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RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado os efeitos citotoxicos do latex da Euphorbia umbellata em
diversas linhagens de células tumorais. Contudo, ensaios com linhagens de melanoma
humano ainda ndo foram realizados. Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial antitumoral das subfragdes metanol (MeOH), dicloro (Cl,), éter, etanol
(EtOH), Acetato e cloroformio (CHCI3) da fracdo hexano (Hex) extraida do latex da
Euphorbia umbellata. A citotoxicidade destas subfragdes foi avaliado nas células tumorais de
melanoma B16 e fibroblastos FN1, por meio do ensaio colorimétrico de MTT. As
concentracdes testadas foram 10 pg — 150 pg/poco, por um periodo de 24 horas.
Posteriormente, o potencial elétrico mitocondrial e a analise dos microfilamentos das células
tratadas foi avaliado por microscopia confocal a laser. Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram que as subfracdo CHCI, e Acetato da E. umbellata apresentou
citotoxicidade nas células B16-F10. Entretanto, as células FN1 também apresentaram
sensibilidade a subfracdo CHCI3;. Nossos resultados também evidenciaram que as células
normais FN1 apresentaram grande sensibilidade as subfragdes EtOH e Cl;. Em contrapartida,
as subfracbes éter e MeOH ndo induziram citotoxicidade na linhagem celular B16-F10, com
baixa atividade citotoxica em células FN1. Além disto, a subfracdo Acetato reduziu 0 AYm
das células B16, bem como modificou a sua morfologia celular ao ser observado o0s
filamentos de actina. Neste contexto, nossos resultados sugerem que a citotoxicidade da
subfracdo Acetato nas células B16 ocorre devido a modulacdo da via apoptética. Dessa
maneira, 0 conjunto de resultados demonstrou que a subfracdo Acetato apresenta potencial

para o tratamento de melanoma humano in vitro.

Palavras-chaves: Euphorbiaceae; Euphorbia umbellata; melanoma; cancer; células tumorais.



ABSTRACT

Recent studies have demonstrated the cytotoxic effects of Euphorbia umbellata latex on
several tumor cell lines. However, assays with human melanoma lines have not yet been
performed. Thus, the present work aimed to evaluate the antitumor potential of the methanol
(MeOH), dichloro (CI2), ether, ethanol (EtOH), acetate and chloroform (CHCI2) hexane
(Hex) subtractions extracted from Euphorbia umbellata latex . The cytotoxicity of these
subfractions was evaluated in B16 and normal FN1 melanoma tumor cells by means of the
MTT colorimetric assay. The concentrations tested were 10 pg - 150 ug / well, for a period of
24 hours. Subsequently, the mitochondrial electrical potential and the analysis of the
microfilaments of the treated cells were evaluated by laser confocal microscopy. The results
obtained in the present work demonstrated that the subclass CHCI2 and acetate of E.
umbellata presented cytotoxicity in B16F10 cells. However, FN1 cells also showed
sensitivity to CHCI2 subfraction. Our results also showed that the normal FN1 cells showed
great sensitivity to the EtOH and CI2 subfractions. In contrast, the ether and MeOH
subfractions did not induce cytotoxicity in the B16F10 cell line, with low cytotoxic activity in
FNZ1 cells. In addition, the acetate subfraction reduced the A¥m of the B16 cells, as well as
modified its cellular morphology when the actin filaments were observed. In this context, our
results suggest that the cytotoxicity of the acetate subfraction in B16 cells occurs due to
modulation of the apoptotic pathway. In this way, the results set showed that the acetate

subfraction presents potential for the treatment of human melanoma in vitro.

Keywords: Euphorbiaceae; Euphorbia umbellata; melanoma; cancer; tumor cells.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento do cancer
cresceu significativamente nas Gltimas quatro décadas, aumentando as possibilidades de cura
e sobrevida. Apesar destes avancos, hoje, o cancer é responsavel pelo maior indice de mortes
em todo o mundo (DONEPUDI, 2014). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude - OMS
(2018), o céancer é a principal causa de morte no mundo e é responsavel por 9,6 milhdes de
mortes em 2018, sendo o cancer responsavel por cerca de uma em cada seis mortes a nivel

global.

De acordo com relatério da Economist Intelligence Unit (2017) que examina as
medidas de controle de cancer na América Latina, o cancer ja é a segunda maior causa de
mortes da Ameérica Latina. As estimativas para 2012 e 2035 é que o0 nimero de casos cresca
91% e mortalidade 106%, durante esse periodo. Consequente havera aumento em gastos
publicos diretos com a saude, por exemplo, medicamentos, hospitalizacdo e diagndsticos, e
também indiretos, como, perda de produtividade por mortalidade precoce e dias de trabalho
perdidos (KIELSTRA,2017).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para o biénio 2018-2019, a
ocorréncia de 600 mil casos novos de neoplasia para cada ano. A excecdo de cancer de pele
ndo melanoma (cerca de 170 mil casos novos), ocorrerdo 420 mil novos casos de cancer. Os
canceres mais frequentes serdo de préstata (68mil) em homens e mama (60mil) em mulheres
(INCA, 2018). Dessa maneira, um diagnéstico correto é primordial para um tratamento
adequado e eficiente.

O melanoma é uma neoplasia melanocitica maligna, que surge de melandcitos
encontrados na pele, olhos e, em menor grau, em outros tecidos do corpo. O melanoma
cutaneo é a forma mais agressiva de cancer de pele, com menos de um ano de sobrevida
média global (FINN ET AL., 2012; SHAIN E BASTIAN, 2016).

