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RESUMO

CARRENHO, L. Z. B. Avaliagao dos efeitos da subfracao acetato de etila Ill de
Vernonia scorpioides em modelo de melanoma murino in vivo e in vitro.
[Evaluation of subfraction ethyl acetate Ill of Vernonia scorpioides effects in model of
murine melanoma in vivo e in vitro] 2009. XX f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2009.

Vernonia Scorpioides tem sido utilizada popularmente no Brasil para tratar
problemas de pele e ulceras cronicas, como as ulceras de perna decorrentes de
diabetes. No presente estudo foi investigado o efeito da subfragdo acetato de etila Il
obtida do extrato bruto das folhas de Vernonia scorpioides in vitro, onde células de
melanoma murino B16F10 foram submetidas a tratamento com varias concentragcdes
no periodo de 24, 48, 72 e 96 horas, com o proposito de analisar a citotoxicidade da
subfracdo frente as células. Percebemos uma alta citotoxicidade da subfragao
matando as células nas concentragdes acima de 5 ug/ml, as células que receberam
o tratamento de 1 pg/ml n&do sofreram morte celular total. A morte celular foi
elucidada com laranja de acridina e brometo de etidio. Um estudo mais detalhado
das células foi feito com microscopia eletronica. No estudo in vivo foi investigada a
acgao da subfragéo acetato de etila Ill na concentracdo de 5mg/Kg em camundongos
C57BL6 com o objetivo de verificar a agao da subfragéo, sete dias de tratamento
apos dez dias da inoculagao, tratamento profilatico em dose unica no primeiro dia da
inoculacédo e tratamento precoce apds 48 horas da inoculagdo com intervalos de
dois dias. Os animais receberam via subcutanea, na regido lombar dorsal 1,5 x 10°
células de melanoma B16F10. Percebemos que o local em que a subfragao acetato
de etila lll consegue disseminar-se pela massa tumoral ocorre a morte do tumor,
extensa area de necrose € observada, quanto mais cedo e precoce o tratamento
melhor o comportamento da massa tumoral a subfracdo acetato de etila Ill, o Unico
orgao que reage € o bago se apresenta muito reativo proporcionalmente ao tamanho
do tumor, os demais 6rgdo nao apresentam lesbes, a subfragdo nao causou

nefrocitotoxicidade e hepatotoxicidade aparente.

Palavras-chave: Vernonia scorpioides. Subfracdo acetato de etila Ill. B16F10.



ABSTRACT

CARRENHO, L. Z. B. Vernonia scorpioides ethyl acetate lll subfraction effect
evaluation in model of in vivo and in vitro murine melanoma. [Avaliagao dos efeitos
da subfragcdo acetato de etila lll de Vernonia scorpioides em modelo de
melanoma murino in vivo e in vitro.] 2009. XX f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

Vernonia scorpioides has been tradionally used in Brazil in order to treat skin
disorders and chronic wounds, such as leg ulcers in result to diabetes. The present
study investigated the ethyl acetate Ill subfraction effect obtained from fresh leaves
of Vernonia scorpioides in vitro, where B16F10 murine melanoma cells were
submitted to treatment with several concentrations during 24, 48, 72 and 96 hours, to
analyze citotoxicity subfraction before the cells. A high citotoxicity level of subfraction
could be noticed killing cells above 5 ug/ml concentration, the cells which received 1
Mg/ml treatment have not suffered total cellular death. This death was elucidated with
acridine orange/ethidium bromide staining, a deeper study of the cells was performed
with electron microscopy, the action of ethyl acetate Il subfraction in the 5mg/Kg
concentration in C57BL6 mice was investigated in the in vivo study so that it is
possible to verify the action of the subfraction seven days of treatment after ten days
of inoculation, single dose of prophylactic treatment on the first day of inoculation and
precocious treatment after 48 hours of inoculation with 48-hour intervals. The animals
received subcutaneously 1,5 x 10° B16F10 murine melanoma cells. Tumor death is
noticeable in the area where the ethyl acetate Ill subfraction could disseminate
inside, a comprehensive necrosed area was observed, the sooner and more
precocious the treatment the better the tumor will react to the ethyl acetate llI
subfraction, the only organ that reacts is the spleen which presents itself very
reactive to the size of the tumor, the other organs do not display wounds, the

subfraction did not cause apparent nefrotoxicity and hepatoxicity.

Keywords: Vernonia scorpioides. ethyl acetate Ill subfraction . B16F10.



LISTA DE ABREVIATURAS

B16F10: melandcitos de melanoma de camundongo.
NF-KB: fator de necrose tumoral KB.
Hela: adenocarcinoma de cérvix humano.
CCD: cromatografia em camada delgada
CGA: campo de grande aumento

HEX: hexano

DCM: diclorometano

AE: acetato de etila

AC: acetona

HE: hematoxilina e eosina

mg: miligrama

Mg: micrograma

ml: mililitro

Mm: micrometro

PBS: phosphate buffered solution

rom: rotagao por minuto

RNAm: acido ribonucléico mensageiro
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1 INTRODUGCAO

Em paises desenvolvidos como em subdesenvolvidos, as neoplasias sdo um
problema de saude publica, representa um disturbio patoldégico do crescimento,
caracterizado por uma proliferagcdo excessiva e incessante das células. Ha uma
grande variedade de neoplasias originando-se, basicamente, de todos os tipos de
células humanas. O processo de neoplasia ndo esta restrito aos seres humanos,
pode se desenvolver na maioria dos vertebrados, alguns insetos e plantas, e a sua
existéncia nestas outras formas de vida tém sido util no estudo de sua origem e
comportamento. Algumas neoplasias s&o chamadas de “benignas” porque crescem
lentamente e permanecem localizadas que geralmente, causam poucos disturbios
aos pacientes acometidos. Outras chamadas malignas ou cancerosas tendem a
proliferar rapidamente e a se disseminar pelo corpo de tal forma, que, salvo se
tratados com sucesso, eventualmente levam seus hospedeiros a morte. Embora
ambos os tipos descrito sejam neoplasias, sdo as malignas (canceres) que criam 0s
problemas mais importantes (ANDERSON; JOHN; KISSANE, 1982).

Conforme o comportamento clinico potencial, as neoplasias podem ser
invasivas ou nado invasivas. Os tumores benignos possuem atipia celular discreta,
usualmente eles ndo sao letais tendo uns crescimentos lentos e ordenados,
apresentando células que crescem unidas e envoltas por uma pseudocapsula, nido
possuindo assim carater infiltrativo nos demais tecidos vizinhos (BRASILEIRO
FILHO, 2000).

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer
foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Estima-
se que, em 2020, o numero de casos novos anuais seja da ordem de 15 milhdes,
sendo que cerca de 60% desses novos casos oOcorrerdo em paises em
desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um terco dos casos novos
de cancer que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos (INCA,
2008).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano de
2009, apontam que ocorrerdao 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais
incidentes, a excecao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres

de prostata e de pulmao, no sexo masculino, e os canceres de mama e de colo do
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utero, no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no
mundo. Em 2008, sdo esperados 231.860 casos novos, para o sexo masculino, e
234.870 para o sexo feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo nao
melanoma (115 mil casos novos) sera o mais incidente na populagao brasileira. Os
tumores mais incidentes para o sexo masculino serdo devidos ao cancer de pele nao
melanoma (56 mil casos novos), para o sexo feminino, se destaca os tumores de
pele ndo melanoma (59 mil casos novos) (INCA, 2008).

O melanoma de pele € menos frequente do que os outros tumores de pele
(basocelulares e de células escamosas), no entanto, sua letalidade € mais elevada.
A Organizagao Mundial de Saude — World Health Organization (WHO) — estima que,
anualmente, ocorram cerca de 132 mil casos novos desse cancer no mundo, €, no
que se refere a prevaléncia, seja cerca de 2,5%. Tem-se observado um expressivo
crescimento na incidéncia desse tumor em populacdes de cor de pele branca (INCA,
2008).

A prevencao € uma das formas comprovadamente eficazes na prevencao da
ocorréncia de canceres. Hoje se sabe que a medicina dispde de inumeros métodos
no tratamento tumoral, incluindo a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia. A
quimioterapia é considerada o mais efetivo método no tratamento do cancer. A
intervengcdo com agentes quimiopreventivos no estagio inicial da carcinogenese é
teoricamente mais eficiente que tentar erradicar o desenvolvimento tumoral com
drogas quimioterapicas, que atuam tanto em células tumorais quanto em células
sadias (AJITH; JANARDHANAN, 2003).

Produtos naturais oriundos de plantas e dietas ricas em nutrientes tém
demonstrado serem eficientes na prevencdo do cancer. O desenvolvimento de
novas e efetivas drogas contra a acéo tumoral € de suma necessidade, visto que
inumeros destes tumores sao resistentes as drogas existentes hoje no mercado.
Estudos a cerca da atividade antitumoral de compostos naturais propagam-se
continuamente por todos os institutos de pesquisas mundiais (NEVIN;
VIJAYAMMAL, 2003).

A procura de novos farmacos com acgao antitumoral e propriedades menos
agressivas ao paciente comparada a quimioterapia e radioterapia tem sido de suma
importancia. Além da diversidade de tumores que ainda ndo possuem um tratamento
satisfatério, os quimioterapicos provocam diminuicdo de leucdcitos, deixando o

paciente susceptivel a infecgdes. O possivel tratamento que condiciona ao estimulo
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do sistema imunolégico auxilia na recuperagao do paciente (GALLIN; SNYDERMEN,
1999; HENTY et al.,, 2001; NEVIN; VIJAYAMMAL, 2003; PAGNO et al., 2006,
ROSEMBLAT et al., 2008, BUSKUHL, 2007).

Com a diversidade de plantas que a flora brasileira oferece as pesquisas com
fitoterapicos sdo motivadas pelos 6rgaos financiadores de pesquisa nacional. Os
extratos brutos ou fracionados tém sido testados in vitro e in vivo por pesquisadores.
Muitos destes sdo utilizados empiricamente pela populagdo, sem conhecimentos de
sua eficacia ou toxicidade, pois os resultados cientificamente comprovados sao
poucos ou inexistentes. Entre estas plantas, esta a Vernonia scorpioides, tem sido
utilizada popularmente no tratamento de Ulceras varicosas no Centro de Convivéncia
de Idosos de Itajai — SC. Atribui-se aos constituintes desta planta, principalmente as
lactonas sesquiterpénicas o seu potencial citotoxico (WARNING et al.,, 1986;
KREUGER et al., 2009, BUSKUHL, 2007 ).

Vernonia scorpioides conhecida pelo nome de Piraca é utilizada popularmente
em diversas afeccbes de pele, bem como alergias. Estudos realizados indicaram
atividade cicatrizante encontrada em Vernonia scorpioides, atividade antifungica, o
potencial de promocgao de resposta reparadora, induzido por uma pomada contendo
extrato bruto da planta, sendo que esta foi toxica na fase aguda do processo
inflamatério, 0 mesmo nao aconteceu apods 21 dias de tratamento, mostrando-se
eficiente na resposta cicatricial, quando comparado ao grupo controle (ALMEIDA;
PALHANO, 2001; CAMPQOS, 2001; DALAZEN; MOLON, 2002).

Varios experimentos tém demonstrado a atividade inflamatéria e antitumoral da
subfragcdo Diclorometano (DCM) obtida através das folhas e inflorescéncias de
Vernonia scorpioides (PAGNO et al., 2006; BOGONI; DELLAGNELO, 2005).

No género Vernonia sdo encontradas diversas substancias de classes
diferenciadas sendo lactonas sesquiterpénicas possivelmente a responsavel pela
acéo citotoxica (BUSKUHL, 2007; HUANG; DING; LIU, 2003).

Atualmente sabe-se que as sub-fragdes de Vernonia scorpioides e outras
plantas da familia Asteraceae contém lactonas sesquiterpénicas, muitos sdo os
estudos comprovando a atividade antitumoral destas moléculas, tanto in vitro com in
vivo (TWARDOWSKI, 1979; KHALIL et al., 2005; SWEENEY et al., 2005; BUSKUHL,
2007).

Estudos mostraram a inducdo de apoptose pela lactona sesquiterpénica,

partenolideo nas células de carcinoma do ducto biliar, onde a diminuicdo da
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expressao de Bcl-2 e a produgdo de radicais de oxigénio sdo o0s possiveis
mecanismos que proporcionam a apoptose por estresse oxidativo. A Vernonia
scorpioides € utilizada popularmente como antiinflamatério e cicatrizante, sendo o
efeito cicatrizante e a agdo antiinflamatéria confirmada por estudos realizados
anteriormente. A acao antitumoral do extrato diclorometano de Vernonia scorpioides
em camundongos foi observada em estudos frente ao tumor de Ehrlich quando
tratados por via intraperitoneal. Outra vantagem observada com o tratamento da
subfracao diclorometano de Vernonia scorpioides foi uma indugéo do sistema imune
verificado pelo aumento de neutrdéfilos na area tumoral, possibilitando, assim, melhor
prognoéstico quando comparado ao tratamento com o quimioterapico 5-fluoro-uracil,
recentemente foi mostrado a atividade antitumoral in vitro de duas novas lactonas
sesquiterpenicas extraidas de Vernonia scorpioides. (ALMEIDA; PALHANO, 2001;
PAGNO et al.,, 2006; BLIND, 2005; DALAZEN et al., 2005; KIM et al., 2005;
BUSKUHL, 2007).

