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RESUMO

O melanoma é um tipo de cancer bastante relevanigig as opcdes de tratamento
eficazes sdo limitadas. A presenca da melaninageobs individuos de pele escura
contra os efeitos da radiacao solar, a principak@ade formacdo do melanoma pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROSgnRP @& melanina também pode ter
um papel duplo, que é a de gerar espécies realivaste sua sintese que podem
prejudicar a célula. Portanto, o objetivo destbailtao foi a avaliacdo das caracteristicas
de morte celular causadas por uma ROS, o oxigénglete (0O,), nas células de
melanoma murino B16-F10 com e sem estimulo pardugém de melanina e nas
células de melandcito murino Melan-a. O estimul@a pasintese de melanina foi obtido
incubando-se as células por 48 horas com meio REBMD enriquecido com 400
pmol/L de L-tirosina e 10 mmol/L de cloreto de amdmi\ concentracdo de melanina
aumentou em mais de nove vezes nas células Bl@&FRK)células Melan-a tiveram
aumento de menos de duas vezes. Foi utilizado opendikido DHPNG@ 10 mmol/L
por 2 horas para a geracdo’@e. Essa condicdo causou queda na viabilidade awaliad
pelo método do MTT para 78,0% nas células B16-FQ(2% nas B16-F10 estimuladas
(B16-F10 Y) e 79,3% nas Melan-a. O ensaio foi fes 24 horas do inicio do
tratamento com DHPN{Ce a viabilidade caiu para 49,7% nas B16-F10, 53,8%0B16-
F10 Y e 72,5% nas Melan-a. A avaliagdo da mortel@eltilizando laranja de acridina
e brometo de etidio mostrou que apos o tratamemt@ poras, somente as células B16-
F10 tiveram aumento significativo na quantidadeé&lalas em apoptose, e as B16-F10
Y tiveram leve queda na quantidade de células isaeem tendéncia ao aumento de
células em apoptose. As células Melan-a nao tivelifgnenca entre os tratamentos. A
liberacdo do citocromo foi determinada por HPLC e mostrou-se que aposrash as
células B16-F10 tratadas coid, tiveram mais citocrome liberado para o citoplasma
comparado com o controle. Nos demais grupos, néeehalteracdo com o tratamento.
Porém, as células controle com mais melanina tiveraior liberagdo de citocront
comparado com o controle das células ndo estimslag@strando que as células
estavam sofrendo algum dano inerente da sintesemelanina. A analise da
fragmentacdo do DNA apols 2 e 24 horas mostrou Gehouve aparecimento de
quebras caracteristicas de apoptose pelo tratancemdO, em nenhum dos grupos
testados. As células B16-F10 Y controle apresemtarBNA fragmentado
inespecificamente, representado como um arrasgelrste agarose, que néao foi alterado
pelo tratamento. A razdo entre ADP e ATP foi qumatila para avaliar o estado
energético da célula, que pode refletir algumaaataristicas de morte. Nenhuma das
células teve diferenca estatistica apds o tratamdat 2 horas comO,, mas foi
observado que as razdes ADP/ATP das células cerd®™b-F10 com e sem estimulo
apresentaram valores acima do valor consideradoqgedwlas viaveis/proliferativas. Os
resultados da célula Melan-a foram bem préximosvdties ditos normais. O fluxo de
célcio também foi avaliado e'®,foi capaz de liberar célcio das reservas intraaghsl
para o citoplasma nas células B16-F10, sendo gsie€élalas estimuladas, o aumento
do calcio citoplasmatico foi menor, indicando a gdesl recaptacdo do célcio pela
melanina. As células Melan-a ndo sofreram grantiesaedes na quantidade de calcio
liberado para o citoplasma. Ndo houve diferenchbesacdo de AIF em nenhuma das
células. Em conjunto, os resultados mostram quirtase da melanina estimulada pela
suplementacdo do meio foi deletéria as célulass pausou fragmentacdo no DNA,
liberacdo de citocromo e aumentou a razdo ADP/ATP para valores considsred
célula em apoptose. Por outro lado, a presencaedlanma parece ter protegido as
células da acdo dtD,, pois alguns resultados indicam uma tendéncia eleara dos
parametros avaliados.
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ABSTRACT

Melanoma is a relevant type of cancer since théowoptfor efficient treatment are
limited. The presence of melanin protects the ddwkned people against the effects of
solar radiation, the main cause for melanoma deveémt by the generation of reactive
species of oxygen (ROS). However, melanin may bhése a role on the generation of
reactive species during its synthesis, which maynhthe cell. So, the objective of this
work was the evaluation of the characteristicsadif death caused by a ROS, the singlet
oxygen {O,) on murine melanoma cells B16-F10 with or withatimulation for
synthesis of melanin and on murine melanocytes dd#lan-a. The stimulus for the
synthesis of melanin was obtained treating thesdell 48 hours with medium RPMI
1640 supplemented with 400 pmol/L of L-Tyrosine dt@ mmol/L of ammonium
chloride. The concentration of melanin increasedentban nine times in the B16-F10
cells and the Melan-a cells increase was almostetthie amount of the control. It was
used the endoperoxide DHPN®O mmol/L for 2 hours for the generation’@h. This
condition caused the decrease in the viabilityreiteed by the method of MTT to 78%
in B16-F10, 70,2% in B16-F10 that were stimulatBdg-F10 Y) and 79,3% in Melan-
a cells. The test was performed after 24 hours fifzenbeginning of the treatment with
DHPNOQO; and the viability decreased to 49,7% in B16-F183% in B16-F10 Y and
72,5 % in Melan-a. The evaluation of cell deathngsacridine orange and ethidium
bromide showed that after the two-hour treatmemly dhe B16-F10 cells had a
significant increase of the number of apoptotidscednd the B16-F10 Y cells had a
slight decrease of the amount of viable cells, wita tendency of the increase of
apoptotic cells. Melan-a cells did not show diffeze among the treatments. The release
of cytochromec was determined by HPLC and it showed that afterhaurs, B16-F10
cells had more cytochronwreleased to the cytoplasm compared to the confhare
was not any alteration for other groups of cellthwiihe treatment. However, the control
cells that had more melanin showed increased cytookc release compared to the
control of the not-stimulated cells, demonstratingt the previous cells were suffering
some kind of damage from the melanin synthesis. aifadysis of DNA fragmentation
revealed the absence of typical apoptosis fragrtientan any of the groups. B16-F10
Y control cells displayed unspecific DNA damagee®sd as a smear in the agarose
gel, which was not altered bYD, treatment. The same result was observed after the
treatment for 2 and 24 hours. The ratio between ADDE ATP was quantified to
evaluate the energetic state of the cell, which medlect some characteristics of cell
death. None of the cells showed results statificsignificant after the two-hour
treatment'O,, but it was shown that the values of ADP/ATP ratiothe B16-F10
control cells with and without stimulation were &boof the threshold accepted for
viable/proliferative cells. The results of Melarealls were very close to the values
considered normal. The calcium flux was also evelliand it was evidenced tha,
was capable of releasing calcium from the intratalstores to the cytoplasm in B16-
F10 cells, and the release of calcium was lowd16-F10 Y, indicating the possibility
of the binding of the metal to melanin. The Melace#ls did not showed much increase
in the quantities of calcium released to the cyepl. There was no difference in the
release of AIF in any group. Over all, the resslipport that the synthesis of melanin
that was stimulated by the supplementation of tleeiom was deleterious to the cells,
since it caused DNA fragmentation, release of dytmmec and increase of the ratio
ADP/ATP to values of cells in apoptosis. On theeothand, the presence of melanin
seemed to protect the cells against the actiotOgf because some results indicate a
tendency of improvement in the parameters evaluated



1. INTRODUCAO

A morte celular € um evento bastante estudado, sgjarpara a compreensao
do efeito natural ou para o entendimento do efd##taima droga sobre a célula. Nesse
sentido, varias substancias tém sido testadas @as efeitos na morte de células
tumorais, visto que o cancer é uma doenca gravatinge cada vez mais pessoas.

O melanoma é um dos tipos de cancer mais agressbams frequente
ocorréncia de metastase. O tratamento para essedtipancer ainda nao é satisfatorio e
depende de quimioterapia ou cirurgias para reticm@umor (FOUNDATION SKIN
CANCER, 2008).

Em relagdo ao tratamento, muitas doencas dermata)gcomo linfoma de
célula-T cutaneo, carcinoma de célula escamosajagsoe infec¢des fungicas sao
tratadas com a chamada terapia fotodinamica. O mistwna de acdo da terapia
fotodinamica envolve a geracdo de oxigénio singlé@) pela utilizacdo de um
fotossensibilizador e luz.

O 'O, é uma espécie reativa de oxigénio que apresemts. t@sultados na
morte das células transformadas. Essa técnicaipagrutilizada para o tratamento do
melanoma com algumas vantagens (ser de facil gplicea ndo ser invasiva) se nao
fosse a grande quantidade de melanina presentasneshilas que absorve a maior
parte da luz necessaria para formacad¢FERNANDEZ-GUARINOet al, 2007).

As células de melanoma produzem uma grande qudetida pigmento
melanina. A funcéo natural da melanina € proteg@Né contra os raios ultravioletas.
Porém, ha estudos que mostraram que durante aogélase, ocorre a producdo de
espécies reativas que podem ser liberadas patapbasima (GIDANIANet al, 2008).

A melanina também tem a propriedade de se ligaraémo intracelular, e acredita-se
gue o melanossomo (local da sintese da melanitgh egivamente relacionado com a
regulacdo de calcio. Além disso, niveis elevados cd&io intracelular estdo
relacionados com a apoptose (alta concentracacalde colabora na liberacdo do
citocromoc) (MATTSON e CHAN, 2003).

Ja foi provado que &0, induz morte celular em células HepG2 através da
liberacdo do citocroma (caracteristica importante da apoptose), mas estey
seguintes, que sdo os esperados, como a ativag@asjzases, ndo ocorrem, mostrando

gue essa espécie reativa causa uma apoptose atfisisa célula (OTSkt al, 2005).



Pouco se sabe sobre os mecanismos de ativacdortgacelolar peldO, em células de
melanoma. Portanto, seria importante entender camisno pelo qual dO, causa
morte nas células de melanoma para a compreensaefeitos dessa espécie reativa
nas células produtoras de melanina.

Este trabalho teve como foco a avaliagcdo da meitgar e fluxos de calcio em
células de melanoma com e sem estimulo da melaesgém de melandcitos apos

tratamento comOs.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.MELANOMA

O desenvolvimento de tumores cutaneos, como oncena celular escamoso,
o carcinoma basocelular e o melanoma esta assoaiaddiacdo ultravioleta do sol
(PERLIS e HERLYN, 2004). O melanoma é o tipo decearme pele menos frequente
dos tumores de pele (representa 10% deles), mgsopusaridade ocorre em funcdo da
sua alta letalidade (80% dos casos de cancer @g, pelis € um cancer agressivo e
apresenta alta possibilidade de metastases (I8tE8, 2007; FOUNDATION SKIN
CANCER, 2009). Acomete regides pouco expostas dp soque indica que a
intensidade da radiagdo pode ser mais importargeadrequéncia no aparecimento do
melanoma, sendo que a ultima esta mais envolvithacawcinoma de celular escamoso
e basocelular (PERLIS e HERLYN, 2004).