Nos ultimos anos, grandes avancos em duas classes distintas de terapias mudaram
completamente as estratégias no tratamento do melanoma, resultando em melhorias
marcantes. Uma dessas classes corresponde as terapias-alvo, representadas pelo inibidor da
mutacdo BRAF-V600, ou das proteinas envolvidas na via de sinalizagio MAPKs (MEK-
ERK), que sdo opgdes de tratamento para cerca de 40-50% dos tipos de melanoma que
contém uma mutacdo no gene BRAF (JOHNSON E SOSMAN, 2015). No entanto, apesar dos
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avancos nas Ultimas décadas, os pacientes tratados com inibidores BRAF apresentam
progressdo da doenca durante os primeiros 1 a 2 anos de terapia (JOHNSON E SOSMAN,
2015). Além disso, a duracdo da resposta é relativamente curta ou a taxa de resposta € baixa.
(FINN ET AL., 2012) Assim, novas abordagens terapéuticas Sd0 necessarias para O
tratamento do melanoma. Na presenca de tais condi¢fes limitantes das terapias oferecidas
para o tratamento contra do melanoma, desenvolver compostos que apresentem menor

toxidade tecidual e sistémica se faz necessario.

Estudos recentes sobre a planta Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, Euphorbiaceae
(LUZ et al., 2015) conhecida popularmente no Brasil como “cola-nota” ou “ janatba” tem
demonstrado os efeitos citotdxicos provenientes do seu latex. No sul do Brasil relata-se que o
latex engarrafado da E umbellata, é popularmente utilizado para o tratamento de diversos
tipos de cancer (OLIVEIRA, 2013).

Estudos recentes com fracGes proveniente do latex da E umbellata, demonstraram o
seu potencial antitumoral em células de melanoma murino (B16F10), células de
adenocarcinoma colorretal ileocecal (HCT-8), cancer cervical humano (HeLa) e células de
Jurkat ( DE OLIVEIRA et al., 2013; LUZ et al., 2015; 2016.). Recentemente, fracbes do latex
desta planta foram isoladas para avaliacdo farmacoldgica, foram eles: hexano (Hex),
cloroférmio (CHCIs), acetato de etilo e metanol (MeOH). Estudos demonstram que todas as
fracOes avaliadas apresentam potencial citotoxico isoladamente, dependendo da concentragéo
e periodo de exposicdo da célula ao composto. Entretanto, dentre tais fracdes a que apresentou
maior citotoxidade foi a fracdo Hex, havendo uma possibilidade que outras substancias
presentes na fracdo hexano sejam causadoras de propriedades anticancerigenas. (LUZ et. Al,
2016).

Neste cenério, descobrir qual ou quais sdao os compostos no latex da Euphorbia
umbellata que podem ter atividade antitumoral € extremamente importante, sendo assim, o
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antitumoral da subfra¢fes da fragdo hexano
(Hex), extraido do latex, em células de melanoma. Sendo as subfracdes, metanol (MeOH),
dicloro (Cl,) éter, etanol (EtOH), acetato (CH3COOQ") e cloroférmio (CHCIs).
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2. METODOLOGIA

2.1 Ensaios in vitro

2.1.1. Cultura celular

As células das linhagens do melanoma (B16-F10) e fibroblasto humano normal (FN1)
utilizadas neste estudo pertencem ao banco de células do Laboratério de Biologia molecular
do Instituto Butantan, sob responsabilidade do Professor Dr. Durvanei Augusto Maria.

As celulas foram cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 (FN1 e B16F10), pH 7.2,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, 2 mM de L-glutamina e 1% de
antibidticos (10.000 Ul/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina). Os frascos de
cultura de 75 cm? estiveram contidos em estufa para incubacéo de células incluindo uma
atmosfera imida com 5% de CO,, a 37 °C. Ao atingirem confluéncia aproximada de 90%, as
células foram subcultivadas para que ocorresse a ampliacdo celular, realizacdo de
experimentos ou congelamento. Antes da execucdo dos experimentos, as células foram

contadas em camara de Neubauer, utilizando-se o corante azul de tripan (1%).

2.1.2. Avaliacdo da citotoxicidade pelo método colorimétrico de MTT

A viabilidade celular foi avaliada por meio do teste colorimétrico de reducdo do MTT
[3- (4,5-dimetiltiazol-2-1) 2,5-difeniltetrazélio brometo]. As células foram cultivadas em
densidade de 2x10%, em placas com 96 pocos, durante 24 horas em uma estufa a 372C,
contendo 5% de CO,. Durante 24 horas as células foram tratadas com diversas concentracfes
(10 pg — 150 pg/poco) das subfracbes MeOH, Cl, éter, EtOH, acetato e CHCls. Apos o
periodo de tratamento, foi adicionado 10 pL de reagente de MTT (5 mg/mL), por um periodo
de 3 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e acrescentado 100 uL. de DMSO
para que ocorresse a dissolugdo dos cristais de formazan. A quantificacdo da absorbancia foi
realizada em leitor de ELISA (ThermoPlate), no comprimento de onda de 540 nm, para a

determinacéo da concentragéo inibitoria (IC50%).
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2.1.3. Anélise do potencial elétrico mitocondrial (A¥'m) por microscopia confocal a laser

Para analisar o potencial mitocondrial (A¥m) foi utilizada a sonda rodamina 6G,
analisada por microscopia confocal. As células B16-F10 foram plagueadas na concentracdo
de 1x10°/poco, sob laminulas redondas em placas com 24 pocos. Ap6s 24 horas, as células
foram tratadas com a concentracdo de 1Csq9 que obteve melhor resultado dentre as subfragoes
MeOH, Cl,, éter, EtOH, CHCI; e acetato por um periodo de 12h. Subsecutivo ao tratamento,
as células foram lavadas trés vezes com meio de cultura RPMI-1640 a 37°C, incubadas com 5
pg/mL de rodamina e colocadas na estufa durante 10 minutos no escuro. O excesso de
rodamina foi retirado mediante lavagem com o meio de cultura. As laminas foram montadas
com o auxilio de uma pinca na qual as laminulas foram transferidas da placa para as laminas
de vidro, sendo fixadas com ProLong® e armazenadas a -20 °C, no escuro, até 0 momento da

leitura no microscopio confocal a laser (Carl Zeiss LSM 700; Leica, Mannheim, Germany).

