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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, tanto para o tratamento de doengas como
para sua prevencdo, € uma das formas mais antigas de pratica medicinal da
humanidade (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL , 2005).

No Brasil 0 uso de plantas medicinais € bem difundido principalmente na zona rural
para o tratamento de suas doencas (NAPOLITANO et al., 2005).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos principalmente por plantas
e extratos vegetais, estes constituiam a maioria dos medicamentos que naquela época
pouco se diferenciavam dos remédios utilizados na medicina popular (SCHENKEL,
GOSMANN e PETROVICK, 2003).

Apesar do avango extraordinario na descoberta de drogas dotadas de propriedades
antineoplasicas, varios tumores, ainda nao dispdem de tratamento quimioterapico
adequado, tornando, portanto, necessaria a procura de novas alternativas
medicamentosas (MANS, ROCHA e SCHWARTSMANN, 2000). A incorporacao desses
novos agentes antitumorais, como a vincristina, vimblatina, paclitaxel, a terapéutica foi
apontada por muitos pesquisadores como o argumento da potencialidade que as
plantas, os animais e 0S microorganismos apresentam na descoberta e no
desenvolvimento de novos farmacos (LAPA et al., 2003).

A espécie botanica Synadennium umbellatum (S. umbellatum), pertence a ordem
Geraniales e a familia Euphorbiaceae (JOLY, 1979).

O S. umbellatum é conhecida popularmente como “cola-nota”, "milagrosa”, “cancerola”.
Esta planta é popularmente usada para o tratamento do céncer e de doencas
inflamatérias.

Considerando a grande busca nos ultimos anos por alternativas eficientes para terapia
antineoplasica, pelo importante papel que os produtos de origem natural tém
desempenhado na descoberta de novas drogas anticancer, além do uso
etnofarmacoldgico, acredita-se ser de fundamental importancia a avaliacdo do efeito
citotoxico do extrato de S. umbellatum, realizando testes in vitro de citotoxicidade.

2. METODOLOGIA

2.1- Extrato Bruto Etandlico e Fracdes

O Extrato Bruto Etanodlico (EBE) foi obtido das folhas de S. umbellatum, através de
extracdo com alcool etilico, parte do extrato foi fracionado em Fracao Cloroférmica (FC),
Fracdo Hexanica (FH) e Fracdo Metandlica (FM).
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Foram usados diferentes concentragcbes do EBE (0,15 - 20 mg/ml); FC ( 0,017 - 2,3
mg/ml); FH (0,006 — 0,80 mg/ml ) e FM (0,02 — 2,4 mg/ml). As concentracbes das
fracOes foram calculadas a partir do rendimento obtido no fracionamento do EBE.
2.2- Cultura de células
Nas culturas utilizou-se células do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE), que é mantido no
laboratdrio, através de transplantagbes sucessivas em camundongos, onde sao
inoculados por via intraperitoneal (IP) com suspenséo de 2x10 ®/ml de células tumorais.
Utilizou-se também células K-562, que sdo da linhagem da Leucemia Mieléide Aguda,
sdo mantidas vivas através de repiques em meio de cultura RPMI e soro bovino fetal.
2.3 Avaliacéo de Citotoxicidade
As células do TAE foram semeadas (2x10° cels/ml) e da linhagem K-562 (1x10° cels/ml)
em placa de 96 pocos e incubadas com diferentes concentragcbes do EBE; FC; FH e
FM. Cada experimento foi realizado em triplicata.
a) Método de exclusdo do Azul de Tripan
Apés incubacao de 24 e 48 horas, em estufa Umida a 37° C e 5% de CO, uma aliquota
(20 ul) da suspensao de células foi retirada e diluida (1:10) em 180 ul solucéo de Azul
de Tripan 0,2%. As células viadveis foram contadas e calculadas o percentual em
relagdo ao grupo controle. Os resultados obtidos foram avaliados e plotados em
gréficos.
b) Método da reducédo do MTT
ApOs incubacéo de 24 e 48 horas, em estufa umida a 37° C e 5% de CO,, adicionou-se
10 ul do corante MTT 5mg/ml e a placa foi hovamente incubada por mais 4 horas. Em
seguida centrifugou-se a placa, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante e adicionou-
se 100 ul de Dimetil Suféxido (DMSO) para solubilizagdo do precipitado de formazan
formado. Agitou-se bem a placa e a absorbancia foi lida em leitor de placa de Elisa a
560 nm. A absorbancia obtida das células controle (ndo tratadas) foi considerada como
100% de viabilidade celular (ANDRIGHETT-FROHNER et al., 2003). A citotoxicidade
celular do extrato foi calculada da seguinte forma:
Células viaveis = Média da absorbéncia de cada concentracdo do extrato x 100

Média da absorbancia do controle
A concentragéao letal 50% (CL50) foi definida como a concentragédo que resulta em 50%
de morte celular. Os resultados obtidos foram avaliados e plotados em graficos.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1- Método de exclusédo do Azul de Tripan
Investigou-se o efeito do S. umbellatum em diferentes concentracdes, sobre a
viabilidade de células do TAE e células K-562 em cultura de 24 e 48 h. Neste método
avalia-se a integridade da membrana celular. Na linhagem celular do TAE, os extratos
causaram 100% de morte celular a partir das concentragdes de 1,2 mg/ml do EBE, de
0,28 mg/ml da FC e de 0,2 mg/ml da FH.
A FM néo apresentou atividade citotoxica significativa em nenhuma das concentracdes
dos extratos, causando morte celular em no maximo 36% das células tumorais.
Na linhagem de células K-562, os extratos causaram 100% de morte celular a partir das
concentragdes de 0,3 mg/ml do EBE, de 0,14 mg/ml da FC e de 0,1 mg/ml da FH. Os
resultados mostraram um efeito citotéxico dose-dependente e tempo-dependente nas
duas linhagens de células, mas o EBE se mostrou mais ativo que as fracoes.
3.2- Método de reducdo de MTT
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Avaliou-se os efeitos das diferentes concentracdes do EBE, FC e FH do extrato de S.
umbellatum sobre a viabilidade celular do TAE e células K-562 apds 24 e 48 horas em
cultura. As diferentes concentragdes do extrato mostrou um efeito citotoxico dose
dependente, e a CL50 para o EBE foi de 0,3 mg/ml; para FC foi de aproximadamente
2,0 mg/ml e para FH foi de aproximadamente 1,2 mg/ml.

O principio do teste consiste na absorgédo do sal MTT 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) pelas células sendo reduzido no interior da mitocéndria a
um produto chamado Formazan, avaliando a fungcdo mitocondrial.

A citotoxicidade do EBE, avaliada pelo método de redugcdo de MTT, também foi mais
efetivo nas fragcoes do extrato pois a CL50 do EBE foi menor que os da FC e FH.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro de citotoxicidade foram significativos , pois
tanto o EBE, como as fragbes do extrato de S. umbellatum causaram morte em mais
de 50% das células.

Estes resultados também foram confirmados pelo método de reducdo do MTT, que
também apresentou 50 % de morte celular para linhagens de células do TAE e da K-
562. Este extrato causou uma diminuicdo no metabolismo mitocondrial das células de
forma dose dependente.

Os dados obtidos nos ensaios mostram que o extrato de S. umbellatum apresenta um
efeito citotoxico, sendo mais potente no EBE. A FM ndo apresenta efeito citotoxico
importante pois ndo conseguiu causar morte em 50% das células em nenhuma
concentracdo e em nenhum tempo.
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