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Resumo

A maioria dos farmacos anticancer introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas
tem relacdo estrutural com produtos de origem natural. A biodiversidade do Brasil
justifica 0 enorme potencial para a descoberta de novos medicamentos, sendo a
Euphorbia umbellata (janauba) usada empiricamente para tratamento de cancer. O
objetivo deste estudo é avaliar o potencial citotdxico da fracdo hexano e subfracdes
do latex de E. umbellata, utilizando células de linhagem Jurkat. O fracionamento foi
realizado em Soxhlet, utilizando hexano como solvente. A fim de obter as
subfracdes, submeteu-se nova extracdo, utilizando solventes de polaridade
crescente. Os testes de citotoxicidade foram realizados com células de leucemia
linfoide aguda de células T (Jurkat) e avaliados por reducdo do reagente azul de
tetrazélio (MTT). A subfracdo diclorometano destaca-se com 0s menores valores de
Clso (0,200+0,957 pg/mL). O ensaio permitiu constatacdo do potencial citotoxico na
fracdo hexano e subfracdes, sendo a subfracdo diclorometano a que apresentou
melhores resultados para a linhagem Jurkat.

Introducéo

A leucemia linfoide aguda (LLA) é o tipo mais frequente de leucemia em criancas,
caracterizado pelo acumulo de células anormais na medula éssea (OLIVEIRA et. al,
2004). As estimativas da Sociedade Americana de Céncer (2017) para LLA nos
Estados Unidos em 2017 s&o cerca de 5.970 novos casos e 1.440 mortes. O
tratamento compreende, além de quimioterapia para remissdo, a prevencao de
doencas no sistema nervoso central com quimioterapia intratecal. Apds remissao, o
paciente realiza ciclos de manutencdo por 2 a 3 anos (HAMERSCHLAK, 2008). A
maioria dos farmacos anticancer introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas
tem forte relacdo estrutural com os metabdlitos de origem natural; de modo que a
biodiversidade do Brasil justifica o estudo para a descoberta de novos
medicamentos (COSTA-LOTUFO et.al., 2010).

Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, € conhecida popularmente como janauba e
usada etnofarmacologicamente para tratamento do cancer (seu latex diluido). A
atividade citotoxica do latex e das fracdes de E. umbellata foi determinada por Luz et
al. (2016) em diferentes linhagens celulares, sendo identificada a fracdo hexano
como a mais citotoxica frente a células Jurkat. Desta forma este estudo propde
refracionamento da fracdo hexano, visando uma maior avaliagdo da atividade



citotéxica dos constituintes quimicos presentes nestas subfracdes desta espécie
vegetal.

Materiais e Métodos
Obtencéo das fracoes

O latex de E. umbellata foi coletado na cidade de Ponta Grossa — PR (24° 18 S e
49° 377 W) (975 metros de altitude, 25° 05°38°°'S de latitude e 50° 09°30”"'W de
longitude), mediante incisdes longitudinais no caule e armazenado sob refrigeracao
(x4 °C). O fracionamento foi realizado em extrator de Soxhlet, de forma exaustiva (5
horas, utilizando hexano como solvente extrativo. A fim de obter as subfracfes da
fracdo hexano, esta foi submetida a uma nova extragdo, utilizando solventes de
polaridade crescente (éter de petréleo, diclorometano, etanol e metanol),
empregando-se o mesmo procedimento. Apds, concentrou-se em evaporador
rotativo e armazenou-se sob refrigeracdo (x4 °C).

Avaliacao da Citotoxicidade

Para realizacdo dos testes de citotoxicidade, foram utilizadas células humanas de
leucemia linfoide aguda de células T (Jurkat). As culturas foram mantidas por
expansdo continua em meio RPMI® 1640 suplementado com soro fetal bovino
(10%), em estufa a 37 °C e 5% de COa.

O efeito citotoxico foi avaliado por reducédo de azul de tetrazélio (MTT). As células
Jurkat foram semeadas em fase logaritmica de crescimento, em placas de 24 pocos,
em concentracdo de 1x10° células/mL (0,5x10° células/pogo). Apds 24 horas,
aplicou-se tratamento em concentracées de 1,25 a 75 ug/mL. Decorridas 72 horas,
as células foram homogeneizadas, transferidas para tubos de 2 mL e centrifugadas
por 5 minutos a 1200 rota¢des por minuto (rpm).

