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Resumo

Leucemia mieloide aguda (LMA) € uma doenca a qual ocorre a proliferacdo anormal
das células progenitoras da linhagem mieloide. Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns
(Euphorbiaceae) tem seu uso popular como uma garrafada preparada a partir do
latex, para tratamento de diversas doencas, incluindo leucemia. Alguns estudos
demostraram a atividade citotoxica atribuida ao latex e suas fracdes, porém nao
elucidam os mecanismos relacionados com a atividade descrita. Este trabalho tem
como objetivo avaliar a atividade de caspases na acédo citotoxica do latex de E.
umbellata (Pax) Bruyns. Para isso, células da linhagem HL-60 foram tratadas, por 4
horas, com as subfrac¢des diclorometano (10 e 20 pg/mL) e etanol (37,5 e 75 pg/mL)
obtidas a partir do latex de E. umbellata. A atividade das caspases foi determinada
com auxilio do reagente CellEvent™ Caspase 3/7 e analisada em microscépio de
fluorescéncia. As subfracdes diclorometano e etanol ativam as caspases 3/7,
indicando que a morte celular se dé por via apoptética.

Introducao

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) caracteriza-se por uma doenca clonal do
tecido hematopoiético, a qual ocorre a proliferacdo anormal das células progenitoras
de linhagem mieloide, resultando na producao insuficiente de células sanguineas
normais e maduras (CARVALHO, 2011).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer, o INCA, em 2018, a estimativa de
novos casos de cancer na populacao brasileira era de 10.800, sendo desses 5.940
casos em homens e 4.860 casos em mulheres, com isso, a leucemia ocupa posi¢ao
de destague em ambos 0s sexos ente 0s tipos de cancer mais incidentes no pais.

O tratamento da LMA é realizado através da terapia de inducdo e da
quimioterapia de consolidacdo (BRASIL, 2014). Estes farmacos apresentam efeitos
colaterais como mielossupressao, cardiotoxicidade, elevacdo das enzimas hepaticas
e edema pulmonar (BRUNTON et al., 2012). Diante disso, € relevante a pesquisa de
novos farmacos antineoplasicos, e uma das alternativas é o uso de compostos
oriundos de plantas medicinais, como, por exemplo, a Euphorbia umbellata.

A E. umbellata (Pax) Bruyns, pertencente a familia Euphorbiaceae, é
conhecida popularmente como “janauba” e tem seu uso popular como garrafada do
latex para tratar diversas doencas, incluindo leucemia (LUZ et al., 2016).

A atividade citotoxica do extrato bruto e de fragbes obtidas a partir das cascas
do caule de E. umbellata foram avaliadas frente as células da linhagem Jurkat
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(leucemia linfocitica aguda humana), tendo como resultado que a fracao cloroférmio
foi a mais citotoxica (KANUNFRE et al., 2017).

Em ensaios in vitro também se verificou uma diminuicdo do crescimento e da
viabilidade celular das linhagens B16F10 (melanoma), corroborados por testes in
vivo que demonstraram que o latex de E. umbellata foi capaz de diminuir em 40% no
tamanho de tumores em camundongos (DE OLIVEIRA et al., 2013)

Entretanto, ainda sdo escassas as informacdes sobre os mecanismos de
acao do latex de E. umbellata sobre as linhagens leucémicas.

A elucidacdo do mecanismo de morte celular é fundamental para
desenvolvimento de novos antitumorais (PEREIRA, 2014). A morte celular pode
ocorrer de duas principais formas principais: necrose e apoptose (KUMAR et al.,
2010). A apoptose (morte fisiologica celular) pode ocorrer através de duas vias
principais: extrinseca e intrinseca (MONTEIRO, 2015).

Na via extrinseca, h4 ativacdo de receptores de fator de necrose tumoral
(FNTr), que promove ativacdo de caspase 8, consequentemente ativa caspases
efetoras, como a caspase 3 e 7, levando a morte celular (JULIEN E WELLS, 2017).
Ja na via intrinseca ocorre a liberacdo do citocromo C mitocondrial formando o
complexo apopsome. Com isso ha inicio da cascata de rea¢cdes com envolvimento
das caspases 3 e 9 (MONTEIRO, 2015). Assim, a ativacao de caspases especificas
esta relacionada ao processo de morte celular por apoptose, indicando ainda se
essa morte se da por via extrinseca ou intrinseca.