Pode se desenvolver em individuos mais jovens,osemda das doencas
malignas mais frequentes em pessoas entre 25-40(8MALLEY e EISEN, 2003). E
um tumor que se origina nos melandcitos, quandss est tornam malignos.

Os melandcitos produzem a melanina, pigmento gieerdma a cor da pele, o
qual é atribuido um papel protetor contra os efaimcivos da radiagdo UV, ja que este
pigmento absorve esta radiacdo (KORYTOWSKIlal, 1987; SETLOWet al, 1993;
MOAN; DAHLBACK e SETLOW, 1999; PERLIS e HERLYN, 2@} Por outro lado,
alguns estudos sugerem que a radiacdo absorvidanghnina nos melandécitos possa
favorecer a formacgao do processo carcinogénicotelaferéncia da energia absorvida
pela melanina para outras moléculas, podendo gsgécies reativas e inducdo de
danos ao DNA (SETLOWt al, 1993; MOAN; DAHLBACK e SETLOW, 1999).

O diagnostico clinico do melanoma € muitas vezakzealo por caracteristicas
das lesbes conhecidas como ABCDE, sendo que cdada derresponde a uma
caracteristica: A de Assimetria, B de Bordas irfegs, C de variacdo da Cor, D de
Diametro > 6 mm e E de Evolugdo, ou mudanca, o rgpeesenta uma mudanca
significativa no tamanho, forma, tonalidades deatosintomas (como aparecimento de
coceira) (figura 1). A avaliacdo histologica é ddrema importancia, que pode

confirmar a doencga e indicar o progndstico (MARKQ\ét al, 2007).
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FIGURA 1: Melanoma cuténeo

FONTE: MARKOVIC et al. (2007)

NOTA: E possivel notar nessas imagens caractessiimportantes da lesdo de melanoma, como a
variacao na coloracao (A) e a irregularidade daddsoe da superficie (B).

O melanoma esta dentre os tipos de cancer maienss ao tratamento, e
além de cirurgia, ndo existe terapia aceita pardamoma metastatico disponivel
(GIDANIAN et al, 2008). A resisténcia ao tratamento pode ocormer glgumas
modificacbes no metabolismo da célula maligna, cqmo exemplo, reducdo da
concentracdo intracelular da droga, ou defeitosvidada apoptose (SMALLEY e
EISEN, 2003). Alguns autores citam que no melanootare expressdo aumentada da
proteina Bcl-2, que é uma proteina anti-apoptdtb@KANSSON et al, 2003). Como
resultado, a célula ndo sofre apoptose e se pmolifelefinidamente (que é uma das
caracteristicas principais das células cancerigenas

A principal droga utilizada no tratamento do melaao metastatico é a
dacarbazina que é um agente alquilante que profumzetilguanina. Essa base alterada
pode parear com timina durante a sintese do DN&usar mutacdes (MAt al, 2003).

A taxa de resposta desse agente ao tratamentacérakede 15-25% (MOUAWALRt
al.). Uma explicacdo para a baixa resposta ao tratamem esse tipo de agente é a
alta expressdo d@©°-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT) em melavas
metastaticos de vérios pacientes. Essa enzimapdeoré capaz de transferir o grupo
metil da base nitrogenada para um residuo de rma@stda sua propria estrutura,
recuperando a estrutura da guanina (&tAl, 2003).

Devido a grande preocupacdo com o melanoma, in@Gmeebalhos séo
realizados para tentar compreender melhor essatas&lm modelo de estudo bastante
estabelecido € a utilizacdo das células de melamooréno B16-F10. Estas células
foram obtidas de camundongos da linhagem C57BL/paiir desses camundongos,



também foi isolada a linhagem Melan-a, que sdo mieltos. Ja que as duas células
foram isoladas da mesma linhagem de camundongaosssével utiliza-las em estudos
comparativos entre células normais e tumorais (BENN COOPER e HART, 1987).

2.2.MORTECELULAR

2.2.1. Apoptose

A apoptose € um processo altamente regulado desmeltilar que tem um
papel importante na manutencdo da homeostase d&kceédn organismos adultos
(FADEEL e ORRENIUS, 2005) ou no desenvolvimento eama@rio do sistema
nervoso, em que o numero de células nervosas tadgugara o numero de células-alvo
que necessitam de inervacdo, sendo que as célldzmecessarias” sdo mortas por
apoptose (ALBERT®t al, 2004). Pode ainda ocorrer como um mecanismoategéo
quando células sdo comprometidas por doencas ostasgias quimicas nocivas.
Considera-se que o estimulo para o desencadeardantpoptose possa ser tanto
fisioldgico, quanto patolégico (ELMORE, 2007).

Uma célula em apoptose apresenta caracteristpaasi como diminui¢cdo do
volume celular, fragmentacdo do DNA, condensacéocmenatina, exposicao de
fosfatidilserina na camada externa da bicamadaid¢i@ida membrana, colapso da
estrutura do citoesqueleto e eventual formacaaccdg®s apoptoéticos, em que a célula
inteira se fragmenta em estruturas menores seber@a¢ido do contetdo de lisossomos,
evitando assim, danos em células vizinhas. Estg®s@poptoticos sdo posteriormente
fagocitados e eliminados (HALLIWELL e GUTTERIDGE,999). A apoptose,
incluindo a fagocitose dos corpos apoptoticos, ceicsa reacao inflamatéria ja que o
conteudo das células apoptoticas ndo é liberaddewidos vizinhos e as células séo
prontamente fagocitadas pelas células vizinhas pnéduzindo citocinas inflamatérias
(KUROSAKA et al, 2003).

Na apoptose (figura 2) ocorre a ativacdo de umaydeg proteases chamadas
caspases, que sao sintetizadas como pro-caspasesa (hativa) e ativadas a partir de
um estimulo da apoptose. As caspases ativas camaegfivar outras pro-caspases para
amplificar a resposta. Estas proteinas tém atieigadteolitica e clivam proteinas em
residuos de acido aspartico. Todas elas apresetr@sn dominios em comum:

subunidade grande (20 kDa), subunidade pequenkD@pPe a regidao NHterminal. Ja



foram descritas caspases de grande importancicapgpaptose e elas sdo didas em
iniciadoras (caspases-38, -9, -10) e efetoras (caspases-3, -6, -7).

Existem duas vias ciniciagdo da apoptosa,via extrinseca e a intrinseca,
podem ser interligada¥anto a via intrinseca quanto a extrinseca convepgea a fas
efetora da apoptose, guse inicia pela clivagem da |caspas& e resulta em
fenbmenos caracteristicos da apoptose, como fraggénde DNA, degradacédo ¢

proteiras do nucleo e do citoesqueleto e formagédo de sapoptoticoELMORE,
2007).

R N RGP IR S I Pt A, Compostos
AT S, T, - . quimicos ou
A N w e o A
saer e N radiagdo y
s Ca2+ T m SRR
Ativagao
— (25 }
Calpainas 0. _V.),‘
® JdATP
Cascata das Mitocondria \ Ca?*

Caspases efetoras (3,6 ¢ 7)
caspases

o
(Comes)

\Y/,)W\)A& / A4Apoptose

Fragmentacdo do DNA

FIGURA 2 Representacdo esquematica da via da ap¢

FONTE: Adaptado de Sigmaldrich (2009)

NOTA: O aumento de célcio citoplasmat oriundo de organelas armazenad@ade induziia formacao
do poro de transicdo de permeabilidade (I, que causa a liberacdo de fatores apoptogénic
mitocéndria, como o citocromc que inicia uma cascata proteolitigae culmina com a mor
celular por apoptosedlém disso, o célcio pode ativar proteases comeaffzainas que est:

envolvidas na degradacédo de proteinas do citoequOs processos representados na fif
estdo explicados no texto mais detalhadar.
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A via extrinsec € importante na manutencdo do equilibrio tecio
especialmente no sistema im. E iniciada por receptores na membrana cham
receptores da morte, que sao ativados citocinascomo FaslL, Fator de Necro
Tumoral Alfa (TNFe), entre outrc (BUYTAERT; DEWAELE e AGOSTINIS, 200

Para a ligacéo do ligan(Ees, por exemplQ)os receptores se unem e formam estru



triméricas, sendo que no citoplasma forma-se o kionde morte, onde se ligam
proteinas citoplasmaticas, que variam de acordo@digante que inicia o processo. A
esse complexo associa-se a pro-caspase-8 e formasemplexo DISC (do inglés,
Death-Inducing Signaling Complexisso causa a ativacdo autocatalitica da pro-
caspase-8 (e formacéo da caspase-8), com consegieseincadeamento da fase efetora
da apoptose (KISCHKEL; HELLBARDT e BEHRMANN, 1995).

A via intrinseca € responsavel pela apoptose caysadestimulos externos e
lesGes internas, como danos no DNA. Pode ocorrt&x peséncia de fatores de
crescimento, hormoénios e citocinas que causam @ap#e estimulos supressores da
apoptose, ativando-a. Estimulos como radiacdonasxihipoxia, hipertermia, infeccées
virais e radicais livres também podem iniciar epsecesso de morte. Essa via é
dependente da mitocondria e, de alguma forma, thmdes citados causam aumento
da permeabilidade mitocondrial, perda do potentimhsmembrana e liberacdo de
fatores pré-apoptoticos para o citosol (FADEEL eRERIIUS, 2005).

A permeabilidade mitocondrial esta relacionada @mabertura de canais de
alta-condutancia ou poros de permeabilidade dsig@nm que permitem a passagem de
solutos de até 1500 Da da matriz para fora da omtdria. Esse processo € bastante
favorecido pela entrada de calcio na mitocoOndrxposicdo desta aos efeitos nocivos
das espécies reativas de oxigénio (BUYTAERT; DEWEE: AGOSTINIS, 2007),
como consequéncia ocorre perda do potencial tranbnama AYq), swelling
mitocondrial que pode romper a membrana mitocohdeiderna, e aumento da
producédo de espécies reativas de oxigénio na nnitivizd

A estrutura do poro de transicdo ainda é incertas mcredita-se que seja
composto por proteinas pré-existentes nas membext@sa e interna, principalmente
pelo transportador de adenina nucleotideo (ANT, inglés adenine nucleotide
transporte) proveniente da membrana interna, do canal aroGrottagem dependente
(VDAC, do inglésvoltage dependent anion channe&la membrana externa e da
ciclofilina D (CypD, do inglésyclophilin D) da matriz, sendo que essa proteina € o
local de ligacdo da ciclosporina A, um importamgidor da formacdo do poro de
permeabilidade de transicdo (LEMASTERiSal, 2009).

A abertura dos poros na membrana externa podeeopala formacao de
canais protéicos pela polimerizacdo de proteindsapoptoticas da familia Bcl-2, que
podem apresentar quatro dominios (BH1 a BH4) (TBIQNO e SHIMIZU, 2000).