2.1.4. Analise dos microfilamentos por microscopia confocal a laser

Para analisar os microfilamentos foi utilizado a faloidina, observado através da técnica
de microscopia confocal. As células B16-F10 foram plaqueadas na concentracdo de
1x10°/pogo, sob laminulas redondas em placas com 24 pogos. Apds 24 horas, as células foram
tratadas com a concentracdo de 1Csqy que obteve melhor resultado dentre as subfracdes
MeOH, Cl,, Eter, EtOH, CHCI; e Acetato por um periodo de 12h. Posteriormente foram
lavadas duas vezes com PBS por dois minutos em temperatura ambiente, fixadas numa
solucdo contendo 37% de formaldeido (3%), sucrose e PBS por 10 minutos, novamente as
células foram lavadas duas vezes em PBS e consecutivo a lavagem permeabilizada por 5
minutos com outra solucdo. Subsequente a permeabilizacdo, as células foram lavadas por
mais 2 vezes e ocorreu 0 bloqueio durante 30 minutos a partir de uma outra solu¢do com 3%
BSA em PBS, poés lavagem as células foram incubadas com 5 pg/mL de faloidina durante 30
minutos. O excesso de faloidina foi retirado mediante lavagem com PBS. As laminas foram
montadas com o auxilio de uma pinga, na qual as laminulas foram transferidas da placa para
as laminas de vidro, sendo fixadas e armazenadas no escuro, até o0 momento da leitura no

microscopio confocal a laser.
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2.1.5. Analise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo

As ceélulas de melanoma (B16-F10) foram plaqueadas em placas de 6 pocos, na
concentracdo de 1x10°. No dia seguinte, as células foram tratadas com a concentracio obtida
mediante 0 ICsgy durante 12 horas. Apés o periodo de incubagdo, as células foram contadas e
a concentragdo ajustada para 100.000 cel/mL. Em seguida, as células foram centrifugadas por
10 min (1400rpm) ¢ o pellet ressuspenso em 1 mL de “Cold GM” (glicose 6,1 mM, NaCl 137
mM; KCI 4,4 mM; 14 Na,HPO, 1,5Mm; KH,PO, 0,9 mM; EDTA 0,5 Mm). Em seguida,
adicionou-se lentamente etanol absoluto (4°C), agitando-se lentamente. As células foram
fixadas durante 30 minutos e posteriormente centrifugas, lavadas com PBS contendo 5 mM
EDTA ( Sigma Aldrich, EUA) e ressuspensas em uma solugdo contendo PBS (5mM de
EDTA), 18 ug/mL de iodeto de propideo (PI) (Sigma Aldrich, EUA) e 0,3 mg/mL de RNase
—A. As células foram mantidas a temperatura ambiente durante 1h, no escuro. A leitura foi
realizada por citometria (FASC Calibur BD, EUA), no canal FL2-H. Os resultados obtidos
demonstraram em qual periodo do ciclo celular as células se encontravam e os dados foram

apresentados em porcentagem.

2.2 Andlise estatistica

Os valores numéricos foram expressos em média = desvio (DP). O teste de Kruskal-
Wallis (ANOVA nédo paramétrica de um fator) e de compara¢es multiplas de Dun foram
realizados para identificar as diferencas estatisticas entre as medidas dos grupos estudados. Os

gréaficos foram obtidos por meio do programa Prism versao 5.0.

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacéo da citotoxicidade da subfracdo EtOH nas células tumorais B16-F10

O potencial citotdxico da subfracdo EtOH nas células B16-F10 foi avaliado por meio
do ensaio de reducdo do MTT, em diferentes concentragdes, apds 24 horas de tratamento. O
intuito foi determinar os valores da concentracdo inibitoria de 50% (ICso9) dos diferentes
subfracdes da fracdo Hex.

A citotoxidade dessa subfracdo foi analisada e fotodocumentada utilizando um

microscopio optico invertido. Posterior ao periodo de tratamento de 24 horas com a subfracdo



16

EtOH foi possivel observar que as células B16-F10 apresentaram uma reducdo significativa
na densidade populacional. Além disto, houve a formacdo de precipitados a partir das duas
maiores concentracdes, apresentando acentuadas alteracbes da sua morfologia e retracdo

citoplasmatica (Figura 1), sendo o 1Cs de 38.35 pug/poco (Figura 3A).

3.2 Avaliacédo da citotoxicidade da subfracéo Cl, nas células tumorais B16-F10

O tratamento das células B16-F10 com a subfracdo CL, por 24 horas, induziu a
reducdo da viabilidade celular apenas nas concentracdes mais altas (Figura 2). Através do
microscopio 6ptico foi possivel observar que a partir da concentragdo de 40 pg/poc¢o, had uma
retracdo citoplasmatica e modificagdo na morfologia celular (Figura 3B). O valor de 1Csgy
para o tratamento com esta subfracdo foi de 189.8 pg/poco, desse modo ndo houve

citotoxidade nas células avaliadas.