Partindo desses resultados este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
da subfracdo acetato Il de Vernonia scorpioides sobre o crescimento de células de
melanoma murino B16F10 em cultura, utilizando o método colorimétrico do cristal de
violeta, deteccdo de morte celular pela técnica de laranja de acridina e brometo de
etidio, verificacdo das alteragdes ultra-estruturais por microscopia eletrénica de
transmissdo. A avaliagdo in vivo constituiu no tratamento intratumoral em
camundongos C57BL/6 portadores de melanoma, inoculados com a linhagem celular

de melanoma murino B16F10.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Melanoma

Hipocrates no século V descreveu pela primeira vez o melanoma. Em 1938
Carswell sugeriu o termo melanoma e relatou as caracteristicas malignas do tumor.

Embora o melanoma acometa apenas 4% de todos os tipos de canceres
dermatolégicos, € o responsavel por 80% das mortes por cancer de pele, e apenas
14% dos pacientes com melanoma metastatico sobrevivem em média de 5 anos
(INCA, 2008; MILLER, 2006).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) estima que pelo
menos 80% dos melanomas sejam causados pela exposi¢do ao sol. Também € o
tipo mais frequente no mundo: até trés milhdes de casos sédo diagnosticados a cada
ano. A exposigcao cumulativa e excessiva nos primeiros 10/20 anos de vida aumenta
muito o risco de desenvolvimento de cancer de pele: a infancia é uma fase
particularmente vulneravel aos efeitos nocivos do Sol. O Brasil, pais de dimensao
continental com area superior a 8,5 milhdes de km?, localizado entre os paralelos 5°
N e 34° S, tem indices de radiagdao UVA e UVB que varia muito de uma regiao a
outra. A distribuicdo fenotipica brasileira apresenta grande heterogeneidade ao
longo das latitudes, chegando a 89% de populacao de pele clara nas areas urbanas
dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, devido a forte presenca da
imigracao européia (alemaes, poloneses, italianos), e caindo a 28% nas areas
urbanas de Amazonas e Para (INCA, 2008).

Pele clara associada a uma ocupacao que exponha o individuo a radiagao
solar por muitas horas pode aumentar em muito o risco de desenvolvimento do
cancer de pele. E o caso dos trabalhadores agricolas em colénias de origem
européia do Sul do Brasil. E importante considerar fatores de risco como a
ocupacao, quando exige atividades ao ar livre, o local de residéncia, especialmente
em areas rurais, e o desconhecimento, por parte do individuo, de que a exposi¢ao
excessiva ao Sol pode causar cancer de pele (INCA, 2008).

Os fortes fatores de risco para melanoma sao: historia familiar de melanoma,

nevos benignos multiplos ou atipicos, e melanoma anterior ja diagnosticado, esses
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sao os riscos que correspondem a predisposicao genética ou um agente estressor

que contribuem para os genes do melanoma, quadro 1, assim como também a fase

molecular figura 1, onde varios genes importantes estdo envolvidos na progressao
de melanoma (MILLER et. al. 2006).

Gene Fungéao Mudang¢as em Melanoma
RAS Oncogene Ativa mutagao
MAPK Transdutor de sinal Aumenta atividade
INK4A Supressor tumoral Mutagao celular
CDK Promotor de proliferacéo Mutagao celular
celular
Rb Supressor tumoral Inicia fosforilacao para
progressao de G1 para S
ARF Supressor tumoral Mutagéo celular
p53 Supressor tumoral, induz Geralmente expresso em
apoptose melanoma
PTEN Supressor tumoral Delecao de cromossomo
regional
AKT Oncogene, quando ativado, | Amplificado em muitos
importante para a melanomas
sobrevivéncia celular
MSH Importante molécula Aumenta o crescimento
sinalizadas em pigmentacdo | vertical
Fator de transcricéo
MITF Amplifica regiao
cromossomal
B - catenina Proteina de adeséo juncional | Estabiliza mutacdes
Molécula de adeséo celular
E - caderina Molécula de adeséo celular Diminui a expressao de

N — caderina

aVp - 3 integrina

Dimero que forma moléculas
de adeséo celuar

crescimento vertical
Expressdo aberrante em
crescimento vertical

Expressdo aberrante em
crescimento vertical

Fonte - The New England Journal of Medicine 2006.

Quadro 1 — Genes importantes em melanoma




21

Estress ambiental juntamente com uma genética instavel de melanoma
primario, resulta na selecdo e expansdo de células malignas. Em geral, o
microambiente inflamatério do tumor, contribui para o fenoétipo de malignidade do
melanoma, por secretar uma variedade de citocinas, quimiocinas e mediadores.
Células de melanoma metastatico sdo bem equipadas para resposta a estimulos
inflamatorios e usa-os como vantagem para seu crescimento (MELNIKOVA et al.,
2009).

Gl Benign Dysplastic Radial-Growth Vertical-Growth Metastatic
g Nevus Nevus Phase Phase Melanoma
Epidermis
B = E = >R
asernent £ ﬂ e
membrane . 5 i
Dermis
Metastasis to lung, liver,
or brain
| Benign Premalignant Decreased differentiation >
Biologic Limited growth Lesions may regress | Unlimited hyperplasia Crosses basement membrane | Dissociates from primary
Events Random atypia Cannot grow in soft agar Grows in soft agar tumor
Clonal proliferation Forms tumor Grows at distant sites
BRAF mutation »
CDKMN2A loss >
PTEN loss »
Molecular Increased CD1 »
L} E-cadherin loss .
EsionS N-cadherin expression >
V33 integrin expression >
MMP-2 expression >
Survivin >
Reduced TRPM1 Absent TRPM 1

Fonte — The New England Journal of Medecine 2006.

Figura 1 — Eventos biolégicos e molecular na progressao do Melanoma.

Melanoma é a forma de cancer de pele mais agressiva e € notoria a sua
resisténcia frente a todos os tipos de terapia para cancer ja existente, apoptose é
considerada o meio mais importante para a morte de células neoplasicas, porém
deficiéncia relacionada a cascata de apoptose pode estar causando um fendétipo de
resisténcia a quimioterapia (HELMBACH et al., 2001).
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Com o objetivo de melhorar o tratamento do melanoma cutaneo algumas
abordagens terapéuticas tém sido estudadas, principalmente a eficacia terapéutica
onde ha um balanco entre beneficio e toxicidade em relacdo a dose-resposta.
Imunoterapia e quimioterapia tém sido utilizadas isoladamente, ou em associagao
com vacinas e anticorpos monoclonais (QUEIROLO et al., 2005).

Dacarbazina quando tratada sozinha nao produz efeitos relevantes, porém,
quando utilizada em conjunto com interferon alfa produz uma melhora na média de
sobrevivéncia dos pacientes (QUEIROLO et al., 2005). A administragdo conjunta de
talidomida, um agente angiogénico, com temozolomide também demonstrou
atividade em melanoma metastatico (HWU et al., 2003).

Estudos recentes mostraram que o tratamento em melanoma metastatico com
combinagao de Erlotinib e Bevacizumab além de reduzir significativamente o tumor
apresentou uma significante redugcédo do nodo locoregional linfatico assim como
metastases no pulméao (SCHICHER et al., 2009).

2.2 Plantas medicinais

As plantas tém um papel central na prevencado e tratamento das doencas,
desde os tempos antigos os humanos ja vinham utilizando os constituintes de
plantas em tratamento de doengas ha um numero significativo de drogas modernas
potentes usadas na medicina oriundas das plantas. (MANS et al., 2000; TALALAY et
al., 2001).

A flora brasileira € muito diversificada e rica, muitas plantas encontradas nos
diferentes ecossistemas sao usadas na medicina natural, no tratamento de doencgas
por outro lado, devido ao desconhecimento da possivel existéncia da acao toxica,
bem como de sua indicagcdo adequada, as plantas medicinais sdo muitas vezes
usadas de forma incorreta, ndo produzindo o efeito desejado (PEREIRA et al.,
2004).

Os compostos de origem natural desempenham papéis importantes na
medicina moderna. Primeiramente, forneceram alguns medicamentos extremamente

uteis. Os produtos naturais também tém sua utilidade como protétipo ou modelos
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para medicamentos sintéticos que tenham atividades fisioldgicas semelhantes as
dos medicamentos originais (ROBBERS et al., 1997).

A Organizacdo Mundial de Saude informou que nos Estados Unidos, 25% das
prescricoes médicas sdo baseadas em derivados naturais, 20% em derivados
naturais estruturalmente modificados e que 65% das prescricdes no mundo sao
baseados em derivados botanicos (SASSI, 2000).

Assim do ponto de vista ecoldgico, a descoberta de farmacos de origem
vegetal é um forte argumento para planejar e aplicas agdes de conservagéo da flora.
O valor econbmico da preservacado de plantas medicinais inclui diversos beneficios
sociais, tais como atividades econdmicas ligadas ao plantio, processamento e
comercializacdo, melhores condi¢des de assisténcia de saude, menor perda de dias
de trabalho, além da possibilidade de substituicdo de farmacos importados, no
surgimento de novos modelos para a sintese de farmacos de ferramentas
farmacoldgicas, da conservagao de recursos genéticos como fonte de potencial de
farmacos para doencgas ainda desconhecidas e/ou de novos compostos ativos contra
microorganismos resistentes, além dos Obvios beneficios ambientais, pela
preservacgao dos ecossistemas (NUNES, 1996).

Muitas drogas utilizadas para o tratamento de cancer sao oriundas de plantas,

conforme exemplo de algumas drogas conforme quadro 2.

DROGA PLANTA
i Etoposideo e Tenitoposideo Podophyllum peltatum; P. emodi |
Paclitaxel e Docetaxel Taxus brevifolia
Irinotecan, Topotecan, Camptotheca acuminata

9 aminocampothecin e
9-nitrocamptothecin

Vinblastina e vincristina Catharanthus roseus

Fonte dos dados: Mans et al. 2000

Quadro 2 — Exemplos de drogas citotoxicas descobertas a partir de compostos presentes
em plantas utilizadas no tratamento de cancer.

Os efeitos medicinais benéficos das plantas sido resultantes da combinacao
dos produtos secundarios do metabolismo vegetal presentes nas plantas (BRISKIN,
2000).
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2.3 Género Vernonia

O género Vernonia € pertencente a familia Asteraceae (Compositae)
compreende 920 géneros com cerca de 19.000 espécies, sendo a maior familia das
angiospermas (BRUNETON, 1991). Abrange uma grande diversidade de espécies,
com representantes no mundo inteiro. As espécies deste género sdo utilizadas em
varias partes do mundo para varios tratamentos de enfermidades. Esta familia
contém ampla diversidade de constituintes quimicos, como alcaldides, cumarinas,
saponinas, flavondides, esterdides, lignoides, triterpenos. Mas sdo os terpendides
denominados lactonas sesquiterpénicas os compostos caracteristicos da familia
Asteraceae (PICMAN, 1986; AWE et al., 1998; CARVALHO et al.; 1998; BARBOSA-
FILHO et al.; 2008).

A variedade de compostos presentes nesse género constitui importante topico
para pesquisa na busca da descoberta de novas propriedades medicinais
(BOHLMANN et al., 1981; PICMAN, 1986).

Na india foi isolada de partes aéreas de Vernonia arbérea a lactona
sesquiterpénica zaluzanina a qual demonstrou 100% de inibicdo do crescimento
micelar de Rhizoctonia solani e 75% de inibicdo contra Curvularia lunata e Botrytis
cinerea (KUMARI, 2003).

No Brasil as folhas de Vernonia condensata preparadas por infusdo ou
decocgao, sdo aplicadas pela populagdo em disturbios gastricos, diarréia e cefaléia
(MONTEIRO et al., 2001)
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Planta Atividade

V. colorata Erupcgdes cutaneas

V. kotschyana

V. guianensis Antihelmintica, afrodisiaca, antidoto para
envenenamento, malaria e ictericia.

V. canescens Hemorragia e inflamacgao

V. deppeana Auxilia na dor estomacal

V. leiocarpa Tratamento da asma

V. patens Vermifugo

V. cinérea Antibacteriana

V. amygdalina Apresentou inibicdo total do crescimento do
Sclerotium  rolfsii e infecgdes  pods
emergentes

V. condensata Disturbios gastrointestinais

Fontes dos dados: Picman 1986

Quadro 3 — diferentes espécies de Vernonia e suas variadas atividades bioldgicas.

2.4 Vernonia scorpioides

Conhecida popularmente como Enxuga, Erva-de-Sao-Simao e Piraca, a espécie
Vernonia scorpioides vegeta nas matas e terrenos abertos, € encontrada na regiao
da mata pluvial da encosta atlantica do estado de Santa Catarina - Brasil (CORREA,
1978).