Porém, a familia de proteinas Bcl-2 € composta éampor proteinas anti-apoptéticas,



que sao Bcl-2, Bcl-X Bcl-w, por exemplo. Estas se localizam na men@rda
mitocdndria, reticulo endoplasmatico e nucleo, adds para o citoplasma. As pro-
apoptéticas sdo subdivididas em proteinas multidmmBH123, como Bax, Bak, e
proteinas “BH3anly’, como Bid e Bad (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

A proteina Bax apresenta-se no citoplasma como wndémero que se
oligomeriza na membrana mitocondrial externa apEidnelo para a apoptose. Esse
efeito € contraposto ao da proteina anti-apoptdiich2, que inibe o efeito das
proteinas pro-apoptoéticas através da regulacadoedmeabilidade da membrana da
mitocondria (ANTIGNANI e YOULE, 2006). Seu efeitailbidor da apoptose ocorre
pela ligacdo e formacdo de heterodimeros com Bartafo, a melhor avaliacdo das
guantidades de Bax ou Bcl-2 ocorre quanto se anaisazao entre seus niveis
(Bax/Bcl-2) (UZDENSKY, 2008).

Um importante fator pré-apoptético liberado na dpse é o citocromo, que
€ uma hemeproteina com grupo prostético henpge transporta elétrons do citocromo
c1 para citocromo oxidase na cadeia respiratéria (SMKCHEV, 1998). A atividade
pré-apoptoética do citocromo acontece pela ligacdo com Apaf-1 (Fator apoptético
ativador de protease 1), que forma um complexoanegtico chamado apoptossomo
qgue ativa a caspase-9, que € capaz de ativar asea8p uma das caspases efetoras
(BUYTAERT; DEWAELE e AGOSTINIS, 2007). Ocorre ent@oativacado das pro-
caspases -3, -6 e -7, que resulta na ativacéo kfiaagdio dos sinais da apoptose com
as mudancas morfologicas e bioquimicas caractassEARNSHAW; MARTINS e
KAUFMANN, 1999).

A fragmentacdo do DNA, uma das caracteristicagstidacem apoptose ocorre
pela presenca e ativacdo de um fator chamado Datasela por caspase (CAD, do
inglés Caspase-Activated DNagseEsse fator € sintetizado com a ajuda de ICAD, o
inibidor da CAD, que serve como chaperona especffara CAD, sendo que na célula
CAD esta complexado com ICAD. Esse complexo € desdpos ativacdo da caspase-3
durante o processo de apoptose, que cliva a fi@&D, liberando a CAD capaz de
clivar DNA (esta enzima tem preferéncia pela quebimaregides ricas em adenina e
timina) (NAGATA, 2000). A principal caracteristicda quebra do DNA sao os
fragmentos de 180 a 200 pares de bases, que apadecmaneira caracteristica numa
eletroforese em gel de agarose, chamado padraadasde DNA” DNA ladde)
(BORTNER; OLDENBURG e CIDLOWSKI, 1995).



O encontro entre as vias extrinseca e intrinsecareo@ela clivagem da
proteina Bid (um membro da familia Bcl-2) pela essp8 e gera a forma truncada de
Bid, que se desloca até a mitocdndria e induzedifo do citocromo (LUO et al,
1998). Alguns estudos mostraram que Bid pode ndessencial para a morte celular,
mas que a interligacédo entre as duas vias amifig sinal apoptotico fraco (ZHANG
et al, 2004).

A liberagcdo do citocromo descrita acima interrompe o fluxo de elétrons pela
cadeia respiratéria, com consequente queda doss rmit@solicos de ATP (por conta da
mitocondria ndo estar acoplada). Além disso, a tagepé um processo que consome
ATP, ja que alguns processos relacionados sdo delas custas de gasto energético
(VIVES-BAUZA; YANG e MANFREDI, 2007), como a condsacdo da cromatina,
movimentac&do da cromatina para a periferia do ojétemacao de corpos apoptoticos
(KASS et al, 1996). Tsujimoto, (1997) considera que a apopésen processo que
consome energia, enquanto que a necrose nao, g EWEProcesso passivo que ocorre
por danos diretos, tanto téxicos como fisicos.dbo, a determinagédo da quantidade de
ATP e a relagdo com a de ADP pode ser um indiciotipim de morte celular
(BRADBURY et al, 2000).

2.2.2. Morte Independente de Caspases

Alguns autores descrevem um tipo de morte celulee ndo depende da
ativacdo das caspases (LORENZO e SUSIN, 2004; WNISON et al, 2004). Esse
mecanismo, dito independente de caspases levaula é&imorte principalmente pela
perda da funcdo mitocondrial gracas a permeabdizata membrana mitocondrial
externa, sendo que isso ocorre em etapas indepgersdda ativacdo das caspases,
mesmo durante a apoptose (LORENZO e SUSIN, 20@uré 3).

A permeabilizagdo da membrana mitocondrial levébardcdo de proteinas
como o citocromoc, AlIF (Fator Indutor da Apoptose), Endo G, Smac/BIL®,
HtrA2/Omi. As duas Ultimas estdo envolvidas comnativacdo de um inibidor
endogeno das caspases -3, -7 e -9, o XIAP (Inildddkpoptose ligado ao cromossomo
X, do inglésX chromosome-linked inhibitor of apoptgs{SUZUKI et al, 2001). As
duas primeiras estdo envolvidas com a cadeia depwate de elétrons. Gradualmente,
ocorre a perda do potencial de membrana que culodmaa diminuicdo da sintese de

ATP e morte da célula (TAIT e GREEN, 2008). Nasllz& em apoptose, esse processo
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também ocorre, porém com maior rapidez, ja quereadivagem da subunidade p75
do complexo | da cadeia respiratoria mediada petpase-3, que leva a interrupgéo do
transporte de elétrons. Por isso, a morte em guasmmses estdo ativas € mais rapida

comparada com a independente dessas enzimas (RI@(12004).
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FIGURA 3: Papel da mitocondria na morte indepersldetcaspases.

FONTE: TAIT E GREEN (2008)

NOTA: Apds permeabilizacdo da membrana mitocondeiterna (MOMP, do ingléslitochondrial
Outer Membrane Permeabilizatipn ocorre a liberacdo de varias proteinas do espaco
intermembranas que causam perda da funcdo mitaabredcontribuem para a morte celular.
Além disso, ocorre perda da morfologia da mitociingela ativacdo da fissdo e inibicdo da
fusdo.

A tabela 1 exemplifica os contrastes e semelhagaigiie a apoptose e a morte

independente de caspases.
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TABELA 1: Caracteristicas da apoptose e da morttependente de caspase.
FONTE: TAIT e GREEN (2008).

Apoptose Morte Independente de Caspase

Nucleo Clivagem de alvos das caspases Condensacao parcial da cromatina
Fragmentacédo caracteristica do DNA Marginalizacdo da cromatina
Fragmentacédo nuclear Sem fragmentacao caracteristica do DNA
Condensacao da cromatina Diminuicdo do tamanho do nlcleo, mas

sem fragmentagéo

Mitocondria Permeabilizacdo da membrana externa Permeabilizacdo da membrana externa

Clivagem de alvos das caspases Inchamento das cristas

Perda rapida do potencial de membrana Perda gradual do potencial de membrana
Ativacdo da fisséo / Inibicdo da fusdo Ativacéo da fissdo / Inibicdo da fuséo

Citoplasma Clivagem de alvos das caspases Autofagossomos abundantes
Aumento da concentragéo de'Ca Presenca de agregados de ribossomos
Condensacao Vacuolizacao

Membrana Clivagem de alvos das caspases Membrana irregular

Plasmatica Perda da assimetria da membrana deste da Anexina V negativo
fosfolipidios

Teste da Anexina V positivo
Formacéo délebbing

Célula Queda na proliferacéo Queda na proliferagédo
Descolamento da matriz Geralmente mantém-se aderidas a matriz
Fagocitose das células em processo Meio de remogéo indeterminado
morte

Cinética Variavel até a permeabilizacdo ddariavel até a permeabilizacdo da
membrana externa membrana externa

Execucéo rapida apos a permeabilizacdo Execucédo lenta apds a permeabilizacao

A ativacao da fissao e inibicdo da fusdo mitocasirtausam a fragmentacao
da mitocondria, colaborando para a perda da fureg&oorte celular. Esses dois
processos ocorrem haturalmente em mitocondriagjeoggqrante a plasticidade dessa
organela. A fissdo corresponde a divisdo da orgdiseim a perda da funcéo) e a fuséo
a unido de duas mitocondrias. Quando em equililesses dois processos opostos
garantem a manutencdo da forma e funcdo da orgal@efai descrita a fragmentagéo
mitocondrial pela permeabilizacdo da membrana eatpor Bax/Bak, que libera, além
de citocromoc, outras proteinas envolvidas da ativacdo da fiss@wbicdo da fuséo
mitocondriais (ARNOULT, 2007).

Dentre as proteinas liberadas pela mitocéndria]Fotdm sido uma das mais
estudadas. E uma flavoproteina que normalmente eséente no espaco
intermembranas da mitocondria e esta relacionada @aransporte de elétrons do
complexo | ao Il da cadeia respiratoria. Com aneabilizacdo da membrana externa,
ocorre sua saida e translocacdo para o nucleo,éodpaz de condensar a cromatina e
causar a fragmentacdo do DNA (fragmentos de ceec&0d000 pares de bases). A
interacdo com o DNA para originar essas caradmasse explicada pela presenca de

aminoacidos com carga positiva na superficie deefima, colaborando com a interagcéo



12

com o DNA (MODJTAHEDI et al, 2006). Considera-se que a liberacdo do AIF
favoreca a liberacdo da pro-caspase-9 da mitocedaja como um ponto de ligacdo
com a morte dependente de caspases (LORENZO e SREIN).

Alguns autores mostraram que a liberacdo do Al lmemo de EndoG
(endonuclease mitocondrial envolvida em fragmemtagd DNA nuclear) somente
ocorre apods a ativagdo das caspases. A acao desfatd-apoptoticos da familia Bcl-2
liberariam somente alguns fatores apoptogénicasocotocromoc, Smac/DIABLO
entre outras, porém néo seriam capazes de pearstiida de AlF, que somente seria
liberado apds a ativacdo de caspases pelos pranfaitares liberados (ARNOULEt
al., 2003).

2.2.3. Necrose

A morte celular por necrose foi por muito tempo stdarada como morte
acidental ap6s um trauma sofrido pela célula. Wtmante, evidéncias tém sido
propostas para descrever uma forma regulada deseecDe qualquer maneira, as
caracteristicas desse tipo de morte sédo inchantentitoplasma (oncose), ruptura da
membrana plasmatica, inchamento de organelas a#io@iticas e condensacao
moderada da cromatina (KROEMER al, 2009). Com o inchamento e ruptura de
organelas, pode ocorrer vazamento de proteasésodedmos que estdo envolvidas em
desnaturacdo de proteinas celulares, incluindasésnas. Dessa forma, a estrutura do
nucleossomo se desfaz e 0 DNA pode ser clivadoitios aleatérios, gerando a forma
caracteristica de arrastsmea) em eletroforese com gel de agarose (POTTEN e
WILSON, 2004).

