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Resumo

SILVA, Cristine Cioato. Estudo retrospectivo de melanomas cutaneos caninos e
determinacao da atividade citotoxica de produtos vegetais frente a células
neoplasicas (B16F10) e ndo neoplasicas (MDBK). 2016. 88f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de P6s-Graduacao em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

O melanoma apresenta grande importancia na oncologia veterinaria por ser um
tumor invasivo, altamente metastatico e pouco responsivo ao tratamento
quimioterapico convencional. Impulsionadas pela resisténcia neoplasica aos
farmacos, as pesquisas com produtos naturais tem recebido atencdo especial nos
altimos anos, pois esses sdo promissores agentes para prevencao e tratamento do
cancer. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade citotoxica dos o6leos
essenciais de Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis e dos
extratos hidroalcéolicos de Origanum vulgare, Schinus terenbithifolius, Eugenia
uniflora e Bauhinia forficata frente a linhagem celular de melanoma murino B16F10 e
de rim bovino - MBDK (Madin Darby Bovine Kidney), além de fazer uma
retrospectiva de melanomas em cutaneos em cdes atendidos no HCV. Os dleos
essenciais foram obtidos através de arraste de vapor em Clevenger, sendo testados
nas concentragdes de 6,25 a 0,024 mg.mL™ e os extratos hidroalcéolicos através de
rotaevaporador, sendo testados nas concentraces de 6,25 a 0,02 mg mL™. As
diluicbes dos 6leos e dos extratos foram distribuidas em placas de 96 pocos, sob as
monocamadas de células das linhagens B16F10 e MDBK, que foram incubadas por
24 e 48 horas, em 37°C com atmosfera umida e 5% de CO,_ A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio MTT e a leitura feita em espectrofotbmetro (540nm) em dois
tempos (24 e 48 horas). Todos os 6leos avaliados foram efetivos em inibir as células
de melanoma, porém ndo houve diferenca significativa entre eles e entre suas
concentracbes, assim como em relacdo a citotoxicidade na linhagem MDBK. As
concentragfes efetivas e ndo téxicas dos dleos essenciais de O. majorana e O.
vulgare foram 490 e 245 pg.mL™. O ¢éleo de R. officinalis, apresentou elevada
toxicidade nas concentracdes efetivas nas células B16F10. Os compostos
majoritarios identificados foram 1-8 cineol, canfora e a-pinene, no oleo essencial de
R. officinalis; 4-terpineol, 4-carene e 5-isopropyl-2-methylbicyclo no 6leo essencial
de O. majorana e y-terpineno, 4-terpineol e hidroxy-p-cymene no 6leo essencial de
O. vulgare. Os extratos avaliados apresentaram atividade antiproliferativa em células
tumorais e normais dependente do tempo e da dose, tendo maiores porcentagens
de inibicdo celular em 48 horas do que em 24. Os extratos hidroalcoolicos de B.
forficata, E. uniflora e O. vulgare em 48 horas, apresentaram os melhores resultados
antiproliferativos em células de melanoma, uma vez que atingiram moderada
atividade inibitéria nas células B16F10 em concentra¢cdes com baixa toxicidade para
as células MDBK. O extrato de S. terebinthifolius ndo exibiu atividade satisfatoria nas
células tumorais, quando cruzadas as concentracdes efetivas e toxicas. Assim,



conclui-se que os Oleos essenciais de O. majorana e de O. vulgare e 0s extratos
hidroalcoolicos de Origanum vulgare, Eugenia uniflora e Bauhinia forficata
apresentam melhor atividade antiproliferativa in vitro em células de melanoma,
guando comparados ao 6leo essencial R. Officinalis e o extrato hidroalcoolico de S.
terebinthifolius,e representam promissoras fontes de estudo para o desenvolvimento
de novos farmacos antineoplasicos. Os melanomas cutaneos sdo frequentes na
rotina do HCV, estando o seu comportamento biol6gico relacionado principalmente
com o tamanho do tumor e a presenca de metastases.

Palavras-chave: plantas medicinais; extratos vegetais; 6leos essenciais; toxicidade;
melanomas cutaneos



Abstract

SILVA, Cristine Cioato. Retrospective study of canine cutaneous melanomas
and determine the cytotoxic activity of plant products against neoplastic
(B16F10) and non-neoplastic cells (MDBK). 2016.88f. Dissertation (Master degree
in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinéria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Melanoma has great importance in veterinary oncology due to their capacity of
invasion, highly metastatic and poorly responsive to conventional chemotherapy
treatment. Powered by neoplastic drug resistance, researches of natural products
have received special attention in recent years, probably because they are promising
agents for the prevention and treatment of cancer. The objective of the study was to
evaluate the cytotoxic activity of essential oils of Origanum vulgare, Origanum
majorana and Rosmarinus officinalis and the hydroalcoholic extracts of Origanum
vulgare, Schinus terenbithifolius, Eugenia uniflora and Bauhinia forficata against the
cell line of murine melanoma B16F10 and kidney veal - MBDK (Madin Darby bovine
Kidney), and make a retrospective of skin melanomas in dogs treated at the HCV. ).
The essential oils were obtained by dragging a water steam by using a Clevenger
apparatus, and they were tested at concentrations from 6.25 to 0.024 mg.mL™ and
hydroalcoholic extracts through rotaevaporator being tested at concentrations of from
6.25 to 0.02 mg mL . Dilutions of oils and extracts were distributed in 96-well plates
in cell monolayers of MDBK and B16F10 lines which were incubated for 24 and 48
hours at 37°C in humid atmosphere, 5% CO,. Cell viability was assessed by MTT
assay and the result was analyses using a spectrophotometer (540nm) in two stages
(24 and 48 hours). All oils tested were effective in inhibiting melanoma cells, but
there was no significant difference between them and between their concentrations,
as well as in relation to cytotoxicity in MDBK line. Effective and non-toxic
concentrations of the essential oil of O. majorana and O. vulgare were 490 and 245
ug.mL™. The essential oil of R. officinalis showed high toxicity at effective
concentrations in B16F10 cells. The majors compounds identified were 1-8 cineol,
camphor and a-pinene in essential oil of R. officinalis; 4-terpineol, 4-Carene and 5-
isopropyl-2-methylbicyclo in essential oil of O. majorana and y-terpinene, 4-terpineol
and Hydroxy-p-cymene in essential oil of O. vulgare. The extracts tested showed
antiproliferative activity on tumor and normal cells dependent on time and dose, with
higher percentages of cellular inhibition at 48 hours than at 24 hours. The
hydroalcoholic extracts of B. forficata E. uniflora and O. vulgare showed, in 48 hours,
the best anti-proliferative outcome in melanoma cells, once they reached moderate
inhibitory activity on B16F10 cells at concentrations with lower toxicity to MDBK cells.



The extract of S. terebinthifolius did not exhibited satisfactory activity in tumor cells,
when crossed the effective and toxic concentrations. Thus, it is concluded that the
essential oil of O. majorana and O. vulgare and the hydroalcoholic extracts of
Origanum vulgare, Eugenia uniflora and Bauhinia forficata have better
antiproliferative activity in vitro in melanoma cells, when compared to the essential olil
R. officinalis and the hydroalcoholic extract of S. terebinthifolius and they represent a
promising study sources for the development of new anticancer drugs. Cutaneous
melanomas are common in routine HCV, being your biological behavior mainly
related with tumor size and metastasis.

Keywords: medicinal plants; plant extracts; essencial oils; toxicity; cutaneous
melanomas
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1 Introducéo

A Organizacdo Mundial de Saude aponta o cancer como uma das principais
causas de mortalidade em humanos no mundo, sendo crescente o nimero de novos
casos (WHO, 2008). No Brasil, as estimativas para o ano de 2014 apontaram para
uma ocorréncia de aproximadamente 580 mil novos casos da doencga (INCA, 2014).
Dados semelhantes sdo observados na medicina veterinaria, onde os neoplasmas
séo considerados como uma das maiores causas de morbidade e de mortalidade
entre caes e gatos idosos (WITHROW et al., 2013).

Dentre os neoplasmas que podem acometer caninos e felinos, os de origem
cutdnea sao 0s mais prevalentes, correspondendo a aproximadamente 43% das
ocorréncias, sendo que a porcentagem de malignidade varia entre 20 a 40%,
destacando-se nesta categoria os melanomas (ROLIM et al., 2012; BROCKLEY et
al., 2013; HAUCK, 2013; SMEDLEY et al., 2014).

O melanoma é uma neoplasia formada a partir de mutacdes em células
produtoras de melanina (melandcitos e melanoblastos). Apesar de néo ter uma alta
frequéncia, o melanoma tem grande importancia na oncologia veterinaria por tratar-
se de um tumor invasivo e altamente metastatico, principalmente quando esta
situado nos digitos e na cavidade oral (ROLIM et al., 2012; BERGMAN et al., 2013).
Outros locais de ocorréncia do melanoma séo a pele, jun¢cdes mucocutaneas e o
globo ocular (BERGMAN et al., 2013).

Dentre as modalidades terapéuticas que podem ser aplicadas em pacientes
portadores de melanomas, destacam-se a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia.
A escolha da terapia, assim como a determinacdo do prognoéstico, depende da
localizacé&o, do tamanho e do estagio do tumor, além da presenca de metastases
(BERGMAN et al., 2013). A resseccdo cirdrgica com margens amplas é
recomendada e pode ser a Unica modalidade terapéutica adotada em animais
portadores de massas pequenas, pouco invasivas, ndo aderidas e sem metastases.
A quimioterapia e a radioterapia adjuvantes podem ser aplicadas nos pacientes em
qgue foram detectadas metastases e/ou nos quais a resseccdo completa da massa

nao foi possivel (BERGMAN, 2007). Porém, ndo h& evidéncias claras de que a



13

quimioterapia para o melanoma, empregada como terapia Unica ou adjuvante,
reduza o risco de metastases ou de recorréncia do tumor, assim como também
parece nao prolongar o tempo médio de sobrevida dos pacientes (BERGMAN et al.,
2013). Outro contraponto da quimioterapia sdo os efeitos colaterais causados pela
sua administracdo, pois a maioria desses farmacos ndo apresenta toxicidade
seletiva as células tumorais, atingindo também as células normais do organismo do
paciente, causando danos a diversos tecidos e func¢des organicas.

Dessa forma, se faz necessaria a descoberta de novas opcdes de tratamento,
com caracteristicas aprimoradas (ARAUJO et al., 2007). Nesse contexto, as plantas
medicinais tém sido apontadas como uma alternativa para o desenvolvimento de
novos agentes antineoplasicos (BREHMER, 2005).

Em humanos, estima-se que 60% dos pacientes oncoldgicos utilizam algum
tipo de terapia alternativa ao longo do curso da doenga, além das modalidades
convencionais citadas (ARAUJO et al., 2007). No século XX houve um grande
avanco na pesquisa de substancias utilizadas na terapéutica antineoplasica,
sintetizadas a partir de produtos naturais como plantas e microrganismos (COSTA-
LOTUFO et al, 2010). Estima-se que 60% dos farmacos antineoplasicos e
antimicrobianos introduzidos no mercado nas Ultimas décadas, sdo originados de
produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2012).

As plantas da familia Lamiaceae destacam-se nesse contexto, por serem
ricas em substancias antioxidantes. Muitas espécies pertencentes a essa familia
estdo sendo amplamente testadas quanto a sua atividade antimicrobiana e vém
apresentando resultados promissores (CLEFF, 2008; SANTIN et al., 2014). Os
extratos e 6leos essenciais obtidos de Rosmarinus officinalis, Origanum marjorana e
Origanum vulgare, todas pertencentes a familia Lamiaceae, ja demonstraram acao
antiproliferativa frente a diversas linhagens de células tumorais humanas e animais
de melanoma, insulinoma, cancer de mama, cancer de colo uterino e fibrossarcoma
(SAVINI et al., 2009; KONTOGIANNI et al., 2013; RAO et al., 2014; CATTANEO et
al., 2015).

Outras plantas popularmente utilizadas como Bauhinia forficata, Schinus
terebinthifolius e Eugenia uniflora, tem sido avaliadas cientificamente. B. forficata
tem sido amplamente utilizada pela populacdo devido & acdo hipoglicemiante,
antibacteriana, fungicida, antidiarreica, antiviral, analgésica e até antitumoral
comprovadas pela literatura (SILVA & FILHO, 2002; SOUZA et al, 2010; PEPATO et
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al, 2004; MENEZES et al, 2007). Enquanto os extratos hidroalcéolicos obtidos das
folnas de Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora, demonstraram atividade
antimicrobiana frente a diversas cepas de bactérias e de fungos de importancia na
medicina, e vem apresentando resultados promissores no que se refere a sua
atividade antitumoral, principalmente quando testados seus compostos ativos
isolados (GONCALVES et al., 2005; MATSUO et al., 2011; PEREIRA et al., 2011;
BEZERRA et al., 2012; GREATTI et al., 2014).

Conforme o exposto se faz necessaria a descoberta de novos principios
ativos que apresentem atividade antineoplésica, sendo as plantas medicinais acima

apresentadas uma fonte importante de pesquisa.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade citotéxica dos O6leos essenciais de Origanum vulgare,
Origanum majorana e Rosmarinus officinalis e dos extratos hidroalcéolicos de
Origanum vulgare, Schinus terenbithifolius, Eugenia uniflora e Bauhinia forficata
frente a linhagem celular de melanoma murino B16F10 e de rim bovino (Madin
Darby Bovine Kidney).

2.2 Objetivos Especificos

— Testar a atividade citotdxica in vitro dos Oleos essenciais de R.
officinalis, O. vulgare e O. majorana frente a linhagem B16F10, originada de
melanoma metastatico de rato Mus musculus;

— Testar a atividade citotoxica in vitro dos extratos hidroalcoolicos de S.
terenbithifolius, E. uniflora e B. forficata frente a linhagem B16F10, originada de
melanoma cutaneo de rato Mus musculus;

— Testar a citotoxicidade in vitro dos 6leos essenciais de R. officinalis, O.
vulgare e O. majorana e dos extratos hidroalc6olicos de O. vulgare, S.
terenbithifolius, E. uniflora e B. forficata em células MDBK;

— ldentificar os compostos majoritarios dos O6leos essenciais de R.
officinalis, O. vulgare e O. majorana;

— Apresentar um estudo retrospectivo a cerca dos casos de melanoma
cutaneo diagnosticados em caninos no HCV-UFPel, incluindo dados
epidemiologicos, clinicos, terapéuticos e de sobrevida.



3 Revisado de Literatura

3.1 Conceito e Incidéncia do Melanoma Canino

Os neoplasmas de comportamento biol6gico maligno formados a partir de
melanécitos sdo denominados melanoma, melanoma maligno ou, menos
comumente, de melanossarcoma (EHRHART et al., 2013).

Estudos retrospectivos realizados no Rio Grande do Sul demonstraram que o
melanoma representa de 3,3 a 3,9% das neoplasias cutdneas que acometem
caninos (SOUZA et al., 2006; MEIRELLES et al., 2010), ja a literatura internacional,
aponta uma frequéncia que varia de 4 até 20% (BERGMAN et al., 2013).

Caes das racas Schnauzer, Scotttish terrier e de ragas pequenas,
especialmente o Poodle e o Cocker Spaniel parecem ter um maior risco de
desenvolver melanoma maligno (DOBSON, 2013). Séo citados ainda os cdes sem
raca definida, o Dachshund, o Labrador e o Golden Retriever como tendo uma alta
ocorréncia da neoplasia (MEIRELLES et al., 2010; ; ESPLIN, 2014; TUOHY et al.,
2014). Porém, alguns autores concordam que pode haver periodos de super-
representacdo de algumas racas, o que pode influenciar no resultado dos estudos
(ESPLIN, 2014). Contudo, independente da raca, h4 um risco aumentado para o
desenvolvimento de melanomas em caes que tenham a pele e/ou as mucosas
pigmentadas (SMITH et al., 2002; LIU et al., 2011; DOBSON, 2013).

A literatura ndo € unanime quanto a existéncia de uma predisposi¢do sexual
para a ocorréncia do melanoma, porém parece haver um maior nimero de casos
relatados em machos, sendo 10 anos a idade média dos animais no momento do
diagnostico (SMITH et al., 2002; MEIRELLES et al., 2010; BROCKLEY et al., 2013;
ROLIM et al., 2012; BOSTON et al., 2014).

3.2 Comportamento Bioldgico e Fatores Prognosticos

O melanoma canino € uma neoplasia de comportamento agressivo,

potencialmente invasivo e metastatico (RAMOS-VARA et al., 2000). Porém, o
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7z

potencial de malignidade do neoplasma € bastante varidvel, e depende da
localizacdo anatbmica, do tamanho, da presenca de metastases e das
caracteristicas histopatolégicas do tumor (BERGMAN, 2007; BROCKLEY et al.,
2013). Essas variaveis também estdo diretamente relacionadas ao prognoéstico da
doenca, enquanto o sexo, a raca e a idade dos animais parecem néo ter influéncia
(SMEDLEY, 2011; ROLIM et al., 2012).