Vernonia scorpioides (Figura 3) € uma planta herbacea de ocorréncia comum na
Mata Atlantica, Vernonia scorpioides (Lan.) Pers. (FREIRE et al., 2006). Pertence a
familia Asteraceae, € nativa do Brasil, e considerada como uma importante invasora
de pastagens, principalmente nas planicies litoraneas, onde pode formar densos
conglomerados (LORENZI, 2000). E um arbusto, com ramos numerosos,
lanuginosos; folhas curtas pecioladas, ovaladas, agudas no apice e atenuadas na

base, inteiras nas margens, verdes e glabas na pagina superior e pardacento-
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hirsutopubescente na pagina inferior, membranosas; flores de corola purpurea,
reunidas em capitulos numerosos, seéssiles, unilaterais, dispostas em paniculos
alongados escorpidides; fruto aquénio piloso turbinado com papo brancacento
(CORREA, 1978; REITZ, 1980).

O extrato de Vernonia scorpioides € popularmente utilizado na cicatrizagéo de
ulceras varicosas. Esta erva tropical cresce facilmente em solos pobres e devastados
em todo o pais, as pessoas nativas recomendam o uso externo de extrato aquoso de
Vernonia scorpioides para tratar varias doengas de pele como alergias, parasitas,
irritacdes, prurido entre outras (CABRERA; KLEIN, 1980).

A subfragao 2125 de Vernonia scorpioides em modelo ascitico de Sarcoma 180
comparado ao tratamento com quimioterapico 5-fluoro-uracil (5-FU), observou a
remissao total do tumor tratado com a subfragdo, juntamente com uma reagéo
inflamatdria aumentando o numero de leucdcitos no peritbneo dos animais, verificou
também que a subfracado perdeu sua atividade por via intravenosa (KREUGER et al.,
2009).

Diversos estudos tém demonstrado que fracdes obtidas desta planta
apresentam atividades antifungicas, antimicrobianas, antitumoral e antiinflamatéria
(PAGNO et al., 2006; BOGONI; DELLAGNELO, 2005). Esta planta ja tem sido
estudada em diversas atividades bioldgicas, apresentando efeitos citotoxicos na
maioria dos testes realizados. Estudos prévios mostraram que o extrato e suas
fracbes cloroférmio e hexano tem atividade fungicida (FREIRE et al.,, 1996), a
subfracao diclorometano e a hexano sao bactericidas e fungicidas (CAMPQOS, 2001),
e a subfragdo Acetato de Etila inibiu a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Trypanossoma cruzi (ALBERTON, 2002), a subfracdo DCM aumentou o numero de
leucécitos em diferentes modelos inflamatérios experimentais, sugerindo
citotoxicidade pro-inflamatéria (BOGONI; DELLAGNELLO, 2005).

A intengdo de procurar por mais produtos biologicamente ativos naturais,
especialmente aqueles derivados de plantas teve como objetivo estudar os efeitos
do extrato de folhas de Vernonia amydalina, as concentracbes da fase aquosa
apresentaram uma potente inibicdo da sintese de DNA, sugerindo que a planta
Vernonia amydalina incorporada na dieta pode prevenir ou eliminar cancer de mama
(IZEVBIGIE, 2003).

Estudos mostraram que a subfragdo DCM desta planta apresenta atividade

tumoricida quando em contato direto com a célula tumoral de Erlich eliminando o



27

tumor dos animais tratados por via intraperitoneal, no mesmo local de
desenvolvimento do tumor (PAGNO, 2004).

A atividade antitumoral em tumor ascitico de Erlich da subfragdo DCM Il de
Vernonia scorpioides, apresentando uma remissao completa das células tumorais, foi
mostrada em estudos ja realizados (BLIND; MOYA, 2005).

As moléculas que possuem atividade antitumoral extraidas da planta Vernonia
scorpioides apresentam atividade citotdxica direta quando em contato direto com as
células tumorais, sendo desativadas no organismo ou até mesmo nao penetrando na
célula alvo. Realizando o tratamento tanto por via oral ou por via endovenosa a
atividade antitumoral é ineficaz ou inexistente (PAGNO, 2004; PACHECO; JUNIOR,
2005).

Figura 2 - Florescéncia da Planta Vernonia scorpioides (Lam) Pers
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2.5 Lactonas sesquiterpénicas

Plantas da familia Compositae produzem varios compostos sesquiterpenoides,
especialmente em seu metabolismo secundario produzem as lactonas
sesquiterpénicas que representam constituintes ativos de uma variedade de plantas
medicinais usadas na medicina tradicional para o tratamento de doengas
inflamatdrias. Recentes estudos nos ultimos anos tém atraido a atencdo da
propriedade antitumoral das varias lactonas sesquiterpénicas com um extenso
interesse em estudar as caracteristicas da sua atividade antitumoral, o mecanismo
molecular o seu potencial preventivo e terapéutico aplicado as lactonas
sesquiterpénicas (BOHLMANN et al.,, 1978; MUHAMMAD et al., 2003; ZHANG,
2005; CHEN, 2006).

Lactonas sesquiterpénicas representam constituintes ativos de uma variedade
de plantas medicinais usadas na medicina tradicional para o tratamento de doencas
inflamatdrias. Nos ultimos anos a propriedade antitumoral das varias lactonas
sesquiterpénicas tem atraido um extenso interesse em estudar as caracteristicas da
sua atividade antitumoral, o mecanismo molecular e o seu potencial preventivo e
terapéutico aplicado as lactonas sesquiterpénicas (ZHANG, 2005).

Compreendem um grupo de substancias com uma enorme variedade de efeitos
bioldgicos. Estes compostos s&o terpendides que constituem uma grande variedade
de substancias vegetais. Embora lactonas sesquiterpénicas formem compostos
terpendides caracteristicos das Asteraceae, elas sdo bem conhecidas também de
outras familias de Angiospermas assim como de algumas Gimnospermas. S&o
compostos que tem propriedades citotdxicas, antitumoral, antibacteriana e
antifungica, sao extremamente distribuidas entre as espécies vegetais (PICMAN,
1986).

As lactonas sesquiterpénicas sao divididas basicamente em quatro sub-grupos:
Eudesmanolideos; Germacranolideos; Guaianolideos e o Pseudoguaianolideos
(RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976; HARBORME; BAXTER, 1993). Os
Hirsutinolideos e glaucolideos sdo germacranolides altamente oxigenados, e foram
isolados de varias espécies de Vernonia (HARBORNE; BAXTER, 1993).

As plantas medicinais que possuem lactonas sesquiterpénicas sao utilizadas,

popularmente, no tratamento de doencas inflamatérias. Ainda, a atividade
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antitumoral destas substancias vem sendo estudada para a elucidacdo do
mecanismo de acao tanto antitumoral como anti-inflamatorio (ZHANG et al., 2005).

Varias lactonas sesquiterpénicas sao conhecidas por serem toxicas em
humanos, animais parasitas, insetos e vertebrados. Muitos desses compostos ou
plantas contendo estes sdo as causas de dermatite alérgica de contato em
humanos, porém muitos deles sdo bem usados por sua atividade farmacoldgica
(PICMAN, 1986).

Evans (1991) em seus estudos com as lactonas sesquiterpénicas também
demonstrou suas propriedades antitumorais, citotéxicas e antimicrobianas.

Varias atividades biolégicas das lactonas sesquiterpénicas como atividades
antitumoral em alguns modelos in vivo e in vitro, atividade antibacteriana em cepas
de Mycobacterium tuberculosis, M. diphtheriae, Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis, atividade anti-fungica contra  Candida albicans, Trichophyton
mentagrophytes, Saccharomyces cerevisiae entre outros, atividade anti-protozoaria
contra Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Plasmodium vivax e
Plasmodium falciparum (PICMAN, 1986).

Cinco lactonas isoladas da Calea urticifolia da familia Compositae em recentes
estudos mostraram atividade antimelandtica em células de melanoma B16F10, duas
apresentaram potente acdo antimelandtica por modulagdo da transcricdo do RNAmM
tirosinase, sendo uma lactona induziu apoptose das células (OHGUCHI et al., 2009).

Atualmente ja sabemos que as sub-fragbes de Vernonia scorpioides e todas
outras plantas da familia Asteraceae contém lactonas sesquiterpénicas, muitos séo
os estudos comprovando a atividade antitumoral destas moléculas, tanto in vitro com
in vivo (KHALIL et al., 2005; SWEENEY et al., 2005; BUSKUHL, 2007).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o efeito da subfracido Acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides

sobre o crescimento de linhagem de células de melanoma F 10 in vivo e in vidro.

3.2 Objetivos especifico

o Realizar estudo dos efeitos da subfracdo Acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides sobre a proliferagdo e morte celular com varias concentragbes e
diferentes horas em células de melanoma B16F10 in vitro.

o Verificar a atividade da subfracdo Acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides em animais inoculados com células de melanoma B16F10 tratados na
concentracao de 5 mg/Kg, tratamento intra tumoral durante 7 dias.

o Verificar a atividade da subfracdo Acetato de etila Il de Vernonia
scorpioides em animais inoculados com células de melanoma B16F10 tratados na
concentracdo de 5 mg/Kg, tratamento intra tumoral, iniciando apds 2 dias da
inoculagdo com intervalo de dois dias entre os tratamentos.

e Verificar a atividade da subfragdo Acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides em animais inoculados com células de melanoma B16F10 tratados na
concentragédo de 5 mg/kg, dose unica sendo inoculada apds 5 minutos da inoculagéo
das células de melanoma.

e Realizar estudo histopatoldgico, ultraestrutural e morfométrico da massa

tumoral ap6s o tratamento com o extrato de Vernonia scorpioides.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 50 camundongos fémeas C57BL/6 com aproximadamente 60
dias de idade, provenientes do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP). Os
animais foram utilizados em conformidade com as normas e procedimentos éticos
relativos ao uso de animais de laboratério da FMVZ-USP, protocolo n° 1520/2008.
Durante todos os experimentos os animais foram alojados, em grupos de cinco
animais, em caixas de plastico fosco com tampas metalicas, medindo 19,5 x 29,5 x
13 cm, as quais foram mantidas em salas com temperatura e umidade
aproximadamente constantes (temperatura entre 22-25° C e umidade relativa de 65
a 70%) através de aeragao, exaustao e ventilagdo. A iluminagao da sala foi mantida
em ciclo de noite/dia de 12 h, sendo a fase clara iniciada as 6:00 horas. Os
camundongos foram alimentados com a racao NUVILAB NUVITAL, balanceada para
roedores, e agua fornecida ad libitum. Todos os camundongos foram mantidos
nestas condicdes por um periodo de adaptacdo de no minimo trés dias antes do
inicio de cada experimento, quando estes foram pesados para o controle de peso e

para o ajuste da dose da planta.

4.2 Obtencao do extrato

Folhas e inflorescéncias de Vernonia scorpioides foram coletadas na cidade de
Navegantes, Santa Catarina, no enderego: Avenida Ivo Silveira, préximo a praia do
Molhes, em ambiente de duna fixa e solo arenoso. A espécie foi identificada pela
botanica Ana Claudia Araujo. A exsicata do vegetal encontra-se no herbario Barbosa
Rodrigues sob especificagdo, Maique W. Biavatti 11 (15/03/2001).

O processo extrativo foi realizado com monitoramento quimico por

cromatografia em camada delgada (CCD), com padrao de lactona sesquiterpénica
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obtida por estudos anteriores, de todas as fragcdes obtidas para direcionamento a
separagao por cromatografia subsequente conforme figura 3.

O extrato bruto de V. scorpioides foi obtido por maceracido de folhas e
inflorescéncias verdes, em etanol bidestilado, por 30 dias. Apds, o extrato foi
concentrado em rota-evaporador, reduzindo em 95% o volume alcodlico. Foram
utilizados 18 litros de etanol para 5 kg da planta.

FASE | - Ao extrato bruto preparado acima foi adicionado 1/3 de agua do seu
volume para entao ser submetido a uma particido liquido — liquido através de um funil
de separagdo, com solventes de polaridade crescente sendo: hexano (HEX),
diclorometano (DCM), Acetato de Etila (AE), procurando assim obter uma semi-
purificacdo dos compostos de acordo com as suas polaridades.

Nesse processo de extracdo foram utilizados 1000 mL de cada solvente. As
fragdes obtidas foram reduzidas a secura com auxilio de um secador de cabelos, até
eliminacao do solvente obtendo-se assim, as respectivas fragées: HEX |, DCM |, AE
l.

FASE Il — a subfragdo DCM | foi submetida a uma particdo em silica e
cromatografia. Assim como na fase anterior, as fragdes foram reduzidas a secura
obtendo-se as seguintes subfracées: HEX I, DCM Il, DCM: AE II, AE Il, METANOL
Il.