Alguns autores consideram que a necrose pode \s&latpor receptores de
dominio de morte como TNFR1 (do ingl&\F Receptor 1Receptor 1 de TNF) e
TRAIL-R (do inglés, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligant Recepfeceptor de
ligante indutor de apoptose relacionado ao TNFg dependem de uma proteina
quinase RIP1. Esses receptores ativam a necrosees@nca de inibidores de caspases
(HOLLER et al, 2000). A partir dessas evidéncias, 0 termo “rgose” comegou a ser
usado para descrever a necrose orquestrada pptaessee vias sinalizadoras (que néo
foram claramente esclarecidas) (TAIT e GREEN, 2608DEMERet al, 2009).
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2.3.MELANINA E CALCIO

A melanina € um pigmento presente nos melaos produzida a partir ¢
oxidacdo do aminoacido-tirosina (figura 4)Ela pode ser de dois tipos, eumelanir
feomelanina, sendo que nessa ultima ha utilizagh@aminoacido -cisteina em sua
sintese.Sua producdo ocorre em organelas conhecidas congnossomos. Ess
melanossomos sdo transportados dos melandcitos ogagueratindcitos que est
proximos a eles e se depositam ao redor do nuees g protecdo do DNA contre
radiacdo UV nas células em divi (KOBAYASHI et al, 1998).

tirosina 3.4-dihidroxifenilalanina (DOPA)

‘ TIROS]NASE‘ j

dopaqumona >

» cisteinildopa ~N
dopacroma cmtema \

/ TRP-2 cisteinil dopaquinona
5,6-dihidroxiindol (DHI)

\

acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA)

TRP-1
indolquinona

v

acido indol-2-carboxilico quinona

MELANINA

FIGURA 4 Representacao esquematica da sinte melanina a partir da tirosina.

FONTE: RILEY (1997).

NOTA: A figura mostra os principais intermediarios tarda eumelanina quanto da feomelan
indicando que todos podem ser incorporados no potitiinal

Este pigmento apresenta ainda funcao duestrador de espécies reativas
oxigénio (ROS)que incluer o radical hidroxila, superdxido, oxigénio singlet
peroxido de hidrogénjoe também protege a célula contra os efeitos diaga@o UV.
Porém, sabse que a sintese da melaninaolve a oxidacéo de sgyrecursores e co

isso, existe grande chance de se formem espécies reativas de oxig Além disso,
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o0 consumo de L-cisteina na sintese da feomelaroda giminuir a capacidade de
protecdo da célula contra agentes oxidantes, umajwe este aminoacido tem acgéo
antioxidante (ROZANOWSK et al, 1999; SMITet al, 2008).

O papel fotoprotetor é atribuido principalmentaitnelanina, pela absorcéao da
luz e neutralizacdo dos radicais livres e oxidaoues pode ser avaliada pela menor
lipoperoxidacdo induzida pela radiagdo UV. Com anfelanina, percebeu-se que a
lipoperoxidacdo era maior quando irradiada, sugerse que esta fracdo da melanina
atue como pro-oxidante. (EZZAHIR, 1989). Foi denttado que os dois tipos de
melanina geram anion superéxido ao serem irradiadas UV, porém a eumelanina
tem maior capacidade sequestradora de radicaisanporseu efeito antioxidante
sobressai-se sobre o pro-oxidante (KROL e LIEBLEF®S).

A melanina tem também um papel importante no ctnttos niveis de calcio
intracelulares, ja que ela consegue ligar-se atedés dos grupos carboxila presentes
em sua estrutura (figura 5) (GOTTESBERGE, 1988). éstudos com melanina de
Sepia foi possivel calcular a constante de associagdme&lanina ao calcio que foi de
3,3 (+0,2) x 18/mol/L. Esse valor é comparavel a outras proteauas afinidade ao
calcio que servem como tampdes intracelulares pase ion. Exemplos dessas
proteinas sdo caslequestrina e calreticulina, @uecbnstante de ligagdo de cerca de 1 x
10*mol/L. Ocorrem, respectivamente, no limen do uéiisarcoplasmatico de células
musculares esqueléticas e cardiacas e no lumeetidalo endoplasmatico de células
nao musculares (BUSH e SIMON, 2007).

A entrada de calcio no melanossomo foi estudadaSadceda e Sanchez-
Chévez (2000) e foi mostrado que o fendmeno naediado por uma bomba ATPase
comum a do reticulo endoplasmatico, ja que inilddodesse tipo de receptor nao
impediram a entrada do cation na organela. E pelsgite haja uma bomba antiporte
C&'/H", pois 0 melanossomo é uma organela &cida, e adentio calcio ocorre contra
o gradiente de concentracdo, assim como na mitoedado reticulo endoplasmaético.
A liberacdo de calcio da organela ocorre por meisima via, e destaca-se a acdo do
inositol 1,4,5-trifosfato (If) e de receptores de rianodina, que inicialmentanio
descritos no reticulo sarcoplasmatico de célulascolares esqueléticas e lisas (FILL e
COPELLO, 2002)

Alguns estudos sugerem que baixa concentracaolde eatracelular induz a
proliferacdo de melandcitos em cultura (ABDEL, 1P®89elevacdo na concentracao

intracelular de calcio tem efeito inibitério na gugdo de melanina (CARSBERSE al,
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1995).A importancia do calcio nessas células também 8iderada na movimentac:
dos melanossomos para 0s queratindcitos e na ol celule (GOTTESBERGE
1988).

Polimero Conjugado
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FIGURA 5: Figura esquematica dasruturas encontradas na molécula deelanina.

FONTE: RILEY (1997).

NOTE: As trés principais funcdes estao indicadanaaeacdes eletrdnicas, que rendem ao polil
capacidade de absorcao de fotons, geragdo e remlegadicais livres e ligagao de cns pelos
grupos carboxila. Pode ainda ocorrer ligacGes wmiadd envolvendo os grupos hidrc
desprotonados ou semiquinot

O efeito da capacidade da melanina em se ligaaloodoi demonstrada p
Hoogduijn et al (2003), qu avaliou a concentracadde célcio no citoplasma ¢
melandcitos em cultura com diferentes concentrage melanina. Foi visto que ap
adicdo de uma grande quantidade de calcio no meafacelular houve aumento
concentragdo de calcmtoplasmatic de forma inversa a conceatdo de melanii na
célula, ou seja, em melandcitos pouco pigmentadoseh grande aumento de 2*

citoplasmaticocomparada com os melanécitos mais pigmentadsis olsorreu gracas
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maior presenca do pigmento nos melanossomos dosndodbs em que a
melanogénese foi estimulada, e a consequente magdith do ion para essa organela, e
no citoplasma a quantidade de célcio foi menormAtksso, foi observada a formacéo
de corpos apoptoticos em melandécitos pouco pigrdeateom grande concentracéo de
calcio citoplasmatico.

Sabe-se que os niveis de calcio estdo relacionealosa amplificacdo da
resposta a apoptose (MATTSON e CHAN, 2003), posimento global do calcio no
citoplasma causa aumento do influxo de calcio n#iadndria que exacerba a
permeabilidade da membrana interna com conseqlibatacdo elevada de citocromo
c. Com isso, ocorre ativacao das caspases e 0 poodesapoptose segue seu curso. De
acordo com Mattson e Chan (2003), o citocraevda mitocdndria que é liberado por
um estimulo apoptético liga-se ao receptor de iab8ifosfato presente no reticulo
endoplasmatico que causa liberacdo de calcio drulet para o citoplasma

amplificando a resposta.

2.4.OXIGENIO SINGLETE

O oxigénio singlete é uma forma excitada do oxigé&nolecular que apresenta
grande reatividade com biomoléculas (MARTINEZ;, MHBBS e DI MASCIO,
2000). Sua formacdo pode ocorrer através da radidy@ (320 — 400 nm) do sol
(BRENNER e HEARING, 2008), ou em laboratorio atsad@ utilizacdo de substancias
fotossensibilizadoras que absorvem energia de omta frtificial de luz e transferem
essa energia para o oxigénio (FERNANDEZ-GUARINDal, 2007). Pode-se ainda
utilizar a termolise de endoperéxidos derivadosditaleno para a producédo U, in
vitro (MARTINEZ; MEDEIROS e DI MASCIO, 2000).

Dentre os alvos do'O, estdo lipideos (duplas ligacBes), proteinas,
aminodcidos, acidos nucléicos e grupos tiodis. Jddmonstrado o dano direto ao DNA
pelo 'O, com formacéo de aumentada de 8-oxo-7,8-dihidroe8beliguanosina, um
importante marcador de lesdes oxidativas ao DNAufizado endoperéxido marcado
com*®0 e esse isétopo foi incorporado & guanina, indicanreacéo direta entre'®,

e a base nitrogenada (RAVANAeE al, 2000).

Estudos utilizando endoperdxidos para a formacd®g¢OTSU et al, 2005)

mostraram que essa espécie reativa € capaz deirimdoge de células HepG2 e

linhagem de basdfilos derivados de leucemia de(RiBt.) através de apoptose atipica.
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Mostrou-se que ocorrem danos na mitocondria safiegepara a liberacdo do citocromo
C, que, em tese, ligar-se-ia com o fator apoptééitteador de protease 1 (Apaf 1) e
formaria 0 apoptossomo juntamente com a pro-cashas®rém, o processo de
apoptose ndo ocorre como se esperaria. Algumastedsticas morfoloégicas de uma
célula em apoptose estdo presentes como a conédendaccromatina, mas néao foi
observada fragmentacéo nuclear. Existem hipétageingicam a reacdo d@,com as
caspases, ja que estas possuem um residuo deaistesitio catalitico, que € um alvo
em potencial para a oxidacéo pé®,. Além disso, especula-se que a inativacdo das
caspases esteja relacionada com a formacédo dooapopto que é sensivel ao estado
redox (ZECHet al, 2003). Os mesmos autores também sugerem d@e elimine a
atividade pré-apoptotica do citocronegpor reagir com um residuo de metionina que
esta associado ao grupo heme (SWt@l, 2005).

Seu efeito téxico foi também demonstrado em umdesttom mitocondrias
isoladas de figado de rato, em qué@ promoveu danos que foram capazes de
diminuir o potencial de membrana da mitoconda&) (COSSOet al, 2002), o que
tornaria possivel a abertura dos poros de transigéondriais e liberacéo de fatores
apoptogénicos para o citoplasma (BERNARDI e PETRQNI1996).
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3. JUSTIFICATIVA

A compreensao dos mecanismos de morte celulardasip@r uma substancia
e a comparacado desses efeitos com o de outraascétafadas com a mesma substancia
pode ajudar a entender as particularidades deacgstlidada.

0 '0, é produzido nas células da pele pela acéo dacéadialtravioleta, em
especial a radiagdo UVA. A melanina presente nesdakas é capaz de proteger contra
os efeitos de espécies reativas, porém também a a#p causar danos oxidativos.
Estudos demonstraram que as células de melanoreaeapam suscetibilidade aos
efeitos do’O,, com consideravel diminuicdo da viabilidade (SANS;CQ2007). A
presenca de maior quantidade de melanina pareogegpr as células contra os efeitos
da espécie reativa em questéo, o que confirma estumlo com outra espécie reativa, 0
perdxido de hidrogénio (HOOGDUIJ&t al, 2004), no qual foi mostrado que a maior
quantidade de melanina protegeu as células contparéxido. Além disso, nesse
mesmo estudo, o fluxo de calcio para o citoplasmanenor nas células estimuladas.
Paradoxalmente, (SANTOS, 2007) ainda relata maesgnca de danos em DNA em
células estimuladas a produzir melanina.

A geracdo déO, tem sido usada para causar morte celular, comzaso da
terapia fotodindmica. Porém, esse efeito em céjuladutoras de melanina ainda ndo
foi avaliado profundamente.