Em relacéo a sua localizacdo anatébmica primaria, 0 melanoma pode ser oral,
cutaneo, mucocutaneo, digital e, menos comumente, ocular (BERGMAN, 2007,
ROLIM et al. 2012; BERGMAN et al., 2013). A localizacdo anatdmica é apontada em
varios estudos como um fator progndstico importante, porém ndo deve ser o Unico
fator preditivo a ser considerado (BERGMAN, 2007; SMEDLEY et al. BERGMAN et
al., 2013; SMEDLEY et al., 2014). Nesse contexto, os melanomas da cavidade oral e
labios s@o considerados como neoplasmas de comportamento mais agressivo e pior
prognostico, quando comparados com aqueles localizados na pele (BERGMAN et
al., 2013; BROCKLEY et al., 2013; SMEDLEY et al.,, 2014; TUOHY et al., 2014).
Dentre os melanomas cutaneos, aqueles localizados nos digitos parecem apresentar
um pior prognostico (SMEDLEY et al., 2014).

Spangler & Kass (2006) em estudo retrospectivo, demonstraram que o tempo
médio de sobrevida foi maior nos animais portadores de melanomas cutaneos (725
dias), em comparacdo aos que tiveram a neoplasia no interior da cavidade oral (147
dias) ou nos membros e labios (676 dias). Ainda nesse estudo, dentre os pacientes
diagnosticados com melanomas malignos orais, a maioria apresentou metastase ou
recorréncia do tumor (59%), além de um maior niumero de 6bitos por causas
relacionadas ao tumor no periodo avaliado (68% em pacientes com melanomas
orais, 30% em membros e labios e 7% na pele) (SPANGLER & KASS, 2006). Outro
estudo demonstrou que mais da metade dos caes que apresentaram melanoma no
leito ungueal e nos labios, vieram a 6bito em menos de um ano apos o tratamento
cirdrgico, enquanto nos casos de melanoma cutaneo em outras localizacbes que
ndo os digitos, pouco mais da metade apresentou sobrevida superior
(SCHULTHEISS, 2006).

Ainda que os tumores localizados na pele, sem envolvimento de mucosas ou
dos digitos, apresentem melhor progndstico, € fundamental realizar o exame

histopatolégico de todos os melanomas, para determinagdo do comprometimento



18

das margens e das -caracteristicas celulares e, dessa forma, delinear o
comportamento biolégico do tumor (BERGMAN et al., 2013).

O estadiamento clinico consiste na classificacdo prognostica dos neoplasmas,
considerando o tamanho destes, presenca de metastases em linfonodos regionais e
presenca de metastases distantes (BERGMAN et al, 2013). No caso dos
melanomas orais caninos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propde um
sistema de classificacdo do tumor em graus ou estagios, variando de | a IV (OWEN,
1980; BERGMAN et al.,, 2013). Seguindo esse sistema, Kawabe et al. (2015)
observaram que a sobrevida foi menor nos animais em estagios mais avancados,
havendo diferenca significativa no tempo médio de sobrevida entre os cdes em
estagio | e os cdes em estagios Il, Il e IV e entre os cdes em estagio Il e IV. Ao final
do mesmo estudo, houve mais cées vivos em estagio | do que nos demais (estagio I:
8/11; estégio II: 3/19; estagio Ill: 2/20; estagio 1V: 2/16) (KAWABE et al., 2015). O
intervalo livre de doenca também parece ser maior nos caes portadores de
melanomas orais em estagio I, do que em estagios mais avancados (TUOHY et al.,
2014).

Manley et al. (2011) adaptaram esse sistema de estadiamento para caes com
melanomas digitais e, também relataram que a sobrevida média dos cdes em
estagios mais avancados € menor do que em estagios iniciais (952 dias e 1.093 para
0s cdes em estagios | e Il, e 321 e 76 dias para os caes nos estagios Ill e IV,
respectivamente).

Em caes portadores de melanomas orais, jA estda bem estabelecida a
influéncia do tamanho do tumor primario no prognéstico da doenca (BERGMAN et
al., 2013; SMEDLEY et al. 2014). Boston et al (2014), observaram sobrevida média
de 620 dias em cées portadores de melanomas orais menores do que 2cm,
enquanto que para os tumores entre 2 e 4cm e maiores do que 4cm, a sobrevida
meédia foi de 240 e 163 dias, respectivamente. Tuohy et al. (2014) relacionaram o
aumento de 1cm no tamanho do tumor a um aumento de 32% de recorréncia local
ou metastases e 29% de morte.

De um modo geral, sugere-se que 0s tumores maiores estéo relacionados a
um pior prognostico, pois apresentam um padrdo mais agressivo de comportamento
biolégico do que os tumores menores. Além disso, este tipo tumoral tem resseccao
total dificultada, deixando margens pobres ou comprometidas, além de terem um

maior risco de desenvolver metastases distantes, uma vez que estdo no local ha
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mais tempo (BOSTON et al., 2014). Proulx et al. (2003), corroboram com essa
afirmativa, pois observaram uma maior porcentagem de diagndsticos de metéstases
pulmonares nos caes que apresentavam tumores macroscopicos (61%) em relacéo
aos microscopicos (34%).

A presenca de metastases influencia no estadiamento da doencga, além de ser
importante para o estabelecimento do tratamento e do prognostico. Metastases
distantes e/ou em linfonodos regionais estdo associadas com piores prognosticos,
independente da localizacdo primaria do melanoma (SMEDLEY et al., 2014).
TUOHY et al. (2014) observaram a presenca de metastases no momento do
diagnostico de melanoma oral em menos da metade dos pacientes (10 pacientes
com metastase e 59 sem metastase), porém, o tempo de sobrevida desses
pacientes foi muito menor, sendo de 131 dias nos pacientes com metastase e 818
naqueles sem metéstase.

A literatura cita ainda a utilizacdo de parametros histopatolégicos do tumor
como ferramentas auxiliares e fundamentais para determinar o prognéstico, como
avaliacdo de margens cirurgicas, indice mitético, atipia nuclear, tamanho do nucleo,
tipo celular, presenca de inflamacdo e presenca de necrose, além de provas
imunoistoquimicas, como marcac¢édo de Ki67 e proteina S-100 (HAHN et al.,1994 ;
SPANGLER & KASS, 2006; BERGMAN et al., 2013; SMEDLEY et al., 2014).

3.3 Modalidades Terapéuticas para o Melanoma Canino

3.3.1 Cirurgia

A cirurgia continua sendo a modalidade terapéutica mais efetiva para
melanomas, principalmente para tumores pequenos (< 2cm), moveis e bem
circunscritos e em pacientes que nado apresentem ainda metastases (BERGMAN et
al., 2013). A extensdo da resseccdo cirargica pode variar em funcdo do sitio
anatdbmico, sendo algumas vezes necessarias as amputacdes de membros e
resseccdo de grandes porcdes de tecidos moles e 6sseos, 0 que fica mais evidente
em casos de tumores na cavidade oral e nos digitos (BERGMAN, 2007; BERGMAN
et al., 2013). Porém, quando j4 existem metastases distantes no momento do

diagnéstico, os tratamentos cirargicos radicais muitas vezes sdo atenuados e, 0
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paciente com melanoma é submetido a outros tratamentos, muitas vezes paliativos
(BERGMAN, 2007).

Esplin (2008) observou que o0s pacientes portadores de melanomas na
cavidade oral ou nos labios que vieram a Obito durante o periodo avaliado,
apresentaram tempo médio de sobrevida apdés o procedimento cirirgico de quatro
meses. No mesmo estudo, 50% dos cdes estavam vivos ao fim do periodo (34
meses) e ndo haviam apresentado recorréncia do tumor (ESPLIN, 2008). Tuohy e
colaboradores (2014), demonstraram que o0s animais que foram submetidos a
ressecc¢ao cirargica do tumor, tiveram tempo de sobrevida médio maior (874 dias) do
que aqueles que receberam terapias adjuvantes (396 dias), assim como o intervalo
livre de progresséo, que foi de 567 dias para os caes tratados somente com cirurgia
e de 241 dias para aqueles que receberam outros tratamentos. Porém, sugere-se
que a presenca de metastases também exerce influéncia no tempo de sobrevida, e
nao somente a modalidade terapéutica (TUOHY et al., 2014). Boston et al. (2014),
também relataram néo haver diferenca significativa no tempo médio de sobrevida de
cées tratados unicamente com cirurgia em comparacdo com 0S que receberam

quimioterapia convencional, quimioterapia metrondmica ou imunoterapia adjuvantes.

3.3.2 Radioterapia

A radioterapia esta indicada nos casos em que o paciente possui um tumor
que ndo pode ser removido cirurgicamente, ou naqueles em que ndo € possivel
fazer a remocdo completa, deixando as margens cirargicas comprometidas e ainda
em pacientes que apresentem metastases nos linfonodos regionais, sem metastases
distantes (BERGMAN, 2007). Dessa forma, a radioterapia torna-se uma alternativa
para o controle local ou regional, e n&o sistémico do neoplasma (BERGMAN et al.,
2013).

A radioterapia como terapia adjuvante a cirurgia ou a quimioterapia, ja
demonstrou proporcionar um aumento significativo no tempo médio de sobrevida
dos pacientes com melanoma (FREEMAN et al.,, 2004; BOSTON et al., 2014;
KAWABE et al, 2015). Em relacdo a associacdo da radioterapia com a
guimioterapia, ha uma divergéncia entre os autores. Estudos que compararam a
sobrevida média dos pacientes com melanoma oral, tratados somente com

radioterapia, com aqueles tratados com radioterapia e quimioterapia, relatam que



21

ndo houve aumento significativo no tempo médio de sobrevida, enquanto outros
autores obtiveram sobrevida maior nos pacientes que foram tratados somente com
radioterapia (PROULX et al., 2003; MURPHY et al., 2005; CUNHA et al., 2013).

Alguns autores afirmam que pacientes tratados com radioterapia como terapia
Unica, apresentam elevadas taxas de recorréncia do melanoma e de surgimento de
metéstases (PROULX et al., 2003; BERGMAN, 2007; CUNHA et al., 2013). Além
disso, esse tipo de terapia, conforme o protocolo estabelecido pode causar reacfes
adversas de manifestacdo aguda, ou entdo efeitos colaterais cumulativos tardios
(PROULX et al., 2003; BERGMAN et al., 2013). S&o citadas reacfes locais leves
como alopecia e fibrose cuténea, e outras mais severas como necrose 0ssea e
ulceracdes e necrose na mucosa oral (BERGMAN et al., 2013).

Contudo, mesmo sendo a radioterapia uma modalidade terapéutica
consistente e importante em pacientes humanos, ainda esta em fase de avaliacdo e
crescimento na medicina veterinaria, tanto no Brasil, como no exterior (CUNHA et
al., 2013).

3.3.3 Quimioterapia

O tratamento quimioterapico em pacientes portadores de melanoma esta
indicado nos casos em que nao é possivel a ressecc¢éao total do tumor e quando sao
detectadas metastases, podendo ou ndo ser utilizada em combinacdo com a
radioterapia (MURPHY et al., 2005; DANK et al.,, 2012; BERGMAN et al., 2013).
Porém, ndo ha evidéncias claras de que a quimioterapia, empregada como terapia
Gnica ou como adjuvante a outras modalidades terapéuticas, reduza o risco de
metastases ou de recorréncia do tumor, assim como também parece nao prolongar
o tempo médio de sobrevida dos pacientes (BERGMAN et al., 2013).

A literatura aponta que caes portadores de melanomas que receberam
tratamento quimioterapico concomitante a radioterapia e, ap6s o procedimento
cirirgico, apresentam sobrevida média variando de 207 até 363 dias, enquanto
agueles que foram tratados com cirurgia e radioterapia, apresentam sobrevida média
entre 237 e 307, ndo havendo diferenca significativa no uso da quimioterapia
(FREEMAN et al., 2003; PROULX et al., 2003; Murphy et al, 2005). No entanto,

deve-se considerar que pacientes em estagios mais avancgados, que ja apresentem
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metédstases, tém um progndéstico pior, independente do protocolo terapéutico
empregado.

Os principais farmacos utilizados no tratamento do melanoma séo cisplatina e
carboplatina, que além da baixa eficacia, apresentam inumeros efeitos colaterais. A
administracdo de cisplatina, principalmente, estd associada com nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, ototoxicidade, mielossupresséo, nduseas e vomitos (BARABAS et
al., 2008).

3.3.3.1 Quimioterapia MetronGmica

A quimioterapia metrondmica consiste na administracdo oral diaria de
guimioterapicos em baixas doses e de forma continua, diferindo da quimioterapia
convencional, na qual os farmacos sdo administrados na maior dose tolerada e com
intervalos de 7, 14 ou 21 dias entre as aplicacdes (HANAHAN et al, 2000; BARROS
& REPETTI, 2015). Com a quimioterapia metronémica, sdo mantidos os niveis
circulantes de quimioterapicos, mantendo os efeitos citotdxicos, antiangiogénicos e
imunomoduladores dos farmacos, e reduzindo os efeitos adversos e a resisténcia
aos quimioterapicos (HANAHAN et al., 2000).

Essa modalidade terapéutica age como uma forma de controle paliativo e esta
indicada em casos de neoplasia recidivantes, inoperaveis ou metastaticas e em
pacientes debilitados, nos quais a quimioterapia convencional ndo esta indicada em
decorréncia dos efeitos adversos (RODIGHERI & DE NARDI, 2013).

Os protocolos utilizados em quimioterapia metronémica incluem agentes
citostaticos, normalmente a ciclofosfamida, frequentemente combinados a farmacos
gue possuam propriedades anti-angiogénicas, como o0s antinflamatorios nao
esteroidais (AINES), podendo ser incluidos também anticorpos monoclonais e
inibidores do receptor da tirosina quinase (BARROS & REPETTI, 2015).

Marchetti e colaboradores (2012) utilizaram a quimioterapia metrondmica com
a administragdo diaria de ciclofosfamida em combinacdo com celecoxib, em cées
gue ja apresentavam metastases, dentre eles um com melanoma oral em estagio
avancado, o qual apresentou remissao completa, com quatro meses de sobrevida
livre de doenca. Além disso, os autores observaram que todos os animais do estudo
apresentaram melhora na qualidade de vida, sem demonstrar sinais toxicidade

(MARCHETTI et al., 2012). A associagéo de ciclofosfamida com piroxicam mostrou-
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se eficaz no tratamento adjuvante de caes portadores de melanoma, nos quais a

ressec¢cdo completa do tumor nao foi possivel (ELMSLIE et al., 2008).

3.3.4 Eletroquimioterapia ou Eletroporacao

A eletroporagdo consiste na aplicacdo de séries de pulsos elétricos que
favorecem a permeabilidade da membrana e a entrada de moléculas nas células,
sendo uma ferramenta Gtil para aplicacao local de agentes quimioterapicos (REED et
al., 2010). Com a aplicacdo da eletroporacdo apos a administracdo local do
quimioterapico (eletroquimioterapia), ndo ha distribuicdo sistémica da droga, que vai
agir somente no sitio de aplicacdo, maximizando sua eficacia e reduzindo seus
efeitos toxicos (SPUGNINI et al., 2012). No entanto, sua eficacia no tratamento do
melanoma, apesar de promissora, ainda ndo estd bem estabelecida. Estudos
apontam que cerca de 50% dos caes portadores de melanomas na mucosa oral
tratados com bleomicina através de eletroporacao, apresentam reducdo completa do
tumor (SPUGNINI et al, 2012). Ja Silveira et al. (2010), utilizaram a
eletroquimioterapia para o tratamento de 9 cdes diagnosticados com melanoma,
sendo sete localizados no saco conjuntival, dois orais e um interdigital. Foi
observada remisséo total dos tumores em todos 0s pacientes, necessitando de uma
até trés sessdes em intervalos mensais (SILVEIRA et al., 2010).

Nos casos em que ja existem metastases, a eletroquimioterapia age de forma
paliativa, ja que ndo h& acéo sistémica da droga (REED et al., 2010). Dessa forma,
mesmo nao exercendo controle sobre as metastases, a eletroquimioterapia pode ser
til nos casos em que 0s animais apresentam contraindicacdes para a administracao
de quimioterdpicos sistémicos ou em tumores inoperaveis (REED et al., 2010;
SPUGNINI et al., 2012).