FASE Ill — a subfragdo DCM Il foi submetida a cromatografia em coluna flash e
reduzida a secura assim como nas outras fases, obtendo-se assim as seguintes
fracdes semi-puras: HEX Ill, DCM I, ACETATO DE ETILAIII.
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EXTRATO BRUTO Vernonia
scorpioides

FASE | |
[ HEXANO ]‘ DICLOROMETANO ACETATO DE SUBFRAGAO
| ETILA AQUOSA
| FASE Il
[ HEXANO ] DICLOROMETANO ACETATO DE [ METANOL ]
ETILA
FASE llI

[ HEXANO ] [ DICLOROMETANO ] m

Figura 3 — Fluxograma mostrando delineamento da obteng&o da subfragé&o acetato de
etila lll

Todos solventes utilizados possuem grau de pureza para HPLC (VETECe).
Para o tratamento in vivo e in vitro a subfragdo acetato de etila Il foi diluida em
solugdo salina a 0,9% com 0,1% de tween 80 e submetida a lavadora ultra-sénica

por 30 minutos para uma melhor dissolugcido da subfragao.

4.3 Linhagem celular e cultura de células

Filder foi quem estabeleceu a linhagem B16F10 oriunda do melanoma de
ocorréncia natural do camundongo C57BL6 que, por meio de selegdo progressiva,
obteve o isolamento de variantes com diferentes graus de potencial metastatico.

Também foi relatado que o niumero de metastases experimentalmente obtidas é
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proporcional ao numero de ceélulas viaveis inoculadas e que muitos émbolos
tumorais falham em formar metastases e morrem (FILDER, 1973).

Inoculadas por via subcutdnea, apresentam a capacidade de multiplicagao
neoplasica sem proporcionar o desenvolvimento de metastases enquanto que,
quando inoculadas por via endovenosa, desenvolvem nidacdo em parénquima
pulmonar formando ndédulos macroscépicos na superficie dos pulmdes (BIONDI,
20006).

4.3.1 Melanoma murino B16F10

As células de melanoma da linhagem B16F10 foram cultivadas no Laboratério
de Oncologia Experimental do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia/USP.

Apds descongelamento rapido em banho-maria a 37° C, as células foram
transferidas do frasco de congelamento para um tudo cénico de centrifuga onde ja
havia 10 ml de meio RPMI sendo, entdo submetidas a centrifugacdo a 1200 RPM.
Para replicagéo celular, as células foram semeadas em garrafas de cultura, em meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em estufa umidificada
com 5% de CO,, a 37° C. O descolamento das células para posterior replicagdo das
células foram tripsinizadas, processo que neutraliza a adesdo das células ao
substrato (garrafa), possibilitando que se soltem para novo plaqueamento. O
processo constituiu na lavagem da cultura uma vez com PBS, para remo¢ao do meio
de cultura, incubagado com tripsina-EDTA 0,25% em PBS, por 5 minutos, apos a
incubagao, foi adicionado meio RPMI com 10% de soro fetal bovino para inativagéao
da tripsina, as células foram centrifugadas a 1200 RPM, por 10 minutos
ressuspendidas em meio e homogeneizadas vigorosamente para dissolver os
aglomerados celulares. Para o plaqgueamento, as células apds serem
ressuspendidas foram contadas na camara de Newbauer e a viabilidade celular
determinada pelo método de exclus&o do corante de azul de tripan (0,01% em PBS).
Auxiliando na diferenciagdo entre células vivas e células mortas, por utilizar a
propriedade de este corante penetrar apenas em células vivas. Foi adotada uma

concentracdo de 10° células para o cultivo em garrafas.
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Colheu-se uma aliquota de 10ul para avaliagdo da viabilidade celular e

contagem de células.

4.4 Viabilidade celular

A viabilidade das células foi verificada com o corante vital Azul de Tripan.
Células vivas apresentam-se nao coradas, refringentes a luz, enquanto as células
mortas coram-se em azul. A viabilidade dos cultivos celulares foi determinada,
entdo, pela contagem das células em camara de Newbauer em microscépio optico.
As células viaveis e nao viaveis foram contadas em porcentagem de células totais.
Considerou-se adequada, a cultura com um total de pelo menos 95% de células

viaveis.

4.5 Ensaio de citotoxicidade

As células foram plaqueadas (100ul/pogo) em placas de 96 pogos de fundo
chato estéril (corning) em concentragdo de 5x10* células/ml para tratamento de 24
horas, 3x10* células/ml para tratamento de 48 horas, 2x10* células/ml para
tratamento de 72 e 96 horas. As placas foram pré-incubados por 24 horas em estufa
a 37° C (5% de CO? e 100% umidade relativa). Apds as 24 horas, as células foram
tratadas com 100pl por pogo de diferentes diluicbes dos extratos (1ug, 5 ug, 7 ug, 10
Mg, 25 ug, 50 ug, 70 ug e 100 pg), duas vezes a concentracao, a fim de se alcancar
a concentracdo final desejada. Dois grupos controles foram adicionados a cada
placa sendo um grupo que s6 recebeu meio RPMI com 10% de soro fetal bovino e
outro grupo controle com o solvente utilizado para a diluicdo da subfragao Acetato
de etila Il (salina 0,9% e tween 80 a 0,1%). As células foram incubadas por 24, 48,
72 e 96 horas de acordo com o tempo de tratamento. A coloracdo das células foi
feita adicionando-se 20 pl/ poco de cristal violeta, permanecendo por 10 minutos,
logo apds sendo lavada. As placas foram deixadas para secar em temperatura

ambiente, apds o qual foi adicionado 100ul/pogco de metanol para a realizagdo da
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leitura. A leitura foi feita em leitor de ELISA com filtro para comprimento de onda de
540 nm.
Para determinar o efeito do tratamento sobre as células foi utilizado a seguinte

formula:

% de crescimento=D x 100
T

D= densidade 6ptica média de cada tratamento
C= densidade 6ptica média do controle
O controle com tween 80 foi utilizado como referéncia para o crescimento

celular

4.6 Detecgado de morte celular por laranja de acridina e brometo de etidio

As células de melanoma B16F10 foram plaqueadas (100pl/pog¢o) em placas de
96 pogos de fundo chato estéril (Corning) em concentragao de 5x10* células/ml e pré
incubadas por 24 horas em estufa a 37° C (5% de CO, e 100% umidade relativa).
Apos as 24 horas as células foram tratadas com 100ul/pogo nas concentragdes de 1
Mg, 5 ug, 25 ug, 50 ug de subfracdo Acetato de etila Ill, duas vezes concentrados, a
fim de se alcancgar a concentragao final desejada. Um grupo controle recebeu meio
RPMI-1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino, e outro grupo controle recebeu
0,1% de tween 80 em solucao salina. As células foram incubadas por mais 1, 6, 12,
24 horas. ApoOs o periodo de incubacgao, o sobrenadante dos pocgos foi retirado e
recolocado 25 ul do mesmo sobrenadante em cada pocgo. A verificacdo de células
mortas e vivas apos o tratamento com a subfracdo acetato foi feita adicionando-se 1
Ml de solugao contendo laranja de acridina (100 pg/ml) (Sigma) e brometo de etidio
(100 plg/ml) (Sigma) na proporgédo de 1:1, para cada 25 pl de meio contendo as
células (SPECTOR, 1998).

A visualizacao foi feita em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse E800

com filtro para FITC/Texas Red, logo apds a adigdo da solugédo. As imagens foram
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obtidas com o auxilio do software Image-Pro Plus versao 4.5 (Media Cybernetics-
EUA).

4.7 Verificagao de alteragdes morfologicas

As células foram plaqueadas (300 pl/pogo) em placas de 24 de fundo chato
estéril (Corning) em concentragdo de 5x10* células/ml e pré-incubadas por 24 horas
em estufa a 37° C (5% de CO? e 100% umidade relativa). Apds as 24 horas as
células foram tratadas com 300 pl/poco de diferentes diluicdes da subfragao Acetato
de etila Ill, duas vezes concentrados, a fim de se alcangar a concentragéo final
desejada (5 ug, 10 ug, 30 pg).

As células foram incubadas por mais 12 e 24 horas. Apds esse periodo foram
tripsinizadas, processo que neutraliza a ades&o das células ao substrato (garrafa ou
placa de cultura) possibilitando que se soltem. O processo consistiu na lavagem da
cultura uma vez com PBS, para remog¢ao do meio de cultura, incubacédo com tripsina-
EDTA 0,25% em PBS, por aproximadamente 5 minutos a 37° C. Apds a incubagao,
foi adicionado meio RPMI-1640 com 10% soro fetal bovino para inativacdo da
tripsina, as células foram centrifugadas a 1200 RPM, por 10 minutos, ressuspendidas
no meio e homogeneizadas vigorosamente com pipetador automatico para dissolver
os aglomerados celulares, finalmente fixou-se as células com glutaraldeido 2,5% por
no minimo 2 horas.

Apos a fixacdo, o material foi preparado para inclusdo. As células foram
lavadas trés vezes com solugdo salina 0.9%, sendo entdo colocada solugdo de
6smio 1%, que permaneceu por 24 horas. As células foram lavadas trés vezes com
solucado salina 0,9%, apds o qual permaneceram por 24 horas em solugcdo de
acetato de uranila 0,5%. A seguir foram realizadas as etapas de desidratagao,
inclusdo e emblocamento.

A desidratacao do material foi feita com quantidades crescentes de acetona em

agua tridestilada conforme tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Protocolo de desidratacao do material

Concentragao Numero de banhos Tempo de permanecia
acetona tridestilada em agua
30% | Um ] 10 minutos
50% Um 10 minutos
70% Um 10 minutos
90% Um 10 minutos
100% Trés 10 minutos cada banho

O processo de substituicao e inclusao foi feito com concentragdes crescentes

de resina de inclusao (Araldite 502) em acetona, sob agitagao, conforme tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Proporgao acetona: resina de inclusao

Proporgao acetona: resina de Tempo de permanéncia
inclusao
3:1 1 hora
1:1 1hora
1:3 1 hora

Apos a ultima troca, o material foi colocado em resina para inclusao pura,
permanecendo em estufa a 37° C por uma hora. A seguir, o material foi colocado em
formas de inclusdo e preenchidas com resina permanecendo em estufa a 60° C por
72 horas. Foram obtidos cortes ultrafinos para observacdo em microscopio
eletrénico de transmissao, porém os cortes foram analisados em microscépio éptico
Nikon Eclipse E800. As imagens foram obtidas com o auxilio do software Image-Pro
Plus versao 4.5 (Media Cybernetics-EUA).

4.8 Tratamento in vivo durante sete dias

Os animais foram divididos em dois grupos, grupo controle e grupo que recebeu

a subfracédo Acetato de etila Ill, compostos por 10 animais cada grupo. Estes animais
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foram inoculados com 200 ul de células viaveis do melanoma B16F10 (1,5 x
10°/animal) por via subcutanea, na regigo lombar dorsal.

Apos 10 dias do desenvolvimento tumoral comegou-se o tratamento diario por
sete dias com a subfracdo Acetato de etila Ill, na concentracdo de 5mg/kg em um
volume final de 100 pl intratumoral, resultando em 7 doses no final do teste. O grupo
controle recebeu 100 ul de salina e tween 80 a 0,1% intratumoral, a mesma
concentracao que foi utilizada para a diluicao da subfracao.

Apds os sete dias de tratamento os animais foram eutanasiados pela
administracao intraperitoneal do anestésico Tiopental e a analise macroscoépica foi
realizada. Fragmentos de figado, baco, rim, pulm&o, coracédo, estdmago, intestino
delgado e sistema nervoso foram fixados em formol 10%, rotineiramente
processados e incluidos em parafina. Cortes de 5um de espessura foram obtidos
para confeccdo de laminas, e coradas em hematoxilina-eosina para analise

histopatologica.

49 Tratamento in vivo em dias alternados

Os animais foram divididos em dois grupos, grupo controle e grupo que recebeu
a subfracado Acetato de etila Ill, compostos por 10 animais cada grupo. Estes animais
foram inoculados com 200 ul de células viaveis do melanoma B16F10 (1,5 x
10°/animal) por via subcutanea, na regido lombar dorsal.

A regido onde foram inoculadas as células do melanoma foi depilada e
demarcada. Decorridos 48 horas da inoculacdo comecgou-se o tratamento em dias
alternados: a cada dois dias os animais recebiam tratamento intratumoral com a dose
padrao utilizada (5mg/kg), ao termino os animais receberam 7 doses da subfragéo
Acetato de etila lll.

Apos dezenove dias de tratamento em dias alternados, os animais foram
eutanasiados pela administracéo intraperitoneal de anestésico Tiopental e realizada a
analise macroscopica. Fragmentos de figado, bago, rim, pulm&o, coragéo, estbmago,
intestino delgado e sistema nervoso foram fixados em formol 10%, rotineiramente

processados e incluidos em parafina. Cortes de 5um de espessura foram obtidos
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para confecgdo de laminas, e coradas em hematoxilina-eosina para analise

histopatologica.

4.10 Tratamento precoce

Os animais foram divididos em dois grupos, grupo controle e grupo que recebeu
a subfracédo Acetato de etila Ill, compostos por 10 animais cada grupo. Estes animais
foram inoculados com 200 ul de células viaveis do melanoma B16F10 (1,5 x
10°/animal) por via subcutanea, na regido lombar dorsal.