Portanto, este estudo destina-se ao entendimestmdoanismos do processo
de morte celular apés o tratamento com endoperdgédador dé¢O,, como uma fonte

limpa dessa espécie reativa, em células produtieraselanina.
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4. OBJETIVOS

4.1.0BJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar alguns mpetéos relacionados a
morte celular e alteracdes dos niveis de célciadetulares em células de melanoma
com melanogénese estimulada ou ndo e melanécfids, @ tratament@n vitro com

endoperoxido gerador de oxigénio singlete.

4.2.0OBJETIVOSESPECIFICOS

Avaliar caracteristicas relacionadas a morte celeha células de melanoma
com melanogénese estimulada ou ndo e melandcpos, @ tratamentn vitro com
endoperoxido gerador de oxigénio singlete como:

- caracteristicas da morfologia nuclear e integiédda membrana

- fragmentacao do DNA

- niveis de ADP e ATP

- liberacdo do citocromac e do Fator Indutor de Apoptose (AIF) da
mitocondria.

E ainda avaliar a presenca do calcio citoplasméatas células B16-F10 com

diferentes quantidades de melanina e nas Melab-aa&amento com oxigénio singlete.



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para este trabalho foram utilizadas duas linhagasislares: células de
melanoma murino (B16-F10) e melandcitos murinoslélta@). Os melandécitos foram

incluidos no trabalho para avaliacéo das caratiterssde morte induzida pelo oxigénio

20

singlete em células normais para a comparacaofeibgseem células tumorigénicas.

O esguema a seguir resume as etapas do trabajnoa(®). Inicialmente as
células serdo ou ndo estimuladas a produzir melamiposteriormente serdo tratadas

com uma dose de DHPNG@ ser definida como toxica. O DHPN® um endoperoxido

que produz oxigénio singlete quando aquecido a 37°C

e Melan-a

Cultivo das células B16-F1(

Inducéo da
melanogénese

N&o Inducao da
melanogénese

Morfologia
Nuclear e
Integridade da

membran

Liberacéo do
Citocromoc

DHPNO,

Tratamento com
controle, DHPN e

Fluxos de Calcio

Relacéo
ADP/ATP

Fragmentacgao
do DNA

Liberacdo de AlF
da mitocondria

FIGURA 6: Estratégia experimental.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1.MATERIAIS UTILIZADOS

As células de melanoma murino B16-F10 e as celldgamelandcito murino
foram cedidas pelo Professor Dr. Roger Chammas atalldlade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. O meio de cultura RRMD1utilizado para o cultivo das
células era proveniente da Cultilab. O soro fet&irto foi comprado da Gibco.

O derivado de naftaleno DHPN foi sintetizado nofaborio do Professor Dr.
Paolo Di Mascio no Instituto de Quimica da Univaasie de Sdo Paulo.

Em todos os experimentos utilizou-se 4gua ultraptoaeniente do sistema de
purificacdo Gehaka.

Os seguintes materiais foram adquiridos da Signgaa &leuterada @D),
Chelex 100, bicarbonato de sodio, HEPES, acetatortiel miristato (PMA), brometo
tiazoil azul de tetrazolio (MTT), laranja de acndj digitonina, acido etilenodiamina
tetracético (EDTA), Tris, Proteinase K, RNase A, &bl T1, tetrabutilaménio,
aprotinina, pepstatina, fluoreto de fenilmetilsnifo (PMSF), N,N,N'N’
tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato de awed(PSA), acido etileno glicol
tetracético (EGTA), albumina bovina, sulfinpirazpnacido plurénico, tirosina,
dimetilsufoxido (DMSQO), azul de trypan, desoxicolate soédio, Triton X100,
menadiona, n-metil-bis-acrilamida, ditiotreitol (D)} kit de revelacdo
guimioluminescente, Coomassie brilliant blue G2&fXjcorpo anti-actina, bicarbonato
de potassio.

Os marcadores de massas de proteinas e de pabesatede DNA para as
eletroforeses foram obtidos da Fermentas.

Os anticorpos utilizados foram comprados da Sania Biotechnology, Inc.

A membrana pars#/estern Blottindoi adquirida da BioAgency.

A probe de célcio fluo-4-AM foi comprada da Invigen. O brometo de etidio
e 0 dodecil sulfato de sodio (SDS) foram compragd@sAmersham Biosciences. A
gentamicina foi comprada da Neo Quimica. O cloddaosddio e hidroxido de sddio
eram da Quimex, a acrilamida da Fluka, a acettanidia JT Baker, o metanol da Bond
Carneiro, a agarose da Agargen. Os filtros de PWBF),22 um eram da National
Scientific.
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Da Merck, foram comprados os seguintes produtogloatrifluoracético
(TFA), &cido perclorico, acido orto-fosforico, abvo de potassio, fosfato de sodio
monobasico, fosfato de sédio dibasico, fosfato d&gsio monobasico, cloreto de
calcio, sulfato de magnésio hepta hidratado, gkic@ssenito de soédio, azul de

bromofenol, azul de metileno, glicerol, etanolreto de amanio.
6.2.SINTESE DOGERADOR DEOXIGENIO SINGLETE

O gerador dé0, escolhido para uso foi o DHPNQendoperéxido ddN,N'-
di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipfmanamida (DHPN). Esse
endoperoxido é derivado do naftaleno com substésihidrofilicos ndo-iénicos (figura
7). A producdo déO, ocorre quando o endoperéxido é aquecido e o remdando
oxigénio produzido no estado singlete € de cercz0e@0% (DEWILDEet al, 1998).

CONH-CH ,CHOHCH ,OH CONH-CHyCHOHCH;OH

102

N>

CONH-CH,CHOHCH,0OH CONH-CH,CHOHCH,OH

DHPN DHPNO,

FIGURA 7: Estruturas do DHPN e DHPMNO

FONTE: Santos (2007)

NOTA: Representacéo da formacéo do endoperoxidoNIb4Rx partir do derivado naftalénico DHPN e
do oxigénio singlete.

O DHPNGQ foi sintetizado a partir do seu precursor, DHPdhforme descrito
por Di Mascio e Sies (1989), Delwild# al (1998), Martinezet al. (2000) e Pierlott
al. (2000). O DHPN foi dissolvido em.D, que aumenta o tempo de vida @
produzido (DEWILDEet al, 1996), e apos adicdo de solucdo de azul de metike
solucéao foi irradiada com lampada de mercurio (5®&b borbulho de oxigénio, em

banho de gelo a 4°C. A sintese foi monitorada p#caimento da leitura da
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absorbancia erh = 288nm, uma vez que o coeficiente de absortiedia DHPNQ é
diferente do coeficiente do DHPNp(pno2 = 140 Micm™; epppn = 7780 Micm™). A
sintese ocorreu até que a porcentagem de DHPRdEe de mais de 80%. A pureza é
calculada a partir dos valores de absorbancia eé8nng8 de uma solucdo 1000 vezes
diluida do endoperoxido, sendo que os valores septam a absorbancia antes (inicial)
e apos (final) a decomposicdo do endoperéxido.odmiposicao foi feita deixando-se a
solugédo em banho-maria a 60°C por uma hora:

Pureza (%) = [1 — <M)] %X 100
Abs final,gg
Apés a sintese, foi adicionada resina Chelex 1@0selucédo foi mantida sob
agitacao por 10 minutos, para a remocao do azuhetdeno por adsorgcdo na resina.
Por fim, a solucdo de DHPNGQi filtrada utilizando filtro de 0,22 um de PVD#5teéril
e aliguotada em tubos com rosca que foram armaasnawh nitrogénio liquido. A
concentracdo final foi determinada consideranddsordancia inicial e a final como

descrito anteriormente.

Abs final,gq — Abs inicial
288 288) % 106
7789

Conc (mmol/L) = (
Em todos experimentos que o DHPNfOiI aplicado, foram feitos controles

com o DHPN que foi obtido por prévia decomposi¢bdras a 37°C).
6.3.CULTIVO DAS CELULAS

As células de melanoma murino B16-F10 foram culi@saem garrafas estéreis
com meio de cultura RPMI 1640 acrescido de bicatmde sodio (concentracao final
de 0,8 mmol/L) e tampdo HEPES (concentracdo fima@ mmol/L). Além disso,
foram adicionados soro fetal bovino (SFB) para raceatracéo de 7,5% e 125 pL de
gentamicina 40 pg/mL para cada 100 mL de meio Hereu

As células de melandcito murino Melan-a foram wgalfias nas mesmas
condi¢cbes, mas o meio de cultura foi suplementaao EMA (horbol 12-myristate
13-acetat@ na concentracéo final de 200 nmol/L. O pH foisgqlo para 7,4. As
culturas foram mantidas em estufa (Sanyo), em déareosontendo 2,5% de GQcom

umidade controlada de 95% e temperatura constaamt878C. Os repiques foram



24

realizados através dos procedimentos padrdoes dwaldbo em camara de fluxo

laminar.

6.4.DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DEPROTEINAS

A concentragdo de proteinas foi determinada pelodoéde Bradford, que se
baseia na ligacdo de proteinas ao corante e a gadan pico de absorcdo deste
(BRADFORD, 1976). Este foi o método de escolha,spéi o que sofre menos
interferéncia com a melanina (BOROVANSKY; MELEZINEK BUDESINSKA,
1986).

A reacdo foi feita em placas de 96 pocos com 5 qlisddo de células obtido
por sonicacao (20Hz por 30 segundos) ou com soldedise, e 250 pL da solucéo de
Bradford, composto por 0,01% (p/v) do corante Caaen8rilliant Blue G-250; 4,7%
(p/v) de etanol e 8,5% (p/v) de acido orto-fosforié leitura foi feita apds cinco
minutos e ndo mais que uma hora da reagao, no ooergo de onda de 595 nm. A
curva padrao foi feita em todos os testes com 8ehkigle concentracdo conhecida de
albumina bovina e os valores expressos em ug deipaopor pL de solugéo, ou no

caso da dosagem de melanina, em mg de proteimalpde solucao.

6.5.ESTIMULO DA MELANOGENESE E DETERMINACAO DA PRODUGCAO DE

MELANINA

O estimulo da sintese de melanina das células thnomea e melandcitos em
cultura foi feita pelo tratamento com meio de a@tBPMI 1640 suplementado com L-
tirosina e NHCI nas concentracbes de 400 pumol/L e 10 mmol/Lpessvamente
(HOOGDUIJNEet al, 2004; KONGSHO&t al, 2007).

As células (5x1f) foram plaqueadas em placas de 60mm e mantidag nes
meio por 48 horas. Destaca-se que durante essglpeaté incubacéo foi utilizado meio
de cultura sem PMA para as células Melan-a. Ap&e @eriodo, as células foram
lavadas com PBS (136 mmol/L NaCl; 2,68 mmol/L K&[1 mmol/L NaHPO,; 1,47
mmol/L KH,POy; pH 7,4), retiradas das placas com 1 mL de PBS E@iA (2
mmol/L). Dessa suspensao, retirou-se 100 uL pasagion de proteinas pelo método
de Bradford ap0s lise por sonicacdo conforme itefn ® restante da suspenséo (900

uL) foi centrifugado a 3009 por cinco minutos, o sobrenadante descartadopeléet
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foi adicionado 200 pL de NaOH 1 mol/L. Essa sus@en®i sonicada e incubada
overnight no escuro. A concentragdo de melanina foi deterd@nmedindo-se a
absorbancia em 470 nm. O valor encontrado foi gioioi pelo fator de concentragao
0,222, j4 que a suspensédo fora concentrada (de&@0200 uL). Foi utilizada uma
curva padrao com melanina sintética dissolvida ea®M 1 mol/L em concentracdes
conhecidas expressas em [Lg de melanina por mLIugeoNAGATA et al, 2004).
Os resultados foram expressos em g de melanirggmgpteina.