3.3.5 Imunoterapia

A imunoterapia € uma estratégia promissora para o tratamento sistémico do
melanoma canino. Porém, a maioria dessas terapias ainda € cara, utilizam técnicas
demoradas e dependentes do estabelecimento do tumor dos pacientes em linhagens
celulares, sendo de dificil reproducédo, além de necessitarem de estudos mais

consistentes antes de serem usadas rotineiramente (BERGMAN, 2007).
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Dentre essas estratégias terapéuticas, a mais acessivel atualmente é a vacina
de DNA xenogenético, criada para ser utilizada como adjuvante no tratamento do
melanoma oral canino (BERGMAN, 2007; OTTNOD et al., 2013). Essa vacina ja foi
aprovada para uso comercial nos EUA, em pacientes portadores de melanomas
orais e ainda esta em avaliacdo na Europa, ndo estando ainda disponivel para a
venda no Brasil (MARTIN & ARGYLE, 2013). Em suma, o mecanismo de acao da
vacina baseia-se no estimulo para a formacdo de anticorpos contra a tirosinase
tumoral, que € essencial para a sintese de melanina (BERGMAN, 2007). Porém, de
acordo com LIAO et al. (2010), a resposta humoral esperada, so € atingida de 3 a 9
meses depois da aplicacdo da ultima dose da vacina (42 dose) e, dessa forma, os
pacientes em estagios mais avancados, viriam a oObito antes de terem uma resposta
ideal (GROSENBAUGH et al., 2011).

A literatura aponta a vacina comercial como uma estratégia segura, com
poucos efeitos colaterais, que normalmente se limitam a hematomas, eritema e dor
local apos a aplicacdo (GROSENBAUGH et al., 2011). Por outro lado, a eficacia da
vacina como terapia adjuvante ainda é discutida entre os autores, principalmente no
que diz respeito ao aumento da sobrevida dos pacientes (BERGMAN, 2007;
OTTNOD et al., 2013; GROSENBAUGH et al., 2011, MARTI & ARGYLE, 2013).

3.4 Plantas Medicinais e Cancer

Ha milhares de anos, as plantas utilizadas como alimentos e condimentos,
também desempenham um importante papel na medicina popular, geralmente
aplicadas em preparacfes rusticas como tinturas, chas, pés e pomadas (AL-
KALALDEH et al., 2010).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saulde estima que 65-80% da
populacdo pertencente aos paises em desenvolvimento, dependem das plantas
medicinais, sendo essa a sua Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(MATOS, 2014). Considerando apenas a populacdo brasileira, somente 20% das
pessoas tem acesso a 63% dos medicamentos disponiveis, enquanto o restante tem
0os medicamentos de origem natural como seu Unico recurso terapéutico,
principalmente as plantas medicinais (DI STASI, 1996). Em consequéncia disso,
somado ao declinio da eficacia dos farmacos disponiveis, nas Ultimas décadas, 0s

produtos vegetais vém chamando a atencdo dos pesquisadores devido ao seu
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potencial antimicrobiano, antioxidante e anticancerigeno (BAKKALI et al., 2008).
Nesse contexto, as pesquisas envolvendo plantas medicinais e o isolamento de seus
compostos ativos, resultaram no desenvolvimento de farmacos destinados para
diversas finalidades, como analgésicos, quimioterapicos antineoplasicos e
antibiéticos, correspondendo a cerca de 50% de todos os medicamentos aprovados
mundialmente para uso na atualidade (AL-KALALDEH et al., 2010; MARRELI et al.,
2015). Quando considerados somente os farmacos usados para o tratamento do
cancer, essa porcentagem chega a 60% (SOLOWEY et al., 2014).

Em humanos estima-se que 60% dos pacientes oncologicos utilizam algum
tipo de terapia alternativa ao longo do curso da doenga, além das modalidades
convencionais (ARAUJO et al., 2007). Na Asia, aproximadamente 50% dos
pacientes com cancer utilizam produtos derivados de plantas durante o tratamento
(SOLOWEY et al., 2014).

Na medicina popular, as plantas também sé&o utilizadas para o tratamento do
cancer nos animais (MARINHO et al., 2007). No entanto, ainda sdo escassos 0S
estudos comprovando a atividade antineoplasica das plantas medicinais em animais.
Os estudos utilizando células tumorais animais e modelos experimentais, tem como
objetivo o desenvolvimento de terapias para aplicagcdo em medicina humana. Porém,
devido as semelhancas fisiol6gicas entre cdes e humanos, e entre suas afeccdes
neoplasicas, muitos desses estudos podem ser extrapolados para a medicina
veterinaria (SCHIFFMAN & BREEN, 2015).

Os processos vegetais vitais de biossintese séo responsaveis pela formacéo,
acumulo e degradacdo de substancias no interior das células que formam os
diversos tecidos dos organismos vegetais (MATOS et al., 1997). O metabolismo
primario fornece a planta as substancias necessarias para as suas funcfes basicas,
como a respiracdo e a sintese de substancias essenciais para a manutencao das
fungbes celulares (BRAZ FILHO, 2010). J& os metabdlitos secundarios sao
especificos de cada espécie de planta e contribuem para a sua sobrevivéncia
ambiental, protegendo-as de doencas e parasitas, além de contribuir com a
formacdo dos diferentes aromas e cores (BRAZ FILHO, 2010). Os terpendides,
alcaldides, glicosidios, flavonoides, fenilpropandides, dentre outros, sdo produtos do
metabolismo vegetal secundario e estdo associados as propriedades terapéuticas

das plantas medicinais, podendo ser utilizadas na forma natural ou por extratos
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(ADORJAN & BUCHBAUER, 2010; SIMOES & ALMEIDA, 2015; BAILAO et al.,
2015).

Dentre as inumeras familias botéanicas estudadas, as familias Lamiaceae,
Fabaceae, Anacardiaceae e Myrtaceae destacam-se pelo seu uso popular, pela
ampla distribuicdo e facilidade de aquisicdo e, pela composi¢cdo quimica rica em
substéancias bioativas, apresentando assim, grandes potencialidades para pesquisas
cientificas (GIORDANI, 2013; GUTERRES, 2015; VICTORIA et al., 2012; SANTIN,
2014; MATOS, 2014).

3.4.1 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae € composta por cerca de 250 géneros e 6.970 espécies,
sendo primeiramente difundidas pela regido do Mediterraneo e, posteriormente
introduzidas em outros paises (PORTE & GODOQY, 2001; PEREIRA et al., 2012). No
Brasil, sdo encontradas aproximadamente 26 géneros e 350 espécies (SILVA et al.,
2011)

Dentro dessa familia, destacam-se as plantas Origanum vulgare (orégano),
Origanum majorana (manjerona) e Rosmarinus officinalis (alecrim) por apresentarem
um amplo espectro de atividades biologicas, atuando como bactericidas,
antioxidantes, fungicidas, antitumorais, dentre outras, tanto na forma de Ooleos
essenciais, como na forma de extratos (HAIDA et al., 2007; HUSSAIN et al., 2011,
SILVA et al., 2011; SANTIN, 2014; MATOS, 2014;).

O Origanum vulgare é uma planta aromatica amplamente utilizada na
culinaria e na medicina popular (CLEFF, 2008; ROMERO et al., 2012; MATOS,
2014). Suas diferentes formas de extracdo geram produtos vegetais, como extratos
e Oleos essenciais, que apresentam propriedades antimicrobiana, antioxidante e
anticancerigena, entre outras que ja foram cientificamente comprovadas (CLEFF,
2008; HUSSAIN et al, 2011; MATOS, 2014; SANTIN et al., 2014; VASKO et al, 2014;
GUTERRES, 2015).

Atualmente, a atividade citotoxica e antioxidante do O. vulgare vem sendo
foco de diversas pesquisas que sugerem que essa planta pode desempenhar um
importante papel na prevencdo e controle do céncer (SAVINI et al., 2009;
BERRINGTON & LALL, 2012, KOLDAS et al., 2013). A acao antioxidante do O.
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vulgare esta relacionada a presenca de compostos fitoquimicos como polifenois e
flavonoides, uma vez que os mesmos combatem danos celulares oxidativos e,
consequentemente, algumas mutacdes que podem levar ao cancer (KOLDAS et al.,
2014; MARRELLI et al., 2015).

O extrato hidroalcdolico de orégano ja se mostrou efetivo em controlar a
proliferacéo in vitro de células de carcinoma hepatico (HepG2) (MARRELI et al.,
2015), enquanto o extrato metandlico, demonstrou atividade citotéxica em células de
carcinoma colorretal (HCT-116) e de adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231)
(GRBOVIC et al., 2013).

Os extratos etanodlico, aquoso e metandlico de O. vulgare, demonstraram
atividade inibitéria em células de carcinoma cervical (HelLa), sendo que todos
extratos apresentaram atividade antiproliferativa similar na maior concentragcao
testada (KOLDAS et al., 2014).

O 6leo essencial de O. vulgare apresentou atividade inibitéria para o
crescimento de linhagens de leucemia linfoblastica (CEM), carcinoma mamario
(MDA), carcinoma alveolar (A-549) e adenocarcinoma colorretal (CaCo2) (VASKO et
al., 2014). Entretanto, Berrington & Lall (2012), ao utilizarem a linhagem celular HeLa
e células da linhagem Vero (rim de macaco verde africano), para verificar a atividade
citotéxica do Oleo essencial de orégano frente a células de céncer e normais,
observaram ser necessaria uma concentracdo mais alta do Oleo para inibir a
proliferacdo das células Vero, quando comparadas as células de carcinoma.
Corroborando com Berrington & Lall (2012), Hussain et al. (2011) demostraram que
a concentracao citotoxica do 6leo essencial de orégano foi menor para células de
carcinoma prostatico (LNCaP) e de carcinoma mamario (MCF-7), do que para a
linhagem de fibroblastos normais.

Origanum majorana é uma planta aromatica perene que contém grandes
qguantidades de compostos antioxidantes como flavonoides (diosmetina, luteolina e
apigenina) e terpenoides (timol e carvacrol) (ABDEL-MASSIH et al., 2010). Essas
substancias bioativas podem prevenir doengas causadas pelo estresse oxidativo,
como por exemplo, o céancer (ABDEL-MASSIH et al., 2010; ELANSARY &
MAHMOUD, 2014).

Com relagéo a atividade antineoplasica, Rao et al. (2014) demonstraram que
0 extrato etandlico de O. majorana exerceu uma significativa atividade

antiproliferativa frente a linhagem celular de fibrossarcoma, e uma baixa toxicidade
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em linfécitos humanos normais, na mesma concentracdo. Abdel-Massih et al. (2010),
também demonstraram atividade inibitéria do extrato de manjerona em células
humanas de leucemia, com baixa toxicidade em linfécitos. A atividade
antiproliferativa do extrato de O. majorana também j& foi demonstrada em linhagens
de carcinoma epitelial cervical (HeLa), carcinoma maméario (MCF-7) e leucemia
(Jurkat cell) Elansary & Mahmoud, 2014). Hussain et al. (2011) testaram a atividade
do 6leo essencial de O. majorana em cultivos celulares de carcinoma mamario,
carcinoma prostatico e em fibroblastos e, observaram que as concentracdes que
foram efetivas frente as linhagens de carcinomas ndo foram toxicas para 0s
fibroblastos.

Dentre as plantas da familia Lamiaceae, Rosmarinus officinalis talvez seja o
mais antigo em relacéo a aplicacdo medicinal, sendo utilizado desde a antiguidade
para prevencdo e tratamento de diversas doencas (CATTANEO et al., 2015). No
antigo Egito, na época dos farads, essa erva ja era popularmente usada para a
prevencao do cancer em humanos (ELANSARY & MAHMOUD, 2014).

Atualmente, amplas pesquisas vém demonstrando o potencial antiproliferativo
do alecrim frente a diversas linhagens de células neoplasicas (YESIL-CELIKTAS et
al., 2010; MOTHANA et al., 2011; TAl et al., 2012; ELANSARY & MAHMOUD, 2014,
CATTANEO et al., 2015; MARRELLI et al., 2015). Essas propriedades terapéuticas
associadas ao R. officinalis séo atribuidas aos seus constituintes polifenolicos, como
o carnosol, acido carnésico, rosmanol, acido rosmarinico e acido ursolico (YESIL-
CELIKTAS et al., 2010; CHUN et al., 2014).

A citotoxicidade do extrato hidroalcoolico de R. officinalis ja foi demonstrada
perante a linhagens celulares de melanoma (A375), carcinoma colorretal (LoVo),
carcinoma hepatico (HepG2), carcinoma cervical (HeLa), carcinoma mamario (MCF-
7) e leucemia (Jurkat cell) (ELANSARY & MAHMOUD, 2014; CATTANEO et al.,
2015MARRELLI et al., 2015). Além disso, Tai et al. (2012), demonstraram que a
associacdo do extrato hidroalcéolico de alecrim com cisplatina, exerceu maior
atividade antiproliferativa em linhagens de carcinoma ovariano (A2780 e
A2780CP70) do que quando utilizados isoladamente, sendo esta planta um
promissor candidato também como adjuvante em protocolos terapéuticos
antineoplasicos.

Hussain et al. (2010), avaliaram ainda a atividade antiproliferativa do 6leo

essencial de R. officinalis em linhagem celulares de carcinoma mamario (MCF-7),
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carcinoma prostético (LNCap) e em fibroblastos (NIH-3T3). Nesse estudo, foram
necessarias concentragcbes mais elevadas do Oleo essencial para inibir a
proliferacdo dos fibroblastos do que das linhagens celulares neoplasicas,
demonstrando uma baixa toxicidade desse produto in vitro (HUSSAIN et al., 2010).
Ja em um estudo utilizando o extrato aquoso de R. officinalis, Mothana et al. (2011)
observaram que a concentragdo necessaria para inibir a proliferacdo das células de
carcinoma mamario foi a mesma que inibiu a proliferacdo de células epiteliais
normais.

Diante desses resultados, observa-se a necessidade de realizar novos
estudos, a fim de estabelecer a toxicidade in vitro e in vivo, dos diversos produtos

vegetais que podem ser obtidos destas plantas.

3.4.2 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae é uma das maiores familias de angiospermas, com 727
géneros e aproximadamente 19.000 espécies e esta distribuida em paises tropicais
da Africa, Asia e América do Sul (FILHO, 2009; SILVEIRA & MIOTTO, 2013).

Entre as diversas espécies de importancia medicinal, pertencentes a essa
familia, destacam-se as do género Bauhinia, que compreende cerca de 300
espécies, das quais 200 sao brasileiras (VAZ & TOZZI, 2005).

Bauhinia forficata, esta bem distribuida no Sul do Brasil, sendo conhecida
vulgarmente como “pata-de-vaca”, foi primeiramente utilizada como hipoglicemiante
através da medicina popular (FERRERES et al., 2012). Atualmente, a acdo dos
extratos de B. forficata no controle da glicemia ja foi comprovada cientificamente,
assim como seu potencial antibacteriano, antifingico e antioxidante (SILVA &
FILHO, 2002; INDIANARA et al., 2008; FILHO, 2009; FERRERES et al., 2012;
MICELI et al., 2015).

As atividades biologicas atribuidas a Bauhinia forficata, estdo associadas aos
seus compostos bioativos como terpenos, esteroides, acidos aromaticos, quinonas,
lactonas, alcaloides e, principalmente, flavonoides (FILHO, 2009; MICELI et al.,
2015). As atividades biologicas que podem ser exercidas pelos compostos
fitoquimicos, tém despertado interesse no ambito da pesquisa cientifica,

principalmente no que tange a protecédo celular, toxicidade e efeitos antitumorais
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(PRINCIPE & SPIRA, 2009; MICELI et al., 2012; DUSMAN et al., 2013; SILVA et al.,
2014).

Miceli et al. (2012), realizaram um estudo utilizando o extrato hidroalcéolico
das folhas de B. forficata, demonstrando atividades antioxidante, associada a grande
quantidade de flavonoides presente no extrato, e citotoxica frente a linhagem celular
FO-1, de melanoma humano (MICELI et al., 2012). Os autores avaliaram que 0 uso
do extrato foi seguro em testes in vivo, ndo sendo letal para o modelo experimental
Artemia salina, mesmo em concentracfes elevadas, além de ndo apresentar
toxicidade in vitro para linfécitos humanos (MICELI et al., 2012).

Principe & Spira (2009), demonstraram que o extrato metandlico de B.
forficata ndo teve efeito citotéxico em células de leucemia humana (Jurkat cells),
mesmo em concentracdes elevadas. Porém, foi capaz de inibir a expressdo do
conjunto de enzimas glutationa S-transferase (GST) na mesma linhagem celular. A
importancia desse resultado esta no fato de que os extratos com atividade anti-GST,
podem reduzir os niveis de expressdo dessas enzimas e, consequentemente,
reduzir também a resisténcia a quimioterapicos em células neoplasicas (PRINCIPE
& SPIRA, 2009).

