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Resumo

O triterpeno tetraciclico eufol é largamente descrito como constituinte majoritario
em espécies de plantas da familia Euphorbiaceae. Muitos estudos atribuem a esta
substancia importantes atividades biolégicas com anti- inflamatoria, antiproliferativa
e capacidade de promover seletividade na apoptose nas células de alguns canceres.
Avaliacdo antitumoral do Eufol, em células tumorais com elevada incidéncia como o
de célon e do melanoma, pode configurar como futura alternativa terapéutica para
essas patologias. Os resultados desse subprojeto mostraram que o tratamento
Eufol apresentou citotoxicidade para as linhagens tumorais e a normal testadas e
induziu alteracbes morfolégicas importantes como arredondamento celular,
condensacao de cromatina e formacéo de blebs. Entretanto apenas concentracdes
consideradas elevadas para uma substancia isolada apresentaram efeitos
citotoxicos.

Introducéo

O triterpeno tetraciclico eufol é largamente descrito como constituinte majoritario
em espécies de plantas da familia Euphorbiaceae (YASUKAWA et al., 2000; MATA
et al., 2011; TSOPMO et al., 2011; DUTRA et al., 2012). Muitos estudos atribuem a
esta substancia importantes atividades biolégicas como a anti-inflamatdria, na qual
o eufol foi eficaz na reducédo de doencas intestinais e em doengas autoimunes do
sistema nervoso central, quando administrado oralmente em ratos (DUTRA et al.,
2012). Ainda seguindo essa linha de atividade bioldgica, Lin et al. (2012) avaliando
esta substancia em tumores gastricos, demonstraram que o eufol apresenta efeitos
antiproliferativos e promove seletivamente a apoptose nas células gastricas
cancerosas. Eles ainda afirmam que o eufol € um agente potencialmente promissor
para o desenvolvimento na quimioterapia contra o cancer gastrico em humanos e
gue a especificidade de direcionamento do eufol para células cancerosas podem
conduzir a reducdo dos efeitos secundarios toxicos em pacientes com cancer.
Considerando esses dados, o objetivo do presente estudo foi o de avaliar a
atividade citotoxica do eufol em diferentes linhagens de células tumorais e uma
normal.

Material e Métodos
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Cultivo Celular: Os ensaios foram realizados em células humanas de carcinoma de
cblon (HRT-18), melanoma murino (B16F10) e fibroblasto murino (3T3, néo
tumoral) crescidas em meio RPMI, com 10% de soro fetal bovino, penicilina e

estreptamicina e mantidas a 37°9C, sob atmosfera de 5% de COx.

Ensaios de Citotoxicidade: As células foram semeadas em placas de 96 pocos
(3.000/poco) e ap6s 24 horas foram submetidas as diferentes concentracdes de
Eufol, o ensaio de citotoxicidade ocorreu através de retencdo de vermelho neutro
em lisossomos e com o reagente MTT (brometo de (3-metil- [4-5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5 difeniltetrazdlio. Apés 48 e 72 horas foi realizado leitura da absorbancia para
cada ensaio.

Andlise Morfolégica: Para ensaio de morfologia celular, as células foram

adicionadas (2,5x103) em placa de 24 pocgos contendo uma laminula de vidro
redonda. Apds 72 horas de tratamento com diferentes concentracfes do eufol as
células foram coradas, montadas sobre lamina, seladas com esmalte e
posteriormente analisadas em microscoépio optico Olympus EX-41.

Andlise estatistica: Os resultados para o0s ensaios de citotoxicidade foram
apresentados como média + erro padrdo da média de 3 ensaios diferentes. Os
dados foram testados para distribuicdo normal e posteriormente analisados
utilizando ANOVA de uma via e pos teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e discussao

