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Resumo

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia que tem como caracteristica a
proliferacdo anormal das células hematopoiéticas, resultando em expansao clonal de
célula-tronco pluripotente na presenca do cromossomo Filadélfia (Ph). O tratamento
dessa doenca € muitas vezes custoso e ineficaz devido a resisténcia doenca aos
farmacos disponiveis hoje no arsenal terapéutico. Dessa forma busca-se cada vez
mais por tratamentos alternativos, como o uso de plantas medicinais, para que se
consiga encontrar outras matrizes/medicamentos capazes de atuarem no tratamento
dessa doenca. Nesse sentido, a espécie Euphorbia umbellata, conhecida
popularmente como leitosinha ou janalba, se apresenta como uma alternativa de
estudo e avaliacdo. Sua indicacdo popular € para o tratamento de diferentes
canceres, incluindo a leucemia. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a
citotoxicidade de fragdo hexano e subfracbes (éter de petréleo, diclorometano,
etanol, metanol) do latex de Euphorbia umbellata frente ao modelo de LMC. A
avaliacdo foi realizada através do ensaio de reducdo de azul de tetrazélio (MTT),
para isto tratou-se as células por 72 horas com concentracfes crescentes da fracéao
e subfracBes as células (1,25 — 25 ug/mL). Como resultado do teste citotoxidade,
obteve-se valores de Clso das fragbes que variaram de 1,19 a 30,61 pg/mL,
destacando a fracdo hexano como a mais potente. Esses resultados preliminares
demonstram que a fracbes de E. umbellata sdo promissoras para a pesquisa de
novos tratamentos para a leucemia.

Introducéo

Leucemia é uma doenca maligna que atinge os leucécitos, geralmente de
origem desconhecida. E caracterizada pelo acimulo de células anormais na medula
O0ssea. Classifica-se em linfoide e mieloide podendo ser aguda ou crbnica (INCA,
2017).

A Leucemia Mieloide Crébnica (LMC) é uma neoplasia hematolbgica
caracterizada por uma proliferagcdo do sistema hematopoiético, levando a expansao
clonal de uma célula-tronco pluripotente, e pela presenga do cromossomo Filadélfia
(Ph).

O tratamento é feito pelo uso de Imatinibe, Desatinibe, Nilotinibe (inibidores
de tirosinoquinase), Hidroxicarbamida e Interferon- a. Porém a utilizagdo desses
medicamentos leva ao surgimento de efeitos colaterais, como nauseas, retencdo de
liquido, céibras e exantemas (Hoffbrand e Moss, 2013). A quimioterapia se torna
longa, custosa e por vezes ineficaz como consequéncia de resisténcia. Portanto,
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buscam-se tratamentos alternativos, sendo o uso de plantas medicinais um recurso
para este tipo de tratamento.

A Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns pertence a familia Euphorbiaceae e é
facilmente encontrada na Africa do Sul (Mota, Benfica e Valadarez, 2012). E
conhecia popularmente, no Brasil, por janauba, cancerola, aveléos de folhas,
leitosinha e tem seu uso popular como garrafada com objetivo de tratar alergia,
doenca de Chagas, impoténcia sexual, lepra colicas menstruais, obesidade,
sangramentos internos e cancer, incluindo leucemia (Oliveira Jr. et al., 2005; Cunha,
et al, 2009; Munhoz et al., 2014).

No estudo conduzido por Luz et al. (2016) foi possivel observar que fracbes
de latex de E. umbellata possuem atividade citotoxica elevada contra trés linhagens
celulares e, também, que a fragdo hexano exibiu efeito elevado contra células da
linhagem Jurkat (modelo de leucemia).

Conforme o que foi apresentado, este trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade citotoxica da fracdo hexano e suas subfracfes obtida do latex de E.
umbellata frente ao modelo de leucemia mieloide cronica.

Materiais e Métodos

Avaliacao citotdxica foi determinada pela realizacdo do ensaio de reducédo de
azul de tetrazoélio (MTT), que consiste em medir indiretamente a viabilidade celular a
partir da atividade enziméatica mitocondrial.

Para o cultivo celular foram utilizadas células humana K-562, mantidas em
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 20 mM
de bicarbonato de sédio, 2 mM de glutamina, 1 mM de piruvato de sédio e 1% da
solucdo de penicilina-estreptomica (100000 Ul/mL-10 mg/mL respectivamente) e
encubadas em estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO..