Dusman et al. (2013), comprovaram o efeito celular protetivo e a baixa
citotoxicidade do extrato aquoso de B. forficata em ratos Wistar tratados com
ciclofosfamida pela via intraperitoneal, através da avaliagcdo histopatologica da
medula 6ssea dos animais. Os autores concluiram que a atividade antioxidante
desse extrato estd associada a sua baixa toxicidade celular, além de contribuir na
reducdo de possiveis danos celulares induzidos por agentes quimioterapicos, como
a ciclofosfamida (DUSMAN et al., 2013).

Devido a presenca da proteina lectina, as plantas do género Bauhinia
apresentam importante atividade aglutinante sobre varios tipos de células e, dessa
forma, seriam capaz de inibir a adeséo de células tumorais e, consequentemente a
progressao tumoral (SILVA et al., 2014; LOPEZ & SANTOS, 2015). A atividade da
lectina presente nas sementes de B. forficata, foi demonstrada frente a linhagem
celular de carcinoma mamario (MCF-7), sendo que a proliferacdo das células do
carcinoma foi inibida pela lectina, através da inibicdo da adesdo das mesmas, o que

provocou a morte celular (SILVA et al., 2014).
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3.4.3 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae possui mais de 70 géneros e cerca de 600 espécies
(CARVALHO, 2013). Fazem parte dessa familia, as plantas do género Schinus,
originario da América do Sul, nativo do Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina. Esse
género possui aproximadamente 29 espécies, dentre elas o Schinus terebinthifolius
(BENDAOUD et al., 2010).

Schinus terebinthifolius, é utilizado na medicina popular para o tratamento de
desordens digestivas, problemas respiratorios, doencas geniturinérias, além de ser
considerado depurativo, antitérmico e analgésico (GIORDANI, 2013; CARVALHO et
al., 2013). Cientificamente, ja foram comprovadas suas atividades antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria e também antitumoral, em diversas preparacdes de
extratos e de 6leos essenciais, além do uso dos compostos isolados de extratos
(QUEIRES et al., 2006; BENDAOUD et al., 2010; MAHMOUD et al., 2011; MATSUO
et al., 2011; ESTEVAO et al., 2015).

Mahmoud et al. (2011) testaram a atividade inibitéria de diferentes extratos
das folhas da aroeira-mansa em linhagens celulares de melanoma humano (MDA-
MB-435), carcinoma colorretal humano (HCT-8) e glioblastoma (SF-295). Todos o0s
extratos demonstraram atividade antiproliferativa em todas as linhagens, sendo o
extrato hidroalcoolico mais efetivo frente a linhagem de carcinoma colorretal,
seguida pelas células de melanoma e a menor efetividade ocorreu nas células de
glioblastoma (MAHMOUD et al., 2011). Em outro estudo, conduzido por Bendaoud et
al. (2010), foi demonstrado que o 6leo essencial obtido a partir dos frutos de Schinus
terebinthifolius, foi capaz de exercer atividade antiproliferativa in vitro em células de
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7).

Alguns compostos bioativos como terpenos e flavonoides, presentes em todas
as partes do S. terebinthifolius, estdo associados com as suas propriedades
antioxidantes, antiproliferativas e antitumorais (QUEIRES et al., 2006; MATSUO et
al., 2011). Nesse contexto, estdo sendo desenvolvidas pesquisas a fim de identificar,
isolar e testar suas possiveis aplicacdes. Matsuo et al. (2011), isolaram o composto
organico alfa-pineno, do 6leo essencial dos frutos da aroeira-mansa, e testaram sua
aplicacdo terapéutica em modelos experimentais de melanoma metastatico. Os

autores observaram uma significativa reducdo na formacédo de nédulos metastéaticos
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pulmonares nos ratos que receberam o alfa-pineno, em comparagcdo com aqueles
gue néo receberam (MATSUO et al. , 2011).

Algumas fragOes de polifenois presentes no extrato de S. terebinthifolius
foram isoladas por Queires e colaboradores (2006), que testaram sua atividade
inibitéria em células de carcinoma prostatico, demonstrando atividade inibitéria
superior de uma das fracdes fendlicas, quando comparadas ao extrato aquoso e
outras fracoes.

O extrato aquoso de Schinus terebinthifolius foi testado in vitro e in vivo,
quanto a sua toxicidade cutanea, em amostras de epiderme reconstituida e em
voluntarios. Neste estudo, ndo foi observada citoxicidade nas amostras testadas,
bem como ndo foram relatadas alteragcdes cutaneas irritativas no teste in vivo
(JORGE et al., 2012).

3.4.4 Familia Myrtaceae

As plantas da familia Myrtaceae estdo distribuidas mundialmente e
compreendem mais de 100 géneros e cerca de 3.600 espécies. O género Eugenia
possui 14 espécies subtropicais, presentes no norte e nordeste da Argentina, no
Uruguai, Paraguai e no Brasil (BAGETI, 2009).

A planta Eugenia uniflora (pitangueira), pertencente a familia Myrtaceae, €
bem distribuida nos paises da América do Sul (BAGETI, 2009). Os frutos e folhas
dessa planta sdo popularmente utilizados para desordens gastrointestinais, como
dores estomacais e diarreia, e no tratamento de parasitoses intestinais (GIORDANI,
2013). E. uniflora demonstra potencial antioxidante, antimicrobiano, anti-chagasico e
anti-inflamatorio, assim como baixa toxicidade in vitro e in vivo na forma de extrato
aquoso (SHAPOVAL et al., 1994; ; MONKS et al., 2002; SANTOS et al., 2012;
VICTORIA et al., 2012).

Diferentes produtos vegetais obtidos do caule, das folhas e dos frutos da E.
uniflora, ja tiveram sua atividade antitumoral comprovada in vitro. O extrato aquoso
das folhas da pitangueira demonstrou atividade inibitéria potente em células
humanas de carcinoma colorretal (HT29) e carcinoma pulmonar (H460) (MONKS et
al., 2002). Mahmoud et al. (2011) testaram o potencial antiproliferativo do extrato da
casca do caule de E. uniflora em linhagens celulares de melanoma (MDA-MB-435),

carcinoma colorretal (HCT-8) e glioblastoma, nas quais o0 extrato demonstrou alta
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atividade inibitéria, principalmente nas células de melanoma. Supriyati e
colaboradores (2011) observaram forte atividade antiproliferativa dose-dependente
do extrato metandlico de E. uniflora, em um estudo in vitro com adenocarcinoma
mamario (MCF-7).

Os Oleos essenciais obtidos das folhas e dos frutos de E. uniflora
demonstraram excelente atividade antiproliferativa em células de carcinoma
hepatocelular (Hep G2), carcinoma ductal mamario (Hs 578T) e carcinoma prostatico
(PC-3) (OGUNWANDE et al., 2005). Victoria e colaboradores (2012), comprovaram
o potencial antioxidante do 6leo essencial das folhas de pitangueira. O 6leo ainda
demonstrou baixa toxicidade aguda in vivo, quando administrado pela via oral em
modelos experimentais (VICTORIA et al., 2012).

Diante dos estudos avaliados, observa-se um grande potencial na pesquisa
com uso de extratos vegetais das familias Lamiaceae, Fabaceae, Anacardiaceae e
Myrtaceae, uma vez que podem representar alternativas aos tratamentos que ja vem

sendo utilizados nos protocolos antineoplasicos.

3.5 Avaliagdo da Toxicidade dos Produtos Vegetais

No Brasil, as plantas medicinais que tenham sua eficAcia comprovada
cientificamente em determinadas enfermidades, tem seu uso regulamentado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2011). Porém, mesmo
com os avancgos em estudos e pesquisas realizados nessa area, varias espécies de
plantas ainda sao utilizadas segundo as orientagdes da medicina popular
(GIORDANI, 2013).

Essa realidade € preocupante, pois 0 uso empirico é insuficiente para validar
as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros, uma vez que nao
sdo conhecidas as causas especificas de todas as possiveis reacdes adversas
ligadas ao uso das plantas (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006; AGRA et al., 2007
2008).

A partir disso, a determinacdo do potencial téxico dos extratos de plantas
torna-se de grande importancia, tendo em vista a aplicabilidade dos resultados, pois
a toxicidade é um dos principais fatores limitantes para que um extrato vegetal possa
ser indicado como medicinal (BLANK, 2013).
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Dessa forma, faz-se necessaria a realizacdo de testes de eficacia e de seguranca
das plantas medicinais, utilizando métodos especificos que sejam aceitos pela
legislacdo (BRASIL, 2004). Com o intuito de minimizar o uso de animais nos testes
de toxicidade, podem ser utilizadas novas alternativas no ambito da pesquisa, como
0 uso de organismos menores e menos desenvolvidos e os testes em cultivos de
células (BONES & MOLETO, 2011).

3.5.1 Testes de Toxicidade in vitro — Uso do Cultivo Celular

Nesse tipo de teste, sdo utilizadas culturas de células para a avaliacao dos
danos causados pela substancia em nivel celular (BEDNARCZUK et al., 2010).
Trata-se de um método aplicado em pesquisas basicas preliminares, que permite a
observacdo das alteragfes celulares provocadas pela substancia teste do ponto de
vista microscépico, molecular e quimico (MORALES, 2008). As principais vantagens
do uso de cultivos celulares em testes de toxicidade sdo a reprodutibilidade, a
sensibilidade e a rapidez (BEDNARCZUK et al., 2010).

A observacdo da viabilidade celular apés a exposicdo ao produto testado
pode ser mensurada por diferentes metodologias, sendo a técnica colorimétrica
utilizando MTT (3-(4,5-dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
uma das mais frequentemente utilizadas. Essa técnica consiste em um ensaio
guantitativo, que determina a interrupcdo de uma funcdo bioquimica celular critica,
que é a atividade mitocondrial. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a
viabilidade celular, é quantificada pela reducdo do MTT a formazan, o que leva a
alteracdo de coloracédo e solubilidade do sal, pela atividade das desidrogenases
mitocondriais. Sendo assim, a redu¢cdo do MTT a formazan, sera diretamente
proporcional a atividade das mitocondrias e a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Porém, os testes de citotoxicidade podem superestimar a toxicidade de uma
substancia in vivo, uma vez que as estruturas teciduais e 0S processos de
biotransformacgéo e de transporte ndo podem ser simulados em cultura de células
(REICHLING et al., 2009). Dessa forma, os testes de toxidade celular in vitro podem
auxiliar na reducdo do numero de animais utilizados nas pesquisas cientificas,

porém, ndo podem substituir por completo os testes in vivo (MORALES, 2008).
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Atividade citotdxica de dleos essenciais de plantas da familia Lamiaceae em
células de melanoma

Cytotoxic activity of essential oils from plants of the family Lamiaceae in
melanoma cells
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade citotoxica dos 6leos essenciais de O.
vulgare, O. majorana e R. officinalis em linhagens celulares de melanoma murino
(B16F10) e de rim bovino (MDBK), e determinar a composicdo quimica dos extratos.
Os 6bleos essenciais foram extraidos das folhas secas das espécies vegetais, diluidos e
distribuidos em placas de 96 pocos, sob as monocamadas de células das linhagens
B16F10 e MDBK, que foram incubadas por 24 horas, em 37°C com atmosfera umida e
5% de CO,. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT e a leitura feita em
espectrofotobmetro (540nm). Todos os Oleos avaliados foram efetivos em inibir as
células de melanoma, porém ndo houve diferenca significativa entre eles e entre suas
concentragdes, assim como em relagdo a citotoxicidade na linhagem MDBK. As
concentracdes efetivas e ndo toxicas dos 6leos essenciais de O. majorana e O. vulgare
foram 490 e 245 pg.mL™. O 6leo de R. officinalis, apresentou elevada toxicidade nas
concentracOes efetivas nas células B16F10. Os compostos majoritarios identificados
foram 1-8 cineol, canfor e a-pinene, no 6leo essencial de R. officinalis; 4-terpineol, 4-
carene e 5-isopropyl-2-methylbicyclo no 6leo essencial de O. majorana e y-terpineno,
4-terpineol e hidroxy-p-cymene no 0leo essencial de O. vulgare. Com os resultados
evidenciados nesse estudo, conclui-se que os 6leos essenciais de O. majorana e de O.
vulgare apresentaram alta citotoxidade in vitro em células de melanoma e representam

promissoras fontes de estudo para o desenvolvimento de novos farmacos



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

37

antineoplésicos. O dleo essencial R. Officinalis também mostrou-se efetivo, porém com
baixa citotoxicidade na linhagem de melanoma murino.
Palavras-chave: Melanoma; Citotoxicidade; Origanum vulgare; Origanum majorana;

Rosmarinus officinalis.

ABSTRACT

The objective was to assess the cytotoxic activity of essential oils of O. vulgare, O.
majorana and R. officinalis in cell lines of murine melanoma (B16F10) and bovine
kidney (MDBK), and determine the chemical composition of the extracts. The essential
oils were extracted from the dried leaves of the plant species, diluted and distributed in
96-well plates in cell monolayers of B16F10 and MDBK lines which were incubated for
24 hours at 37 °C in humid atmosphere, 5% CO,. Cell viability was assessed by MTT
assay and the reading taken in a spectrophotometer (540 nm). All evaluated oils were
effective in inhibiting melanoma cells, but there was no significant difference between
them and between their concentrations, as well as in relation to cytotoxicity in MDBK
line. Effective and non-toxic concentrations of the essential oils of O. majorana and O.
vulgare were 490 and 245 pg.mL™. The R. officinalis oil, showed high toxicity at
effective concentrations in B16F10 cells. The major identified compounds were 1-8
cineol, camphor and a-pinene in the essential oil of R. officinalis; 4-terpineol, 4-carene
and 5-isopropyl-2-methylbicyclo in the essential oil of O. majorana and y-terpinene, 4-
terpineol and Hydroxy-p-cymene in the essential oil of O. vulgare. With the results
shown in this study, it is concluded that the essential oils of O. majorana and O. vulgare
showed high cytotoxicity in vitro melanoma cells and represent promising sources to
study the development of new anticancer drugs. The essential oil R. officinalis also was
effective, but with low cytotoxicity in murine melanoma line.

Keywords: Melanoma; Cytotoxicity; Origanum vulgare; Origanum majorana;

Rosmarinus officinalis.

Introdugéo

O melanoma é uma neoplasia mucocutanea originada de células melanociticas

gue acomete diversas espécies, sendo comum em cdes e em humanos, 0s quais
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compartilham semelhangas, principalmente no que se refere ao comportamento
bioldgico e a resisténcia farmacoldgica do tumor (Bergman et al, 2013; Schiffman e
Breen, 2015). Apesar de ter uma frequéncia entre trés e 20%, o melanoma tem grande
importancia na oncologia veterinaria por tratar-se de um tumor invasivo, altamente
metastatico e pouco responsivo ao tratamento quimioterapico convencional,
especialmente nos estagios mais avangados (Rolim et al., 2012; Bergman et al., 2013).

A crescente resisténcia desenvolvida pelas células cancerigenas aos farmacos
quimioterapicos, observada em pacientes com melanoma e outras neoplasias, somada
aos severos efeitos colaterais desses medicamentos, alavancaram as pesquisas
cientificas com produtos naturais, na busca de novos agentes para o tratamento do
cancer (Russo et al. 2016). Nesse contexto, as pesquisas envolvendo plantas medicinais
e o isolamento de seus compostos ativos, resultaram no desenvolvimento de farmacos
destinados para essa finalidade, correspondendo a cerca de 60% de todas as drogas
antineoplasicas aprovadas para uso nas ultimas décadas (Solowey et al., 2014).

Em humanos estima-se que 60% dos pacientes oncoldgicos utilizam algum tipo
de terapia alternativa ao longo do curso da doenca, associado as modalidades
convencionais (Araujo et al., 2007). Na Asia, aproximadamente 50% dos pacientes com
cancer, utilizam produtos derivados de plantas durante o tratamento (Solowey et al.,
2014). Na medicina popular, as plantas também séo utilizadas para o tratamento do
cancer nos animais, no entanto, ainda sdo escassos 0s estudos comprovando a atividade
antineoplasica das plantas medicinais em animais (Marinho et al., 2007).

As plantas da familia Lamiaceae destacam-se nesse contexto, por serem ricas em
substancias bioativas. Os extratos e 6leos essenciais obtidos de Rosmarinus officinalis,
Origanum marjorana e Origanum vulgare, todas pertencentes a familia Lamiaceae, ja
demonstraram acdo antiproliferativa frente a diversas linhagens humanas de células
tumorais (Hussain et al., 2011; Rao et al., 2014; Begnini et al., 2014).

