-de-

papagaio), Euphorbia milii Des Moul. (coroa-de-cristo) e Euphorbia tirucalli L. 

(avelós) (SOFIATI, 2009). 

 

1.2.2 Gênero Synadenium 

 

Segundo Kinghorn (1980), este gênero compreende 15 plantas nativas do Oeste 

da África que foram trazidas para as Américas e para a Europa com a finalidade de 

serem usadas como plantas ornamentais. Na África e na Ásia, porém, são bastante 

utilizadas como cercas-vivas em propriedades rurais, pois o contato do gado com o látex 

da planta causa lesões dérmicas, podendo inclusive levar o animal a cegueira caso entre 

em contato com os olhos deste. Esta característica tóxica que o látex apresenta é 

atribuída aos ésteres diterpenos que o mesmo apresenta (BAGAVATHI et al., 1988). 

As espécies do gênero Synadenium têm sido historicamente utilizadas pelas 

populações de vários países como remédio para um grande e diversificado número de 

doenças (GRUPO, 1998; MACHADO, 2011). Este gênero é formado por cerca de 20 

espécies: Synadenium angolense N.E. Br., Synadenium arborescens Boiss., Synadenium 

ballyi Werderm. ex Ball, Synadenium calycinum S. Carter,  Synadenium cameronii N.E. 

Br., Synadenium carinatum Boiss.,  Synadenium compactum N.E. Br., Synadenium 
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cupulare L.C. Wheeler, Synadenium cymosum N.E. Br., Synadenium gazense N.E. Br., 

Synadenium glabratum S. Carter, Synadenium glaucescens Pax, Synadenium grantii 

Hook. f., Synadenium halipedicola L.C. Leach, Synadenium kirkii N.E. Br. & Oliv., 

Synadenium molle Pax, Synadenium piscatorium Pax, Synadenium umbellatum Pax, 

Synadenium volkensii J. Paxson (GRUPO, 1998). 

A grande maioria dos estudos fitoquímicos que se desenvolveram até o 

momento, com este gênero foram realizados até o final da década de 80. Além disso, 

muitos trabalhos recentes apontam para a necessidade de maiores estudos sobre a 

família Euphorbiaceae, e em especial, o gênero Synadenium (BITTNER et al., 2001; 

SOUZA-FAGUNDES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005). 

Os escassos estudos encontrados recentemente na literatura demonstram 

potencial atividade biológica de algumas espécies do gênero, dentre elas S. umbellatum, 

S. carinatum e S. cupulare. Souza et al. (2005) isolaram do látex de S. carinatum uma 

lecitina responsável pelos efeitos anti-inflamatórios que a planta apresenta. Da mesma 

forma, S. cupulare apresentou, em estudos in vitro, inibição da síntese de prostaglandina 

justificando seu uso como anti-inflamatória (JAGER, HUTCHINGS, STADEN, 1996). 

Além disso, a espécie S. umbelattum apresentou in vitro promissores efeitos 

antitumorais (NOGUEIRA et al., 2007) 

 

1.2.3 Synadenium grantti Hook. f. 

 

A espécie S. grantii (Figura 1), popularmente conhecida no Brasil como janaúba 

ou leitosinha, vem sendo usada pela medicina popular há muitos anos. Seu uso é 

tradicional entre a população, que utiliza a “garrafada”, obtida através de diluição do 

látex da planta em água pura e fresca – 18 gotas do látex em 1 litro de água 

(ORTENCIO, 1997). Suas aplicações foram bastante difundidas para a cura de variados 

tipos de câncer, mas há relatos de populares utilizando a planta para outras 

enfermidades, tais como inflamações e úlceras.  

Esta espécie apresenta glicosídeos cianogênicos ou cianogenéticos, que são 

potencialmente tóxicos a um grande número de organismos vivos, demonstrando o risco 

da administração de extratos desta planta (GRUPO, 1998; FRANCISCO e PINOTTI, 

2000). 
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Se por um lado foi demonstrado que S. grantii possui em sua constituição 

compostos tóxicos, também ficou claro que há outros tantos compostos químicos 

interessantes com possível ação farmacológica, entre eles terpenos, alcalóides, 

flavonóides entre outros (COSTA et al., 2012).  

Em 2001, Durgawale et al. isolaram e purificaram uma proteína presente no 

látex de S. grantii por cromatografia de afinidade. Essa proteína, uma lecitina, é 

apontada por este mesmo trabalho como um potente agente de aglutinação de eritrócitos 

humanos. 

Outros trabalhos também conseguiram isolar através de precipitação por ação de 

calor (desnaturação) e cromatografia de permeação em gel e de trocas ionicas uma 

glicoproteína com atividade fibrinolítica e enzimas proteolíticas a partir do látex da 

planta, o que pode nos levar a crer que a distribuição de certo tipo de padrão de 

proteínas de látex seja característico deste grupo vegetal (RAJESH et al., 2006; 

MRILANILI et al., 2002) 

Além disso, algumas propriedades biológicas da lectina também foram 

detectadas, dentre elas, a supressão do crescimento tumoral do fibrosarcoma e inibição 

da síntese de proteina em células de sarcoma ascites Yoshida (PREMARATNA et al. 

1981).  

Em 2011, Hartmann et al. demonstraram ainda que o extrato das folhas de S. 

grantii apresentou atividade moluscicidade promissora, sendo, segundo os autores, o 

primeiro relato desta atividade para espécies do gênero Synadenium. 