Apds a inoculagdo esperou-se cinco minutos para a absor¢cao da suspensao
celular e no mesmo local da inoculagao foi aplicado o tratamento com a subfracéo
Acetato de etila lll (5mg/kg), os animais receberam dose Unica da subfracdo Acetato
de Etilalll.

Apos dezenove dias do tratamento, os animais foram eutanasiados pela
administragcao intraperitoneal de anestésico Tiopental e realizada a analise
macroscopica. Fragmentos de figado, baco, rim, pulmao, coracdo, estébmago,
intestino delgado e sistema nervoso foram fixados em formol 10%, rotineiramente
processados e incluidos em parafina. Cortes de 5um de espessura foram obtidos
para confeccdo de laminas, e coradas em hematoxilina-eosina para analise

histopatologica.

4 .11 Calculo do volume tumoral

Ao final de cada tratamento no dia da eutanasia dos animais o volume tumoral
foi mensurado com auxilio de um micrometro.

Para o calculo do volume tumoral utilizou-se a formula do volume da elipse,
segundo Biondi 2006
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V = L°C/6
V = volume em mm?®
L = largura do tumor tomada em seu maior eixo, em mm?>

C = comprimento do tumor tomando em seu maior eixo,

4 .12 Analise estatistica

Os dados obtidos dos experimentos foram avaliados com o teste estatistico de
analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 1% (p<0,0001),
utilizando-se o pos-teste e poés-teste Dunnett. para a identificacdo de possiveis
diferengas entre os grupos.



5 RESULTADOS

5.1 Rendimento dos extratos

A partir de 8, 319 Kg de partes aéreas flores e folhas de Vernonia scorpioides
foram obtidos 18 litros de extrato hidroalcéolico. Apds extracdo do alcool pelo rota-
evaporador foram obtidos 2 litros de extrato bruto ao qual foi submetido a particoes
liquido-liquido subsequentes, obtendo-se 136,489 de subfracdo diclorometano I,
83,82g de subfracéo diclorometano Il, e finalmente 10,51g de Acetato de etila Il

conforme figura 4.

18 litros

l DICLOROMETANOI 136,48 g

l DICLOROMETANO Il 83,82 g

ACETATO DE ETILATII
10.51a

Figura 4 — Fluxograma do rendimento das subfracdes

[ EXTRATO EM ETANOL BIDESTILADO ]

5.2 Ensaio de citotoxicidade

As células de melanoma murino B16F10 em cultura tém caracteristica
fibroblastdides, crescendo aderidas a superficie da garrafa de forma espraiada, e,

podendo crescer umas sobre as outras.
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5.2.1 Tratamento com a subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides por
24 horas.

As células foram tratadas com a subfracdo acetato de etila Ill nas

concentragdes de 1ug, 5 pg, 7 pug, 10 pg, 30 pg, 50 pg, 70 ug e 100 ug.

150 -

100 -

50 -

(%) crescimento celular

CT 1 5 7 10 30 50 70 100

concentragdo (ng/ml)

Figura 5 — Grafico do crescimento de células de melanoma B16F10 apds tratamento
por 24h com varias concentragcbes da subfragdo acetato etila Ill de
Vernonia scorpioides. Teste estatistico ANOVA (p<0,0001) e pos-teste
Dunnett. * p<0,01 representa o nivel de significAncia em relagdo ao
controle




Figura 6 — Cultivo de células B16F10 in vitro com exposi¢do a subfragdo acetato
de etila lll por 24 horas. (A) grupo controle com 0,1% de tween 80,
grupos tratados com subfracdo Acetato de etila Ill 1ug (B), 5ug (C), 7
Mg (D), 10ug (E), 30 ug (F), 50 ug (G) e 70 yg (H). Notar que as
alteragbes celulares comegam a ocorrer a partir do tratamento com
concentragdo de 5ug/ml, permanecendo o tratamento com 1ug/ml
semelhante ao controle. Em concentragcdes maiores pode-se observar
perda da morfologia celular normal, e aumento de debris celulares.
Objetiva 40x
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Ao término do tratamento de 24 horas todas as concentragdes apresentaram
ser significativamente diferentes do grupo controle conforme figura 5, as células do
grupo controle permaneceram vivas, mantinham-se em crescimento normal,
aderidas ao substrato bem esticadas mantendo aparéncia brilhosa, permaneciam
coesas, formando um tapete de células sem muitos espacos entre uma e outra
conforme figura 6 (A), o grupo que recebeu 1ug da subfragdo apresentou quantidade
de células vivas diferentes quando comparadas aos grupos controle, conforme
figura 5 e figura 6 (B), Os grupos que receberam tratamentos de 5ug, 7ug, 10ug,
25ug, 50ug e 70ug, apresentaram as mesmas caracteristicas ndo ocorrendo
crescimento celular, as células estavam todas mortas, com suas membranas

prejudicadas e varios restos celulares no meio conforme figura 6 (C), (D), (E), (F),
(G), (H).

5.2.2 Tratamento com a subfracdo acetato etila lll de Vernonia scorpioides por 48

horas

As células foram tratadas com a subfracdo acetato de etila Il nas

concentragdes de 1ug, 5 ug, 7 ug, 10 ug, 30 pg, 50 ug, 70 pg e 100 ug.
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Figura 7 - Grafico do crescimento de células de melanoma B16F10 apds
tratamento por 48h com varias concentracbes da subfracao acetato
de etila Il de Vernonia scorpioides. Teste estatistico ANOVA
(p<0,0001) e pos-teste Dunnett. * p<0,01 representa o nivel de
significancia em relacdo ao controle
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Figura 8 — Cultivo de células B16F10 in vitro com exposi¢cdo a subfracdo acetato de
etila 1l por 48 horas. (A) grupo controle com 0,1% de tween 80, grupos
tratados com subfracao Acetato de etila Ill 1ug (B), S5ug (C), 7 pg (D), 10ug
(E), 30 pg (F), 50 pg (G) e 100 pg (H). Notar que as alteragbes celulares
comegam a ocorrer a partir do tratamento com concentragdo de 5ug/ml,
permanecendo o tratamento com 1ug/ml semelhante ao controle. Em
concentragdes maiores pode-se observar perda da morfologia celular
normal, e aumento de debris celulares. Objetiva 20x.

Na figura 7 se analisa que ao término do tratamento de 48 horas todas as
concentragdes apresentaram serem significativamente diferentes do grupo controle,
as células do grupo controle permaneceram vivas, mantinham-se em crescimento
normal, aderidas ao substrato bem esticadas mantendo aparéncia brilhosa,
permaneciam coesas, formando um tapete de células sem muitos espacos entre
uma e outra conforme figura 8 (A), o grupo que recebeu 1ug da subfragao
apresentou quantidade de células vivas diferentes quando comparadas aos grupos
controle, a densidade celular reduzida quando comparada ao grupo controle,
conforme visto nas figuras 7 e 8 (B), Os grupos que receberam tratamentos de 5ug,
7ug, 10ug, 25ug, 50ug e 100pg, continham as mesmas caracteristicas nao
ocorrendo crescimento celular, se verifica a elevada toxicidade, onde as células néo
estavam aderidas ao substrato, contraidas, o meio apresenta muitos restos
celulares, demonstrando morte celular devido a alta toxicidade do subfragao acetato

de etila Ill de Vernonia scorpioides, conforme visto figura 8 (C), (D), (E), (F), (G) e

(H).
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5.2.3 Tratamento com a subfragdo acetato etila Il de Vernonia scorpioides por 72

horas

As células foram tratadas com a subfracdo acetato de etila Ill nas

concentragdes de 1ug, 5 ug, 7 ug, 10 ug, 30 pg, 50 pg, 70 ug e 100 pg.
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Figura 9 - Grafico do crescimento de células de melanoma B16F10 apds tratamento
por 72h com varias concentracdes da subfracdo acetato etila Il de
Vernonia scorpioides. Teste estatistico ANOVA (p<0,0001) e pés-teste
Dunnett. * p<0,01 representa o nivel de significAncia em relagdo ao
controle



Figura 10 — Cultivo de células B16F10 in vitro com exposi¢cao a subfragdo acetato de
etila 1l por 72 horas. (A) grupo controle com 0,1% de tween 80, grupos
tratados com subfragcéo aceteto de etila Ill 1ug (B), 5ug (C), 7 ug (D), 10ug
(E) e 100 ug (F). Notar que as alteragbes celulares comegam a ocorrer a
partir do tratamento com concentragdo de 5ug/ml, permanecendo o
tratamento com 1ug/ml semelhante ao controle. Em concentracbes
maiores pode-se observar perda da morfologia celular normal, € aumento
de debris celulares. Objetiva 20x
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A figura 9 mostra que apds exposicao das células a subfragao acetato de etila
[l de Vernonia scorpioides por um periodo de 72 horas, ocorreu o0 crescimento
normal do grupo controle conforme figura 10 (A), o grupo exposto a concentragao
1ug ndo apresentou um crescimento celular elevado mantendo viva as células ja
existentes, demonstrando citotoxicidade muito leve nas células conforme figura 10
(B). As concentragbes de 5ug, 7ug, 10ug, 25ug, 50ug, 70ug € 100ug mostraram
elevada toxicidade, onde as células n&o estavam aderidas ao substrato, se
apresentavam contraidas, o meio apresenta muitos restos celulares, causando
morte celular devido a alta toxicidade do subfragcdo acetato Il de Vernonia

scorpioides conforme figura 10 (C), (D), (E) e (F) se pode ver as concentragdes de

Sug, 7ug, 10ug e 100ug.

5.2.4 Tratamento com a subfracéo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides por 96

horas.

As células foram tratadas com a subfracdo acetato de etila Ill nas

concentragdes de 1ug, 5 ug, 7 ug, 10 ug, 30 ug, 50 ug, 70 pg e 100 ug.
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Figura 11 - Grafico do crescimento de células de melanoma B16F10 apds tratamento
por 96h com varias concentracbes da subfracdo acetato de etila Il de
Vernonia scorpioides. Teste estatistico ANOVA (p<0,0001) e péds-teste
Dunnett. * p<0,01 representa o nivel de significAncia em relagdo ao
controle
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Figura 12 — Cultivo de células B16F10 in vitro com exposi¢cdo a subfragao acetato de
etila Ill por 96 horas. (A) grupo controle com 0,1% de tween 80, grupos
tratados com subfragdo acetato de etila Ill 1ug (B), 5ug (C), 7 ug (D),
10ug (E), 30 pg (F), 50 pg (G), 70 pg(H) e 100 pg(l). Notar que as
alteracdes celulares comegam a ocorrer a partir do tratamento com
concentracdo de 5pug/ml, permanecendo o tratamento com 1pg/mi
semelhante ao controle. Em concentragcdes maiores pode-se observar
perda da morfologia celular normal, e aumento de debris celulares.
Objetiva 20x

Apods as 96 horas de exposi¢ao das células a subfragcao acetato de etila Ill de
Vernonia scorpioides (figura 11) todas as concentragbes apresentaram ser
significativamente diferentes do grupo controle, as células do grupo controle
permaneceram vivas, mantinham-se em crescimento normal, aderidas ao substrato
bem esticadas mantendo aparéncia brilhosa, permaneciam coesas, formando um
tapete de células sem muitos espacos entre uma e outra, aglomerados celulares
(Figura 12 (A)), o grupo de 1ug/ml apresentou crescimento celular, porém menor a
densidade celular também esta reduzida em comparacéo ao grupo controle (Figura
11 e figura 12 (B)), as concentra¢des de 5ug, 7ug, 10ug, 25ug, 50ug, 70ug e 100ug
mostraram elevada toxicidade, onde as células ndo estavam aderidas ao substrato,
apresentavam-se contraidas, muitos restos celulares no meio, demonstrando morte
celular devido a alta toxicidade do subfracido acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides. Figura 12 (C), (D), (E), (F), (G), (H) e (I).
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5.2.5 Densidade optica dos tratamentos com a subfragdo acetato de etila Il de

Vernonia scorpioides ao longo do tempo

0.4+
I I CT
03l I Tug/mi
ug/mi
o I 7ug/ml
Q 0.24 E= 10ug/mi
(1111 30ug/ml
0.1 50ug/ml
H 70ug/mi
0.0 —,—— e — e EEEEE 100ug/ml

24.0 48.0 72.0 96.0
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Figura 13 — Densidade optica de células B16F10 tratadas com diversas concentragdes da
subfracido acetato de etila lll de Vernonia scorpioides por 24, 48, 72 e 96 horas.
Em 96 horas observa-se um aumento da densidade optica da concentragéo de
1ug/ml um indicativo de aumento da proliferagcéo celular.

Como se pode observar na figura 13, um comparativo da densidade 6ptica do
ensaio de citotoxicidade entre diferentes horas de tratamento 24, 48, 72 e 96 horas,
as células tratadas com a concentragdo de 1ug/ml permaneceram no mesmo nivel
de crescimento, porém menores quando comparadas ao grupo controle, nota-se
uma diferenga do crescimento entre 72 e 96 horas de tratamento, apesar de ter
ocorrido morte celular as células continuaram em proliferacdo aumentando a

quantidade de células .