As células, na concentracdo 1x10° células/mL, foram plagueadas (500 pL) em
placas com 24 pocos. Apos 24 horas, foram tratadas com 500 pL de concentracfes
crescentes (1,25 — 25 pg/mL) da fragdo hexano e de subfracbes (éter de petréleo,
diclorometano, etanol, metanol) a partir de uma solugcdo estoque de 25 mg/mL em
DMSO (dimetilsulféxido), cuja concentracao final oi 0,1%. Depois de 72, as células
foram homogeneizadas e transferidas para tubos de 2mL, centrifugadas por 5
minutos. Substituiu-se 0 meio de cultura por 400 pL de solucdo de MTT com
concentracdo 0,5 mg/mL e incubou-se em estufa a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de COz2 por 30 minutos.

Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas por 5 minutos e
removeu-se 0 sobrenadante. Posteriormente adicionou-se 300 pL de DMSO, para
gue os cristais de formazam fossem solubilidaos. As solucbes foram transferidas
para uma placa de 96 pocos para a leitura da absorbancia no espectrometro a 550
nm.

A andlise estatistica foi executada através da analise de variancia de uma via
(ANOVA), com pos-teste de Tukey, considerando p<0,05. E os resultados foram
expressos graficamente por meédia + desvio padrdo. O calculo do Clso foi
determinado pela analise de Probit, método de Finney.

Resultados e Discusséo

O método MTT mede a viabilidade celular através da reducdo do sal brometo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lico em um produto insoluvel, cristal de
formazam, que ocorre nas mitocondrias pela acdo de desidrogenases, em células
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vivas. Solucdo de formazam possui absorbancia maxima em 570 nm (Tonder,
Joubert e Cromarty, 2015).

As Figuras 1 e 2 demonstram o comportamento das células da linhagem
leucémica K-562 frente ao tratamento com fragdo hexano e suas subfragdes do latex
de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns.
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Figura 1 — Efeito da fracdo hexano do latex de Euphorbia umbellata frente a células da linhagem K-
562. Os resultados foram analisados por teste ANOVA e pos-teste de Tukey. O simbolo
*** representa diferenca estatistica (p<0,001) em reacao ao controle.
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Figura 2 — Efeito das subfragbes hexano do latex de Euphorbia umbellata frente a células da
linhagem K-562. Os resultados foram analisados por teste ANOVA e p@s-teste de Tukey.
Os simbolos * e ** representam diferenca estatistica (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente).

Para uma possivel comparacado numérica das amostras € necessario calcular
o Clso (concentragdo inibitéria para 50% das células). Com estes resultados, pode-se
determinar a qual subfracéo a linhagem estudada é mais suscetivel (Tabela 1).
Tabela 1 — Valores de Clso das fracdes e subfragcbes do latex de Euphorbia

umbellata.
Fracdes CI50 (ug/mL)
Hexano 1,19+41,43
Subfracdes
Eter >25 (30,61+7,70)
Diclorometano 2,35+0,47
Etanol 1,97+1,95
Metanol 8,14+8,28

Dados apresentados como valores de Clso £ Erro padrdo da média.

Observa-se que as fragbes mais eficazes sdo a hexano, diclorometano e
etanol, por mostrarem menores valores de Clso. Apesar do valor comparativamente
alto, a subfragcdo metanol ainda classifica-se, segundo o American National Cancer
Institute (NCI) como promissora para o estudo citotoxico, uma vez que seu valor de
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Clso € inferior a 30 pg/mL (Suffness e Pezzuto, 1990). Os resultados favoraveis das
fragcbes diclorometano e etanol podem estar relacionados com a composi¢céo
quimica do género Euphorbia que apresenta triterpenos comuns ao género, além,
dos diterpenos do tipo forbol, descritos na literatura como as substancias com efeito
citotoxico (Vasas e Hohmann, 2014).

L

Conclusdes

A fracdo hexano e subfragles testadas apresentaram citotoxicidade sobre as
células da linhagem leucémica K-562, pois houve reducdo da viabilidade celular.
Ressalta-se que, a excecao da subfracdo éter de petrdleo, os valores de Clso foram
inferiores a 30 ug/mL, demonstrando o potencial citotoxico do latex de Euphorbia
umbellata.
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