Recentemente ainda foi relatada para a espécie S. grantii atividade citotóxica 

sobre linhagem de fibroblastos pulmonares humanos a partir do extrato clorofórmio das 

folhas da planta e também atividade antiparasitária contra Trypanosoma brucei e 

Plasmodium falciparum. Esse trabalho ainda isolou dois novos esteres de forbol a partir 

do extrato clorofórmio da planta que foram identificados como 3,4,12,13-

tetraacetilforbol-20-fenilacetato e 4-deoxiforbol-12,13-ditiglate (HASSAN et al., 2012). 

Outra atividade recentemente relatada por Costa et al. (2012) é a de proteção 

gástrica apresentada pelo látex da planta, sendo ainda um importante aspecto ressaltado 

na pesquisa a alta toxicidade que o látex apresenta, demonstrando a necessidade de 

maiores estudos sobre a espécie. 
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Figura 1 - Synadenium grantii Hook. f. no habitat 

 

 

1.2.4 Estudo Fitoquímico e Biológico de Produtos Naturais 

 

Os metabólitos secundários são caracterizados por um grande grupo de 

compostos orgânicos, não sendo obrigatoriamente necessários aos processos básicos de 

crescimento do organismo, mas de caráter essencial em sua sobrevivência e interação 

com o ambiente, principalmente em relação a patógenos, herbívoros, polinizadores e 
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dispersores (VEERPORTE, ALFERMANN, 2000; TAIZ, ZEIGER, 2004, 

HARTMANN et al., 2007), podendo não ser produzidos dependendo das condições 

ambientais ou fase de vida do organismo (DEWICK, 2009). As principais classes de 

metabólitos secundários, tanto em número de compostos como em importância 

farmacológica e ambiental, são alcalóides, terpenóides, flavonóides e óleos essenciais 

(VEERPORTE, ALFERMANN, 2000). 

Vários destes compostos orgânicos produtos do metabolismo secundário são 

biologicamente ativos, isto é, tem ação analgésica, anti-inflamatória, citotóxica, 

antimicrobiana, antiviral, fungicida, inseticida etc. Essas atividades biológicas 

apresentadas por plantas usadas na medicina caseira e de substâncias delas extraídas e 

purificadas vem sendo demonstradas por meio de modelos experimentais in vivo e in 

vitro (MACHADO et al., 2006).  

De particular interesse são aquelas direcionadas ao estudo das atividades 

imunomodulatórias, devido ao crescente número de espécies vegetais utilizadas para o 

tratamento de doenças que comprometem o sistema imunitário, especialmente aquelas 

associadas ao câncer (HIRAZUMI et al., 1996). 

A grande maioria dos quimioterápicos utilizados para o tratamento do câncer é 

proveniente, direta ou indiretamente, de fontes naturais, como plantas, microrganismos 

e organismos marinhos (BRANDÃO et al., 2010). 

Entre os diversos exemplos de substâncias oriundas de plantas e de importância 

atualmente, pode-se mencionar o diterpeno anticancerígeno taxol, isolado da casca do 

teixo (Taxus baccata Thunb. e Taxus brevifolia Nutt.), em 1971 (WANI et al., 1971). 

Estudos clínicos revelaram que essa substância era capaz de regredir o câncer de mama 

e de ovário, resistentes à terapia tradicional. Como essa substância teria que ser extraída 

de espécies que levam décadas para o seu crescimento, a introdução dessa droga na 

terapêutica teve que esperar pelo desenvolvimento da síntese química, de extrema 

complexidade, e pela descoberta de precursores obtidos de fontes renováveis. Essas 

dificuldades adiaram a introdução do paclitaxel e do docetaxel na terapêutica para a 

década de 90 (ROWINSKY et al., 1995). 

Outra descoberta importante foi a partir da Catharanthus roseus (L.) G. Don, 

conhecida como Vinca rósea, utilizada no tratamento da Diabetes mellitus. Durante os 

testes de atividade hipoglicemiante, os extratos desta espécie produziram 

granulocitopenia e a supressão da medula óssea, bloqueando células em mitose 
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(HANSEN, NISSEN, 1972, MANN, 2002). Esses extratos produziram quatro alcaloides 

diméricos ativos conhecidos como alcaloides da vinca: a vimblastina, a vincristina, a 

vinleurosina e a vinrosidina. Os alcaloides purificados causaram regressão da leucemia 

linfocítica aguda em camundongos. A vimblastina e a vincristina são agentes clínicos 

importantes no tratamento de leucemias, linfomas e do câncer testicular (MANN, 2002; 

NOBLE et al., 2009; BRANDÃO et al., 2010)  

 

1.2.5 Ensaios Antitumorais 

 

 A maioria dos quimioterápicos usados na terapêutica foi selecionada por sua 

capacidade de controlar a proliferação celular (DE ALMEIDA et al., 2005). Desta 

forma, o ensaio de citotoxicidade em linhagens de células neoplásicas é considerado um 

parâmetro consistente para a detecção da atividade antitumoral. A taxa de crescimento e 

multiplicação é medida indiretamente por algum indicador de crescimento através da 

formação do aparecimento de coloração e a intensidade de cor é diretamente 

proporcional ao número de células presentes (HOUGHTON et al., 2007; BOGO, 2012). 