5. 4 Deteccdo de morte celular - Laranja de acridina e brometo de etidio

Para verificar a possibilidade de morte celular, a técnica de laranja de acridina/
brometo de etidio foi realizada. Sendo a laranja de acridina um corante vital, corando

as células vivas em verde. As células mortas sdo coradas pelo brometo de etidio em
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vermelho, que sé penetra em células com alteracdo de permeabilidade celular
(SPECTOR, 1998).

Para determinar se ocorre morte celular logo no inicio do tratamento, o teste foi
realizado nos seguintes tempos: 1, 6, 12 e 24 horas. As concentragdes utilizadas
foram 1, 5, 25 e 50 yg/ml da subfragao acetato de etila Il de Vernonia scorpioides.

Pode-se observar na figura 14 que apdés uma hora de exposicao, o tratamento
com 1ug/ml ndo produziu efeitos evidentes em relacdo ao grupo controle (figura
14(C), (A) e (B). No tratamento com 5 pg/ml, as diferengas em relagdo ao grupo
controle comegam a surgir, com presencga de células mortas adjacentes as células
vivas (figura 14 (D)). O tratamento com concentragdes mais altas (25 e 50 ug/ml)
resultou em maior numero de células mortas e células com alteragdes morfolégicas
em membrana citoplasmatica figura 14 (E) e (F).

Apods 6 horas de exposicao a subfracao acetato de etila lll, é possivel observar
um evidente efeito citotoxico na concentracdo mais baixa de 1 pug/ml. Nota-se um
aumento de células mortas, alteragbes morfoldégicas nas células (células
arredondadas) e redugdo da densidade celular em relagdo ao controle (figura 15
(C)). Os tratamentos com concentragdes maiores (5, 25 e 50 pg/ml) provocaram
morte de todas as células (figura 15 (D), (E) e (F)).

Com 12 e 24 horas de exposi¢ao, o padrao de resposta ao tratamento se
mantém semelhante ao tempo de 6 horas, ou seja, o tratamento com 1 pug/ml
apresenta células mortas, densidade celular diminuida e persiste a alteracdo
morfoldgica (figura 16(C) e 17(C)). Nas concentragdes maiores (5, 25 e 50 ug/ml) as
células estdo todas mortas. Figuras 16 (D, Ee F) e 17(D, E e F)).



Figura 14 — Detecgdo de morte celular por fluorescéncia utilizando a técnica da
laranja de acridina/brometo de etidio. As células foram expostas por 1
hora a subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides. (A)
controle; (B) controle com 0,1% tween; (C) tratamento de 1 ug/ml; (D)
tratamento de 5 pg/ml. Pode-se notar a presenca de células mortas;
Os tratamentos de 25 pg/ml (E) e de 50 ug/ml (F) apresentam grupos
de células mortas e alteracdes na morfologia celular. Objetiva de 10x
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Figura 15 — Deteccao de morte celular por fluorescéncia utilizando a técnica da
laranja de acridina/brometo de etidio. As células foram expostas por 6
horas a subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides. (A)
controle; (B) controle com 0,1% tween; (C) tratamento de 1 pg/ml.
Observar a presenca de células mortas e alteracdo de morfologia
celular; Os tratamentos de 5 pyg/ml (D), 25 pg/ml (E) e de 50 pg/ml (F)
provocaram morte de todas as células. Objetiva de 10x
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Figura 16 — Deteccdo de morte celular por fluorescéncia utilizando a técnica da
laranja de acridina/brometo de etidio. As células foram expostas por
12 horas a subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides. (A)
controle; (B) controle com 0,1% tween; (C) tratamento de 1 ug/ml.
Observar a reducao da densidade celular, presenca de células mortas
e alteragdo de morfologia celular; Os tratamentos de 5 ug/ml (D), 25
pug/ml (E) e de 50 pg/ml (F) provocaram morte de todas as células.
Objetiva de 10x
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Figura 17 — Detecgdo de morte celular por fluorescéncia utilizando a técnica da
laranja de acridina/brometo de etidio. As células foram expostas por 24
horas a subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides. (A)
controle; (B) controle com 0,1% tween; (C) tratamento de 1 pg/ml.
Observar que as células mantém a morfologia alterada, ha presenca de
células mortas e nimero reduzido de células vivas; Os tratamentos de 5
pug/ml (D), 25 pg/ml (E) e de 50 pg/ml (F) provocaram morte de todas as
células. Objetiva de 10x
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5. 5 Verificagao de alteragées morfologicas

As células B16F10 do grupo controle que nao foram submetidas ao tratamento
com a subfracédo acetato Ill de Vernonia scorpioides as células permaneciam vivas,
apresentavam a carioteca e cromatina bem preservadas, nucleos bem delimitados
algumas células ja em processo de divisdo celular, presengca de pequeno
corpusculos residuais, porém insignificantes (Figura 19 (A) e (B)).

As células B16F10 apds 12 horas de exposi¢ao a subfracdo acetato de etila Ill,
€ possivel observar um evidente efeito citotdoxico nas concentragdes de 5ug/ml e
30ug/ml. Nota-se um desarranjo celular, células mortas, alteragbes morfologicas nas
estruturas das células, a membrana plasmatica ja se apresenta danificada com
rupturas e muitos debris celulares (Figura 19 (B) e (C)).

Com 24 horas de exposicdo, o padrdo de resposta ao tratamento e mantém
semelhante ao de 12 horas, mostrando evidente um quadro de morte celular,

apresentando mais restos celulares no meio (Figura 19 (E) e (F)).
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Figura 19 - Corte ultra fino do cultivo de células B16F10 in vitro com exposi¢cao a subfragcao
acetato de etila. (A) grupo controle em exposi¢do ao tratamento por 12 horas,
(B) grupo controle em exposi¢ao ao tratamento por 24 horas, (C) tratamento de
5 pyg/ml em exposigéo por 12 horas, (D) tratamento de 30 ug/ml em exposigcao
por 12 horas, (E) tratamento de 5 pg/ml em exposicao por 24 horas e (F)
tratamento de 30 ug/ml em exposigao por 24 horas. Notar que as alteracdes ja
comecgam a ocorrer logo nas primeiras 12 horas de tratamento.
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5. 6 Avaliacdo macroscopica dos camundongo

A avaliagdo macroscopica foi realizada em todos os grupos durante os

experimentos.

5.6.1 Tratamento 7 dias

Grupo controle — os animais exibiam lesbes cutaneas, ulcero necraticas,
nodulares, por vezes confluentes, de coloracdo enegrecida. Eram extensas,
medindo até 8 cm de extensao figura 19. A necropsia dos érgaos internos revelou
baco de forma preservada e volume aumentado em todos os animais, em media de
25 cm; tinham superficie vinhosa, homogénea e brilhante. Os demais o6rgaos
exibiram numero, topografia e distribuicdo habituais.

Animais tratados — apds a inoculacao das células neoplasicas, esperou-se por
aproximadamente 10 dias para o inicio do tratamento, periodo em que a neoplasia
cutanea era macroscopicamente aparente medindo em média 2 cm de extensao
figura 20. No final do tratamento as lesbes demonstraram ulceras profundas, de
fundo enegrecido e bordos elevados nos locais de inoculagdo da subfragdo. Os

orgaos internos revelaram o mesmo padrao do grupo controle.

e X

Figura 19 — Animal grupo controle Figura 20 — Animal apés 7 dias de tratamento
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5.6.2 Tratamento dias alternados e tratamento precoce

Grupo controle — os animais exibiam alteragées cutaneas e nos o6rgaos
internos de padrao semelhante ao grupo controle previamente descrito. O tamanho

esplénico se correlacionava com a extensado da neoplasia cuténea.

Animais tratados em dias alternados — dois dias apds a inoculagdo das
células neoplasicas iniciou-se o tratamento em dias alternados. Os camundongos
nao exibiam lesGes macroscopicas no inicio do tratamento. Durante o periodo de

estudo desenvolveram pequenos nddulos sem ulceragéo (Figura 21).

Animais com tratamento precoce - apés inoculagédo de células de melanoma
B16F10 foi inoculado a subfracdo Acetato de etila Ill, observando-se que alguns
camundongos desenvolveram pequenos nodulos cutaneos e outros né&o
apresentaram lesées macroscopicas. O exame dos 6rgaos internos nao apresentou

alteragdes significativas exceto pelo bago que tinha pequeno aumento (Figura 22).

Figura 21 — Animal apds tratamento Figura 22 — Animal apds tratamento
dias alternados. precoce.
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5.7 Avaliacdo microscopica dos 6rgaos camundongos C57BL/6

Apds os tratamentos os animais foram eutanasiados e cortes 5um de
espessura foram obtidos para confeccdo de laminas, e coradas em hematoxilina-
eosina para analise histopatologica.

Conforme a figura 23 se pode visualizar a diferenga entre o bago dos animais
normais que nao foram submetidos a células tumorais e ao tratamento com a
subfracado acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides e o bago de um animal do

grupo controle com tumor.

Jrmim

Figura 23 — Comparativo entre baco normal figura (B) bago de camundongo C57BL/6
nao submetido ao estudo, obtido a partir do arquivo do biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), (sem tumor e sem
tratamento). Forma alongada com boa delimitacdo entre a polpa branca e
a polpa vermelha, e bago de animal do grupo controle figura (A) corte
histolégico do bago mostrando pobre delimitagao entre a polpa vermelha e
branca



Figura 24 - Baco de camundongo C57BL/6 ndo submetido ao estudo, obtido a partir do
arquivo do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), (sem
tumor e sem tratamento). No extremo direito do campo pequeno segmento
de capsula explenica. (HE, objetiva 4X)
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Figura 25 - Bago de camundongo C57BL/6 nao submetido ao estudo, obtido a partir do
arquivo do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-
USP), (sem tumor e sem tratamento)polpa vermelha contendo células
hematopoeticas, com megacariocitos. Em proporcédo de 0-2/CGA (HE,
objetiva 20X)

5.7.1 Tratamento sete dias

Grupo controle — cortes histoldgicos realizados nas lesées tumorais cutaneas
evidenciaram extensa neoplasia nodular, sdélida, com focos de necrose e
hemorragia. A superficie cutanea exibiu necrose epidérmica com ulceragao
recobertas por crosta fibrino-neutrofilica-necrética com evicencias de acao
bacteriana. As células neoplasicas sdo pouco coesas, poligonais, volumosas com
nucleos arredondados e centrais e nucléolos eosinofilicos conspicuos. Os
citoplasmas s&o eosinofilicos com moderada a intensa pigmentacdo melénica.
Presenga de numerosas figuras de mitose, tipicas e atipicas. Taxa mitéticas:
4/CGA.(campo de grande aumento), (figura 28). Nao se observa infiltrado

inflamatorio.
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Baco — tamanho aumentado (figura 23 A), constituido por palpa branca pouco
evidente e acentuada expansao da polpa vermelha (Figura 26) com infiltragcao difusa
dos sinusoides por células de linhagem linféide maduras e imaturas ao lado de
numerosos megacariocitos figura 27 (Média de 7/CGA), quando comparado ao
baco normal figuras 24 e 25. Nao se evidenciaram células neoplasicas. Os bagos
tiveram aumento volumétrico proporcional ao volume da tumoragao cutanea.

Os demais 6rgaos examinados nao mostraram alteragbes microscépicas e

estavam livres de infiltragao neoplasicas

Figura 26 - Grupo controle, corte histolégico do bago mostrando pequeno nédulo da polpa
branca com artéria centro folicular e acentuada expansao da polpa vermelha
devido a presenga de numerosas células linféides (HE, objetiva 4X).
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Figura 27 - Grupo controle, bago mostrando numerosos megacariécitos em
proporgao de 5-7/CGA (HE, 20X)
w . -t

Figura 28 - Grupo controle, neoplasia constituida por células pouco coesas, poligonais
volumosas com nucléolos evidentes, figuras de mitose e pigmento castanho
citoplasmatico. (HE, 40X).
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Animais tratados — as neoplasias cutédneas continuaram viaveis com nodulos
solidos de células neoplasicas. Associaram-se extensas areas de necrose tumoral
extensa (figura 29), e em alguns casos, exsudato neutrofilico com formagédo de
microabscessos. Um dos camundongos, cujo crescimento tumoral foi menor, exibiu
em um corte histoldgico, necrose total das células neoplasicas. Foram substituidas
por material amorfo eosinofilico com grande quantidade de pigmento melanico figura
30.

Figado amplamente amostrado em todos os animais demonstrou a arquitetura
histolégica preservada, sendo constituido por hepatdécitos sem sinais de esteatose
ou de injuria téxica, figura 32.

Rim constituido por glomérulos e tubulos preservados e sem sinais de
toxicidade, figura 31.

Bagco manteve o mesmo padrdo lesional descrito nos animais do grupo
controle.