3.3 Avaliacédo da citotoxicidade da subfracdo MeOH nas células tumorais B16-F10

O tratamento com a subfragdo MeOH, em diferentes concentra¢des, por um periodo de
24 horas, proporcionou baixa citotoxidade, obtendo ICsqy de 6927 pg/poco (Figura 6A),
portanto sem a ocorréncia de citotoxidade nas células tratadas. As células B16-F10 tiveram
poucas alteracfes apds a exposicao a subfragio MeOH, mesmo nas concentracbes mais altas
(Figura 4).

3.4. Avaliac&o da citotoxicidade da subfracdo Eter nas células tumorais B16-F10

As células B16-F10 tiveram alteracbes da morfologia celular, como retracdo
citoplasmatica, apds a exposicdo as concentragbes mais altas da subfracdo Eter, ocorrendo
também a presenca de precipitados (Figura 5). O tratamento proporcionou citotoxidade baixa

apos 24 horas de tratamento, ndo existindo citotoxidade nas células tratadas (Figura 6B).



17

3.5. Avaliacao da citotoxicidade da subfracdo Acetato nas células tumorais B16-F10

As células B16-F10 apos serem tratadas com a subfracdo Acetato apresentaram desde
a primeira concentracdo, de 10 pg/poco, alteragdes em sua morfologia, ocorrendo uma
reducdo significativa na densidade celular, retracdo citoplasmatica e mudanca na estrutura
celular (Figura 7). O valor de ICsq para o tratamento com esta subfracdo foi de 2.3 pg/poco
(Figura 9A)

3.6. Avaliacao da citotoxicidade da subfracdo CHCI3; nas células tumorais B16-F10

A subfracdo CHCI; apresentou uma alta citotoxicidade celular para as células tumorais
B16-F10. Apds 24 horas de tratamento, houve uma diminuicdo significativa na densidade
celular a partir da primeira concentracdo (Figura 8). Além disto, foi possivel observar a
modificacdo na morfologia celular e retracdo citoplasmatica nas concentragdes testadas, tendo
ICs00, de 13.75 pg/poco (Figura 9B)

3.7. Avaliacao da citotoxicidade das subfracdes CI2 e EtOH nas células normais FN1

As subfracdes que induziram maior citotoxidade nas células FN1 foram CL, e EtOH.
Esta duas subfracdes promoveram alteracbes morfoldgicas e a formacdo de precipitados
celulares (Figura 10-11).

As células que foram tratadas com Cl, foi observado uma significativa reducdo da
viabilidade celular desde a segunda concentracdo testada, tendo um ICsq de 14,24 pg/poco
(Figura 12A). A subfragdo EtOH obteve reducdo de cerca de 78,68% da viabilidade celular
desde a sua menor concentragdo ( Figura 12B).

3.8. Avaliac&o da citotoxicidade das subfracées Eter e MeOH nas células normais FN1

Apenas nas concentragdes mais altas foi observado a formacdo de precipitado na
subfracdo Eter (Figura 13), bem como alteragBes discretas da morfologia celular. Eter e MeoH
(Figura 14) promoveram menor citotoxidade para as células de FN1 quando comparado as
demais subfragfes com o valor do ICsq, de 31,42 pg/poco e 31,23 pg/poco, respectivamente
(Figura 15 A-B).
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3.9. Avaliacao citotoxicidade das subfragdes Acetato e CHCI;, nas células normais FN1

As células FN1 tratadas com as subfracdes Acetato e CHCI, obtiveram 0 ICsgs, NO
valor de 13,02 pg/pogo e 12,23 ug/poco, respectivamente (Figura 18 A-B ). Foi possivel
observara também uma diminuicdo na densidade celular, j& nas primeiras concentraces
testadas (Figura 16 -17).

3.10 Avaliacdo do potencial elétrico mitocondrial (A¥Ym) das células tumorais tratadas
com as subfracdes Acetato e CHCl3

As células B16 foram tratadas com as subfracfes Acetato e CHCI3; nas concentragoes
obtidas de 1Csq9 mediante o teste colorimétrico de MTT por um periodo de 12h, e em seguida
o A¥m foi avaliado através da rodamina 6G, por meio da microscopia confocal. Este ensaio
foi realizado apenas com estas subfraces porque foram as que apresentaram efetividade para
as células B16-F10.

Quando comparado ao grupo controle (Figura 19 A) é possivel perceber que as células
B16 tratadas com a subfracdo CHCI3 apresentaram significativa redu¢cdo no A¥m (figura 19
C), ocorrendo uma retracdo citoplasmatica, bem como uma leve alteracdo morfoldgica das
celulas.

Por sua vez, o tratamento com Acetato (Figura 19 B) na concentracdo de 2.3 pug/pogo
demonstrou uma grande redugdo no A¥Ym com a presenca de mitocondrias condensadas no

citoplasma de algumas células.

3.11. Avaliacdo dos microfilamentos das células tumorais B16 —F10 tratadas com as
subfracdes Acetato e CHCI3.

As células B16-F10 tratadas foram tratadas por 12h com as subfracbes CHCI, e
Acetato, nas concentragdes de 1Cso € em seguida foi analisado a estrutura dos filamentos de
actina por microscopia confocal. Foi possivel observar que ambos compostos (Figura 20)
induziram alteracfes que ocorrem no processo apoptdtico, como alteragfes nos filamentos de
actina. Além disso, as células que foram tratadas com a subfragdo CHCI; apresentaram a
formacéo de fibras de estresse.
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4. DISCUSSAO

Atualmente o cancer causa mais mortes do que todas as doencas cardiacas coronarias
ou todos os acidentes vasculares cerebrais. Dessa maneira, é incontestavel o fato de que hoje,
no Brasil, esta doenca é um problema de saude publica e, por isso, seu controle e prevencdo
deve ser priorizada no pais (OMS,2011; FACINA,2014). Na busca por terapias inovadoras,
diversos produtos naturais derivados de plantas e outros organismos tém sido estudados para
utilizacdo como fonte para o desenvolvimento de quimioterapicos empregados no tratamento
de diversos tipos de cancer (ALMEIDA, 2016). Contudo, mais de 80% dos compostos que
mostraram efeitos promissores em estudos pré-clinicos ndo conseguiram passar pela fase Il de

ensaios clinicos (Kumar, 2016).