O sobrenadante foi removido para que fosse adicionado 400 pL do MTT na
concentracdo de 0,5 mg/mL sobre as células e, apés ressuspensdao, incubadas por
30 minutos. Apds, centrifugou-se por 5 minutos a 3600 rpm, o sobrenadante foi
retirado e adicionou-se 300 pyL de DMSO P.A. para solubilizacdo dos cristais de
formazano. A solucdo foi transferida para placas de 96 pocos para leitura de
absorbéancia em espectrofotdmetro a 550 nm.

Anélise Estatistica

Os resultados foram normalizados e analisados pelo programa estatistico Graph Pad
Prism (versédo 5). Executando-se analise de variancia (ANOVA) de uma via, com
pos-teste de Tukey, considerando p<0,05. Os resultados foram expressos em média
+ desvio padrdo. Para determinacéo do Clso utilizou-se o software StatPlus 4 (verséo
5.9.8), andlise de sobrevivéncia por regressdo de Probit, método de Finney. Os
resultados foram expressos em Clso £ erro padrdo da média.

Resultados e Discussao

O ensaio de MTT é amplamente utilizado para determinacdo de viabilidade celular.
Células viaveis com metabolismo ativo — mitocondrial, especialmente - reduzem o
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MTT a um cristal roxo (formazano) com absor¢do maxima proxima a 570 nm. Logo,
para células em fase log de crescimento, a concentracdo de formazano
desenvolvida é proporcional ao nimero de células viaveis (RISS et al., 2004).

A Figura 1 demonstra a responsividade das células Jurkat ao tratamento com
a fracdo hexano do latex de E. umbellata. Analisando os resultados, observou-se
decréscimo da viabilidade com aumento da concentracao.
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Figura 1 - Efeito da fracdo hexano do latex de E. umbellata na viabilidade celular da linhagem Jurkat.
(Resultados analisados pelo teste ANOVA de uma via e poOs teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 99%. Expressos em média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes e em
quadruplicata. O simbolo * representa diferenca estatistica (p<0,001) em relacdo ao controle negativo
(meio RPMI + DMSO 0,25%)).

O Clso foi calculado para o tratamento com a fracdo hexano (4,624 + 1,088
pMg/mL), semelhante aos resultados obtidos em trabalhos prévios (LUZ et al., 2016).

Da Mota, Valadares e Benfica (2012), estudando outras partes aéreas da
espécie E. umbellata avaliaram o potencial citotoxico do extrato hidroalcodlico (95%)
frente as linhagens Jurkat e K-562, concluindo que ambas foram sensiveis ao
tratamento, entretanto as células Jurkat mostram-se mais resistentes.

Dado o potencial citotoxico promissor da fracdo hexano, as subfracdes
também foram avaliadas e a subfracdo diclorometano destacou-se como mais eficaz
frente a linhagem Jurkat, seguida da subfracdo etanol, como pode ser observado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de Clso (ug/mL) determinados para o tratamento com as
subfracdes da fracdo hexano para a linhagem Jurkat.

Subfracéao Clso:zerro padrao da meédia
Eter 70,336+22,113
Diclorometano | 0,200+0,957

Etanol 8,314+7,934

Metanol 2,581+185,053

O resultado promissor da subfracdo diclorometano pode estar associado a
sua composicdo quimica, uma vez que além de possuir os triterpenos comuns ao
género Euphorbia, possui diterpenos do tipo forbol, descrito na literatura como
substéancia citotoxica (VASAS e HOHMANN, 2014).
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Conclusdes

A realizacdo do ensaio de citotoxicidade permitiu a constatacdo do potencial
citotoxico na fracdo hexano do latex de Euphorbia umbellata, assim como o
potencial da subfracdo diclorometano, a qual apresentou melhores resultados no
ensaio de citotoxicidade para a linhagem celular Jurkat.
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