Frente ao exposto, 0 objetivo do estudo foi avaliar a atividade citotoxica dos
6leos essenciais de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis frente a linhagem celular de
melanoma murino (B16F10) e de rim bovino (MDBK), além de determinar a

composigdo quimica dos extratos.
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Material e métodos

As folhas secas de O. vulgare, O. majorana e R. officinalis foram adquiridas de
distribuidor comercial (Lote n°: 00814) com laudo de certificacdo botéanica e, a extracédo
dos oleos foi realizada de acordo com as orientagcbes da Farmacopéia Brasileira 1V
(1988). O material vegetal foi submetido a extracdo com arraste de vapor, em aparelho
Clevenger, durante 4 horas. Apds a extracdo, o 6leo obtido foi seco com sulfato de
sodio anidro, armazenado em frasco ambar e mantido sob refrigeracéo, até a utilizagédo
nos testes.

Para a identificacdo dos compostos bioativos dos 6leos essenciais, foi utilizado
cromatografo a gas acoplado a detector de massas (GC/MS-QP 2010SE-Shimadzu,
Japdo), equipado com auto injetor AOC-20i. As quantificacdes foram feitas por area
normatizada e as identificagcdes dos compostos pelo espectrometro de massas, utilizando
a biblioteca NIST 8 do GC/MS.

As linhagens celulares B16F10 e MDBK foram cedidas pela Fundacgédo
Universidade de Rio Grande e pelo Laboratério de Virologia (LABVIR) — UFPel,
respectivamente. Durante o periodo do experimento, as células foram mantidas em
MEM (meio essencial minimo), acrescido de antibi6tico, antifingico e soro fetal bovino
em uma concentracdo de 10%, e armazenadas em estufa a 37°C com atmosfera Umida
com 5% de CO,_Para os testes, as células foram semeadas em placas de 96 pocos, onde
foram adicionados os dleos (OEOV - dGleo essencial de O. vulgare, OERO — o6leo
essencial de R. officinalis, OEOM - dleo essencial de O. majorana) em triplicata, nas
seguintes concentracdes (ug.mL™): 62500, 31250, 15600, 7800, 3900, 1950, 975, 490 e
245.

Para emulsificacdo dos Oleos com o meio de cultura foi utilizado o
dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentragdo de 0,1%. O DMSO ndo apresentou
toxicidade na concentracdo de 0,1% para as células utilizadas nesse estudo, em testes
realizados previamente. ApoOs 24 horas de incubagdo a 37°C com 5% de CO,, a
viabilidade celular foi avaliada utilizando o MTT, com posterior leitura em
espectrofotometro (540 nm) (Mosmann, 1983). As concentracdes dos Oleos foram
classificadas de acordo com Mahmoud et al. (2011), levando em consideracdo o

potencial inibitério e toxico, sendo considerada atividade/citotoxicidade alta, quando a
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viabilidade celular estiver entre 1 e 50%; atividade/toxicidade moderada se a viabilidade
celular ficar entre 51 e 75% e baixa atividade/toxicidade, quando a viabilidade celular
estiver entre 76 e 100%.

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o programa Statistix 9.0, pela
metodologia da andlise de variancia (ANOVA), comparando as medias de viabilidade
celular pelo teste de Tukey em relacdo aos diferentes Oleos e as concentragdes

utilizadas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados e discussao

A atividade antiproliferativa dos 6leos essenciais de O. vulgare, O. majorana e
R. officinalis frente as linhagens celulares B16FO e MDBK estdo demonstradas na
tabela 1.

Tabela 1. Concentracfes de 0Oleos essenciais de O. vulgare, O. majorana e R.
officinalis que demonstraram atividade antiproliferativa na linhagem B16F10 e baixa

toxicidade em células MDBK .

Concentracoes B16F10 MDBK
(Mg.mL™) (% células (% células viaveis)
viaveis)
490 31,1 68,1
OEOV 245 30,2 72
490 56,3 72,5
OERO 245 69,3 68
975 25,8 77,4
OEOM 490 22,1 84
245 30,1 80,7

OEQV: oleo essencial de Origanum vulgare; OERO: Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis; OEOM: 06leo essencial de Origanum majorana.

Todos os 6leos essenciais foram efetivos em inibir a proliferacdo das células de
melanoma murino (B16F10) em todas as concentragdes testadas, ndo havendo diferenca
significativa entre eles (p>0,05). Porém, as concentracdes com baixa toxicidade do 6leo

essencial de R. officinalis, 490 e 245 pg.mL™, apresentaram atividade citotéxica menor
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em relagdo aos demais 6leos, com viabilidade celular de 56,3 e 69,3%, respectivamente,
na linhagem de melanoma.

Apesar de todos os 6leos terem exibido atividade inibitoria na linhagem de
melanoma, os 6leos de orégano e manjerona foram considerados mais efetivos, pois
demonstraram altas porcentagens de inibicdo, nas mesmas concentragdes em que 0
alecrim apresentou atividade moderada, além de apresentarem moderada e baixa
toxicidade, respectivamente em células renais. O OEOM destacou-se ainda por
apresentar trés concentracfes consideradas de alta atividade inibitéria e de baixa
toxicidade, enquanto o OEQOV apresentou duas concentragdes com alta atividade e
moderada toxicidade e o OERO, apresentou duas concentragdes com atividade e
toxicidade moderadas.

As demais concentracfes dos 6leos O. vulgare, O. majorana e R. officinalis
testadas, apesar de demonstrarem alta atividade inibitéria nas células de melanoma,

foram também altamente toxicas para as células renais (Figura 1).

90

80

70 g OOV

60

50 OERO
40

30 OEOM

20 10 OEROM

% VIABILIDADE CELULAR

a— OEOMM
-10
62500 31250 15600 7800 3900 1950 75 45 ===O0EOVM

CONCENTRACOES DOS OLEOS pg.mL?

Vo]
N

90

N

Figura 1. Gréfico demonstrando a viabilidade das células das linhagens testadas, onde
as colunas representam a atividade dos 6leos essenciais em células B16F10 e as linhas,
em células MDBK. *OEOV: 04leo essencial de Origanum vulgare; OERO: 6leo

essencial de Rosmarinus officinalis; OEOM: 6leo essencial de Origanum majorana.

Na andlise cromatografica, 39 compostos quimicos foram identificados, dos
quais nove foram referentes ao Oleo essencial de R. officinalis, sendo os compostos
majoritarios 1-8 cineol, canfor e a-pinene. Outros 15 compostos, referem-se ao 6leo
essencial de O. majorana, com 4-terpineol, 4-carene e 5-isopropyl-2-methylbicyclo

como majoritarios. Os 15 compostos identificados restantes, foram referentes ao 6leo
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essencial de O. vulgare, sendo o y-terpineno, 4-terpineol e hidroxy-p-cymene o0s
majoritarios.

Os compostos majoritarios podem variar entre os 6leos essenciais extraidos das
mesmas espécies de plantas, em consequéncia de fatores ambientais e climaticos,
ligados ao local de cultivo da planta, do periodo de colheita, técnica de extracdo do 6leo
e de fatores genéticos (Lima e Cardoso, 2007). Devido a essas variacOes, e a
permanéncia ou auséncia de compostos majoritarios, observa-se uma ampla variacdo de
atividades biologicas dos 0Oleos essenciais e outros extratos (Lima e Cardoso, 2007;
Russo et al., 2015).

Com relacéo a atividade anti-cancer, os 6leos essenciais de Origanum majorana,
Origanum vulgare e R. officinalis tem demonstrado acdo em células humanas de
carcinoma mamario (MCF-7), carcinoma prostatico (LNCap) e em fibroblastos (NIH-
3T3) (Hussain et al., 2010; Hussain et al., 2011). O dleo essencial de manjerona,
composto por 4-terpienol, linalol, limoneno e a-terpineol, mostrou-se mais efetivo que
os demais, exibindo atividade antiproliferativa na concentracdo de 70 pg.mL™ na
linhagem MCF-7, 85 pg.mL™ na célula LNCaP e 300 pg.mL™ nas células NIH-3T3.
Por sua vez, o 6leo de orégano, composto por timol, carvacrol e a-terpineol, demonstrou
atividade inibitdria intermediaria e menor toxicidade, em concentracdes de 100 pg.mL™
na linhagem MCF-7, 90 pg.mL™ na LNCaP e 320 pg.mL™ na célula NIH-3T3,
enquanto o 6leo essencial de alecrim, cuja a composi¢do foi 1,8-cineol, canfor, a-
pineno, limoneno, canfeno e linalol, apresentou a menor eficacia, com concentracdes de
190,1 pg.mL™ na linhagem MCF-7 e 180,9 pg.mL™ nas células LNCaP e maior
toxicidade para os fibroblastos, com concentracdo de 212 pg.mL™ (Hussain et al.,
2010; Hussain et al., 2011).

Corroborando com esses autores, foi observado um menor potencial citotoxico
do dleo de R. officinalis, em comparacdo com os demais 6leos nas células de melanoma
(B16F10). A composig¢do quimica observada por Hussain et al. (2010; 2011) nos 6leos
de alecrim e manjerona é semelhante & composicdo obtida no presente estudo, nos
mesmos Oleos. A composicdo majoritaria refletiu no potencial antiproliferativo dos
0leos em ambos os estudos, uma vez que o alecrim apresentou a pior atividade e a
manjerona, a melhor atividade, tanto nas células de melanoma murino, quanto nas

células de carcinoma prostatico e mamario. Entretanto, deve-se levar em consideracao



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

43

também o tipo de células tumorais utilizadas nos estudos anteriores, pois sabe-se da
diferenca de comportamento nos diversos tipos tumorais (Marreli et al., 2015).

O oleo essencial de O. vulgare também apresentou atividade citotoxica em
outras linhagens celulares de neoplasias humanas. Para a inibicdo da proliferacdo celular
nas linhagens de carcinoma uterino (HeLa), leucemia linfoblastica (CEM), carcinoma
mamario (MDA), carcinoma alveolar (A-549), adenocarcinoma mamario (MDA) e
adenocarcinoma colorretal (CaCo2) foram necessarias concentracfes de 27,6 a 109,07
ng.mL™ (Vasko et al., 2014), sendo inferiores aquelas obtida nas células de melanoma
(B16F10) aqui ensaiadas. Contudo, a composi¢do quimica do 6leo essencial avaliado
por Vasko et al. (2014) n&o foi determinada, podendo ser diferente da composi¢do do
o6leo essencial de orégano utilizado nesse estudo, o0 que poderia explicar a diferenca nas
concentracgdes inibitdrias, além dos tipos celulares diferentes.

Ja Begnini et al. (2014), que avaliaram o O6leo essencial de orégano, cujos
compostos majoritarios foram 4-terpineol, timol, a-terpineno e a-terpineol, observaram
que o mesmo foi efetivo frente a linhagem de adenocarcinoma de colon (HT-29) em
uma concentracdo superior, de 500 pg.mL™. Entretanto, a concentracdo toxica em
células ndo tumorais ndo foi determinada pelos autores. Os compostos majoritarios
presentes no Oleo essencial de O. vulgare aqui avaliado, diferem dos obtidos nos
estudos apresentados, o que influencia diretamente nas diferencas nas concentragdes
inibitorias entre eles.

A literatura sugere que alguns compostos podem apresentar sinergismo,
demonstrando uma melhor acdo quando estdo combinados, do que isoladamente,
podendo ainda haver influéncia dos compostos minoritarios em sua atividade bioldgica
(Erdogan e Ozkan, 2013; Russo et al.,, 2015), justificando a excelente acdo
antiproliferativa observada nos 6leos essenciais. A presenca dos compostos majoritarios
4-terpineol e y-terpineno € relacionada na literatura com a acgdo bioldgica dos 6leos
essenciais, uma vez que esses terpenos afetam a permeabilidade da membrana celular,
facilitando a passagem de ions e prétons, interferindo na sua integridade (Bakkali et al.,
2008; Grondona et al., 2014).

Apesar de ndo estarem entre 0s compostos majoritarios nos o6leos analisados, a

literatura cita a atividade antiproliferativa dos monoterpenos timol e carvacrol em
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celulas de melanoma murino, de carcinoma colorretal e de carcinoma hepético (Satooka
e Kubo, 2012; Ozkan e Erdogan, 2011; Cabello et al., 2014).

Mitropoulou et al. (2015) compararam a atividade antiproliferativa do o6leo
essencial de O. dictamnus com a atividade de seus compostos majoritarios, carvacrol,
gama-terpineno, p-cymeno e linalol em células de carcinoma hepatocelular (HepG2).
Das substéncias testadas, apenas o carvacrol e o dleo essencial demonstraram atividade,
sendo o carvacrol isolado mais efetivo. Os demais compostos avaliados néo
demonstraram atividade isoladamente (Mitropoulou et al., 2015). Outros estudos
avaliaram também a atividade do linalol isolado em comparacdo com o 6leo essencial
de alecrim, o qual apresentava linalol como composto majoritério, e observaram que a
mistura de compostos encontrada no 6leo essencial foi mais efetiva do que o composto
isolado (Erdogan e Ozkan, 2013).

O ensaio de citotoxicidade mostrou-se uma importante ferramenta para a triagem
de plantas com potencial medicinal, pois complementa os testes de atividade bioldgica e
serve de orientacdo para os testes in vivo subsequentes. A determinacdo do potencial
toxico dos produtos vegetais é de grande importancia, tendo em vista a aplicabilidade
dos resultados, pois a toxicidade é um dos principais fatores limitantes para que um
extrato vegetal possa ser indicado como medicinal (Blank, 2013).

Os oOleos essenciais de O. vulgare e R. officinalis e O. majorana apresentam
toxicidade na linhagem de células renais em sete das nove concentracdes testadas, nas
quais a viabilidade celular foi de 23,8 a 33%. Resultados divergentes foram descritos
em um estudo, no qual somente em concentragdes muito baixas, préximas a 0,023,
0,052 e 3,2 ug.mL™ ndo foi observada toxicidade dos 6leos essenciais de alecrim,
orégano e manjerona, respectivamente, em células renais de bovino, canino, felino e de
coelho (Blank, 2013).

Alguns autores tem relacionado a presenca de carvacrol nos 6leos essenciais de
Origanum vulgare e O. majorana como responsavel pela toxicidade celular (Jaafari, et
al., 2007). Outra pesquisa utilizou compostos volateis isolados para avaliagdo da
citotoxicidade in vitro em diferentes linhagens celulares hepaticas, epiteliais, de
linfdcitos e de fibroblastos, demonstrando que o 4-terpineol, a-terpineol, terpinoleno, a-
pineno e 1,8 cineol foram os responsaveis pela citotoxicidade (Gongalves et al, 2010).

Dos compostos apontados pela literatura como toxicos, apenas o terpinoleno, timol e
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carvacrol ndo estavam presentes em nenhum dos 6leos essenciais avaliados, justificando
a citotoxicidade dos mesmos na maioria das concentragOes utilizadas.

Devido as multiplas potencialidades terapéuticas encontradas na familia
Lamiaceae, 0s 0leos essenciais de outras plantas pertencentes a esta também estdo sendo
testadas quanto a sua atividade anticancerigena. O Origanum dictamnus e O. onites
demonstraram atividade inibitéria para a proliferacdo de células de carcinoma
hepatocelular humano (HepGz2), nas concentracdes de 69 e 149,12 pg.mL™?, enquanto
O. syriacum ndo foi efetivo e células de adenocarcinoma mamario (Al-Kalaldeh et al.,
2010; Erdogan e Ozkan, 2013; Mitropoulou et al., 2015).

Em linhagens de melanoma, a Tedradenia riparia mostrou-se efetiva na
concentracdo de 272 pg.mL™* em células de melanoma murino e quatro espécies de
Salvia, S. officinalis, S. aurea, S. judaica e S. viscosa demonstraram efeito
antiproliferativo em células de melanoma humano (C32, M14, A2058, A375), em
concentracdes 11,6 e 367,34 pug.mL™ (Loizzo et al., 2007; Oliveira et al., 2015; Russo
etal., 2016).

A literatura demonstra que, mesmo em concentracdes baixas, 0s 6leos essenciais
de orégano, alecrim e manjerona exerceram atividade citotoxica em células tumorais,
podendo ser testados em concentracfes menores do que as utilizadas no presente estudo,
a fim de verificar se essa propriedade frente & linhagem B16F10 se mantém satisfatoria,

a0 passo que sua toxicidade podera ser reduzida.