As plantas do género Euphorbia sdo conhecidas por possuirem altos niveis de
compostos bioativos, e é provavel que algumas espécies possam realmente apresentar
atividades biol6gicas capazes de promover uma melhora clinica em algumas situacGes
patoldgicas (LAGE et al., 2010; PUSZTAI et al., 2007).

Trabalhos evidenciam que os extratos de plantas da familia Euphobiaceae tém
demonstrado resultados positivos, nos quais extratos da Mercurialis annua L. apresentaram
efeito citotoxico e inibitério para linfoma de burkitt (BJAB) e mieloma multiplo (U266).
Esses extratos sdo usados populamente na Jordania para tratamento de leucemia (ASSAF et
al., 2013). Varias partes da E. tirucalli, em especial o latex, estimulou o organismo a produzir
citosinas que modulam o sistema imune para combater tumores, existindo poder curativo
contra tumores de qualquer destinacdo, agindo principalmente na regressdo de tumores do
cancer de mama (ALVES, 2015).

Pesquisas desenvolvidas com as fracGes isoladas da Croton urucurana B. em células
de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7) demonstrou que o tratamento levou a ativagédo
de caspases 3 e 7, e um aumento na expressao de proteinas pro- apoptéticas (Bak, Bid, Bax,
Puma, Bim e Bad) e caspase 3 clivada (BACANI, 2016).

Andlises recentes também tém avaliado os efeitos citotdxicos de diversas fragdes
extraidas da Euphorbia umbellata. Resultados em linhagens de adenocarcinoma retal humano
HRT-18, células de leucemia linfoide aguda Jukart e em carcinoma de cérvix humana HelLa
demonstraram que a fracdo Hex foi a que apresentou maior citotoxidade, sendo as Jurkat mais

sensiveis ao tratamento.
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Neste contexto, dois principais compostos foram isolados desta fragcdo, o eufol e o
acetato de germanicol (Luz et al., 2016). Na qual os ensaios realizados nas células Jukart
demonstraram que 0 acetato de germanicol ndo apresentou atividade citotoxica significativa.
Igualmente, o eufol também ndo diminuiu a viabilidade destas celulas, quando comparado ao
grupo controle tratado com vincristina (Luz et al., 2016). Sendo assim a atividade citotoxica
da fracdo Hex nesta linhagem pode estar correlacionada a outra subfragdo que ainda néo foi
estudada (Luz et al., 2016).

Cabral (2018), evidenciou o efeito citotoxico da subfragdo MeOH proveniente da
fracdo Hex, extraida do latex da planta, em células de hepatocarcinoma (CHC). Nesse estudo,
a linhagem Hepalclcl tratada com a subfragdo MeOH apresentou redu¢do do A¥m devido a
modulacdo da via apoptética. Por outro lado, Cruz (2017) concluiu que a subfracdo
diclorometano é promissora para o tratamento de leucemia, possivelmente por acdo sinérgica

dos terpenos nela presente.

Similarmente aos estudos realizados com a E. umbellata, ensaios com Croton
campestris identificaram fracGes isoladas do seu latex que estdo envolvidas na atividade
antitumoral. Foi observado que uma ou outra fracdo era mais ou menos citotdxica de acordo
com a linhagem tumoral testada. Dessa forma possuindo diferenciais em se tratando do
desenvolvimento de um medicamento quimioterdpico. Além disso, foi percebido que tais
fracOes reduziram significativamente o volume da massa tumoral in vivo, ap6s apresentarem
bons resultados in vitro (CARVALHO,2014).

Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de novos compostos para 0
tratamento do céncer, foi avaliada a eficacia das subfracdes extraidas da fracdo Hexano do
latex da E. umbellata, considerando que o extrato bruto dessa planta tem sido bastante

utilizado pela medicina popular.

Em estudos realizados com a linhagem de cancer de boca SCC-9, a fracdo Hex obtida
da Erythroxylum suberosum, da familia Erythroxylaceae, desencadeou citotoxicidade sobre as
células normais na mesma proporg¢do que nas celulas tumoral, mostrando-se néo seletiva (NG
ET AL., 2017; MACEDO ET AL., 2016; THAMIZHINIYAN ET AL., 2015). Dessa maneira,
a partir da fracdo Hex, as subfragdes EtOH, Cl2, éter, Acetato, CHCIl; e MeOH foram
isoladas e avaliadas, pois do mesmo modo a fracdo Hex da E.umbellata em pesquisas
anteriores exibiu 0 mesmo comportamento com células FN1, mostrando também a falta de

seletividade.
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Baniadam e colaboradores estudaram quatro triterpendides ciclo-araneos de Euphorbia
macrostegia com sua citotoxicidade contra linhagens de células cancerigenas MDA-MB48 e
MCF-7. Usando o ensaio MTT para avaliar a citotoxicidade em duas linhas celulares
diferentes, os valores ICsgq, destes quatro compostos foram de 102,3, 34,0, 2,05 ¢ 53,8 ug/mL
na linhagem celular MDA-MBA468, e os valores 1Csqy de 88,3, 5,4, 8,9 ¢ 127,3 ug/mL na
linhagem MCF-7 (BANIADAM ET AL., 2014). Por sua vez, Pusztai (2007), estudaram o
efeito de seis ditermenoides macrociclicos isolados do extrato metandlico de Euphorbia
lagascae, na linhagem de cancro do pulméo (A549). Os resultados demonstraram que houve

citotoxicidade destes extratos nas células de cancer de pulmédo (PUSZTAI ET AL., 2007)