 A citotoxicidade das drogas pode ser estabelecida em culturas de células 

tumorais de várias linhagens através das variações da morfologia celular, viabilidade 

celular utilizando corantes como o azul de tripan, que se baseia na perda da integridade 

da membrana celular das células não viáveis causando a penetração do corante, 

contagem celular, ensaios clonogênicos, medida de incorporação de nucleotídeos 

radiativos ou métodos colorimétricos como aquele que utiliza um sal amarelo de 

tetrazolina (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]), conhecido 

como ensaio do MTT  (MACIEL et al., 2002; HENRIKSSON et al., 2006).  

 O MTT é um ensaio de proliferação celular que quantifica a habilidade das 

células viáveis de reduzirem o sal amarelo de tetrazolium a cristais púrpuros de 

formazan, usando uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase. Os resultados 

são lidos em espectrofotômetro. A medida por colorimetria do formazan reflete 

diretamente o número de células viáveis (MOSMANN, 1983). 

 O modelo in vivo tem a importância de confirmar a atividade anticâncer 

observada em cultura de células, superando as limitações dos modelos in vitro (SMITH 

et al, 2005). Um dos modelos mais utilizados em estudos de atividade antitumoral é o 
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melanoma murino, neoplasia altamente maligna, que tem origem no melanoblasto da 

pele e apresenta boa similaridade com a neoplasia humana (VAN DYKE, JACKS, 

2002). Este modelo permite o desenvolvimento e a avaliação de novas drogas e 

procedimentos terapêuticos (TIETZE, CHIN, 2000). A inoculação subcutânea das 

células de melanoma provoca o desenvolvimento de um nódulo hipodérmico que se 

torna palpável em torno de uma a duas semanas, sendo facilmente mensurado. Esse 

nódulo evolui para um tumor sólido, podendo chegar a grandes dimensões 

(JUNQUEIRA et al., 1997; BOGO, 2012). 

 As células de melanoma murino B16-F10 constituem uma ferramenta 

experimental muito utilizada para o estudo do melanoma, cujo crescimento se dá tanto 

in vitro como in vivo, sendo desenvolvido em camundongos C57BL6. Esta linhagem foi 

estabelecida por Fidler (1973) oriunda de melanoma de ocorrência natural em 

camundongos C57BL6 que por meio de seleção progressiva, obteve o isolamento de 

variantes com diferentes graus de potencial metastático (BOGO, 2012). 

 

1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Geral 

Realizar estudo fitoquímico e avaliação antitumoral do látex de Synadenium 

grantii Hook f. (Euphorbiaceae). 

 

1.3.2 Específicos 

Avaliar a citotoxicidade do látex de Synadenium grantii Hook f. através do 

método de redução do MTT e exclusão do Azul de Trypan, frente às células de 

melanoma (B16F10). 

Analisar as modificações na distribuição das células tumorais nas fases do ciclo 

celular por citometria de fluxo. 

Avaliar in vivo os efeitos anti-tumorais do látex de Synadenium grantii Hook f. 

em camundongos portadores de melanoma B16F10 e alterações histológicas nos órgãos 

dos mesmos. 

Realizar estudo fitoquímico do látex de Synadenium grantii Hook f. 
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1.4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Os materiais e métodos utilizados nesta pesquisa, bem como os resultados 

obtidos, são descritos no artigo originado a partir deste trabalho. A dissertação é 

apresentada na forma deste artigo no Capítulo 2, de acordo com as opções de formato 

apresentadas pelo regulamento do Programa de Pós Graduação em Ciências 

Farmacêuticas. 

O protocolo de estudo foi aprovado na Comissão de Ética do Uso de Animal da 

Universidade Estadual de ponta Grossa, conforme parecer 19326/2011. 

 

1.4.1 Artigo: Antitumoural effect of Synadenium grantii Hook f. 

(Euphorbiaceae) látex 

  

Este artigo apresenta o efeito antitumoral do látex de Synadenium grantii frente 

à linhagem de células de melanoma (B16F10) usando modelos in vitro e in vivo. O 

mesmo será submetido para avaliação pelo corpo editorial da revista científica Journal 

of Ethnopharmacology (Qualis A2 na área de farmácia e JCR 2011: 2.755) 
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Ethnopharmacological relevance: Synadenium grantii Hook f. has traditionally been 

used to treat various neoplastic diseases in southern Brazil. 

Aim of study: Evaluation of the antitumoural potential of S. grantii latex against B16F10 

melanoma cell line using in vitro and in vivo models, as well as a phytochemical study 

of the latex.  

Materials and methods: The in vitro antitumoural activity was performed using MTT 

and trypan blue assays with different latex concentrations (1.7µg-7.0µg/well and 

1.22mg-4.88mg/well). Flow cytometry was used to determine the progression of the cell 

cycle. The in vivo activity was performed by subcutaneously injecting melanoma cells 

in the dorsum of C57BL6 mice, followed by treating the mice with a popular form of 

use of the latex (garrafada) administered orally. After sacrificing the animals, 

histological analysis of the organs was performed by hematoxylin-eosin staining. The 

phytochemical study of the latex was performed by NMR and chromatographic 

procedures and the extracts and isolated substances were evaluated by 1D and 2D NMR 

analysis. 