Conclusbdes

Com os resultados evidenciados nesse estudo, conclui-se que 0s 6leos essenciais
de O. majorana e de O. vulgare apresentam atividade antiproliferativa in vitro em
células de melanoma e representam promissoras fontes de estudo para o
desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos. O 6leo essencial R. officinalis,
apesar de mostrar-se efetivo, apresentou toxicidade elevada na linhagem de células

renais utilizadas nesse estudo.
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RESUMO

O melanoma é uma neoplasia melanocitica com grande importancia na oncologia veterinaria por ser um
tumor invasivo, altamente metastatico e pouco responsivo ao tratamento quimioterdpico convencional.
Impulsionadas pela resisténcia neoplasica a quimioterapia, as pesquisas com compostos fitoquimicos tem
recebido atencéo especial nos Gltimos anos, pois esses S&0 promissores agentes para prevencao e tratamento
do céncer. Nesse contexto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade citotdxica in vitro dos extratos
hidroalcdolicos de Origanum vulgare, Bauhinia forficata, Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora em
células de melanoma murino. Para isso, foram avaliadas nove concentra¢fes dos extratos hidroalcéolicos de
cada planta nas linhagens celulares B16F10 e MDBK, em 24 e em 48 horas. Os extratos avaliados
apresentaram atividade celular antiproliferativa em células tumorais e normais dependente do tempo e da
dose, tendo maiores porcentagens de inibi¢do celular em 48 horas do que em 24. Os extratos hidroalcéolicos
de B. forficata, E. uniflora e O. vulgare em 48 horas, apresentaram resultados antiproliferativos em células
de melanoma, uma vez que atingiram moderada atividade inibitéria nas células B16F10 em concentracoes
com baixa toxicidade para as células normais. O extrato de S. terebinthifolius ndo exibiu atividade

satisfatoria nas células tumorais, quando cruzadas as concentracdes efetivas e toxicas.
Palavras-chave: Cancer; Cultivo celular; Aroeira; Pata-de-vaca; Pitangueira; Orégano
ABSTRACT

Melanoma is a melanocytic neoplasm with great importance in veterinary oncology to be an invasive, highly
metastatic and poorly responsive to conventional chemotherapy tumor. Driven by neoplastic chemotherapy
resistance, research on phytochemicals compounds has received special attention in recent years because
these are promising agents for the prevention and treatment of cancer. In this context, the aim of this study
was to evaluate the cytotoxic activity in vitro of hydroalcoholic extracts of Origanum vulgare, Bauhinia
forficata, Schinus terebinthifolius and Eugenia uniflora in murine melanoma cells. To this, we were
evaluated nine concentrations of hydroalcoholic extracts of each plant in MDBK and B16F10 cell lines, 24
and 48 hours. The evaluated cell extracts showed antiproliferative activity on tumor and normal cells
dependent on time and dose, with higher percentages of cellular inhibition at 48 hours than at 24. The
hydroalcoholic extracts of B. forficata, E. uniflora and O. vulgare 48 hours showed antiproliferative results

in melanoma cells, once reached moderate inhibitory activity on B16F10 cells at concentrations with low
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toxicity for normal cells. The extract of S. terebinthifolius not exhibited satisfactory activity in tumor cells

when cross the effective and toxic concentrations.

Keywords: Cancer; Cell culture; Bauhinia forficata; Eugenia uniflora; Origanum vulgare; Schinus
terebinthifolius

Introducéo

O melanoma é uma neoplasia mucocutanea originada de células melanociticas que acomete diversas
espécies, sendo comum em cdes, felinos e em humanos (BERGMAN et al, 2013; SCHIFFMAN E BREEN,
2015). Apesar de ter uma frequéncia entre trés e 20%, o melanoma tem grande importancia na oncologia
veterinaria por tratar-se de um tumor invasivo, altamente metastatico e pouco responsivo ao tratamento
quimioterdpico convencional, principalmente nos estdgios mais avangados (SOUZA et al., 2006;
MEIRELLES et al., 2010; ROLIM et al., 2012; BERGMAN et al., 2013). A resisténcia dos neoplasmas aos
farmacos quimioterapicos, impulsionou a busca pelo desenvolvimento de novas drogas anticancer, mais
eficazes, seguras e mais acessiveis (RUSSO et al., 2016).

Os compostos quimicos derivados de plantas vem sendo utilizados para fins medicinais desde a
antiguidade e, tem recebido atencéo especial ao longo das Ultimas trés décadas, por apresentarem-se como
promissores agentes para prevencao e tratamento do cancer (GORDALIZA et al., 2007; NEWMAN, 2008).
Os extratos de Origanum vulgare, Schinus terebinthifolius, Eugenia uniflora e Bauhinia forficata apresentam
diversas atividades terapéuticas comprovadas, atuando como antimicrobianos, hipoglicemiantes,
cicatrizantes, entre outras e vem sendo testados, assim como seus compostos isolados, quanto a acéo
anticancerigena, em diversos tipos de tumores, incluindo em linhagens humanas de melanoma (MAHMOUD
et al., 2011; MATSUO et al., 2011; MICELI et al., 2012; GIORDANI, 2013; SANTIN et al., 2014; ;
GUTERRES, 2015; MARRELI et al., 2015).

Entretanto, mesmo com os avancos das pesquisas realizadas com plantas medicinais, varias espécies
ainda sdo utilizadas segundo as orientacfes da medicina popular, sem conhecimento de seu potencial téxico
(GIORDANI, 2013). A partir disso, observa-se a importancia da realizacéo de testes de toxicidade, tendo em
vista a aplicabilidade dos resultados, pois a elevada toxicidade de alguns produtos vegetais inviabiliza o seu
uso com fins medicinais (BLANK, 2013). Além disso, os testes toxicoldgicos in vitro servem como
orientagdo para os testes in vivo com modelos experimentais e para 0s ensaios clinicos (BEDNARCZUK et
al., 2010).

Frente ao exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade citotdxica in vitro dos extratos
hidroalcoolicos de Origanum vulgare, Bauhinia forficata, Schinus terebinthifolius e Eugenia uniflora em

células de melanoma murino e em células renais bovinas.
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Material e Métodos

Obtencéo e preparo do material vegetal

As folhas secas de Origanum vulgare foram adquiridas de distribuidor comercial (Lote n°: 00814)
com laudo de certificagéo botanica. Schinus terebinthifolius, Eugenia uniflora e Bauhinia forficata foram
colhidas na regido do Pelotas/RS, e uma amostra de cada planta foi prensada e encaminhada para o Setor de
Botéanica da Universidade Federal de Pelotas para identificacdo do género e espécie.

As plantas foram secas em estufa com circulagdo de ar a temperatura de 35°C e embaladas em papel
pardo, sendo por fim, trituradas e pesadas em balanca de precisdo. Os extratos vegetais foram preparados
utilizando 50g de planta e 500mL de alcool de cereais 70%, sendo estas tinturas armazenadas em frascos
estéreis hermeticamente fechados, protegidas da luz em temperatura ambiente, e homogeneizadas de forma
manual diariamente, durante um minuto. Apés sete dias, as tinturas foram filtradas com gaze estéril e
reconstituidas ao volume inicial com &lcool de cereais 70%, ficando armazenadas até o uso. Para obtencédo
dos extratos hidroalcdlicos, utilizou-se rotaevaporador a vacuo em temperatura de 40°C para retirada do
solvente, e posteriormente o volume inicial foi restituido com agua destilada estéril (SCHIEDECK et al.,
2008).

Para avaliacdo da atividade citotoxica, foram utilizadas nove concentragbes dos extratos

hidroalcéolicos, que foram de 6,25 a 0,02 mg mL™*em diluicdes seriadas e em triplicatas.

Cultivos celulares

As linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) e de rim bovino (MDBK), foram gentilmente
cedidas pela Fundacdo Universidade de Rio Grande e pelo Laboratério de Virologia (LABVIR) — UFPel,
respectivamente. Durante o experimento, as células foram mantidas em MEM (meio essencial minimo),
acrescido de antibi6tico. antifingico e soro fetal bovino a 10%, sendo armazenadas em estufa a 37°C com

atmosfera Umida com 5% de CO,.

Teste de citotoxicidade

Para os testes, as celulas foram semeadas em placas de 96 pocos, onde foram adicionados os extratos
hidroalcoolicos (OR24/0OR48 — extrato hidroalcdolico de O. vulgare, PV24/PV48 — extrato hidroalc6olico de
Bauhinia forficata, PIT24/PIT48 — extrato hidroalc6olico de Eugenia uniflora, ARO24/AR048 — extrato
hidroalcoolico de Schinus terebinthifolius) em triplicata, nas seguintes concentragdes (mg mL™): 6,25, 3,12,
1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,09, 0,04 e 0,02.

A viabilidade celular, tanto nas células de melanoma (B16F10) quanto em MBDK, foi avaliada ap6s
24 e 48 horas de incubagdo a 37°C com 5% de CO,, utilizando o ensaio MTT, com posterior leitura em
espectrofotdmetro (540 nm) (MOSMANN, 1983). Células tratadas somente com MEM foram usadas como
controles. As concentragdes dos extratos foram classificadas de acordo com Mahmoud et al. (2011), levando

em consideracdo o potencial antiproliferativo e tdxico, sendo considerada atividade/citotoxicidade alta,
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guando a viabilidade celular estiver entre 1 e 50%; atividade /toxicidade moderada se a viabilidade celular

ficar entre 51 e 75% e baixa atividade/toxicidade, quando a viabilidade celular estiver entre 75 e 100%.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com Statistix 9.0, utilizando analise de variancia (ANOVA),
comparando as médias de viabilidade celular pelo teste de Tukey em relacdo aos diferentes extratos, as
concentracdes utilizadas e aos diferentes tempos de incubacdo. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Resultados e Discussao

Todos os extratos avaliados apresentaram atividade antiproliferativa nas células de melanoma. Os
extratos hidroalcéolicos apresentaram atividade dependente do tempo e da dose avaliada, maiores
porcentagens de inibicdo em 48 horas do que em 24 (Tab. 1 e 2).

Tabela 1. Médias da viabilidade celular da linhagem B16F10 obtida por cada extrato, em diferentes

concentracdes em 24 e 48 horas.

Concentragdes (mg mL™)

Extratos 6,25 3,12 156 0,78 039 019 0,09 004 0,02
ARO24 100* 97* 83*® 100 100" 100" 98* 96"® 89"
ARO48 84"® 80"® 55° 47¢ 47 41° 48 62°  63°%C
PIT24  62°¢ 69" 83" 94 90" 76°¢ 70°¢ 83*® 100”
PIT48  60°° 63° 51° 528¢ 57°F @2¢ 58¢ 738 @O
OR24  44°® 87"® 100 94* 100 100 100" 100 100*
OR48  36° 33° 60° 61°¢ 82°¢ 70°¢ 68°¢ 70" 60°
PV24 79"°  84°% 86"° 89" 90"® 90"° 87"% T72%%  71°¢

PV48 655¢  76°B 70%¢ 69% 69°P 67¢ 69BC 7178 @gEC

Letras diferentes sobre as médias indicam diferenca estatistica, com p<0,05. ARO: extrato hidroalcdolico de
aroeira (Schinus terebinthifolius); PIT: extrato hidroalcoolico de pitangueira (Eugenia uniflora); OR: extrato
hidroalc6olico de orégano (Origanum vulgare); PV: extrato hidroalcéolico de pata de vaca (Bauhinia

forficata).Os nimeros 24 e 48 apds as siglas dos extartos representam o tempo de incubacgdo — 24 e 48 horas.
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Tabela 2. Médias da viabilidade celular da linhagem MDBK obtida por cada extrato, em diferentes

concentracdes em 24 e 48 horas.

Concentragdes (mg mL™)

Extratos 625312 1,56 0,78 039 019 009 004 0,02
ARO24 97 77° 68% 56° 74°® 75° 78 77°  95°
ARO48 59%¢ 45° 36° 30° 31° 30° 31F 31° 47°
PIT24  60°¢ 54° 58° 62°¢ 59 73% 81°%¢ 79"® 9ot
PIT48  28°F 26°F 23° 26° 30° 30° 59° 41° g3*
OR24 44 41°° 36° 83"® 96" 100" 100" 100"® 99"
OR48  23% 228 21° 79%%¢ o94* 98" 100" 100"® 93°
PV24 75°  95% 98% 100" 99% 94 95" 92" o1”
PV48 48° 98" 86" 96 95% 93% 917%¢ 92*%  gg"

Letras diferentes sobre as médias indicam diferenca estatistica, com p<0,05. ARO: extrato hidroalcdolico de
aroeira (Schinus terebinthifolius); PIT: extrato hidroalcoolico de pitangueira (Eugenia uniflora); OR: extrato
hidroalc6olico de orégano (Origanum vulgare); PV: extrato hidroalcéolico de pata de vaca (Bauhinia

forficata).Os nlmeros 24 e 48 ap06s as siglas dos extartos representam o tempo de incubacdo — 24 e 48 horas.

Ap6s 24 horas de incubacio, o extrato de pitangueira, nas concentracdes de 6,25 e 0,19 mg mL™
exibiu atividade antiproliferativa moderada nas células B16F10 e citotoxicidade na linhagem MDBK
também moderada, com porcentagens de viabilidade celular muito proximas nessas concentragdes. Um
resultado mais favoravel foi obtido com esse extrato na concentragdo de 0,09 mg mL™, onde a viabilidade
celular foi de 70% nas células de melanoma e 81% nas células renais, representando moderada atividade
antiproliferativa e baixa citotoxicidade.

Ainda em 24 horas, as concentra¢des de 0,02 e 0,04 mg mL"do extrato de pata-de-vaca resultaram
em viabilidades celulares na linhagem B16F10 de 72 e 71%, evidenciando também atividade moderada desse
extrato. Porém, as mesmas concentracdes provocaram baixa toxicidade nas células MDBK, que
apresentaram viabilidades superiores a 90%. As demais concentracBes do extrato hidroalcoolico de B.
forficata, apesar de exibirem baixa toxicidade, tiveram baixa efetividade nas células tumorais, assim como
observado com o extrato de S. terebinthifolius. Ja o extrato de orégano apresentou alto potencial citotoxico
(44%) na maior concentracdo avaliada (6,25 pg mL™), no entanto, com toxicidade elevada. Nas demais

concentracdes, OR24 exibiu baixa capacidade antitumoral e baixa citotoxicidade (Fig. 1).
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Figura 1. Demonstracdo da viabilidade celular ap6s 24 horas de contato com os extratos, onde as colunas
representam a atividade dos extratos em células B16F10 e as linhas, em células MDBK. ARO: extrato
hidroalcoolico de aroeira (Schinus terebinthifolius); PIT: extrato hidroalc6olico de pitangueira (Eugenia
uniflora); OR: extrato hidroalcéolico de orégano (Origanum vulgare); PV: extrato hidroalcoolico de pata-de-

vaca (Bauhinia forficata).

Apo6s um periodo de incubagdo de 48 horas, todos os extratos exibiram atividade antiproliferativa
moderada nas células de melanoma murino em alguma das concentragGes testadas, com baixa citoxicidade.
Somente no ARO48, todas as concentracdes foram altamente tdxicas para as células MDBK. Os extratos de
OR48 e PV48 exibiram inibigdo moderada na linhagem B16F10 nas concentragdes entre 0,78 a 0,02 mg mL"
!, com viabilidades entre 60 e 70% nas células tratadas com o extrato de orégano e entre 67 e 71%, naquelas
tratadas com o extrato de pata-de-vaca. Nessas concentragdes, a toxicidade dos extratos OR48 e PV48 foi
considerada baixa. Na concentracdo de 0,02 mg mL™, PIT48 também exibiu atividade inibitéria moderada e
baixa toxicidade, com viabilidade celular de 69% nas células B16F10 (Fig. 2).
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Figura 2. Demonstracdo da viabilidade celular ap6s 48 horas de contato com os extratos, onde as colunas
representam a atividade dos extratos em células B16F10 e as linhas, em células MDBK. ARO: extrato
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hidroalcoolico de aroeira (Schinus terebinthifolius); PIT: extrato hidroalc6olico de pitangueira (Eugenia
uniflora); OR: extrato hidroalc6olico de orégano (Origanum vulgare); PV: extrato hidroalcdolico de pata-de-

vaca (Bauhinia forficata).

O trabalho é pioneiro na avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos de aroeira, pitangueira,
orégano e pata-de-vaca em células de melanoma murino (B16F10), ndo sendo encontrados estudos avaliando
estes extratos neste tipo celular, sendo a agdo anticancerigena dessas plantas avaliada em outras linhagens
celulares tumorais e normais (MAHMOUD et al., 2011; MATSUO et al., 2011; MICELI et al., 2012;
MARRELI et al., 2015).