Conforme o que foi exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar atividade
de caspases na acédo citotdéxica das subfracdes diclorometano e etanol do latex de
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns.

Material e Métodos

Células HL-60 foram plaqueadas na concentracdo de 4x10° células/mL. Ap6s
24 horas foram adicionadas as amostras: subfragdes diclorometano (10 e 20 pg/mL)
e etanol (37,5 e 75 pg/mL). Como controles foram utilizados solugdo de DMSO
(0,3%) e doxorrubicina (85 nM). Apdés 4 horas de tratamento, as células foram
transferidas para tubos de 2 mL, centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, o
sobrenadante foi descartado e sobre o pellet celular foram adicionados 100 uL de
reagente CellEvent™ Caspase 3/7 (2 yM em PBS). O material foi incubado por 1
hora antes da andalise em microscopio de fluorescéncia. Os experimentos foram
realizados em duplicata.

Resultados e Discusséo

O reagente CellEvent'™ Caspase 3/7 consiste em um peptideo de quatro
aminoacidos (DEVD) conjugado com um corante de ligagdo ao acido nucleico. Este
substrato permeavel as células é néo fluorescente, porque o peptideo DEVD inibe a
capacidade do corante de se ligar ao DNA. Apos ativacdo de caspase 3 ou 7, 0
peptideo DEVD é clivado, permitindo que o corante se ligue ao DNA e produza uma
resposta fluorogénica com um maximo de absor¢cdo em 502 nm.

A figura 1 representa as fotomicroscopias do controle negativo, controle
positivo e das células tratadas com as subfra¢gdes diclorometano e etanol.

Pode-se observar que ambas as subfracdes ativam as caspases, ja que foi
observado fluorescéncia em relacdo ao controle negativo. Nas maiores
concentracdes das subfracdes (diclorometano 20 ug/mL e etanol 75 pg/mL) tem-se
aumento da fluorescéncia, sugerindo ativacdo mais intensa da caspase 3/7,
processo associado a morte celular por apoptose.
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Figura 1 — Fotomicroscopia de células HL-60 apés tratamento com as fracdes
diclorometano e etanol.

Controle negativo Doxorrubicina 85 nM

Diclorometano 10 pg/mL Diclorometano 20 pg/mL

Etanol 37,5 pg/mL Etanol 75 pg/mL

Como controle negativo foi utilizado solugdo de DMSO em meio RPMI 1640 (0,3%). Todas as
fotomiscroscopias foram obtidas no aumento de 20x.

Os resultados encontrados nesse estudo estdo de acordo com resultados de
avaliacdo da expressdo de caspases 3 e p53 em células da linhagem HCT-116
tratadas com extratos hidroalcodlico e hexanico de partes aéreas Euphorbia tirucalli;
houve um aumento da expressao da caspase 3 nas células tumorais expostas aos
extratos, sendo mais evidente no tratamento com o extrato hidroalcodlico
(ARCHANJO et al., 2016).

Em estudo semelhante, o extrato aquoso de Euphorbia esula foi utilizado para
induzir o processo de apoptose nas células da linhagem SGC-7901 e verificou que a
atividade das caspases 8 e 3 foram aumentadas aproximadamente em 1,73 vezes e
1,98 vezes, respectivamente, sugerindo que o extrato de E. esula induz a apoptose
de maneira a sinalizar a via extrinseca (FU et al., 2016).

O efeito de inducéo de apoptose dos extratos hexanicos das partes aéreas de
Euphorbia microciadia, Euphorbia heteradenia e Euphorbia osyridea foi avaliado
frente a trés linhagens de células, a HeLa, K-562 e Fen, respectivamente. Foi
possivel verificar que os extratos, na concentracdo 50 ug/mL, induziram apoptose
nas células tratadas, levando ao aumento da atividade da caspase 3, sugerindo que
0s extratos das plantas possuem um potencial efeito na inducdo da apoptose nas
células estudadas (SHEKOFTEH et al., 2017).

Concluséo/des
As subfracbes diclorometano e etanol provenientes do latex de E. umbellata
ativam caspases 3 e/ou 7, causando apoptose de células HL-60.
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