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que para as células de
melanoma B16 as subfracdes dicloro, etanol, éter e metanol obtiveram 1Csq, elevado. Dessa
maneira, estas subfracfes demonstraram baixo potencial citotoxico e efetividade. Entretanto,
de acordo com o teste colorimétrico de MTT, as subfrac6es cloroférmio e acetato diminuiram

significativamente a viabilidade celular ja nas primeiras concentracoes testadas.

Nossos resultados também evidenciaram que as subfracdes cloroférmio e acetato
aumentaram significativamente a populacdo de células com DNA fragmentado apds o
tratamento, indicando a ocorréncia de apoptose (Figura 21-B). Havendo também a presenca
de células paradas na fase G2/M do ciclo celular (Figura 21-A). Este efeito pode ter ocorrido
pela parada nas células no checkpoint entre as fases S e G2/M. Esse ponto de verificacdo é
colocado em operagdo como um mecanismo de seguranca, desenvolvido para garantir que
alteracdes na estrutura molecular do DNA ou sua quebra, que causariam mudancas
prejudiciais, ndo prossigam antes de serem reparados, contribuindo assim com a manutencéao
da estabilidade genémica e transmissdes de mutacfes para as células filhas (CIPRESSA,
2013; FURGASON, 2013).

Outras pesquisas avaliaram os efeitos antitumorais do latex da Synadenium grantii
Hook f. em células de melanoma murino B16F10 e em camundongos portadores de melanoma
B16F10. Os ensaios in vivo mostraram que o latex diminuiu a viabilidade celular, induzindo a
parada do ciclo celular na fase S-G2/M. Alem disto, nos animais tratados com este extrato
houve a reducdo de 40% do volume tumoral (OLIVEIRA ET AL., 2013).

Apo6s o periodo de tratamento das células B16-F10 com as duas subfragfes que
demonstram maior efetividade, os filamentos de actina foram analisados por meio da
marcacdo com faloidina. Foi possivel obervar que a subfragdo CL,, aléem de agir na

diminuicdo do potencial elétrico mitocondrial, induziu a formagéo de fibras de estresse. De
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acordo com Ferreira (2014), tal desorganizacdo do citoesqueleto da indicios de uma disfuncéo
celular. Em contrapartida, seguindo o pressuposto que os compostos antineoplésicos devem
possuir maior afinidade para as células tumorais, a subfragio CHCIl; ndo demonstrou
viabilidade para o tratamento antitumoral, pois também induziu citotoxicidade em células

FN1 em concentra¢fes mais baixas que 0 1Csqq obtido para as células B16-F10.

Similarmente aos resultados obtidos para subfracdo CHCIj3, os resultados da subfracao
acetato por meio do ensaio de rodamina 6G demonstrou novamente a citotoxidade desta
subfracdo. Neste ensaio, as células B16 tiveram redu¢do do A¥m. Da mesma maneira,
ocorreu a presenca de desorganizacdo dos filamentos de actina, apesar de ndo ser visivel uma

formacdo de fibras de estresse, como no tratamento com a subfracdo CHCl3,

As mitocdndrias sdo organelas encontradas em quase todas as células eucariéticas e
possuem papel fundamental no metabolismo e morte celular, bem como na produgdo de ATP
e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (HOYE ET AL. 2008; OW ET AL. 2008;
TANG 2012; ZHANG ET AL. 2010). Um importante parametro de funcionalidade
mitocondrial ¢ o AYm (HU, LEUNG, E TANG 2014; LIN ET AL. 2016). Este pode ser
avaliado utilizando-se sondas baseadas em compostos catinicos lipofilicos, como a rodamina
123 ou 6G que atravessa facilmente as membranas e se acumulam no espaco da matriz
mitocondrial (HU, LEUNG, AND TANG 2014; MATHUR ET. AL., 2000, PERRY ET AL.
2011; SUN ET AL. 2015; ZHANG ET AL. 2010).

Outros similares avaliaram um novo diterpeno de tretrahidroinginol isolado da
Euphorbia erythradenia Bioss. em células tumorais de melanoma humano. Os resultados
demonstram que ocorreu a inducdo Bax e inibicdo da expressdo de Bcl-2, o que resultou no
aumento da relacdo Bax / Bcl-2 e ativacdo da caspase-3. Além disso, o efeito apoptotico do
composto também foi relacionado a producdo de ROS e perda do AYm (FALLAHIAN,
2017).

Os nossos resultados sugerem que o acetato e cloroférmio podem inibir a proliferagdo
de células tumorais de melanoma humano B16-F10, promovendo a apoptose e induzindo a
interrupcdo do ciclo celular. Portanto, mais especificamente a subfracdo acetato pode ser um
agente natural promissor para o tratamento do cancer de melanoma, provavelmente por

induzir uma modulacgéo da via apoptotica e desestruturacéo do citoesqueleto celular.