6.6.MICROSCOPIA DECONTRASTE DEFASE

Apdés 48h de estimulo da melanogénes, as célulasnfanalisadas em
microscopio de contraste de fase (Olympus CK2) enagens foram capturadas com
uma camera digital (SONY). As imagens obtidas speeto das células submetidas aos
tratamentos foram comparados ao aspecto morfolode® células na condicao

controle. Todas as imagens foram capturadas emraarde 400x
6.7.VIABILIDADE CELULAR APOSTRATAMENTO COM DHPNG,

A selecdo das doses apropriadas para o tratanrf@itl através de teste de
viabilidade por brometo tiazoil azul de tetrazdIMTT) de acordo com Reillet al
(1998). As células foram plagueadas em placas cémp@&os na quantidade
correspondente a 4@élulas por poco. Apds cerca de 12 horas, asathdleridas
foram tratadas com 50 pL de cada solucéo, sendorakio de cultura RPMI 1640 sem
SFB, meio de cultura RPMI 1640 sem SFB e com aguéedada correspondente ao
volume de DHPN@ utilizado na maior concentracdo, DHPN e DHRNO
(separadamente) em meio de cultura RPMI 1640 sdtnn@B concentracdes de 1, 5 e
10 mmol/L. As solugbes foram preparadas a 4°C pantar a decomposicao do
DHPNQ,. O tratamento foi de 2 horas em estufa a 37°C.sApsse periodo, foi
realizado o teste de viabilidade por MTT. O mesestet foi realizado apos 24 horas (22
horas apés o tratamento de 2 horas), sendo que tests, foram plaqueadas 5 X 10
células por poco. Nesse caso, apos as 2 horasipden&ocado por meio RPMI 1640
com SFB nas células B16-F10 e Melan-a e meio RP&D Isuplementado com L-
tirosina e NHCI nas células B16-F10 Y.
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Apoés 2 ou 24 horas, o meio foi substituido por wsokcdo de MTT a 500
png/mL em HBSS (137 mmol/L NaCl; 5,35 mmol/L KCI;98, mmol/L CaCJ; 0,81
mmol/L MgSQ,; 0,44 mmol/L NaHPQO;; 0,44 mmol/L KHPOy; 5,55 mmol/L glucose;
pH 7,4). A placa foi levada a estufa por trés hofaghsequentemente, retirou-se a
solucéo e os cristais formados foram dissolvidos 200 uL de DMSO. A absorbéancia
foi determinada em leitor de microplaca em 550 rsando DMSO como branco. A
viabilidade foi calculada considerando-se a amastra meio de cultura RPMI 1640
sem SFB como 100% de viabilidade.

6.8. TRATAMENTO DAS CELULAS PARA AVALIACAO DOS PARAMETROS DE

MORTE CELULAR E LIBERACAO DE CALCIO

ApoOs determinadas as condicfes de melanogénedese @lo endoperoxido, o
protocolo de tratamento foi estabelecido. As céldtaam plagqueadas em diferentes
guantidades, de acordo com a necessidade doAgste.cerca de 12 horas, o meio foi
substituido, sendo utilizado RPMI 1640 suplementamo 7,5% de SFB, 10 mmol/L de
NH4CI e 400 umol/L de L-tirosina nas células em questdmulo da melanogénese era
desejado e meio RPMI 1640 com 7,5% de SFB e sem R&%Aoutras células. Esse
meio foi mantido por 48 horas, sendo que apds pssido, 0 tratamento com
DHPNQO; (em meio RPMI 1640 sem SFB) foi feito por 2 hoaa87°C, seguido do
protocolo de cada teste. Para as avaliacdes faas 24 horas do inicio do teste, 0
meio era substituido apdés as 2 horas iniciais @emdposicdo do endoperdxido por
meio RPMI 1640 com SFB e sem PMA nas células B1B-d¢Melan-a e meio RPMI
1640 com SFB, L-tirosina e NBI nas células B16-F10 Y. Esse procedimento foi
seguido em todos os testes descritos a seguir.

Para a coleta das células aderidas (quando necgssétas eram lavadas com
PBS a 4°C e soltas utilizando-se 1000 pL de umacdolde EDTA 2 mmol/L em PBS
a 4°C por 5 minutos. Quando necessaria a dosagepnotkinas, uma aliquota dessa
suspensao era retirada e a determinacao era fatadol o reativo de Bradford, como

descrito no item 6.4.
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6.9.AVALIACAO DA MORTE CELULAR COM LARANJA DE ACRIDINA E BROMETO

DE ETIDIO

A morte celular foi avaliada através da contagemcélllas coradas com
laranja de acridina (AO, do ingl@gridine Orangg e brometo de etidio (EB, do inglés
Ethidium Bromidg As células (1f) foram cultivadas em laminulas redondas em placas
de 24 pocos. Apos o tratamento de 2 horas, asasélatam lavadas com PBS e as
laminulas foram colocadas sobre laminas com 2 punde solucdo formada de partes
iguais de laranja de acridina 100 pg/mL em PBSoenbto de etidio 100 pg/mL em
PBS. A leitura foi feita imediatamente em microsodge fluorescéncia com filtro azul,
no qual se contaram 300 células de cada laminif&zedciando em células viaveis,
apoptaticas e necroticas.

As células viaveis sdo coradas exclusivamente fselnja de acridina e
mostram fluorescéncia verde homogénea. O nucleocélagas apoptéticas aparece
corado de verde com maior intensidade, o que inchoalensagédo da cromatina, uma
caracteristica importante de células em processomdge por esse mecanismo
(JANICKE et al, 1998), assim como a presenca de cromatina coad@mgpositada na
periferia do ndcleo. Essas caracteristicas apardeemém nas células apoptéticas
tardias, porém nessas células a membrana plasrfditmamprometida pelo avanco do
processo de morte, possibilitando a entrada do d&twmate etidio, que cora o nucleo de
laranjado. As células necréticas sdo coradas tetdbrde laranja devido a grande leséo
gue ocorre na membrana plasmatica dessas céloksbititando a entrada do corante.
A figura 8 ilustra essas marcacoes (KASIBHATEAal, 2006a).
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viaveis apoptoticas

apoptoticas tardias necrotica

FIGURA 8 Micrografia em microscopio de fluorescéncia caltnof azul.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: A figura representa a classificacdo das eslguanto a morfologia relacionada ao tipo de n
celular. Aumento de 40C A apoptose foi induzida utilizandse quercetina 7* g/mL e necrose
incubandaose as células 85°C por 20 minutos (IYERet al, 2009) Em ambas situacées for:
utilizadas células B1641C.

6.10. LIBERACAO DOCITOCROMO C

A avaliacdo da liberacdo do citocro c foi realizada de acordo com
metodologia proposta p&icklo et al. (1999).

Para esse ensaforam plaqueadas 5x1@élulas (B16-10 e Mela-a) em
placas de 60mnApos o tratamento de 48 horas para inducdo de ogdaese e 0 2
horas com o DHPN$) o meio foi retirado, as célullavadas com PBS e soltas cor
mL de PBS com 2 mmol/L cEDTA. Dessa suspensao, retiraid90 pL para dosage
de proteinas pelo método de Brad como descrito no item 6.4 restante da
suspenséao (900 pL) foi centrifugada, o sobrenadatitado e agelletadicionaram-se
200 pL da solucéo de permeabilizacdo da membraaaegtrair o citcromoc liberado
no citoplasma. Essa solucéo era comy por 200 pg/mL de digitonina e 8Cmol/L de
KCl em PBS As células foram ressusfsase mantidas por 10 minutos em gelo pa
permeabilizacdo da membrana plasm (WATERHOUSEet al, 2004. Esse tempo
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foi estabelecido para a condicdo de que até ceec@580 das ceélulas estivessem
permeabilizadas que foi acompanhada pela utilizaliama solugéo 0,4% p/v do
corante vital Azul de Trypan em PBS, que marca ékilas que tiveram a
permeabilidade de sua membrana aumentada.

ApoOs esse periodo, as células foram centrifugadad@d00g por 10 minutos
e 0 sobrenadante filtrado em filtro de éster deulosé. O filtrado foi analisado
utilizando a separacdo e deteccdo do citocronpor cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) da empresa Shimadzu (Japadxodtse uma coluna Jupiter C4
de fase reversa de 5 um da Phenomenex (150 x 4)6 @gradiente empregado foi
composto de uma solucdo de &cido trifluoracéticbAjTa 0,1% (solvente A) e
acetonitrila (solvente B). No inicio, a concentagio solvente A era de 20% que
aumentou para 60% em 12 minutos e manteve-se mes&RENtracdo por mais 5
minutos (17 min). A concentracdo retornava em 2Q%sa5 minutos (22 min) e
permanecia assim por mais 8 minutos, perfazenddotah de 30 minutos de corrida
num fluxo de 1 mL/min. Os picos foram detectadd39@8 nm. A area dos picos foi
usada para determinacdo da concentracdo de citoaom amostra a partir da curva
padrdo obtida pela analise de solucdes de citocronpoeparadas na solucdo de
permeabilizacdo descrita anteriormente. A concefitrade citocromac encontrada
através da curva de concentragcdo foi corrigida ipligindo o valor pelo fator de
concentracdo 0,222. O resultado foi expresso emtigiaale de citocromoliberado em

picogramas por quantidade de proteinas, em miaraga

6.11. FRAGMENTACAO DODNA

Este estudo foi feito por eletroforese em gel dae@se (KASIBHATLAEet al,
2006b). A concentracdo de células utilizada nesse foi de 5x10células/placa em
placas de 60 mm. O ensaio foi feito apds as 2 lwdsatamento e apds as 22 horas de
recuperacdo. As células foram lavadas com PBSradas da placa com PBS com 2
mmol/L de EDTA. A suspensao foi centrifugada poO@@ por cinco minutos. A
extracdo do DNA foi feita adicionando-se 20 puL dmpéao de lise (TES - 20mmol/L
EDTA, 100mmol/L de Tris pH 8 e 0,8% SDS) amellet As células foram
homogeneizadas utilizando-se ponteiras com a poortada (wide-bore) para evitar
quebra do DNA. Foram adicionados 10 puL de uma maistie RNases, contendo 500
U/mL de RNase A e 20.000 U/mL de RNase T1. Dei®irsubando a 3T por 2
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horas, e apds esse periodo, foram adicinados 1fepdroteinase K, que permaneceu
em incubagao a 50°@Gvernight No dia seguinte, foi dosada a quantidade de DNA
utilizando-se o aparelho NanoDrop 1000 da emprésanio Scientific (EUA).