Demais 6rgaos sem alteragdes significativas.

3. MR
e

L.

Figura 29 - Tratamento 7 dias, corte histolégico realizados na neoplasia cutédnea evidenciam
extensas areas de necrose (HE, objetiva 4X)
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Figura 30 - Tratamento 7 dias, corte de pele mostrando remanescente de neoplasia
extensamente necrética com pigmento melanico (HE, objetiva 4X)

Figura 31 - Tratamento 7 dias, rim, corte histolégico de rim mostrando glomérulos e tubolos
sem alteracao (HE, objetiva 20X)
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Figura 32 - Tratamento 7 dias, corte histolégico de figado evidencia veia centro lobular,
trabéculas de hepatécitos permeadas por sinusoides e espago porta contendo

a triade portal mostrando estrutura histolégica preservada (HE, objetiva 10x)

5.7.2 Tratamento dias alternados e tratamento precoce

Grupo controle — as lesdes cutdneas e nos 6rgao internos tem padrao
semelhante ao grupo controle previamente descrito. A lesdo microscépica esplénica
foi mais intensa nos casos em que houve maior crescimento tumoral cutaneo.

Tratamento dias alternados — todos os camundongos exibiam neoplasia
cutanea viavel que formava pequenos nodulos ao lado de necrose de padrao focal
ou geografica.

Os bagos apresentavam alargamento da polpa branca com infiltragado linfoide
da polpa vermelha de leve a moderada intensidade conforme visto na figura 33.

Os demais 6rgaos nao exibiram alteragdes significativas.
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Tratamento precoce — as alteragdes foram semelhante as descritas para o
tratamento em dias alternados. Nenhum dos animais exibia neoplasia com ulceragao

€ necrose epidérmica.

Figura 33 - Tratamento dias alternados, corte histoldégico de bagco mostrando lesdo em fase
inicial com infiltragdo da polpa vermelha por células linféides (HE, objetiva de
4X)
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5.7.3 Volume tumoral
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Figura 34 — Grafico do volume tumoral em camundongos C57BL6 inoculados com
melanoma B16F10 apds diferentes tratamentos com 5mg/kg da subfracao
acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides. Teste estatistico ANOVA
(p<0,0001) e pos-teste Dunnett. * p<0,01 representa o nivel de significancia
em relacao ao controle

Ao término de realizado todos os experimentos in vivo um estudo comparativo
entre os tratamentos foi analisado conforme figura 34, onde se observa que o grupo
controle apresentou o volume tumoral superior a todos os tratamentos, quando os
animais receberam tratamento de 7 dias e precoce o resultado dos volumes
tumorais foi semelhante. Quando os animais receberam tratamento a cada dois dias
logo apds 48 horas da inoculagdo das células tumorais o volume final do tumor
reduziu significantemente em relagédo aos outros grupos principalmente ao grupo

controle, mostrando-se ser o tratamento mais eficaz.



6 DISCUSSAO

Melanoma € um dos tumores mais agressivos e que frequentemente apresenta
quimioresisténcia as drogas comumente utilizadas. Muitos agentes quimioterapicos
tém como mecanismos de acao bloquear o ciclo celular, ndo causando a morte
celular por apoptose. A procura por novos tratamentos quimioterapicos para esse
tumor tem sido de grande importancia (ROZENBLAT et al., 2008).

Nos tumores, a resisténcia as drogas € principalmente atribuida para o
improvavel reparo do DNA, provocando defeitos nos processos apoptoéticos
(ROZENBLAT et al., 2008).

O estudo com plantas medicinais cada vez mais esta mostrando grandes
descobertas de novos farmacos. Os produtos naturais sdo de extrema importancia
para a busca de novos agentes quimioterapicos. Na oncologia existem varios
quimioterapicos oriundos de plantas, porém o trabalho com plantas € muito
complexo devido a grande variedade de constituintes quimicos (CHANG, 2000).

A planta do género Vernonia vem sendo estudada por varios pesquisadores,
possuindo mais de 1000 espécies. Estima-se que 20% dessas espécies encontram-
se no Brasil (LOPES, 1991).

O género Vernonia pertence as Asteraceae (Compositae), familia de plantas
que produzem um composto caracteristico, as lactonas sesquiterpénicas, com
diversas atividades biolégicas ja documentadas (PICMAN, 1986; KRISHNA-KUMARI
et al.,, 2003). Diferentes espécies de Vernonia sado relatadas na literatura por
possuirem diversos efeitos bioldgicos: a infusdo de folhas de V. canescens é usada
para impedir hemorragia e diminuir a inflamagdo; V. deppeana é administrada
oralmente para diminuir dor estomacal; V. leiocarpa é usada contra a asma; V.
patens é utilizada como vermifugo (LANS et al., 2001) e V. cinerea como
antibacteriano (GUPTA et al., 1993). Estas propriedades antifungicas,
antibacterianas, citotoxicas e antitumorais sao atribuidas a presenca das lactonas
sesquiterpénicas (KUMARI, 2003).

As drogas anticancer existentes comercialmente apresentam limitagcbes
terapéuticas. Muitos pesquisadores tém direcionado seus estudos para a geragao de
um unico composto com caracteristicas biolégicas diferentes da atividade
antiproliferativa da maioria dos quimioterapicos utilizados atualmente. Apesar de

muitas dessas drogas estudadas serem efetivas no tratamento de cénceres em
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humanos, estudos em torno do entendimento de seus mecanismos terapéuticos e
citotoxicos tem sido extensivamente realizados, na busca de modificagdes
farmacologicas que permitam que certas drogas oferegam maior protegdo contra a
toxicidade dos tecidos normais sem comprometer a atividade antitumoral do
medicamento (INDAP; AMBAYE, 1991).

O extrato bruto alcodlico da planta Vernonia scorpioides & aplicado sobre
ulceras de membros inferiores em idosos no Centro de ldosos de ltajai. Sua agao
em lesbes da derme foi estudada experimentalmente em cobaias (LEITE et al.,
2002), mostrando que na fase de cicatrizagdo, as lesbes tratadas com o extrato
eram mais fibrosadas. Juntamente foi mostrado um efeito citotoxico deste extrato na
fase aguda de lesbes cuténeas provocadas em camundongos (DALAZEN et al.,
2005).

Atualmente ja se sabe que as subfragdes de Vernonia scorpioides e outras
plantas da familia Asteraceae contém lactonas sesquiterpénicas. Muitos sao os
estudos comprovando a atividade antitumoral destas moléculas, tanto in vitro com in
vivo (KHALIL et al., 2005; SWEENEY et al., 2005; BUSKUHL, 2007).

O mecanismo de agao antitumoral mais atual das lactonas sesquiterpénicas € a
inibicdo do Fator Nuclear kappa B (NF-kappa B), responsavel pela ativagdo de
diversos genes, inclusive os genes responsaveis pela multiplicagdo celular e pela
apoptose (MULLER et al., 2004). Algumas lactonas sesquiterpénicas contém uma
estrutura funcional em comum (a-metileno-y lactona) que é a responsavel por
interferir na via de sinalizacdo do NF-kappaB e nas proteinas MAPK (Proteinas
Kinases Mitogénicas Ativadas) indutoras de mitose (ZHANG et al., 2005). Lactonas
sesquiterpénicas modificadas em laboratério tém sido testadas in vitro contra uma
série de células tumorais, sendo que algumas apresentam atividade antitumoral e
outras ndo (QUINTERO et al., 1999).

Varios trabalhos encontrados na literatura referentes ao género Vernonia
(Asteraceae) mostraram as atividades referentes a esse género de plantas
(DALAZEN et al., 2005).

Lactonas sesquiterpénicas foram isoladas de Inula viscosa (Compositae) e sua
atividade citotoxica foi demonstrada, inibindo a fase do ciclo celular em Gy/M
causando morte celular por apoptose, lactonas sesquiterpénicas podem estar
representando um potente agente quimioterapéutico contra neoplasias que

apresentam quimioresisténcias as drogas existentes (ROSENBLAT et al., 2008).
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Alguns relatos demonstram a citotoxicidade das lactonas sesquiterpénicas.
Chem et al., (2007) verificaram a citotoxicidade de lactonas em células tumorais HT-
29 com 60% de diminuigdo das células, A2058 e HepG2 com quase 100% de
diminuicao das células.

Estudos mostram que varios tipos de lactonas sesquiterpénicas apresentaram
resultados extremamente citotoxicos para os tipos celulares Hela, Jukart T e PBMCs
(HILMI et al., 2003). Lactonas de Inua helenium foram isoladas e demonstraram
possuir agao citotoxica para os tipos celulares Hela, B16F10 e MK-1(KONISHI et al.,
2002).

Recentemente, um estudo isolou lactonas sesquiterpénicas de Calea Urticifolia,
conhecida por possuir quantidade abundante em lactonas sesquiterpénicas. Este
estudo mostrou os efeitos inibitérios dessas lactonas no melanoma em
camundongos C57B16, induzindo as células neoplasicas a apoptose (OHGUCHI et
al.,, 2009). Pesquisadores observaram interessantes atividades bioldgicas de
lactonas sesquiterpénicas em algumas linhagens de células tumorais, dentre elas a
indugao de apoptose (UMEMURA et al., 2008).

A subfragcado acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides foi escolhida para ser
estudada neste trabalho devido a sua alta atividade contra o tumor ascitico de Erlich,
avaliada em estudos prévios com camundongos Swiss. No processo de particdo do
extrato bruto de Vernonia scorpioides até a chegada a subfragdo acetato de etila lll,
todas as fracdes intermediarias foram testadas em tumor ascitico de Erlich por um
periodo de sete dias de tratamento. Ao final deste periodo, apds lavagem do
peritdnio foi feita a contagem de células. As fragdes que produziam remissao total do
tumor ascitico eram submetidas a nova particao, a fim de se obter fragdes cada vez
mais purificadas. Na fase lll, a subfragdo que produziu morte celular total de células
tumorais asciticas foi a acetato de etila Ill. Por esta razdo partimos para um estudo
mais aprofundado focando em sua agdo antitumoral, agora com células de
melanoma murino B16F10.

Do extrato de Vernonia scorpioides que originou a subfragdo acetato de etila Il
foi feita a particdo de varias subfragdes até purificacdo de lactonas sesquiterpénicas
que serdo estudadas posteriormente. Porém algumas lactonas dessa particdo do
extrato ja foram estudadas: a lactona sesquiterpénica do tipo hirsutinolideo e
glaucolides foram isoladas a partir da subfragado etanol | de Vernonia scorpioides e

testada nas linhagens celulares L929, B16F10 e Hela, mostrando uma citotoxicidade
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direta sobre essas células. O hirsutinolideo teve a necrose como principal
mecanismo de morte celular para as células B16F10, L929, assim como para as
células Hela, apesar de ser observado apoptose em pequeno numero de células
(BUSKUHL, 2007).

As acdes quimiopreventivas e terapéuticas da subfracdo acetato de etila Ill da
planta Vernonia scorpioides foram avaliadas neste estudo em dois modelos
experimentais. Primeiramente foi avaliado seu efeito sobre células de melanoma
murino B16F10 em cultura submetidas a exposicdo de varias concentracbes da
subfracdo acetato de etila lll por periodos de 24, 48, 72 e 96 horas. Posteriormente,
utilizou-se 0 modelo in vivo para tratamento intratumoral em camundongos C57BL/6
portadores de melanoma. Foram realizados trés tipos de tratamento intratumoral.

Para realizar os experimentos in vitro e in vivo, usou-se como solvente para o
processo de solubilizacdo da subfracdo acetato de etila Il solugdo salina 0,9%
acrescida de tween 80 (0,1%). A subfragdo acetato de etila Ill & constituida de
compostos vegetais que possuem caracteristica gordurosa. O tween 80 mostrou boa
eficacia em solubilizar a subfracdo sem comprometimento da viabilidade celular,
comprovado nos grupos controle tratados com salina e tween 80 a 0,1%. As células
do grupo controle com tween permaneceram viaveis, com crescimento caracteristico
da linhagem, apresentando morfologia fibroblastéide tipica desta linhagem celular,
bem aderidas ao substrato, coesas formando um tapete de células (Figuras 6 (A), 8
(A), 10 (A), 12(A)).

Os ensaios de citotoxicidade mostraram um efeito do tipo dose-resposta,
podendo se observar que a inibicdo de crescimento se inicia com 1 pg/ml.

O tratamento com 1 pg/ml nos tempos testados mostra reducéo de crescimento
em relacdo ao controle estatisticamente significativo. Pode-se observar menor
densidade celular, porém as células mantém o crescimento. As células tratadas com
esta concentragdo ndo demonstram grandes alteragdes em sua morfologia, como
pbde ser observado pelas imagens (Figuras 6(B), 8(B), 10(B) e 12(B)). Porém entre
72 horas e 96 horas ocorre um aumento do numero de células, as células que
permaneceram vivas comeg¢am a multiplicar-se (Figura 13), o que pode estar
relacionado a perda da agao citotdxica da subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides.