O conjunto de resultados demonstrou que as subfracdes Eter e MeOH n#o apresentaram
uma significativa citotoxidade nas células tumorais B16- F10. Em contrapartida, as subfracdes
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Cl,, EtOH foram as que mais promoveram atividade citotoxica nas células FN1. As
subfracbes Acetato e CHCI; foram as que apresentaram maior efetividade para as células
tumorais B16-F10, sendo o Acetato a subfracdo mais efetiva, pois ndo promoveu
citotoxicidade nas células normais FN1, nas mesmas concentracdes das células B16-F10.
Dessa maneira, mais estudos devem ser realizados com essa subfracdo para avaliar o seu

potencial antitumoral in vivo.
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Fotomicrografias das analises morfologicas das células B16. (A) Controle, no qual é
possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo Etanol no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C)
20 pg/pogo (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pogo (F) 50 pg/pogo (G) 100 pg/poco (H)
150 pg/pocgo.

Fotomicrografias das analises morfologicas das células B16. (A) Controle, no qual é
possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufragcdo Cl, no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20
pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150
pg/pogo.

Determinacéo da citotoxicidade em células B16 pelo método colorimétrico MTT. O
gréfico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em média £ DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentracdes da subfracdo EtOH e Cl,, durante o periodo de 24 horas. (A) EtOH
(10 — 150 pg/poco). (B) Cl, (10 — 150 pg/poco).

Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células B16. (A) Controle, no qual é
possivel observar as células com morfologia fibroblastide (cabega da seta).
Células tratadas com a subfracdo MeOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C)
20 pg/pogo (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pogo (F) 50 pg/pogo (G) 100 pg/poco (H)
150 pg/pocgo.

Fotomicrografias das analises morfologicas das células B16. (A) Controle, no qual é
possivel observar as células com morfologia fibroblastide (cabega da seta).
Células tratadas com a subfracdo Eter no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C)
20 pg/pogo (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pocgo (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H)
150 pg/poco.

Determinacéo da citotoxicidade em células B16 pelo método colorimétrico MTT. O
grafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentraces da subfracdo MeOH e Eter, durante o periodo de 24 horas. (A)
MeOH (10 — 150 pg/poco). (B) Eter (10 — 150 pg/poco).

Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células B16. (A) Controle, no qual é
possivel observar as células com morfologia fibroblastide (cabega da seta).
Células tratadas com a subfracdo Acetato no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco
(C) 20 pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo
(H) 150 pg/poco.

Fotomicrografias das anélises morfologicas das células B16. (A) Controle, no qual é
possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabegca da seta).
Células tratadas com a subfracdo Cloroférmio no periodo de 24 horas (B) 10
pg/poco (C) 20 pg/pogo (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100
pg/poco (H) 150 pg/poco.

Determinacéo da citotoxicidade em células B16 pelo método colorimeétrico MTT. O

grafico mostra a correlagdo do efeito citotoxico expresso em média £ DP de trés
experimentos independentes. As celulas foram tratadas com diferentes
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concentracdes da subfracdo Acetato e cloroférmio, durante o periodo de 24 horas.
(A) Acetato (10 — 150 pg/pogo). (B) CHCI, (10 — 150 pg/poco).

Figura 10. Fotomicrografias das analises morfologicas das células FN1. (A) Controle, no qual
é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo Cl, no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20
pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150
pg/pogo.

Figura 11. Fotomicrografias das analises morfologicas das células FN1. (A) Controle, no qual
é possivel observar as células com morfologia fibroblastoide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo EtOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C)
20 pg/pogo (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pogo (F) 50 pg/pogo (G) 100 pg/poco (H)
150 pg/pocgo.

Figura 12. Determinacédo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico MTT.
O grafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentracOes da subfracéo Cl, e EtOH, durante o periodo de 24 horas. (A) Cl, (10
— 150 pg/pocgo). (B) EtOH (10 — 150 pg/pocgo).

Figura 13. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no qual
é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo Eter no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20
pg/poco (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150
Mg/pogo.

Figura 14. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no qual
é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufragdo MeOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C)
20 pg/poco (D) 30 ug/poco (E) 40 pg/pocgo (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H)
150 pg/pocgo.

Figura 15. Determinacédo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico MTT.
O grafico mostra a correlacao do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes da subfragdo MeOH e Eter, durante o periodo de 24 horas. (A)
MeOH (10 — 150 pg/poco). (B) Eter (10 — 150 pg/poco).

Figura 16. Fotomicrografias das analises morfologicas das células FN1. (A) Controle, no qual
é possivel observar as células com morfologia fibroblastéide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo Acetato no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C)
20 pg/pogo (D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pocgo (F) 50 pg/pogo (G) 100 pg/poco (H)
150 pg/pocgo.

Figura 17. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no qual
é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta).
Células tratadas com a sufracdo Cloroférmio no periodo de 24 horas (B) 10
pg/poco (C) 20 pg/pogo (D) 30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100
pg/poco (H) 150 pg/poco.

Figura 18. Determinacéo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico MTT.

O grafico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media + DP de trés
experimentos independentes. As ceélulas foram tratadas com diferentes
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concentracdes da subfracdo Acetato e cloroférmio durante o periodo de 24 horas.
(A) Acetato (10 — 150 pg/poco). (B) Cloroférmio (10 — 150 pg/poco).

Figura 19. Fotomicrografias das células B16 com mitocondrias marcadas com rodamina 6G
(vermelho), analisadas por microscopia confocal a laser. As células foram tratadas
com Acetato e Cloroférmio, nas concentragdes de 2.3 e 13.75 pg/pogo, durante um
periodo 12 horas. Controle (A); Acetato 2.3 pg/mL (B) Cloférmio 13.75 pg/mL

(©).