O ensaio de citotoxidade, mostrou uma diminuicdo estatisticamente significativa na
absorbancia do vermelho neutro a partir da concentragcdo 3,1ug/mL Eufol e com
MTT a partir de 50 pg/mL na linhagem de fibroblasto 3T3 ap6s 48h de tratamento.
Com 72 h o decréscimo da absorbancia ocorreu em ambos os testes com a
concentracdo de 3,1 pg/mL. Na linhagem melanoma murino, B16F10, com 48 h
houve reducéao significativa da absorbancia a partir da concentragéo 6,2 pg/mL com
vermelho neutro e com MTT a partir de 25ug/mL. Nas 72h seguintes manteve a
diminuicdo da absorbancia com os mesmos niveis de concentracdo das 48 h. Na
linhagem de carcinoma do colo retal, HRT18, nas 48h a diminuicdo da absorbancia
ocorreu ha concentracdo 25ug/mL com vermelho neutro e jA com MTT 72 pg/mL. No
tempo de 72h foi a partir da concentracdo 3,1 pg/mL com vermelho neutro e com
MTT 25 pg/mL.

JA4 nos ensaio morfolégico, foi possivel observar as células da linhagem néo
tumoral de fibroblasto murinho, 3T3, tratadas com as concentra¢des de 100, 75 e 50
um/mL apresentaram drastica reducdo numero de células, além de alteracdes
morfolégicas importantes como condensagéo de cromatina, arredondamento celular
e formacdo de blebs. O resultado com as células das linhagens de melanoma
murino B16F10 e carcinoma colo-retal humano, HRT-18 mostrou que, além das
concentracdes do eufol 100, 75 e 50 pug/mL, a concentracdo de 25 pg/mL também
reduziu drasticamente o numero de células com inducdo de condensacdo da
cromatina, arredondamento celular, formacéo de blebs e estruturas diminutas com
ndcleo e citoplasma, compativeis com corpos apoptoticos.



Diversas metodologias in vitro vem sendo amplamente utilizadas para realizar o
screening de substancias toxicas a diferentes tipos de células. Com isso, é possivel
avaliar a citotoxicidade de diversos compostos, ou seja, da habilidade de uma
substancia induzir a morte celular através do dano de suas fun¢des basicas. Entre
essas metodologias, os ensaios de citotoxicidade sdo amais utilizadas em ensaios
preliminares com substancias cujo potencial ainda é desconhecido, como o Eufol.

O Eufol é um metabdlito secundéario importante em espécies de plantas da familia
Euphorbiaceae (YASUKAWA et al., 2000; MATA et al., 2011; TSOPMO et al., 2011,
DUTRA et al., 2012) e é classificado como um triterpeno tetraciclico. Os terpenos
sdo conhecidos pela sua potencial atividade antitumoral. O taxol, também
conhecido como paclitaxel, por exemplo, € um diterpeno lactamicos tetraciclicos
que foi isolado pela primeira vez a partir da casca, raizes e ramos de Taxus
brevifolia (ELAVARASI et al, 2012). Este composto é a primeira droga bilionaria
anticancer do mundo, e € usada para tratar um grande numero de doencas
proliferativas de tecidos humanos (VENNILA et al 2012). Varios triterpenos,
incluindo os acidos usdlicos e oleandlico, acido betulinico, celastrol, primistimerina,
lupeol e outros apresentam comprovada atividade antitumoral (PETRONELLI et al,
2009). No presente trabalho o Eufol apresentou atividade citotéxica e inducdo de
importantes alteragdes morfolégicas nas linhagens tumorais B16F10 e HRT18.
Entretanto, os mesmos efeitos foram observados para a linhagem nao tumoral 3T3
e as concentragbes que apresentaram citotoxicidade foram elevadas para uma
substancia isolada.

Conclusao

Os resultados mostraram que o Eufol apresentou citotoxicidade para as linhagens
tumorais testadas a partir de uma concentracdo de 3,1ug/mL e que o teste com
vermelho neutro foi mais sensivel que a técnica de MTT para deteccdo da diminuicédo
da viabilidade. Foi possivel observar também, como resultado, que o Eufol foi capaz
de induzir alteracdes morfolégicas importantes e reducdo da celularidade para as
linhagens testadas a partir de uma concentracdo 25ug/mL. Infelizmente o
tratamento com o Eufol apresentou citotoxicidade para a linhagem nao tumoral de
fibroblasto, 3T3, nas mesmas concentracdes que para as linhagens tumorais. Além
disso, para que uma substéncia isolada apresente potencial para tratamento
antitumoral ela precisa apresentar efeitos citotoxicos em concentracdes menores do
que os apresentados nesse trabalho.
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