As concentragdes de 5ug, 7ug, 10ug, 25ug, 50ug, 70pg e 100pg mostraram

elevada toxicidade nos diferentes tempos de tratamento. Nestas concentragdes
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houve morte de praticamente todas as células. As imagens mostram células
arredondadas, com perda da vitalidade e elevada quantidade de debris celulares
(Figuras 6 (C), (D), (E), (F), (G) e (H), 8 (C), (D), (E), (F), (G) e (H), 10 (C), (D), (E) e
(F) e 12 (C), (D), (E), (F), (G), (H) e (I)).

A coloragao por brometo de etidio e laranja de acridina possibilita identificar em
vermelho (brometo de etidio) as células mortas necréticas ou em apoptose tardia
penetrando naquelas células em que o mecanismo de controle da permeabilidade
celular esta comprometido. As células apoptdticas apresentam os sinais
caracteristicos apoptose, condensagdo e marginalizagdo da cromatina nuclear,
fragmentacao do DNA, vacuolizagéo citoplasmatica e lise celular. Em verde (laranja
de acridina) as células vivas apresentam o nucleo amarelo-esverdeado, podendo
ainda identificar a presenca de figuras de apoptose pela analise morfolégica do
nucleo celular e coloragdo que as células adquirem (SPECTOR, 1998; BORTNER,;
CIDLOWSKI, 2002).

Com o decorrer do tempo de exposi¢ao das células ao extrato observa-se o
efeito toxico da subfragdo frente as células B16F10. A concentracdo de 1 pg/mi
demonstra uma possivel interferéncia no crescimento celular, com o passar das
horas células mortas eram visualizadas, os aspectos morfolégicos estavam
diferentes as células do controle, as que permaneceram vivas nao apresentavam a
membrana esticada, estavam arredondadas, as mortas mostraram-se adjacentes
umas as outras, formando blocos de célula, mostrando uma sensibilidade maior das
células ao tratamento. As concentragcbes de 5 ug, 25 pg e 50 pg foram
extremamente toéxicas, ao final do experimento apdés 24 horas de tratamento nao
apresentaram células vivas.

O uso da metodologia relativa a microscopia eletrénica revela alteragdes
profundas no citoplasma e nucleo celular de células tratadas com a subfragao
acetato de etila Ill, com o comprometimento das estruturas celulares relativas as
organelas e estrutura nuclear. As células B16F10 do grupo controle e controle com
0,1% de tween apresentaram a carioteca e cromatina bem preservadas, presenca

de pequenos corpusculos residuais, porém insignificantes.

Apos 12 horas do inicio do tratamento, muitas células mortas podiam ser

observadas, 24 horas apo6s muitos debris celulares e células mortas. As células
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submetidas ao tratamento de 30 pg/ml apresentaram caracteristicas semelhantes ao
tratamento de 5 pg, porém ja no inicio verificava-se uma maior citotoxicidade nas
células. Todo esse processo de morte celular pode estar ocorrendo através de
apoptose. Conforme a literatura, varios autores identificaram o efeito das lactonas
sesquiterpénicas em varias linhagens de células tumorais interferindo na progresséao
do ciclo celular e induzindo a morte celular por apoptose. (SONG et al., 2005; CHEN
etal. 2006; TABOPTA et.al.2007; CHANG-LONG et al.,, 2008; ANDERSON
et.al.2008; ROZENBLAT et.al. 2008).

A morte celular pode estar ocorrendo por varios motivos. Agentes quimicos e
drogas provocam lesbes que podem ser diretamente ou pela alteragdo da
homeostasia eletrolitica. Neste grupo encontram-se as substancias citotoxicas, como
por exemplo, as drogas antitumorais (ROBBINS; COTRAN, 2005).

A apoptose tem um papel importante no controle do numero de células no
desenvolvimento de um ambiente fisioldégico. Recentes estudos mostram que muitas
drogas anticancer ou agentes quimiopreventivos atuam diretamente prevenindo a
promogao e progressao do tumor (CHEM et al., 2007).

Estudos mostram uma ativagdo de caspases envolvidas na apoptose por
lactonas sesquiterpénicas (CHEM et al., 2007).

Ao término dos estudos in vitro, apds verificar a agao citotdxica da subfragao
acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides, iniciou-se os testes in vivo para verificar
a acao direta da subfragdo em modelo melanoma in vivo, ja que nao foram
encontradas referéncias relacionadas a estudo em modelos in vivo com tratamento
de Vernonia scorpioides em melanoma.

Nos testes in vivo o tratamento foi realizado intratumoral, com acao direta sobre
o tumor devido a estudos anteriores mostrarem a ineficacia da subfracdo DCM de
Vernonia scorpioides em tratamento do modelo de Sarcoma 180 ascitico por via
endovenosa. Na via sistémica a subfragdo ficou com sua atividade citotdxica
inativada (KREUGER et al., 2009).

Todos os animais dos grupos controle dos experimentos apresentaram as
mesmas caracteristicas: as lesdes cutaneas mostraram neoplasia de crescimento
rapido, constituido por células pouco coesas, com alta atividade mitética levando a
necrose e ulceragédo epidérmica caracteristicos de neoplasia de alto grau com alta

taxa de mortalidade.
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O bago dos camundongos do grupo controle apresentou aumento volumétrico
proporcional a extensdo da neoplasia cutanea. Exibiram polpa branca pouco
conspicua com acentuada expansao da polpa vermelha por conta de proliferagao e
infiltracdo de células linféides dos sinusdides esplénicos, na auséncia de células
neoplasicas. Este padrao de alteracdo caracteriza um tipo de hiperplasia linféide
reacional nao folicular analoga a hiperplasia linfoide difusa encontrada nos
linfonodos, encontrado em processos infecciosos agudos, rejeicdo a transplante ou
de origem desconhecida (STERNBERG et al., 1999). No presente estudo, os
camundongos foram submetidos a injuria neoplasica podendo ser responsavel por
este tipo de alteragdo que caracteriza reagao imunoldgica sistémica, mesmo sem a
presenca de células neoplasicas no 6rgao descrito. Nao foi encontrado na literatura
este tipo de alteracao secundaria a melanoma.

Apds o tratamento com a subfragdo durante sete dias, verificou-se que nos
locais de inoculagdo, a neoplasia exibiu extensas areas de necrose de padrao
geografico. Nos camundongos com menor crescimento tumoral, houve maior
resposta ao tratamento, inclusive na auséncia total de células viaveis em cortes
histolégicos, sendo substituido por material eosinofilico amorfo rico em melanina. E
importante ressaltar que a subfragao foi testada em uma neoplasia de alto grau,
apresentando elevado crescimento tumoral, onde as células que ndo entraram em
contato direto com a fracdo em estudo continuaram viaveis com crescimento e
atividade mitotica. Assim os camundongos examinados mantiveram extensas
neoplasias. Em alguns casos, identificou-se exsudato neutrofilico com formacao de
micro abscessos podendo ser secundario ao proprio padrao de necrose tumoral ou a
inoculacéo da subfragao.

O figado foi extensamente amostrado em todos os animais tratados com a
subfracdo para a pesquisa de hepatotoxicidade. Todos os cortes mostraram
arquitetura histologica preservada, auséncia de sinais de hepatite ou de alteragdes
citolégicas nos hepatdcitos, como esteatose. Concluimos que apesar de tratar-se de
substancia citotéxica (PICMAN, 1986), os animais estudados nao apresentaram
hepatoxicidade com administragcéo topica da droga.

O rim demonstrou arquitetura preservada, auséncia de processo inflamatario,
auséncia de destacamento do epitélio tubular ou de sinais de glomerulopatias

demonstrando nao ter ocorrido nefrotoxicidade pela administragao tépica da droga.
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Nos camundongos com tratamento a cada dois dias (inicio 48 horas apods
inoculagao do tumor), observou-se que com a aplicagao da subfragdao anteriormente
ao surgimento das lesées macroscépicas houve menor crescimento da neoplasia.
Todos os camundongos tinham lesdes tumorais cutaneas, porém de tamanho menor
quando comparadas ao grupo que recebeu tratamento de 7 dias apds lesdes
macroscopicas aparentes (em torno de 10 dias).

Os camundongos com tratamento precoce tiveram alteragbes lesionais
semelhantes as encontradas com o tratamento em dias alternados. Nos dois grupos,
a neoplasia ndo havia alcangcado grandes extensbes volumétricas quando foi
inoculada a subfracdo acetato de etila Ill, e no momento em que os animais foram
sacrificados, as tumoragbes eram menores que as do grupo controle, mostrando
assim que houve maior efeito do tratamento quando o volume tumoral € menor. Nos
casos onde ha extensa neoplasia, o efeito da subfragcdo foi extensa necrose com
pequeno impacto no volume tumoral total.

Ao final dos tratamentos verifica-se uma redug¢do do volume tumoral
significativo quando comparados ao grupo controle. Conforme histopatolégico uma
extensa area de necrose é vista e a mensuracido do volume tumoral comprova a
reducdo tumoral dos animais tratados, porém o tratamento mais eficaz contra
melanoma murino em camundongos C57BI6 foi o tratamento onde os animais
comegaram a receber as doses da subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides apés 48 horas da inoculagao.

A acao citotdxica direta da subfracdo acetato de etila Ill, pode ser em parte,
devido a presenca de lactonas sesquiterpénicas contida nesta subfracdo, aos quais
apresentam atividade antitumoral ja descrita na literatura (BUSKUHL, 2007,
KREUGER et al., 2009). Muitos estudos promissores com lactonas sesquiterpénicas
tém demonstrado a sua agao citotdxica direta sobre células tumorais de diversas
linhagens (SONG et al., 2005; CHEN et al., 2006; TABOPTA et al.,, 2007;
CHANGLONG et al., 2008; ANDERSON et al., 2008; ROSENBLAT et al., 2008).

Ao término desse estudo verificou-se a excelente atividade antitumoral da
subfragao acetato de etila Ill, como ja era o esperado devido aos resultados obtidos
anteriormente. A subfracdo acetato de etila Ill manteve sua agao citotoxica direta
sobre as células de melanoma B16F10 como visto nos ensaios in vitro na
concentragdo acima de 5 ug/ml. No modelo in vivo ndo ocorreu uma remissao total

do tumor devido a grande dificuldade de difusdo da droga pela massa tumoral. Em
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nosso estudo verificou-se uma morte celular por necrose na area tumoral onde a
subfragdo conseguiu agir. Quando a droga foi administrada precocemente, verificou-
se menor crescimento do tumor, sem nodulos satélites. Veiculos para a
administracdo da droga devem ser estudados mais tarde com o objetivo de melhorar
a penetracao da subfragao no tecido neoplasico.

Rosenblat em seu estudo sugeriu que a acgado citotoxica de lactonas
sesquiterpénicas, composto presente na Vernonia scorpioides, pode estar
diretamente ligada a alquilagdo do DNA celular, porém o mecanismo exato que leva
as lactonas sesquiterpénicas terem atividade antitumoral in vitro ou in vivo ndo esta
ainda bem elucidada (ROSENBLAT et al.,2009).

Muitos estudos ainda devem ser realizados com as subfragdes da Vernonia
scorpioides. Algumas lactonas sesquiterpénicas ja foram isoladas e devem ser
estudadas posteriormente, ja que sua agao antitumoral tem se mostrado bastante
promissora. Pode-se até mesmo servir como um excelente adjuvante no tratamento
de neoplasias que dificiimente respondem a quimioterapicos ou neoplasias que
apresentam resisténcia a quimioterapia. Como ja foi citado anteriormente, lactonas
sesquiterpénicas podem vir a ser uma droga muito promissora no auxilio a esses

tratamentos, devido a sua ag¢ao indutora de morte celular por apoptose.



7 CONCLUSOES FINAIS

v' A subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides apresentou
citotoxicidade frente as células de melanoma murino B16F10 em

concentragbes acima de 1ug/ml em tratamento in vitro.

v Ocorre morte celular ja na primeira hora de tratamento nas

concentragbes acima de 5ug/ml em tratamento in vitro.

v As células de melanoma murino B16F10 quando submetidas a
concentracdes acima de 5ug/ml da subfragcado acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides apresentaram alteragdes celulares profundas nas primeiras horas,

inviabilizando as células.

v' O tratamento in vivo com a subfragdo acetato de etila Ill de Vernonia
scorpioides apresentou atividade com acao direta sobre o tumor causando

principalmente necrose, na concentragao de 5mg/kg nos animais tratados.

v/ Quando o tumor é tratado com a subfracdo acetato de etila Ill de
Vernonia scorpioides apos 10 dias da inoculagao das células tumorais ocorre

reducao do volume tumoral, porém o desempenho do tratamento é menor.

v' Quando o tratamento é precoce, a resposta do tumor ao tratamento é

mais eficaz, podendo mesmo impedir o crescimento da massa tumoral.

v A subfracdo acetato de etila Ill de Vernonia scorpioides apesar de ser
citotoxica com acdo direta sobre as células tumorais ndo demonstrou

nefrotoxicidade e hepatotoxicidade nos camundongos tratados.
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