A atividade antiproliferativa vinculada a dose tem sido evidenciada por outros autores. Marreli e
colaboradores (2015) demonstraram que o extrato hidroalcdolico de O. vulgare na concentracdo de 100 ug
mL™ inibiu a proliferacdo da linhagem de carcinoma mamario humano (MCF-7), reduzindo em 50% a
viabilidade celular. Atividade dependente da concentracdo também foi observada por Koldas et al. (2014),
atingindo niveis crescentes de inibicdo em ceélulas da linhagem HeLa, de carcinoma uterino humano, com
0s extratos metan6lico, aquoso e etandlico de orégano, sendo 250 pug mL™ a concentrago inibitoria méaxima,
chegando a uma viabilidade celular de 0%. Ainda em células HeLa, o extrato aceténico de orégano, inibiu
em 50% a viabilidade celular, na concentragdo de 126 pg mL™ (BERRINGTON; LALL, 2012). Apesar dos
resultados promissores, nenhum dos autores avaliou a toxicidade dos extratos em células ndo tumorais. Em
nosso estudo, na avaliacdo do extrato hidroalcoolico de orégano em células de melanoma murino, a atividade
inibitéria foi considerada moderada, no entanto somente foram consideradas as concentragdes cuja
toxicidade fosse moderada ou baixa. Quando considerada a toxicidade, a melhor concentracéo inibitéria do
extrato de O. vulgare foi 0,02 mg mL™ (20 ug mL™), exibindo viabilidade celular de 60%, sendo superior as
apresentadas por outros autores (KOLDAS et al., 2014; MARRELI et al., 2015), porém, com toxicidade
moderada.

A toxicidade de extratos de orégano ja foi avaliada em células renais de diferentes espécies de
mamiferos, em fibroblastos e em colonécitos humanos (BERRINGTON; LALL, 2012; SAVINI et al., 2012;
BLANK, 2013). Em células de macaco da linhagem Vero, a concentracdo toxica estabelecida para o extrato
acetonico foi de 164 ug mL™, enquanto para os colondcitos e fibroblastos, a concentracao toxica foi superior
a 500 ug mL™ com o extrato etandlico (BERRINGTON; LALL, 2012; SAVINI et al., 2012). Em células
renais de felino, canino, bovino e coelho, Blank (2013) avaliaram a citotocixidade dos extratos aquosos e
etandlico de O. vulgare, demonstrando que em concentraces a partir de 50 pg mL™ os extratos aquosos de
orégano ndo comprometeram as células MDCK, CRFK e MDBK, que tiveram viabilidade de 100%. O
extrato etandlico de O. vulgare para as células MDCK em concentragdes iguais ou inferiores a 25 pg mL™
ndo apresentou toxicidade, enquanto que para as células RK13 e MDBK viabilidade celular de 100% foi
observada a partir da concentracio de 12,5 ug mL™ (BLANK, 2013). No presente estudo, a toxicidade do
extrato hidroalcdolico de O. vulgare em células MDBK diminuiu a medida que as concentragdes testadas

foram menores, porém, houve um aumento da toxicidade proporcional ao tempo de incubacdo. Nas
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concentracdes de 0,78 a 0,02 mg mL™ (780 a 20 ug mL™), a toxicidade do extrato foi considerada moderada
ou baixa, sem perda total da atividade antitumoral.

O extrato hidroalcoolico de Schinus terebinthifolius, foi capaz de inibir em 30% a proliferacdo de
células de melanoma humano da linhagem MDA-MB-435, na concentragio de 100 pg mL™, em 72 horas
(MAHMOUD et al., 2011). Nas concentracdes de 90 e 190 ug mL™ em 48 horas, 0 extrato de aroeira inibiu a
proliferacdo das células de melanoma murino em 52 e 60%, respectivamente, apresentando melhor atividade
nessas células do que na linhagem humana de melanoma. Porém, o extrato também foi altamente toxico para
as células renais em todas as concentragdes avaliadas.

Apesar da alta toxicidade in vitro do extrato hidroalc6olico observada nas células MDBK, o extrato
de S. terenbinthifolius necessita de uma avaliacdo aprofundada em relagdo atividade/citotoxicidade. Em
estudos realizados por outros autores ndo foram relatados sinais de irritagdo cutdnea em humanos, nos quais
foi avaliada a toxicidade in vivo do extrato aquoso de Schinus terebinthifolius (JORGE et al., 2012). No
mesmo estudo, também ndo foi observada toxicidade em amostras de epiderme (JORGE et al., 2012). Sabe-
se que os dados de toxicidade obtidos em testes in vitro podem superestimar a real toxicidade de uma
substancia in vivo, pois as estruturas dos tecidos e 0s processos de biotransformacédo e de transporte ndo séo
simulados nos cultivos celulares (REICHLING, et al. 2009), salientando a importancia da continuidade dos
testes de toxicidade com o extrato de S. terebinthifolius, uma vez que exibiu bons resultados frente as células
tumorais.

Testes in vivo ja foram realizados para avaliar a atividade de um composto isolado do 6leo de S.
terebinthifolius, o alfa-pineno, em ratos inoculados com melanoma metastatico (MATSUO et al., 2011). Os
autores observaram que 0s animais tratados com o composto isolado, na dose de 10 mg mL™, apresentaram
menos nodulos metastaticos nos pulmdes do que aqueles que ndo receberam, sem demonstrar sinais de
toxicidade (MATSUO et al., 2011). Devido a comprovada eficacia dos produtos obtidos a partir da aroeira,
observa-se a importancia da analise da composicao quimica do extrato avaliado, com o intuito de identificar
0s possiveis compostos efetivos, bem como a sua toxicidade, visando a sua aplicabilidade em estudos in vivo.

O extrato aquoso das folhas da pitangueira demonstrou alta atividade inibitoria em células humanas
de carcinoma colorretal (HT29) e carcinoma pulmonar (H460), na concentracdo de 100 ug mL™, reduzindo a
viabilidade celular para 12 e 11%, respectivamente, em 72 horas de incuba¢do (MONKS et al., 2002). Em
células humanas de glioblastoma (SF-295), de carcinoma de colon (HCT-8) e de melanoma humano (MDA-
MB-435), o extrato etanolico do caule da pitangueira, na mesma concentra¢do e tempo de incubag&o, inibiu
em 75, 85 e 96% a proliferacdo celular, respectivamente (MAHMOUD et al., 2011). J& na linhagem de
carcinoma mamario (MCF-7), foram necessarias 150 pug mL™ para inibir 50% das células, em 48 horas
(SUPRIYATI et al., 2011). Na linhagem celular de melanoma murino avaliada, o extrato hidroalcdolico das
folhas de pitangueira na concentracdo de 90 pg mL™ reduziu a viabilidade celular para 70%, em 24 horas,
sem efeitos toxicos nas células renais (MDBK). Em 48 horas, se desconsiderada toxicidade em MDBK, a
porcentagem de viabilidade celular da linhagem B16F10 cai para 58%. Apesar das diferencas entre os tipos
celulares e entre os tipos de extratos utilizados, é possivel considerar que E. uniflora apresenta atividade

antitumoral, atuando em diversos tipos celulares.
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A baixa toxicidade do extrato etanélico de E. uniflora foi demonstrada por Santos et al. (2012), em
macrofagos murinos, nos quais a concentracdo de 100 pg mL™ provocou 8% de reducdo na viabilidade
celular. J& o extrato aquoso e o 6leo essencial das folhas da pitangueira ndo demonstraram toxicidade aguda
in vivo, na dose de 300 mg mL™ do extrato e de 200 mg mL™ de 6leo essencial (SCHAPOVAL et al., 1994;
VICTORIA et al., 2012). Frente a linhagem MDBK, o extrato hidroalc6olico de pitangueira apresentou
concentragcBes com baixa toxicidade, as quais ainda apresentavam moderada atividade citotoxica nas células
de melanoma. A literatura aponta os testes de citotoxicidade como o ponto de partida para o delineamento do
potencial toxico de uma planta, que é um fator limitante para o seu uso clinico (BEDNARZUK, et al., 2010).

O extrato etandlico de B. forficata inibiu a proliferacdo de células de melanoma humano (FO-1) na
concentracdo de 50 pg mL'l em 51% apds 24 horas de incubacdo, e em 42%, ap6s 48 horas, ndo
apresentando toxicidade em linfécitos humanos (MICELLI et al., 2012). Os autores observaram ainda que o
uso do extrato foi seguro em testes in vivo, ndo sendo letal para 0 modelo experimental Artemia salina,
mesmo em concentracdes elevadas (dose letal>1000 pg mL™ (MICELI et al., 2012). Em células de
melanoma murino, o extrato de pata-de-vaca apresentou atividade inibitéria moderada e dependente do
tempo e da concentragdo, demonstrando um numero maior de concentracdes efetivas em 48 horas do que em
24 horas. Porém, a viabilidade minima observada com o extrato de B. forficata na linhagem B16F10 foi
67%, na concentracdo de 0, 39 mg mL™ (390 ug mL™), em 48 horas. Assim, como observado por Miceli e
colaboradores (2012), a toxicidade em células normais ndo aumentou em relacdo ao tempo, sendo baixa na
maioria das concentragoes.

Principe; Spira, 2009, demontraram que o extrato metandlico de B. forficata ndo foi capaz de inibir a
proliferacdo de células de leucemia humana (Jurkat cells), em concentracdes de 1 a 1000 ug mL™ .
Entretanto, os autores observaram que o extrato foi capaz de inibir a expressdo do conjunto de enzimas
glutationa S-transferase (GST) na mesma linhagem celular, sendo capaz de reduzir os niveis de expressao
dessas enzimas e, consequentemente, reduzir também a resisténcia aos quimioterapicos em células
neoplasicas (PRINCIPE; SPIRA, 2009). Outro efeito importante do extrato de B. forficata foi observado em
ratos Wistar tratados com ciclofosfamida, nos quais o extrato foi administrado pela via oral, na concentragédo
de 4,65 g.L™" (465 mg mL™) (DUSMAN et al., 2013). A avaliacdo histopatoldgica da medula dssea desses
animais demonstrou que os animais tratados com o extrato tiveram menos danos celulares do que 0s ndo
foram tratados, evidenciando um efeito celular protetivo frente a possiveis danos que podem ser induzidos
por agentes quimioterapicos (DUSMAN et al., 2013). Esse efeito protetivo foi relacionado pelos autores a
composicdo quimica dos extratos, que € rica em flavonoides, 0s quais apresentam importante potencial
antioxidante (DUSMAN et al., 2013).

Fatores como o tipo celular utilizado para a avaliacdo dos extratos, o tipo de solvente utilizado para a
extracdo e a composi¢do quimica dos extratos estudados certamente influenciam na sua atividade biologica
(LIMA; CARDOSO, 2007). Porém, diante dos resultados obtidos e dos trabalhos realizados por outros
autores, é possivel perceber que as plantas avaliadas apresentam atividades semelhantes, demonstrando

atividade citotoxica nos testes in vitro.
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Os extratos hidroalcdolicos de Origanum vulgare, Bauhinia forficata, Schinus terebinthifolius e
Eugenia uniflora apresentaram atividade celular antiproliferativa em células tumorais e normais dependente
do tempo e da dose, tendo maiores porcentagens de inibicdo celular em 48 horas do que em 24. Porém, os
extratos vegetais testados apresentaram atividade semelhante nas duas linhagens celulares utilizadas, tendo
atividade antiproliferativa em concentragfes muito proximas as toxicas, sugerindo a necessidade de ampliar

0s testes de toxicidade com outros tipos celulares e, posteriormente, com modelos experimentais in vivo.

Conclusodes

Os extratos hidroalcéolicos de B. forficata, E. uniflora e O. vulgare em 48 horas, apresentaram
resultados antiproliferativos em células de melanoma, uma vez que atingiram moderada atividade inibitoria
nas células B16F10 em concentragdes com baixa toxicidade para as células normais. O extrato de S.
terebinthifolius ndo exibiu atividade satisfatoria nas células tumorais, quando cruzadas as concentragfes
efetivas e toxicas.

Diante dos resultados, conclui-se que os extratos vegetais avaliados sdo fontes promissoras para a

descoberta de novos compostos que poderdo ser empregados na terapia antineoplasica.
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Resumo

Realizou-se um estudo retrospectivo dos pacientes diagnosticados com melanoma no Hospital
de Clinicas Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas entre os anos de 2011 e 2015,
abordando aspectos epidemioldgicos, diagnésticos e prognosticos. Todos os dados foram
resgatados dos prontuarios dos pacientes. Foram identificados 17 cdes diagnosticados com
melanoma cuténeo, que foram tratados cirurgicamente. A maioria deles eram fémeas, sem raca
definida, com idade média de 10,5 anos e coloracdo de pele ou mucosa escura. O
estadiamento foi realizado em 11 animais e observou-se que os pacientes em estagios mais
avancgados tiveram pior prognéstico. A excisdo cirdrgica foi eficaz em controlar a doenga em
animais sem metéstases. Os cades portadores de tumores pequenos e que nao apresentaram
metastases no momento do diagnostico, tiveram sobrevida maior e, portanto, um melhor
prognastico.

Palavras-chave: caninos; tumores cutaneos; cirurgia; fatores progndsticos; sobrevida.

Abstract

We conducted a retrospective study of patients diagnosed with melanoma in the Veterinary
Clinical Hospital of the Federal University of Pelotas between the years 2011 and 2015,
covering epidemiological, diagnostic and prognostic. All data have been rescued from patient
charts. They identified 17 dogs diagnosed with cutaneous melanoma who were treated
surgically. Most of them were female mongrel, with a mean age of 10.5 years and coloring of
skin or dark mucosa. The staging was performed in 11 animals and observed that patients in
advanced stages have the worst prognosis. Surgical excision was effective in controlling the
disease in animals without metastases. The dogs with small tumors and who did not have
metastases at diagnosis had a higher survival rate and therefore a better prognosis.

Keywords: canines; skin tumors; surgery; prognostic factors; survival.

Resumén

Se realiz6é un estudio retrospectivo de pacientes con diagnostico de melanoma en el Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad Federal de Pelotas, entre los afios 2011 y 2015, que
cubren epidemiolégica, diagnostico y prondstico. Todos los datos han sido rescatados de las
cartas del paciente. Se identificaron 17 perros diagnosticados de melanoma cutaneo que
fueron tratados quirdrgicamente. La mayoria de ellos eran mestizo femenino, con una edad
media de 10,5 afios y la coloracion de la piel o la mucosa oscuro. La puesta en escena se
realiz6 en 11 animales y se observé que los pacientes en etapas avanzadas tienen el peor
prondstico. La escision quirlrgica fue eficaz en el control de la enfermedad en los animales sin
metastasis. Los perros con tumores pequefios y que no tenian metéstasis al momento del
diagnéstico tuvieron una tasa de supervivencia mas alta y por lo tanto un mejor pronostico.

Palabras clave: caninos; tumores de la piel; cirugia; factores pronésticos; supervivencia.

Introducéo

Melanomas sdo neoplasmas formados a partir de células produtoras de melanina, os
melandcitos e os melanoblastos'. Sao relativamente comuns em caes, principalmente naqueles
que apresentam niveis de pigmentacdo cutanea elevados®. Em humanos, o desenvolvimento
deste neoplasma geralmente est4 associado a exposicao solar, sendo pouco provavel que esta
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situagdo ocorra em animais, no entanto, os fatores de risco para o desenvolvimento do
melanoma canino néo s&o bem estabelecidos®®.

O melanoma tem grande importancia na oncologia veterinaria por tratar-se de um
tumor invasivo e altamente metastatico, principalmente quando se localiza nos digitos e na
cavidade oral*®. A pele hirsuta é o local mais comum de melanomas malignos em cées, porém,
podem ocorrer de forma primaria na cavidade oral, no leito subungueal, nas juncdes
mucocutaneas, no globo ocular e no trato gastrointestinal®.

O comportamento biol6gico das neoplasias melanociticas varia amplamente, gerando
um desafio diagnostico e dificuldade no estabelecimento de marcadores prognoésticos. Além da
localizacédo, também séo importantes para a determinacéo do tratamento e do prognéstico o
tamanho do tumor, o estagio da doenca e as caracteristicas histopatolégicas®’.

A resseccdo cirdrgica com margens amplas é recomendada e pode ser a Unica
modalidade terapéutica adotada em animais portadores de massas pequenas, pouco invasivas,
ndo aderidas e sem metastases. A quimioterapia e a radioterapia adjuvantes podem ser
aplicadas nos pacientes em que foram detectadas metastases e/ou nos quais a ressec¢ao
completa nao foi possivel®.

Assim, o0 presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo retrospectivo dos
pacientes diagnosticados com melanoma cutdneo no Hospital de Clinicas Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas, entre os anos de 2011 e 2015, abordando aspectos
epidemiolégicos, clinicos, diagnésticos e progndsticos.

Metodologia

Os dados foram obtidos dos prontuarios clinicos de caes que apresentaram diagndstico
de melanoma, atendidos no Hospital de Clinicas Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas no periodo de setembro de 2011 a dezembro de 2015. Foram coletados dados
epidemiolégicos como espécie, idade, sexo e raca dos animais; e clinicos, como a localizagao
e tamanho dos tumores, status dos linfonodos regionais, laudos de exames de imagem para
deteccdo de metéastases distantes e de exames citolégicos pelo método de aspiracdo com
agulha fina. O estadiamento da doenga oncoldgica foi realizado através do sistema de
estadiamento para tumores epidermais e dermais de cdes e gatos (Figura 1) proposto pela
Organizacdo Mundial da Satde®.