Results: S. grantii latex exhibited decreased cell viability of the melanoma line in a 

concentration and time-dependent manner, and also cell cycle arrest in the S-G2/M 

phase. The latex caused a 40% reduction in the volume of tumours of the mice with 

melanomas. Histological examination of the organs of these animals showed no 

differences between groups. The phytochemical investigation resulted in the isolation 

and identification of the triterpene euphol and the steroid citrostadienol which were 

tested against the strain of melanoma. Euphol showed no antitumoural activity, while 

the steroid, citrostadienol showed reduced cytotoxic activity. 

Conclusion: The latex of S. grantii presented in vitro and in vivo cytotoxic effects with 

antitumoural activity against B16F10 melanoma cell.  

 

Keywords: Synadenium grantii; Euphorbiaceae; antitumoural; cytotoxicity; euphol; 

citrostadienol. 
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1. Introduction 

 

The Euphorbiaceae family is complex and heterogeneous and contains 

approximately 300 genera and 7000 species that have been identified worldwide 

(Bittner et al., 2001). Previous phytocemical investigations on this family, mainly in the 

search for new biologically active compounds revealed the presence of flavonoids, 

saponins, terpenes, esters, alkaloids, cyanogenic glycosides, tannins, lectins and 

glycoproteins (Premaratna et al., 1981; Bittner et al., 2001; Souza et al., 2005; Rajesh et 

al., 2006; Rogério et al., 2007). 

The Synadenium genus, which belongs to this family has been linked to some 

pharmacological properties such as antitumoural (Premaratna et al., 1981), anti-

inflammatory (Souza et al., 2005), fibrinolytic action (Rajesh et al., 2006) and 

immunoregulation (Rogério et al., 2007). Nogueira et al. (2008), demonstrated that 

ethanol extract of the leaves of S. umbellatum is an effective antitumoural agent and in 

vivo presents an anti-angiogenic effect. On the other hand, chloroform extract of the 

leaves of S. grantii was recently described (Hassan et al. 2012) to have cytoxic activity 

in human lung fibroblast strain.  

Synadenium grantii Hook f. – the object of the present study – is widely used by 

the population of southern Brazil and is popularly known as tiborna or cola-nota 

(Oliveira et al., 2005). Its latex is used empirically in the treatment of various diseases 

such as allergies, gastric disorders, and especially, cancer (Ortencio, 1997). In the east 

of the state of Paraná, people use S. grantii latex as a home preparation named 

garrafada. They mix 18 drops of collected latex in 1 liter of water, keep it in the 

refrigerator and take a goblet of this solution 3 times a day.. Like other species of the 

Euphorbiaceae family, it is known that its latex is rich in nonpolar compounds (Costa et 

al., 2012; Hassan et al., 2012) and that it demonstrates activity against tumour cells 

(Block et al., 2005; Jassbi, 2006; Aliabadi et al., 2009).  

Therefore, the aim of this work were to evaluate the in vitro and in vivo 

antitumoural activity of the latex of S. grantii as well as to determine the chemical 

composition of the latex that could be responsible for this activity.  

 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Reagents and Equipment 

 

Ethanol (EtOH), methanol (MeOH), ethyl acetate (AcOEt), chloroform (CHCl3), 

n-hexane (Hex) and xylene were purchased from Biotec
®
 (Pinhais, PR, BR). Deuterated 

chloroform was purchased from Sigma-Aldrich
®

 (St. Louis, MO, USA.). All reagents 

used in the analyses were of analytical grade. Kieselgel
®
 60M silica, 35-70 mesh and 

230-400 mesh were purchased from Merck
®
 (Darmstadt, HE, DE), RPMI 1640 medium 

was purchased from Gibco-BRL
®

 (Grand Island, NY, USA), 5-fluorouracil from 

Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA) and fetal bovine serum from Cripion
®
 

(Andradina, SP, BR). 1D and 2D NMR analysis were performed on a Bruker
®

 Avance 

III HD 600 NMR spectrometer, operating at 14.1 Tesla, observing 
1
H and 

13
C at 600.13 

and 150.90 MHz, respectively.  Flow cytometry was performed on a Beckman Coulter
®
 

FC500 MPL model flow cytometer. IR spectra were obtained on a Perkin-Elmer 1420 

spectrometer. The extracts were concentrated on a Fisatom
®
 558 evaporator coupled to 

a Marconi
®
 MA053 vacuum pump, and histological analysis was performed with a 
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Leica
®
 TP1020 tissue processor with Leica

®
 EG1120 support and a Leica

®
 RM2125RT  

microtome. The histological slides were analysed using an Olympus
®
 CX31 

photomicroscope.  

 

 

2.2. Plant material and garrafada preparation 

 

Synadenium grantii Hook f. latex was collected in Ponta Grossa, Paraná, Brazil 

(975 meters altitude, 25°05'38'' S, 50° 09'30'' W), in April 2010. A voucher specimen (# 

363509) was identified and deposited at the Herbarium of Municipal Botanical Museum 

of Curitiba. The garrafada was prepared added 18 drops of the latex in 1 litter of 

distilled water (0.747g/1L, w/v). 