Amostras de 10 ug de DNA foram aplicadas no gehgbrose 1,5% sem o
tampéo de corrida na cuba, para evitar perda dermakdevido a viscosidade. A
solucdo contendo os 10 pug de DNA foi preparadagmo®-se a quantidade necessaria
da solugédo de DNA e adicionando-se o 1,6 pL do &ange amostra 6X (30% de
glicerol e 0,25% de azul de bromofenol) e compldtase o volume para 10 pL com
agua ultrapura. Na sequéncia, o tampéao de corda (B0 mmol/L Tris; 20 mmol/L
acido acético; 1 mmol/L EDTA) foi adicionado na aulf-oi feita uma corrida com
baixa voltagem para melhor evidenciar os fragme(86sV por trés horas). O gel foi
mergulhado numa solucdo de brometo de etidio drhlygor uma hora para ligacao do
brometo de etidio com as bases do DNA. Apds essedoe foi retirado o excesso de
brometo de etidio mergulhando-se o gel em agudgominutos.

O gel foi visualizado no fotodocumentador MultiDibcDigital Imaging

System da UVP, num comprimento de onda de 302 nm.

6.12. DETERMINACAO DA RAZAO ADP/ATP

A determinacdo da razdo ADP/ATP foi calculada apodeterminacdo da
quantidade de ADP e ATP intracelulares pela maaiio do método descrito por
Vives-Bauza, (2007). As células foram plaqueadas placas de 60 mm numa
concentracdo de 5x10células por placa. Apés o tratamento para estinddo
melanogénese e com®, por 2 horas, as células foram lavadas com PBSigeta
imediatamente foram adicionados 500 pL de acidol@méro 0,4 mol/L e as placas
foram levadas ao freezer -20°C. As células forastaiggeladas em gelo e ressuspensas
utilizando rodo. A suspenséo foi centrifugada ®&028g por 10 minutos a 4°C e 200 pL
do sobrenadante foram neutralizados com 20 pL d€®4 mol/L. A mistura foi
mantida em gelo por cerca de 10 minutos e depoifesmer -20°C por 2 horas. Apés
esse tempo, foi centrifugada a 18.ap@or 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
analisado por HPLC.

Foi utilizada uma coluna C18 da marca ACE de 5 gsngm x 4,6 mm, com
gradiente de dois tampdes, A e B (A composto dm@ml/L de NaHPO, e 100 mg/L
de tetrabutilaménio, pH 5; e B, 10% de acetonjtrd@0 mmol/L de NakPO, e 100
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mg/L de tetrabutilaménio, pH 4). O gradiente usadmecava com 50% de cada
tampéao, sendo que a concentracao do tampéo B ganaid 00% em 13 minutos e logo
diminuia para 50% em 2 minutos, sendo que permameEisa concentracao por mais
10 minutos, perfazendo um total de 25 minutos dedzs num fluxo de 1 mL/min,
utilizando deteccdo no UV em 260 nm. Os picos foramegrados e as areas
transformadas em pumol/L de ADP e ATP a partir da eorva de calibracdo construida
com padrdes dissolvidos na solu¢do de acido paralérposteriormente neutralizados,
como descrito anteriormente, na faixa de 5 a 5001{Lm

A razao foi determinada pela divisdo das concedésde ADP e ATP.

6.13. LIBERACAO DOAIF DA MITOCONDRIA

A quantificacao de AIF que foi liberado da mitocGadoi realizado de acordo
com Havasi (2008) e Li (2006) e foi determinada Yestern Blotting Ao fim do
tratamento (24 horas), as células foram lavadas B&8, soltas com PBS com 2
mmol/L de EDTA, centrifugadas epellet foi incubado a 4°C por 10 minutos em 100
puL de uma solucdo de digitonina 0,2 mg/mL em ump&oncomposto por KCI 120
mmol/L, KH,PO, 5 mmol/L, HEPES 10 mmol/L, EGTA 2 mmol/L e uma tara de
inibidores de proteases (aprotinina e pepstatimdpoa a 2 ug/mL). Apos a incubacéao, a
suspenséo foi centrifugada a 14.@00or 10 minutos a 4°C. O sobrenadante (chamado
“fracdo-digitonina”) foi utilizado para a analis& quantidade de proteinas foi
determinada pelo método de Bradford como descnito 6e4. A eletroforese foi
realizada com 50 pg de proteinas do sobrenadanteregel de poliacilamida a 12,5%.
A quantidade necesséaria de cada amostra foi mituizam o tampao de amostra, na
concentracéo final 1X (2% SDS; 2 mmol/L DTT,; 4%cglol; 40 mmol/L tris pH 6,8;
0,01% azul de bromofenol) e agua para completaslome final de 50 puL. Apds, as
amostras foram fervidas por 5 minutos em agua méevé€ada gel de poliacrilamida foi
feito utilizando-se 3,10 mL da solugéo de Acrilami80:0,8 (acrilamida:n-metil-bis-
acrilamida); 2,8 mL de tris-HCI 1 mol/L pH 8,8; 7p. de agua ultra-pura; 7,5 pL de
TEMED e 37,5 pL de uma solucao 0,1% de PSA em aljteapura. O gel de estoque,
ou stacking gel 5% foi feito com 425 pL da solucdo de Acrilamifa0,8; 312 pL de
tris-HCI 1 mol/L pH 6,8; 1,75 mL de agua ultra-pu8a75 pL de TEMED e 18,75 pL
da solucdo de PSA descrita acima. A eletroforesdefta a 100 V, 25 mA até o

marcador de massas ou 0 azul de metileno presenénpao de amostra atingir o final



32

do gel (cerca de 3-4 horas). As proteinas do gehfgosteriormente transferidas para
uma membrana de nitrocelulose a 30 ro¥ernight (cerca de 14 horas). Apos a
membrana ser bloqueada por 1 hora a temperatur@m@tenicom leite desnatado em poé
5% em TBST (150 mmol/L NaCl; 50 mmol/L tris-HCI pHb e 0,1% de Tween 20 que
era adicionado antes do uso) sob agitacdo, elamdabada com o anticorpo murino
monoclonal anti anti-AlF na diluicdo de 1:1000 eBSII a 4°Covernightsob agitacéo.
Apoés lavagens sucessivas com TBST, a membrananfoibada com o anticorpo
caprino anti-anticorpo murino ligado a peroxidaaediluicdo de 1:5000 em TBST por
uma hora a temperatura ambiente sob agitacdo. Wdabagrotéicas foram visualizadas
apos aplicacdo dos reagentes de revelacdo em asisteimioluminescente (Kit
composto por duas solugBes, uma solugcdo tampdao pawoxido e outra com um
produto tipo luminol, que exibe quimioluminescénaf@s ser misturado a um agente
oxidante). A actina foi utilizada como controlende revelada com anticorpo policlonal
de coelho anti-actina diluido 1:1000 em TBST, cormubacaoovernighta 4°C sob
agitacdo. Apods lavagens sucessivas, a membraimfiiada com anticorpo secundario
anti-anticorpo de coelho diluido 1:5000 em TBST pdwora a temperatura ambiente. A
quantificacdo da intensidade das bandas foi reklizatilizando-se o programa
LabWorks.

6.14. AVALIACAO DOS NiVEIS DE CALCIO INTRACELULARES

O fluxo de célcio citosdlico foi avaliado através mhicroscopia confocal com
utilizagdo de probe que fluoresce quando ligadeawo. O procedimento foi baseado
em Hoogduijret al. (2004).

As células (5x1%) foram cultivadas em placas de 60 mm com laminntas
fundo. Apds o estimulo da melanogénese, as céhias incubadas com 3 umol/L de
fluo-4 AM, 200 pmol/L de sulfinpirazona e 200 mg/ndle acido plurénico por 45
minutos em meio RPMI. Apds esse tempo, as célweant lavadas com solucéo
Tyrode (10 mmol/L de HEPES; 12 mmol/L de NaH{ Q37 mmol/L NacCl; 2,7
mmol/L de KCI; 5 mmol/L de glucose; pH 7,4). Foiadnado 1 mL dessa solucdo nas
placas que foram posicionadas no microscépio cahfédpds a escolha de um campo
adequado, (15-20 células por campo num aumentdxlge ihiciou-se a captacdo da
fluorescéncia pelo equipamento. Apés 45 segundampi@acdo da fluorescéncia basal,

o endoperoxido foi adicionado na concentracdo denfifiol/L. A captacdo da
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fluorescéncia continuou por mais 12 minutos, segde a intensidade emitida era
captada a cada 5 segundos. O laser de excitacdo issale 488 nm e emisséo captada
em 550 nm. Esse ensaio foi feito no microscopidfagat invertido Zeiss LSM 510
Meta no Instituto de Quimica da USP em Sao Paulpagir dos dados coletados,
construiu-se um gréfico representativo da fluonesieéédo fluo-4 ligado ao caélcio pelo

tempo de andlise.

6.15. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamentezantio a anlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey sendo expressdorma de média + desvio
padrdo. O programa estatistico utilizado foi o Zi§tat 3.5. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores compzsaab nivel de significancia de p <
0,05.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.MELANOGENESE

Varios protocolos de estimulo de melanogénese foeatados para as células,
dentre eles o fornecimento do aminoacido L-tirosquee € o principal substrato para a
sintese da melanina, em concentragfes multiplasi@atidade presente no meio RPMI
1640 (0,155 mmol/L). As concentragfes utilizadasarfo 0,31; 0,62; 1,24 e 2,48
mmol/L de L-tirosina em meio RPMI 1640. Outra ténta foi a suplementacdo do
meio com o hormdnia-MSH, responsavel, dentre outros efeitos, pelo atonda
expressao da tirosinase, a enzima limitante nassirde melanina (ABDEL-MALELHet
al., 1995). Foi testado na concentracdo de 30 nmolhocutilizada por Santos (2007).
Também foi testado o substrato e o hormdénio emuotmj para avaliar o efeito
sinérgico das duas substancias, sendo que as 6eadgstadas foram: 1,24 mmol/L de
L-tirosina + 30 nmol/L de-MSH e 2,48 mmol/L L-tirosina + 30 nmol/L deMSH.

Porém, o protocolo que se mostrou mais reprodutizelo baseado em
Hoogduijnet al. (2004) e Kongshogt al. (2007), que utilizam L-tirosina 400 umol/L e
NH4CI 10 mmol/L por 48 horas. Nesse protocolo, alémutizar o substrato da
enzima, o NHCI é capaz de neutralizar o pH dos melanossomas,sga organelas
acidas. Isso colabora para aumentar a atividadérasinase (que se localiza nos
melanossomos), além de facilitar a entrada deinmosessa organela (KONGSH®U
al., 2007). Assim, o uso concomitante de L-tirosirdeeNH,Cl| tem efeito sinérgico na
producdo de melanina.

A quantidade de melanina foi dosada baseada nmgmiot proposto por
Nagataet al. (2004). Para isso, construiu-se uma curva dereghlo para a dosagem

espectrofotométrica que foi feita em leitor de mpdacas (figura 9).
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FIGURA 9: Curva padrdo da concentracdo de melanina.

FONTE: O Autor (2010)

NOTA: Utilizou-se uma solucdo de melanina sintétisssolvida em NaOH 1 mol/L e fervida por 1 hora
na concentragdo de 500 pg/mL, sendo que dela odmivee as outras solugbes para a
construcdo da curva.

A partir da curva, as concentracbes das amostm@snfaalculadas. Para
normalizagéo, a concentragdo de proteinas de caoistra foi determinada pelo método
de Bradford. Os valores absolutos foram converteogorcentagem de melanogénese,
comparando-se com o controle. O resultado obtithbbeegpresso na figura 10.