Foram ainda coletadas informacdes do exame histopatoldgico dos neoplasmas, sobre
os tipos de melanomas envolvidos, status das margens cirirgicas e dos linfonodos regionais.
Todas as amostras foram excisadas cirurgicamente, fixadas em formol 10% e avaliadas através
de coloracdo de hematoxilina-eosina. Em dois casos de melanoma do tipo amelanético utilizou-
se a coloracdo de Fontana Masson para evidenciar os granulos de melanina
intracitoplasmaticos. Quanto ao tipo histolégico envolvido, os neoplasmas foram classificados
segundo a Classificacdo Histoldégica de Tumores Cutaneos em Animais Domésticos proposta
pela Organizacdo Mundial da Saude®. As margens cirdrgicas foram identificadas com tinta
nanquim de cor preta, avaliadas microscopicamente e classificadas em livres ou
comprometidas por células neoplasicas.

A sobrevida dos animais foi avaliada em meses, sendo adotado como ponto zero o dia
do procedimento cirdrgico. As informacdes relativas as condi¢cdes dos animais apds a cirurgia
foi obtida através dos retornos para avaliacdo clinica e/ou contato telefénico com os
proprietarios.

Utilizou-se a estatistica descritiva para apresenta¢édo dos dados obtidos.
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T — Tumor primario N — Linfonodos Regionais (LR)
To: sem evidéncia de tumor No: sem evidéncia de envolvimento de LR

T, tumor com didmetro maximo < 2cm, | N;: linfonodos ipsilaterais com mobilidade
superficial ou exofitico N1a: linfonodos considerados ndo metastaticos
N1p: linfonodos considerados metastaticos

T,: tumor com didametro maximo 2-5cm ou
com invasdo minima dependendo do | Ny: linfonodos contralaterais ou bilaterais com
tamanho mobilidade.

N,.: linfonodos considerados ndo metastaticos
Ts5: tumor com didmetro maximo > 5cm, ou | Ny, linfonodos considerados metastéaticos

com invasdo subcutanea, independente do
tamanho Ns: linfonodos fixos

) histologicamente negativo (+)
T4 invade outras estruturas, como fascia, | histologicamente positivo

musculo, osso, cartilagem.
M — Metéstases distantes
Mo: sem evidéncias de metastases distantes

M;: metastases distantes detectaveis

T1NoMg; ToNoMg Estéglo |
T1NoMp; ToN{Mg Estéglo Il
T1N2.3Mo; ToN23Mo; T3No1.2.3Mo; TaNg1.23Mo Estagio Il
Qualquer T, qualquer N, M, Estagio IV

Figura 1. Sistema de estadiamento para tumores epidermais e dermais de cdes e gatos
utilizado no estudo, proposto pela Organizagdo Mundial da Saude’.

Resultados e discusséo

Durante o periodo estudado, foram identificados 17 cdes com diagnostico de
melanoma. Houve predominio de fémeas (n=11) em relacdo aos machos (n=6). A média de
idade dos animais acometidos foi de 10,5 anos, variando entre seis e 15 anos. No presente
estudo, apesar do maior nimero de fémeas acometidas, a literatura cita um maior nimero de
casos relatados em machos, porém, ainda ndo foi comprovada a existéncia de uma
predisposi¢éo sexual para a ocorréncia deste neoplasma7. Em relacéo a faixa etaria, € relatado
um maior nimero de diagnosticos em cdes adultos e idosos, sendo 10 anos a idade média dos
pacientes, dados semelhantes aos encontrados neste estudo “*.

Em relacdo a raca dos cdes acometidos, sete eram de raca indefinida, seguido por
Yorkshire (n=2), Labrador (n=1), Dachshund (n=1), Pastor Aleméao (n=1), Collie (n=1), Pointer
Inglés (n=1), Cocker Spaniel (n=1), Pitbull (n=1) e Rottweiler (n=1). De acordo com alguns
autores, cdes das ragas Schnauzer, Scotttish terrier e de ragas pequenas, especialmente o
Poodle e o Cocker Spaniel parecem ter um maior risco de desenvolver melanoma’?. Porém, os
cdes sem raca definida, e os Dachshunds, Labradores e Golden Retrieveres apresentam
também uma alta ocorréncia da neoplasials’ls. Os dados obtidos nesse estudo, somados aos
dados da literatura, sugerem que possa haver super-representacdo de algumas racas em
determinadas localidades, o %ue pode influenciar na incidéncia da doenca sem que exista
realmente uma predisposicao . Sabe-se, contudo, que independente da raga, ha um risco
aumentado para o desenvolvimento de melanomas em cées que tenham a pele e/ou as
mucosas pigmentadas‘r"lz'le, 0 que esta de acordo com o observado no presente estudo, onde
nove animais apresentavam coloracdo da pele ou mucosa escura, enquanto seis tinham pele
ou mucosa clara e em dois cées esse dado néao foi resgatado.

Foram identificados 21 tumores localizados em diferentes regides do corpo (Figura 2).
Os tumores distribuiam-se pelas regides abdominal (n=6), auricular (n=3), cervical (n=2),
palpebral (n=2), perilabial (n=2), toracica (n=1), suprapalpebral (n=1), membro posterior (n=1),
escrotal (n=1), prepucial (n=1) e digital (h=1). Os melanomas da cavidade oral e labios sdo
considerados como neoplasmas de comportamento mais agressivo e pior prognéstico, quando
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comparados com aqueles localizados na pele””'*'". Dentre os melanomas cutaneos, aqueles

localizados nos digitos parecem apresentar um pior prognéstico7. No presente estudo, em trés
pacientes foram identificados melanomas em regiées consideradas de pior progndstico pela
literatura, sendo dois perilabiais e um digital. Desses animais, apenas um permaneceu vivo até
o fim do estudo, o qual apresentava melanoma perilabial, sem presenca de metastases. Os
dois pacientes mortos, porém, apresentavam metastases nos linfonodos regionais e um
apresentava também metastases pulmonares, ndo sendo possivel relacionar o prognéstico
somente a localizagdo do tumor primario. Esses resultados estdo de acordo com a literatura
gue aponta a localizagdo anatémica como um fator prognéstico importante, mas que nao deve
ser o Unico fator preditivo a ser considerado *"®.

Figura 2. Diferentes localizacdes primarias e linfonodos metastaticos de melanomas cutaneos.
A) Tumor primario localizado abaixo do labio (seta branca) e linfonodo submandibular esquerdo
aumentado (seta preta). B) Tumor primario, originado do labio (seta branca) e linfonodo
submandibular esquerdo aumentado (seta preta). C) Melanoma palpebral (seta). D) Melanoma
localizado no saco escrotal (seta).

Dos 21 tumores avaliados, houve predominio de tumores pequenos, < 2 cm (n=13),
seguido por tumores entre 2 e 5cm (n=5) e finalmente por tumores > 5cm (n=3). O didmetro
meédio dos tumores foi de 3 cm. Tumores maiores estdo relacionados a um pior progndstico,
pois apresentam um padrdo mais agressivo de comportamento biol6gico, além de
apresentarem resseccao total dificultada, deixando margens pobres ou comprometidas e um
maior risco de desenvolver metastases distantes'®. No presente estudo, a média de tamanho
dos tumores dos animais que apresentavam metastase regional ou distante no momento do
diagnéstico foi de 5 cm e a dos animais livres de metastases foi de 1,71 cm. Os dados
apresentados corroboram com outros autores, que observaram uma maior porcentagem de
diagnésticos de metastases pulmonares nos cdes com tumores macroscopicos (61%) em
relagdo aos microscopicos (34%)19. Adicionalmente, a literatura também relaciona o aumento
de 1cm no tamanho do tumor a um aumento de 32% na recorréncia local do tumor ou no
surgimento de metastases e 29% na ocorréncia de morte™”.

Considerando os casos onde foi possivel a avaliacdo de lesbes metastaticas em
pulmdes ou linfonodo regional no momento do diagnéstico (n=13), foi detectada a presenca
destas em 53,8% dos animais (n=7) (Figura 3). Dentre esses pacientes, quatro morreram,
apresentando sobrevida média de 3,75 meses. Esse resultado esta de acordo com a literatura
gue afirma que a presenca de metastases distantes e/ou em linfonodos regionais esta
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associada7com piores prognésticos, independente da localizacdo primaria e do tamanho do
melanoma’. Em um estudo retrospectivo com 19 cdes portadores de melanomas cuténeos, foi
relatada a presenca de metastases em 31,58% dos casos™’.

e F gel

I ) \
A
Figura 3. Linfonodos regionais de pacientes com melanoma cutaneo. A) Linfonodo

submandibular metastatico de paciente com melanoma labial (seta). B) Aspecto macroscopico
da superficie de corte de linfonodo metastatico, apds excisao cirargica.

Foi realizado o acompanhamento de 15 pacientes ap6és a cirurgia (Figura 4). Ao fim do
estudo, sete desses pacientes estavam mortos (46,7%) com média de sobrevida de 5 meses,
com variagdo de 0 a 15 meses. No entanto, apenas quatro destes pacientes morreram em
decorréncia de metéstases ou outras causas relacionadas ao neoplasma. Dos pacientes vivos
(n=8), o tempo médio de sobrevida até a conclusdo deste estudo foi de 25,4 meses, com
variacdo de 2 a 51 meses de acompanhamento pdés-cirirgico. Em estudos semelhantes, a
maioria dos cées portadores de melanomas cutaneos também permaneceu vivo até o fim do
estudo, com sobrevida média variando entre 30 dias e 5 anos e entre os cdes mortos, menos
da metade morreu em decorréncia do tumor ou de suas complicag(”)es”.

1,00 {|

0,75 - L

Sobrevida
o
3

6 26 4I0 66
Meses

Figura 4. Curva de sobrevida referente aos 15 pacientes nos quais foi realizado o
acompanhamento pds-cirargico.

O estadiamento foi realizado em 11 animais, onde cinco (45,5%) foram classificados
como grau |, um foi classificado como grau Il (9,1%), dois como grau Il (18,2%) e trés como
grau IV (27,2%). Os pacientes com estagio IV da doenca morreram e apresentaram média de
sobrevida de 4 meses, os pacientes com estagio Ill da doencga estédo vivos em 12 meses de
acompanhamento e os pacientes com estagio | da doenca estédo vivos, com tempo minimo de
acompanhamento de 3 e maximo de 65 meses. Ndo foi possivel o acompanhamento do
paciente que apresentou estagio Il da doenca. Embora um nimero pequeno de casos tenha
sido acompanhado, estes resultados demonstram que animais com metéstases distantes
apresentam pior prognéstico em relacdo aos animais que ndo apresentam nenhum tipo de
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metastase’. Outros autores observaram a presenca de metastases no momento do diagndstico
de melanoma oral em menos da metade dos pacientes, porém, o tempo de sobrevida desses
pacientes foi muito menor, sendo de 131 dias nos pacientes com metastase e 818 naqueles
sem metastase™.

O exame citoloégico através de aspiracdo com agulha fina foi realizado em nove
animais. O exame foi inconclusivo em trés casos por motivos de material insuficiente ou coleta
errbnea. Em seis casos foi possivel estabelecer um diagnéstico presuntivo. Esses resultados
demonstram a importancia da realizacdo deste exame, uma vez que consiste em um método
rapido para o estabelecimento de um diagnéstico presuntivo do melanoma e de metastases,
auxiliando no estabelecimento do tratamento e do prognéstico na maioria dos casos®.

Todos os 21 neoplasmas foram avaliados através da histopatologia. Dois foram do tipo
amelandtico, um com padrdo epitelidide e outro misto; enquanto os outros 19 apresentaram a
forma tipica pigmentada, dez com padréo epiteliéide, cinco com padréo fusiforme e quatro com
padrdo misto. No cdo, o padrédo celular ndo possui valor prognéstico, no entanto, em felinos o
tipo epitelidide apresenta um comportamento mais agressivo e maligno®. A distingéo entre um
melanoma amelanético e outros neoplasmas pobremente diferenciados é um desafio ao
patologista, pois muitas vezes a melanina é escassa ou mesmo ausente, podendo ainda ser
confundida com outros pigmentos4‘21. As técnicas de histoquimica e imunoistoquimica
geralmente sao utilizadas para confirmar o diagnéstico de melanomas amelanéticos 1 No
presente estudo, nos dois casos de melanoma amelandtico, utilizou-se da coloracdo de
Fontana Masson para evidenciar os granulos de melanina.

As margens cirdrgicas foram avaliadas em 19 neoplasmas, dos quais 17 apresentaram
margens livres e dois apresentaram margens comprometidas por células neoplasicas. De todos
0s tumores em que as margens foram avaliadas, houve recidiva em apenas um caso, sendo do
paciente que apresentou margens comprometidas. Embora seja recomendada a completa
excisdo cirargica para todas as neoplasias melanociticas, ndo ha estudos suficientes na
literatura atual em relacéo ao valor prognéstico das margens cirargicas destes neoplasmas7.

Nesse estudo, os 21 tumores identificados foram removidos através de cirurgia e
apenas um animal recebeu quimioterapia adjuvante. A cirurgia continua sendo a modalidade
terapéutica mais efetiva para melanomas, principalmente para tumores pequenos (< 2 cm),
moveis e bem circunscritos e em pacientes que ainda ndo apresentem metastases 1 Essa
informacdo corrobora com os resultados apresentados no presente estudo, onde todos os
animais em estégio | apresentaram taxas de sobrevida mais altas em relacdo aos em estagio
IV. Os dois animais que apresentaram somente metéstase regional (grau Ill) sobreviveram
durante o periodo de um ano, demonstrando que a remocao cirlrgica do neoplasma e do
linfonodo afetado foi efetiva no controle local da doenca, no entanto, 0s mesmos pacientes nao
foram avaliados em relacdo a presenca de metastases distantes apds o procedimento
cirdrgico. A literatura também indica que ndo ha diferenca significativa no tempo médio de
sobrevida de cées tratados unicamente com cirurgia em comparacdo com oS que receberam
quimioterapia convencional, quimioterapia metronémica ou imunoterapia adjuvantesls.

Conclusdes

Os dados obtidos nesse estudo permitem afirmar que o0s melanomas cutaneos
malignos estdo presentes na rotina oncoldgica do HCV-UFPel, estando o seu comportamento
bioldgico relacionado principalmente com o tamanho do tumor e a presenga de metastases. Foi
observada uma maior frequéncia desse neoplasma em cées adultos e idosos, de pele,
pelagem e/ou mucosas enegrecidas, sem predisposi¢ao racial ou sexual.

A excisdo cirirgica mostrou-se eficaz em controlar a doenca em animais sem lesdes
metastaticas, mantendo a qualidade de vida dos pacientes. Os caes portadores de tumores
pequenos e que ndo apresentaram metastases no momento do diagnostico, tiveram sobrevida
maior e, portanto, um melhor prognéstico. Ressalta-se, portanto, a influéncia do diagnéstico
precoce na eficacia do tratamento, na qualidade de vida e na sobrevida dos pacientes.
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5 Consideracdes Finais

— Todos os extratos vegetais testados apresentaram efeito antiproliferativo nas
células de melanoma murino (B16F10)

— Os oOleos essenciais de Origanum majorana e de Origanum vulgare
apresentaram alta atividade citotoxica in vitro em células de melanoma, e
baixa toxicidade em MDBK.

— O Oleo essencial R. officinalis, apresentou menor atividade citotoxica nas
células de melanoma (B16F10) em comparacdo com o0s demais Oleos
essenciais, com toxicidade moderada na linhagem de células renais (MDBK).

— Os compostos majoritarios identificados na andlise cromatogréfica do 6leo
essencial de R. Officinalis foram 1-8 cineol, canfor e a-pinene, do Oleo
essencial de O. majorana foram 4-terpineol, 4-carene e 5-isopropyl-2-
methylbicyclo e do 6leo essencial de O. vulgare foram y-terpineno, 4-terpineol
e hidroxy-p-cymene.

— Os extratos hidroalcoolicos de B. forficata, E. uniflora e O. vulgare em 48
horas, apresentaram atividade citotoxica em células de melanoma, uma vez
que atingiram moderada atividade inibitéria nas células B16F10 em
concentracfes com baixa toxicidade para as células normais (MDBK).

— O extrato de S. terebinthifolius ndo exibiu atividade satisfatoria nas células
tumorais, quando cruzadas as concentracdes efetivas (B16F10) e tdxicas
(MDBK).

— Os melanomas cutaneos estdo presentes na rotina oncolégica do HCV e o
seu comportamento biolégico esta relacionado principalmente com o tamanho

do tumor e a presenca de metastases.
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