 

 

2.3. Extraction and isolation  

 

Fresh latex (48 g, density: 1.22 g/mL) was partitioned in a vacuum 

chromatographic column (VCC - 60 silica gel, 35-70 mesh) eluted with Hex, followed 

by CHCl3, AcOEt and MeOH as solvents (increasing polarity), getting 28.02%, 5.00%, 

6.40% and 0.21% (w/w) of extraction yield respectively. The resulting respective 

fractions were kept under refrigeration (4 °C) prior use. The hexane fraction was further 

subjected to a liquid-liquid partitioning with hexane (FH) and methanol (FM). 

Part of the FH (8 g) was subjected to chromatographic column (CC) containing 

35-70 mesh silica (61g) eluted with Hex, followed by CHCl3, AcOEt and MeOH to give 

207 sub-fractions. The fractions were evaluated and pooled according (TLC analysis), 

based on the similarity of the retention factor Rf of the spots that were observed. The FH 

sub-fraction 46-59 (0.45 g, 5.6%, w/w) was subjected to flash chromatography using 

elution mode and this procedure resulted in substance 1 (citrostadienol – 0.150 g, 

chloroform:ethyl acetate, 5:5, v/v). Similarly, the FH sub-fraction 1-26 (0.96 g, 12%, 

w/w), was partitioned once more into CC with 35-70 mesh silica, generating 142 sub-

fractions. From the sub-fraction 118-122 (0.12 g, 12.5%, w/w), after chromatography 

using the flash elution mode, substance 2 (euphol - 0.030 g, hexane-dichloromethane, 

7:3, v/v) was obtained. The structures of the compounds were determined by extensive 

analysis of IR and 1D and 2D NMR data, as well as by comparison with literature data 

(Zhang et al., 2005; Moreira et al., 2010). 

The fresh latex and the fractions were analysed using NMR to provide a 

fingerprinting profile and to identify the chemical classes of compounds present in these 

materials.  

 

 

2.4. Cytotoxicity assays  

 

2.4.1. Tumour lineage 

 

B16F10 melanoma cells were used from cultures maintained in the laboratory of 

the State University of Ponta Grossa, through continuous expansion in RPMI
®
 1640 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin and amikacin in an 

incubator at 37 °C with humidified atmosphere containing 5% CO2.  
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2.4.2. MTT reduction assay 

 

In this test, 4 x 10
4
 cells were seeded in a 96 well plate incubated with the 

popular form of use of latex (garrafada) and fresh latex at different concentrations (1.7 

µg-7.0 µg/well and 1.22 mg -4.88 mg/well, respectively). For the reading, the medium 

was discarded and replaced with 200 µL of MTT solution. The plates were incubated at 

37 °C for 4 hours. The resulting formazan crystals were solubilised in 100 µL of 

dimethylsulfoxide (DMSO). The optical density was read at 560 nm with ELISA plate 

reader. Using this methodology, both the isolated substances (euphol and citrostadienol) 

were also tested at concentrations of 2.5, 25, 125 and 250 μg/mL with incubations at 24 

and 48 hours (Bagalkotkar et al., 2011; Yue et al., 2013). 

 

 

2.4.3. Trypan blue exclusion assay 

 

In this assay, 4 x 10
6
 cells were distributed into 24 well plates and incubated in 

culture conditions with different aliquots of garrafada and latex for 24 to 48 hours 

giving the respectively concentrations, (1.7 µg-7.0 µg/well and 1.22 mg -4.88 mg/well). 

After this time, an aliquot of 10 µL of cell suspension was removed and homogenised in 

10 µL of 0.2% trypan blue. The cells were analysed with aid of a Neubauer chamber.  

 

 

2.5. Analysis of cellular cycle 

 

After treatment of the B16F10 line with different concentrations of latex (1.7 

µg-7.0 µg/well and 1.22 mg -4.88 mg/well) for 24 and 48 hours the cell cycle analysis 

was determined by flow cytometry. For this purpose, 2 x 10
6
 cells were trypsinized, 

washed three times with PBS, fixed in 70% ethanol and stained with propidium iodide 

(PI). The PI red fluorescence was acquired through a 585/42 nm filter and the signals 

were measured on a linear scale of 1024 channels. For each sample, 10,000 events were 

acquired and the data were analysed using appropriate software (CellQuest
®

, Becton 

Dickinson, San Jose, CA; WinMDI
®
 2.8). 

 

 

2.6. In vivo assays 

 

Male, nine-week old, C57BL6 mice, weighing approximately 20 g, were 

obtained from the vivarium of the Federal University of Paraná. Aliquots of 5 x 10
4
 

B16F10 cells were subcutaneously injected in the dorsum of these animals. On the 10
th

 

day after cell injection, the animals were divided into two groups (control and treated) 

and treatment started with 50 µL of the garrafada per animal (corresponding to the 

popular use of the latex proportional to the weight of the mouse) orally 3 times daily. 

The tumours were measured using a calliper and their size in mm
3
 was calculated as 

follows (Plowman et al., 1997): 

 

Volume of tumour = longitudinal (head-tail) x transverse (paw-paw) x ¾ p. 
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This study was approved by the Ethics Committee on the use of animals (n° 

19326/2011 CEUA) and all procedures followed the rules and conducts of research and 

animal experimentation.  

 

 

2.7. Histological analysis 

 

After the animals were sacrificed, part of the tumour, liver, lungs and 

mediastinal lymph nodes were removed. The specimens were fixed in 10% buffered 

formalin for 24 hours and then the histological processing was performed and the 

material was placed in paraffin blocks. Then, histological sections, 5 μm in thickness, 

were obtained and they were stained with hematoxylin and eosin (HE). The slides were 

analysed using light microscopy and the histological images were captured with the aid 

of a light microscope.  