A figura mostra que as células B16-F10 tiveram auimena sintese de
melanina apds estimulo em mais de 9 vezes, enguargoas células Melan-a, o
aumento foi de menos de 2 vezes (1,81 vezes). Adedar havido diferenca estatistica
nas células Melan-a apés o tratamento, o aumerndofgidtdo significativo quando
comparado ao da B16-F10. Pela observacdo da mafimgdas células apds o
tratamento é possivel verificar a maior formacaonééanina da célula B16-F10 (figura
11).
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FIGURA 10: Estimulo da melanogénese apos 48 horas.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Nesse ensaio o controle utilizado foi meidMRP640. O estimulo com 400 pmol/L de L-Tirosina
e 10 mmol/L foi feito por 48 horas. O resultadodapresso em porcentagem de melanogénese +
desvio padrdo, considerando-se o controle como 18@aumento na melanogénese apos o
tratamento 3 experimentos independentes realizadpsriplicata. O valor médio de melanina
das células B16-F10 considerado 100% foi 4,65 pginteina, e nas células Melan-a, 19,04
png/mg de proteina, sendo que esses valores sdistestamente diferentes entre si (p<0,001).
*** n<0,001 em relacdo aos respectivos controles.

O valor absoluto de melanina nas células B16-FIfirale € menor que nas
células Melan-a, sendo 4,65 e 19,04 ug/mg de pteéspectivamente, sendo que a
diferenca é estatisticamente significativa. Poréesta diferenca ndo pode ser
evidenciada na micrografia (Figura 11-1 e 3), gée mostra os granulos evidentes de
melanina, quer seja pela sensibilidade na deteogd@ela maior distribuicdo dos
granulos de melanina pela célula.

As células Melan-a foram derivadas de melanoblad®osamundongos da
linhagem C57BL/6, que sdo camundongos que apreseatgele hiperpigmentada
(BENNETT; COOPER e HART, 1987). De acordo com asragrafias apresentadas
por Bennett (1987) ao descrever o isolamento deadjam, o esperado era que estas
células (controle) apresentassem quantidade denmalaemelhante a quantidade das
células B16-F10 estimulada, com granulos mais @isivvorém, durante todo o tempo
de estudo, n&o foi possivel cultivar estas céletas seu fendtipo descrito inicialmente.
Segundo Casillo, Peral e Frati (1990), as célul@snais quando cultivadas vitro

tendem a perder algumas caracteristicas que apas@nvivo. Isso se deve a drastica
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mudanca de um ambiente tridimensional, com divessadizacdes para um ambie
de cultivo em monocamada, coroliferacdo acelerada.

FIGURA 11:Micrografia das células B-F10 e Melara apés o tratamento de estimulo da melanogé
por 48 horas.
FONTE: O Autor (2010).

NOTA: 1 — B16F10 controle; -— B16-F10 estimulada; 3 — Melan-a controle; Melar-a estimulada. As
fotos foram obtidas com camera fotografica digia@bplada no microscopio invertic E
possivel observar o0 aumento na producdo de melanina as células B-F10 (1 e 2) que nédo
observado nas células Me-a (3 e 4). Apesar da concentragie melanina ser maior nas célt

controle Melara comparada com as E-F10 controle (figura 10), ndo € possivel obsergsa
diferencana micrografia (1 e Z Aumento de 400x.

Ja que o aumento da quantidade de melanina ndascéfielar-a foi menor

gue o aumento nas células E-F10, este trabalho foi feito com estim a
melanogénese somente nas células de melanon-F10.

7.2.VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade foi determinada pelo teste do M(REILLY et al, 1998). O
teste de viabilidade por MTT bas-se na determinacdo da atividade da en

succinato desidrogenasdtocondrial, que reduz o sal soltvel de tedlio em um sal
insolavel de formazanaas células viave.
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Esse ensaio foi realizado para determinar a dosend®perdxido a ser
utilizada. Para tanto, testaram-se as doses de 105mmol/L de endoperéxido para as
B16-F10 ndo estimuladas e Melan-a. As B16-F10 e&idas (B16-F10 Y) foram
testadas apenas com 10 mmol/L. A incubacdo com © fdiTfeita imediatamente apos
as 2 horas de incubacédo com o DHRNOs resultados estdo mostrados na figura 12.
Foi utilizado nesse teste agua deuterad®jPorque o endoperoxido esta diluido nesse
veiculo. Utiliza-se BO para a sintese d6,, pois nesse solvente o tempo de meia vida

do 0, é maior quando comparado ao dissolvido na agua BRY& TYRRELL, 1998).
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FIGURA 12: Viabilidade celular apés 2 horas.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Resultado obtido apés plagueamento das cElalaratamento por 2 horas com DHPN e
DHPNO,. B16-F10 Y representa as células B16-F10 com akiia melanogénese. Apds o
tratamento, foi feita incubacdo com o sal de tétrapor 3 horas e dissolucdo dos sais formados
com DMSO. O grupo MEIO representa o controle quednsiderado 100% de viabilidade. O
grupo DO representa o controle do solvente do DHEPNQue estd dissolvido em agua
deuterada. Nesse caso, foi adicionado volume M2 d@rrespondente ao volume utilizado na
maior dose de DHPNCem meio RPMI 1640. Resultados expressam a médiesyio padréo
referente a 3 experimentos independentes realizaghotriplicata. * p<0,05; ** p<0,01 e ***
p<0,001 em relacdo aos seus respectivos contnoleseso.

Observa-se que a concentracdo de endoperoxido dermidl/L foi a mais
toxica dentre as testadas apods 2 horas de tratanfentabilidade caiu para 78,0% nas
células B16-F10, 70,2% nas B16-F10 estimuladas,&4%as Melan-a. A dose de 1

mmol/L ndo diminuiu a viabilidade de maneira sigrafiva.
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Observou-se um aumento da viabilidade nas célul&sF0 Y tratadas com
DHPN 10 mmol/L para cerca de 140%, mostrando unsipekefeito protetor para a
célula.

Esse efeito pode ser explicado levando-se em aenagi@lo a caracteristica dos
melanossomos em células de melanoma. Um estud@adal por Borovansky,
Mirejovsky e Riley (1991) propde que a estruturad deoelanossomos € anormal em
células de melanoma, incluindo uma linhagem de moet@ murino B16.

Essa estrutura anormal dos melanossomos facilitariavazamento de
intermediarios de sintese, sendo que dentre osmetkarios, estariam radicais livres,
incluindo semiquinonas que sédo formadas durantelanmgénese num equilibrio redox
entre intermediarios metabdlicos, as quinonasecoat (figura 13), além de oxidacdes
envolvendo um elétron de precursores da melaningp@oxidase/kD, e durante sua
autooxidacdo (BOROVANSKY, 1996) (figura 14).
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FIGURA 13: Sintese da melanina segundo esquemar-fRégson.
FONTE: BOROVANKY (1996).

NOTA: Tyr — Tirosina, DOPA - 3,4-dihidroxifenilalara, DQ — dopaquinona, CD - ciclodopa
(leucodopacromo), DC — dopacromo, QI-DC — formamiédca quinona-imino do dopacromo,
DHI — 5,6 dihidroxiindol, DHICA — acido 5,6 dihidxdndol-2-carboxilico, ICAQ —acido indol-
2-carboxilico-5,6 quinona, QI-ICAQ — forma isomériquinona-imino do ICAQ, ICAQM —
forma metil quinona do ICAQ, IQ — Indol Quinona,  tirosinase, DCT — dopacromo
tautomerase
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Esses intermediarios radicalares poderiam reagir cdDHPN e suas acdes
toxicas poderiam ser neutralizadas, aumentandonassiiabilidade nas células com

mais melanina e tratadas com 10 mmol/L de DHPN.

catecol + o-quinona g > semiquinonas + 2H
2 catecois + kD, peroxidase | 2 semiquinona2H,0 + 2H'
catecol + @ autooxidagdo . semiquinon®4# + 2H'

FIGURA 14: Formacao de semiquinonas a partir dermédiarios da sintese de melanina.
FONTE: BOROVANKY, (1996).

O teste de viabilidade também foi feito apos 2zabkalo tratamento de 2 horas
com o endoperoxido. O resultado estd demonstradfignea 15. A viabilidade das
células B16-F10 diminuiu para 49,7% quando com@aeadcontrole. As células B16-
F10 que foram estimuladas tiveram a viabilidadeizeth para 53,3% e as Melan-a para
72,5%. O tratamento com DHPN causou pequena guedbilidade, mas nao foi tdo
significativa quanto a causada pelo tratamento €HPNO,. Nesse caso, ndo se
observou uma viabilidade aumentada para o tratameotn DHPN nas B16-F10

estimuladas.
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FIGURA 15: Viabilidade celular apés 24 horas.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Resultado obtido apés plaqueamento das cttutaatamento por 2 horas com DHPN e DHRNO
mais 22 horas de recuperacéo, condicao essa qetfiaigdubstituicio do meio de tratamento pelo
meio utilizado durante o estimulo de melanogén@$é-F10 Y representa as células B16-F10
com estimulo a melanogénese. Apés as 24 hordgjtibincubacdo com o sal de tetrazélio por 3
horas e dissolucédo dos sais formados com DMSOu@ogMEIO representa o controle que foi
considerado 100% de viabilidade. O grup@Depresenta o controle do solvente do DHRNO
que esta dissolvido em &gua deuterada. Nesse dasoadicionado volume de O
correspondente ao volume utilizado na maior dodetieNG, em meio RPMI 1640. Resultados
representam a média + desvio padrao referente xp&rimentos independentes realizados em
triplicata.* p<0,05 e *** p<0,001 em relagéo aosiseespectivos controles em meio.

Observa-se que a viabilidade das células diminaifodma mais significativa
apos 24 horas quando comparada a viabilidade desmtenimediatamente apés as 2
horas de incubacdo com DHPMNQ@abela 2): as células Melan-a tiveram pouca
diferenca (79,3% em 2 horas para 72,5% em 24 ha@s$glulas de melanoma tiveram
maior diferenca (78% para 49,7%) e as de melanammadp estimuladas, mostraram

diferenca menor que as nao estimuladas (de 70,286pa83%).
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TABELA 2: Diferenca da viabilidade entre 2 e 24d®de tratamento
FONTE: O Autor (2010)

2 horas 24 horas
B16-F10 78,0% 49,7%
B16-F10 Y 70,2% 53,3%
Melan-a 79,3% 72,5%

Comparando-se as viabilidades nos dois temposdtsstgpercebe-se que a
acdo causada pel®, nas células B16-F10 com e sem estimulo gerou itmeg&o em
que a viabilidade apds 24 horas foi menor do qus ag 2 horas de incubacdo com o
endoperoxido. Essa informacdo mostra indiretamente a atividade da enzima
succinato desidrogenaseitocondrial era menor, ou por inativacao da pnateiu pela
menor quantidade de células vivas aderidas na.pfadima situagdo mostra-se mais
plausivel no caso das células de melanoma, ja @jusbervado ao microscopio que,
apos o tratamento, havia diminuicdo de célulaseptes no poco da placa.

Ja as células Melan-a tiveram pequena diferengadatdidade entre os dois
tempos testados. Isso indica que a atividade danannitocondrial nas duas situagdes
era parecida. No caso da Melan-a, o nUmero deaséhd placa apds o tratamento nao
era visivelmente diferente apds 2 ou 24 horas. