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Resumo

As leucemias sdo neoplasias que apresentam grande acdo na medula 6ssea e no
sangue periférico. Seu tratamento, sendo feito de maneira adequada e com o
esquema terapéutico adequado, amplia a sobrevida dos pacientes em até 80%. O
uso do latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, tem indicagdo popular, como
agente anticancer. Desta forma neste trabalho se propde uma avaliagdo do ciclo
celular de HL-60 frente ao tratamento com fracdes de latex de E. umbellata os
efeitos do tratamento no ciclo celular. As células HL-60 foram tratadas com fracfes
diclorometano (10 e 20 pg/mL) e etanol (37,5 e 75 pg/mL). Apdés 12 horas, foi
adicionado iodeto de propideo, o qual foi mantido por 6 horas. Para a analise do
ciclo celular foi empregada a técnica de citometria de fluxo. Os histogramas mostram
um aumento de células em fase S, para a maioria dos tratamentos, exceto o
tratamento com a maior concentracdo de etanol, que elevou a fase sub GO. Com
isso tem se que a subfracdo diclorometano causou de forma significativa aumento
da fase S e G2/M, enquanto a subfracéo etanol elevou a populacdo em fase sub GO,
gue pode indicar um processo de apoptose.

Introducéo

As plantas que séo usadas no tratamento de enfermidades sdo facilmente
encontradas em feiras ao ar livre, mercados e até mesmo nos quintais das casas,
sendo seu uso com finalidade medicinal tdo antigo quanto a existéncia da espécie
humana (MACIEL et al., 2002).

Entretanto, se faz importante e necessario validar as indicacbes populares
destas plantas medicinais e assim possibilitar o estudo, desenvolvimento e possivel
producdo de novos fitoterapicos e fitoquimicos que poderdo beneficiar a populacéo
no tratamento de diversas doengas (NOLDIN, 2005).

Dentro da gama de doencas que acometem o homem, as leucemias sédo uma
classe de neoplasia que apresentam ampla acdo na medula éssea e, em sua
maioria, do sangue periférico. Praticamente todas as leucemias possuem fatores
prognosticos determinados por fatores citogenéticos, mais propriamente mutacdes
adquiridas que, uma vez detectadas, possibilitam a abordagem mais adequada a ser
realizada no paciente. Sendo que, avan¢gos na sobrevida dos pacientes, estao
relacionados a adequacéo correta do tratamento (HAMERSCHLAK, 2008).

Estes avangos passam por melhorias farmacocinéticas e farmacodindmicas
dos produtos utilizados na farmacoterapia, pois fornecem dados essenciais para
avaliar a necessidade de modificacbes nos protocolos a serem feitas antes ou
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durante a sua aplicacdo, evitando, assim, uma possivel toxicidade excessiva e
aumentando a eficacia do tratamento (CAZE et al., 2010).

A Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, tem seu latex usado na medicina
tradicional como anti-inflamatorio, antidlcera, homeostatico e angiogénico.
Entretanto, a principal indicacdo popular € como agente anticancer. Estudos
evidenciam que este latex contém diversas substancias como esteroides, terpenos,
compostos fendlicos, proteinas e outras substancias quimicas, que tem acabam
tendo efeito contra o cancer (KANUNFRE et al., 2017)

Apesar disso, descobrir qual o mecanismo de acao relacionado as
substancias presentes no latex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns se faz
necessario para entender como age e assim viabilizar o estudo de mais uma
possivel matriz a ser usada para o tratamento de quadros de leucemias.

Materiais e Métodos

Em um primeiro momento a coleta do latex foi realizada na cidade de Ponta
Grossa, através de incisdes no caule e galhos da planta. O fracionamento do latex
se deu em aparato de Sohxlet, utilizando hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol como solventes extratores. ApOds a concentracdo dessas fracdes, a fracao
hexano foi refracionada, da mesma forma, porém os solventes extratores foram éter
de petroleo, diclorometano, etanol e metanol. Todas as fracées e subfracdes foram
armazenadas sob refrigeracdo até o momento do uso.

A segunda parte do projeto se deu a partir do cultivo de células humanas,
linhagem HL-60 (leucemia pré mielocitica aguda), que foram usadas para a
avaliacdo da viabilidade das células e determinacédo da concentracdo adequada para
0 ensaio de ciclo celular.

Uma vez determinada a concentracdo adequada, iniciou-se a avaliacdo de
andlise do ciclo celular. Para tanto as células foram plaqueadas, em placas de 24
pocos, na concentracdo de 4x105 células/mL (0,5 mL/poc¢o). Apds 12 horas de
incubacédo as células foram tratadas com subfracdo diclorometano (20 e 40 ug/mL) e
subfracdo etanol (37,5 e 75 pg/mL).Apos 12 h de tratamento, as células foram
homogeneizadas, lavadas e ressuspensas em 200 pL de tampéao PSSI (50 pg/mL de
iodeto de propidio, 0.1% Triton X-100 e 50 pug/mL RNAse, preparados em tampao
pH7,4) e as amostras foram lidas em citometro de fluxo..Solu¢cdes de DMSO 0,08%,
em meio de cultura, foram usados como controles negativo e como controle positivo
uma solucdo de mesilato de imatinibe 0,5uM e cloridrato de doxorrubicina 85nM.
Todas as amostras foram analisadas em quadruplicata.

Os resultados foram expressos como porcentagem média + desvio padrao. A
analise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA com pds teste de Tukey.

Resultados e Discusséao

Os ensaios, in vitro, de citotoxicidade demonstram-se de suma importancia
para elucidar os resultados de produtos naturais que tenham potencial antitumoral.
(OLIVEIRA et al., 2013)

O ciclo celular é uma peca fundamental num processo carcinogénico. Sendo
gue neste processo, a célula pode ndo responder, principalmente, a estimulos que
regulam a transicdo G1/S e, com isso, permanece no ciclo celular, dando origem a
novas células que tenham essa mutacao, proliferacdo incontrolada. Ao entender o
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ciclo celular e suas fases predominantes em cada subfragdo descobre-se onde
ocorre essa citotoxicidade (BOGO, 2012)
A tabela 1 apresenta os resultados obtidos para a linhagem HL-60 tratada
com as subfracdes diclorometano e etanol.
Tabela 1 — Valores de média da populagéo celular em cada fase do ciclo em HL-60
apos 12 horas de tratamento com subfra¢gdes diclorometano e etanol de
latex de E. umbellata.

Amostras Concentracdo Sub-GO G0/G1 S G2/M

Controle 9.65+0.45 46.08+3.01 16.03x1.54 28.23+4.10

negativo

Doxorubicina 0.085 uM 8.95+0.46 22.94+2.19  29.43£1.66 34.54+1.62

Imatinibe 0.5 uM 11.06+0.61 24.97+1.46  19.59+1.34 23.72+1.18

CH2Cl2 20 pg/ml 12.81+0.912 19.65+4.62  37.45+4.28% 44.65+4.38%2
a

CH2Cl2 10 pg/ml 11.66+0.26 17.37+4.09% 42.36+4.61* 48.75+4.402

EtOH 75 pg/mi 59.03+0.90* 8.372+1.75% 10.99+1.43 12.41+1.70?

EtOH 37.5 pg/ml 28.734£3.39% 18.52+2.60* 19.83+2.65 23.87+2.96

Os dados foram expressos em média + desvio padréo. - em relacdo ao controle negativo
(p<0,05)

A andlise estatistica mostrou ainda que ndo houve diferenca em nenhuma das
fases do ciclo quando comparada as duas concentragdes da subfracdo
diclorometano. Enquanto entre as duas concentracdes de subfracdo etanol houve
diferenca em todas as fases do ciclo, com p< 0.01.

Assim como descrito em Oliveira et al. (2013) e Luz et al. (2016), as
subfracdes do latex de Euphorbia umbellata causam alteragcbes e diminuem a
populacdo de células tumorais apoiado em estudos que mostram que plantas da
familia Euphorbiaceae tem a capacidade de diminuir a quantidade dessas células
apos seu tratamento.

Conclusdes

As subfracdes do latex de Euphorbia umbellata promovem alteracdo da proporcao
de células em diferentes fases do ciclo celular. A subfracdo diclorometano causou de
forma significativa aumento da fase S e G2/M, enquanto a subfracéo etanol elevou a
populacdo em fase sub GO, que pode indicar um processo de apoptose.
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