 

 

2.8. Statistical analysis 

 

The experimental values were expressed as mean ± standard deviation. The in 

vitro cytotoxicity assays were analysed by the difference of experimental statistical 

significance using analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test and the in 

vivo tests were analysed using Student’s t-test. The data were analysed using Graph Pad 

Prism 4.0 software (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). The level of P ≤ 

0.05 was used to determine statistical significance.  

 

 

3. Results 

 

3.1. In vitro cytotoxicity assays  

 

Using the trypan blue method, a 98% cellular inhibition for the garrafada and 

100% for the latex was obtained, after 48 hours of incubation, and for the MTT 

technique, the percentage of cellular inhibition was up to 40% for the garrafada and up 

to 64% for the fresh latex after 48 hours of incubation (data not shown).  

The isolated compounds, euphol and citrostadienol, was tested against the strain 

of melanoma (B16F10) by the MTT method. The readings after 24 and 48 hours of 

incubation of the B16F10 cells with the substances demonstrated that the euphol did not 

demonstrate the ability to decrease cell viability, indicating that in the studied 

concentrations this substance showed no cytotoxic activity. The steroid, citrostadienol 

showed reduced cytotoxic activity, causing an 8% decrease in cell viability at a 

concentration of 250 µg/mL.  

 

 

3.2. Effects on cellular cycle 

 

The effect of S. grantii latex on the cell cycle progression of the B16F10 cell 

line was determined by flow cytometry. The latex induced a dose-dependent cell death 

(Figure 1) followed by a reduction in the number of cells in the S-G2/M phase, as 

shown in Table 1.  
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Figure 1. Histograms of B16F10 cells after 24 hours of incubation with S. grantii latex 

(garrafada and fresh latex) demonstrating increased concentration-dependent cell death. 

 

Table 1: Values of means of cell populations in the phases of the cycle of B16F10 

melanoma cells after 24 hours of treatment with S. grantii latex (garrafada and fresh 

latex). 

Concentration 

(mg/well) 

Sub G1 G0/G1 S-G2/M 

Negative 

Control 

13.70 + 0.28 34.55 +1.62 51.75 +1.34 

Positive Control 52 + 9.12 25.72 + 7.40 12.61 + 5.10 

0.0017 28.20 + 1.75 24.60 +1.21 47.20 +1.08 

0.003 27.57 + 1.40 25.67 +4.47 46.77 +4.33 

0.007 23.20 + 1.13 20.70 +1.95 49.90 +9.00 

1.22 19.00 + 0.5 46.83 +16.37 23.23 +5.03 *** 

2.44 71.50 +12.02 *** 28.33 +18.58 13.33 +6.02 *** 

4.88 50.33+ 10.02 *** 31.00 +11.53 18.67 +3.05 *** 

Values represent the mean + standard deviation of triplicates. *** p< 0.001, Positive 

Control: 5-fluorouracil 16uM. 

 

3.3. In vivo antitumoural evaluation 

 

After treating the mice for seven days, orally 3 times a day, with a solution 

corresponding to the popular use (garrafada) of S. grantii there was a 40% inhibition of 

tumour growth in comparison with the untreated control group, as can be seen in Figure 

2.  
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Figure 2. Inhibition in tumour volume in melanoma-bearing mice, induced by the 

administration of garrafada of S. grantii. ** p = 0.0029.  

 

3.4. Histological evaluation 

 

The histological evaluation of the analysed organs was similar in both the treated 

and the control group. The melanoma tumours presented areas that contained a great 

number of cells and other areas of necrosis. The tumour cells exhibited nuclear 

hyperchromaticism, pleomorphism and eosinophilic cytoplasm (Figure 3). The 

deposition of both intra-and extracellular melanin was also observed, as well as atypical 

mitosis. Metastasis in the lung tissue, associated with extensive inflammation, was 

histologically identified in both the treated and untreated group (Figure 3). Metastasis 

was macroscopically observed in the mediastinal lymph nodes in both groups, the 

suspicion of which was confirmed histologically.  
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Figure 3. Representative photomicrographs of the tumours of treated animals and 

control. (A) shows an overview of the tumour of a treated animal, showing high 

cellularity (Ce) and large areas of necrosis (Ne).  (B) shows the tumour of an untreated 

animal showing the same issues previously described.  (C) shows tumorous cells, 

deposition of melanin and the presence of eosinophilic material consistent with the 

inflammatory exudates in the lungs of animals of the treated group. Note the tumorous 

cells within the blood vessels (V). (D) shows the presence of a tumorous island with a 

necrotic centre (arrow), in the lungs of animals of the untreated group (HE, A, B and C: 

200X -  400X highlights; D: 400X). 

 

3.5. NMR fingerprinting and isolation of compounds 

 

The 
1
H and 

13
C NMR analysis of the latex and hexane, chloroform and ethyl 

acetate fractions showed characteristic signal due to terpenes (Figure 4). 
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Figure 4. 

1
H (top) and 

13
C{1H} (bottom) NMR spectra of hexane fraction from the fresh 

latex of S. grantii. 