Figura 20. Fotomicrografias das células B16 com filamentos de actina marcadas com
faloidina(verde), analisadas por microscopia confocal a laser. As células foram
tratadas com Acetato e Cloroférmio, nas concentracdes de 2.3 e 13.75 ug/pogo,
durante um periodo 6 horas. Controle (A); Acetato 2.3 pg/mL (B) Cloférmio 13.75
ug/mL (C).

Figura 21. Determinacdo Fases do ciclo celular (A) e degradacdo do DNA (B) de células
B16-F10. As células foram tratadas com Acetato e Cloroférmio, nas concentraces
de 2.3 e 13.75 pg/poco, durante um periodo 6 horas.
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FIGURAS

Figura 1. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células B16. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células

tratadas com a subfracdo Cl,no periodo de 24 horas (B) 10 pg/pogo (C) 20 pg/pogo (D) 30
pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.

Figura 2. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células B16. (A) Controle, no

qual é possivel observar as celulas com morfologia fibroblastdide (cabega da seta). Células
tratadas com a subfracdo Etanol no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 ug/poco (D)
30 pg/pogo (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/poco.
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Figura 3. Determinacdo da citotoxicidade em células B16 pelo método colorimétrico
MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da
subfracdo EtOH e Cl,, durante o periodo de 24 horas. (A) Cl, (10 — 150 pg/poco). (B) EtOH
(10 — 150 pg/poco).

Figura 4. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células B16. (A) Controle, no

qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastéide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfracdo MeOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/pogo (C) 20 pg/pogo (D)
30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
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Figura 5. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células B16. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfracio Eter no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/pogo (D) 30
pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
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Figura 6. Determinagdo da citotoxicidade em células B16 pelo método colorimeétrico
MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da
subfracio MeOH e Eter, durante o periodo de 24 horas. (A) MeOH (10 — 150 pg/poco). (B)
Eter (10 — 150 pg/poco).
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Figura 7. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células B16. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfracdo Acetato no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/pogo (D)
30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.

Figura 8. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células B16. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastéide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfragdo Cloroformio no periodo de 24 horas (B) 10 pg/pogo (C) 20 pg/poco
(D) 30 pg/poco (E) 40 pg/pogo (F) 50 pg/pogo (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
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Figura 9. Determinacdo da citotoxicidade em células B16 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media £ DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentragdes da
subfracdo Acetato e cloroformio, durante o periodo de 24 horas. (A) Acetato (10 — 150
pg/poco). (B) CHCI, (10 — 150 pg/poco).

Figura 10. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastéide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfracdo Cl, no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 upg/poco (D) 30
pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
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Figura 11. Fotomicrografias das analises morfolégicas das células FN1. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfracdo EtOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/pogo (C) 20 pg/pogo (D) 30

pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/pogo.
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Figura 12. Determinacéo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O gréfico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da
subfracdo Cl, e EtOH, durante o periodo de 24 horas. (A) Cl, (10 — 150 pg/poco). (B) EtOH
(10 — 150 pg/poco).



Figura 13. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células

tratadas com a subfracdo Eter no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco (D) 30
pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/pogo.

F

Figura 14. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no

qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastéide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfracdo MeOH no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco (D)
30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.



Viabilidade celular (%)

37

A B
150+ 150-
3
100+ ':; 100
8 —1
@ —
© —
50+ S 507 —
S —
8 —
> —
0- 0- ——
& &
& &

Figura 15. Determinacdo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotoxico expresso em media £ DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentragdes da
subfracio MeOH e Eter, durante o periodo de 24 horas. (A) MeOH (10 — 150 pg/poco). (B)
Eter (10 — 150 pg/poco).

Figura 16. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no
qual é possivel observar as celulas com morfologia fibroblastdide (cabega da seta). Células
tratadas com a subfracdo Acetato no periodo de 24 horas (B) 10 pg/poco (C) 20 pg/poco (D)
30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/pogo (H) 150 pg/poco.



Figura 17. Fotomicrografias das analises morfoldgicas das células FN1. (A) Controle, no
qual é possivel observar as células com morfologia fibroblastdide (cabeca da seta). Células
tratadas com a subfragdo Cloroférmio no periodo de 24 horas (B) 10 pg/pogo (C) 20 pg/poco
(D) 30 pg/poco (E) 40 pg/poco (F) 50 pg/poco (G) 100 pg/poco (H) 150 pg/poco.
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Figura 18. Determinacdo da citotoxicidade em células FN1 pelo método colorimétrico
MTT. O grafico mostra a correlacdo do efeito citotdxico expresso em média + DP de trés
experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da
subfracdo Acetato e cloroférmio durante o periodo de 24 horas. (A) Acetato (10 — 150
Hg/poco). (B) Cloroférmio (10 — 150 pg/poco).
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Figura 19. Fotomicrografias das células B16 com mitocondrias marcadas com rodamina
6G (vermelho), analisadas por microscopia confocal a laser. As células foram tratadas com
Acetato e Cloroférmio, nas concentragdes de 2.3 e 13.75 pg/poco, durante um periodo 12

horas. Controle (A); Acetato 2.3 pg/mL (B) Cloformio 13.75 pg/mL (C).

Figura 20. Fotomicrografias das células B16 com filamentos de actina marcadas com
faloidina(verde), analisadas por microscopia confocal a laser. As células foram tratadas
com Acetato e Cloroférmio, nas concentragdes de 2.3 e 13.75 pg/pogo, durante um periodo 6

horas. Controle (A); Acetato 2.3 pg/mL (B) Cloformio 13.75 pg/mL (C).
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Figura 21. Determinacdo Fases do ciclo celular (A) e degradacdo do DNA (B) de células

B16. As células foram tratadas com Acetato e Cloroférmio, nas concentragdes de 2.3 e 13.75

pg/pogo, durante um periodo 6 horas.
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