The hexane fraction obtained from the fractionation of the S. grantii fresh latex 

was subjected to chromatographic processes, from which the triterpene, euphol and a 

steroid citrostadienol were isolated and identified (Figure 5) (Zhang et al., 2005; 

Moreira et al., 2010). 

 
Figure 5. Molecular structure of compounds isolated from the hexane fraction of S. 

grantii fresh latex. 

 

4. Discussion 

 

The development of new strategies and the search for new substances to treat 

cancer has been the subject of much research. In this regard, in vitro cytotoxicity assays 

have been shown to be a consistent and rapid method for screening natural and synthetic 

products with antitumoural potential. (Rahmat et al., 2003; Zhong et al., 2009; Momtaz 

et al., 2010; Suárez et al., 2010; Silva et al., 2011). 

Kauffmann et al. (2004) release that the medical benefits of medicinal plants 

commonly result from the combination of actions of secondary metabolites (synergic 

effect) present in extracts of these plants. However, the isolation and identification of 

active compounds present in these extracts, and the further study of the therapeutic 

capacity of these substances and the evaluation of potential mechanisms of action, 

constitute a great challenge for pharmacology, biochemistry and chemistry (Gebhardt, 
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2000). Therefore, considering the ethnopharmacological use of S. grantii, the latex of 

this plant was initially assessed against its potential to cause the inhibition of the 

proliferation of B16F10 cells by two distinct methodologies. Different concentrations of 

the garrafada and fresh latex were tested. Two concentrations more diluted (1.7µg and 

3.0 µg/well) than the concentration recommended (7.0 µg/well) in popular use – 

garrafada - and other three more concentrated preparations (1.22 mg, 2.44 mg e 4.88 

mg/well) – fresh latex - were prepared and tested, since it is desired to study the results 

of higher concentrations compared to the models evaluated. It can be seen that this 

strain showed an in vitro decrease in concentration and time-dependent cell viability 

during the studied time periods, with the best results achieved using the trypan blue 

assay. According to Valadares et al. (2007), due to the different principles of the 

methods employed in this assessment of cytotoxicity, differences in the inhibition of 

cell values can be expected; this was also observed in the results of the in vitro 

experiments in the present study. Other cell lines were also tested by these methods and 

similar results were obtained (data not shown).  

The cytotoxic activity of the Euphorbiaceae family has been reported for 

different species. Aliabadi et al. (2009) demonstrated that different extracts of 

Euphorbia macroclada Boiss. latex showed cytotoxicity against the breast 

adenocarcinoma cell line, and the dichloromethane extract was the most efficient, since 

it caused 50% of cellular death at a concentration of 30 µg/mL; the methanol extract 

showed no activity. Euphorbia tirucalli L. latex also showed in vitro toxicity when 

evaluated in relation to the culture of melanoma cells, even at high dilutions 

(homeopathic doses) (Silva et al. 2011). Likewise, the ethanolic extract of the leaves of 

Synadenium umbelattum Pax. demonstrated the ability to decrease in vitro cell viability 

in Ehrlich ascites tumour cell culture and also acute myeloid leukemia, presenting the 

death of 50% of tumour cells at concentrations of 0.4, 0.1, and 0.08 mg/mL for the 

crude extract, chloroform fraction and hexane fraction, respectively (Nogueira et al., 

2008).  

The toxicity of the Synadenium genus has been demonstrated, mainly based on 

the evaluation of extracts from the aerial parts of the plant (Castro, 2005; Valadares et 

al., 2007; Cunha et al., 2009; Mota et al., 2012), but few studies have reported the 

potential effect of the latex, which is popularly used for therapeutic purposes, as 

reported in this present study. Melo-Reis et al. (2011) showed that S. umbelattum latex 

presents cytotoxic and mutagenic potential (concentration-dependent), and in the same 

species Oliveira et al. (2005) showed a relatively low LD50 value (110-168 mg/Kg), 

which shows that substantial care should be taken in its empirical use due to its high 

toxicity.  

Even more relevant to the subject of the present research is the fact that the 

toxicity of the S. grantii species has also been reported, evaluated by Artemia salina, 

presenting an LD50 value of 26.58 μg/mL for latex from the plant (Costa et al., 2012). 

In this work it was demonstrate S. grantii latex, in the tested concentrations, the 

death of specific cells in the proliferative phase of the cell cycle (S-G2/M). This founds 

is supported by other studies that showed that plants of the Euphorbiaceae family 

present the ability to cause accentuated cell death in tumour cell lines after treatment 

with their extracts (Giridharan et al., 2002; Harikumar et al., 2009). 

To confirm the results obtained in the in vitro study, an in vivo experiment was 

conducted to evaluate the diluted form of use of S. grantii. The induction of melanoma 

in mice followed by the treatment of these animals with the garrafada, 3 times a day as 

related for popular use, showed a 40% inhibition of tumour growth compared with the 
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control group. According to the National Cancer Institute (NCI), values of T/C 

(treated/control) less than 40% are indicative of significant antitumoural activity 

(Plowman et al., 1997). This result allows us to infer that the latex (garrafada) of S. 

grantti present potential antitumoural activity. Others studies with different extracts of 

other plants belonging to Euphorbiaceae family showed similar results. Bezerra et al. 

(2009)obtained 31.8% inhibition of growth of sarcoma in mice using the essential oil 

from leaves of Croton regelianus Müll. Arg., while Alonso-Castro et al. (2012) 

obtained 59% inhibition of the human epithelial carcinoma cell line using the methanol 

extract of the leaves of Croton lechleri Müll. Arg.  

However, histological analysis of liver tissue showed no significant difference 

between treated animals that receiving the garrafada of S. grantii and those of control 

group (untreated).There was no evidence of damage to liver tissue from use of the 

garrafada of S. grantii. This result is in agreement with results obtained by Costa et al. 

(2012), who, when evaluating hepatic biochemical parameters in rats treated with 

garrafada of S. grantii, found no significant difference between the treated group and 

the control group; however, these same authors reported that in the highest 

concentrations of the latex, significant changes in biochemical parameters were found. 

On the other hand, the leukocyte infiltration observed in the lungs of mice in 

both groups was also reported by Cunha et al. (2009), who, when evaluating the acute 

and sub-acute toxicity of latex and ethanol extract of the leaves of S. umbellatum in rats, 

noted congestion and inflammatory infiltration only in animals treated with the latex. As 

well as the process of metastasis observed in the lungs, this leukocyte migration may be 

attributed to the presence of lectins, which are potent agglutinins for erythrocytes that 

are mainly present in the latex of the plant (Mrinalini et al., 2002; Souza et al., 2005; 

Rajesh et al., 2006; Cunha et al., 2009). 

The significant antitumoural activity observed in the in vitro and in vivo assays 

supports previously founds to species from the Euphorbiaceae family.  

Block et al. (2005), Jassbi et al. (2006) and Aliabadi et al. (2009) attribute this 

antitumoural activity to nonpolar constituents such as terpenoids that are very abundant 

in the chemical constitution of the Euphorbiaceae family. Terpenes that are present in 

latex as well as other parts of several species of the genus Synadenium are described to 

be present cytotoxic activity (Bagavathi, 1988; Olivier et al., 1992; Bittner et al., 2001; 

Costa et al., 2012; Hassan et al., 2012). The 
1
H and 

13
C NMR spectra of hexane, 

chloroform and ethyl acetate fractions of the latex showed characteristic signal due to 

terpenes. Moreover, these signals were too evident in both hexane and chloroform 

fractions. The tetracyclic triterpene euphol is widely described as a major constituent in 

species of the family Euphorbiaceae. (Yasukawa et al., 2000; Dutra et al., 2011; Mata et 

al., 2011; Tsopmo et al., 2011; Dutra et al., 2012; Peng et al., 2012). Moreira et al. 

(2010) found euphol in the methanolic extract of the latex of S. carinatum Boiss. 

Hassan et al. (2012) isolated this and four other terpenes from chloroform extract of the 

leaves of S. grantii. Additionally, several important biological activities were assigned 

to these compounds, such as anti-inflammatory. In this, euphol was effective against 

intestinal diseases and improve autoimmune of the central nervous system in rats (Dutra 

et al., 2011; Dutra et al., 2012). Mata et al. (2011) showed molluscicidal activity against 

Biomphalaria glabrata, while Yusukawa et al. (2000) showed anti-inflammatory 

activity to 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate in mouse skin, as well as antitumoural 

by topically application of euphol in animals.  

The steroids, such as citrostadienol found the latex of S. grantii has also several 

antitumoural activities and duo to its high structural diversity, they have a great ability 
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to interact with several biological targets (Salvador et al., 2013). In the present work, 

citrostadienol showed low antitumoral activity. However, similar compounds have 

shown to be effective in treating some types of cancer (Salvador et al., 2013). 

 

5. Conclusion 

 

The in vitro assays demonstrated that both fresh latex and garrafada from the 

latex of S. grantii have concentration and time-dependent cytotoxic effect against 

B16F10 melanoma cells lines. They also showed deleterious effects on the cellular 

replication, inducing cell death and cell cycle arrest in the S-G2/M phase. Additionally, 

in vivo assays showed significant reduction in tumour volume in melanoma-bearing 

mice.  

The phytochemical investigation yielding in the isolation and identification of 

euphol and citrostadienol for the first time in latex of S. grantii. The latter showed 

reduced cytotoxic activity when tested in vitro against the strain of melanoma. 
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3.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

Os resultados aqui apresentados demonstraram que o látex de S. grantii 

apresenta efeito citotóxico concentração e tempo dependentes sobre as células de 

melanoma e apresentou ainda parada do ciclo celular na fase S-G2/M.  

Nos ensaios in vivo o látex de S. grantii demonstrou redução significativa no 

volume do tumor de camundongos portadores de melanoma tratados com a forma 

popular de uso, mas as análises histológicas dos órgãos avaliados foram semelhantes no 

grupo tratado e não tratado. 

O estudo cromatográfico e espectroscópico do látex da planta permitiu o 

isolamento e identificação do triterpeno eufol e do esteroide citrostadenol que 

apresentou reduzida atividade citotóxica frente à linhagem de melanoma pela 

metodologia do MTT. 

Esses resultados reforçam a necessidade da continuidade desses estudos visando 

à elucidação dos mecanismos de ação antitumorais e comprovação de sua eficácia 

clínica. É importante ainda que seja continuado o estudo fitoquímico dessa espécie, 

ainda mais considerando que pouco se sabe sobre a química do gênero Synadenium. 
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ANEXO A – PARECER CEUA UEPG 

 

 


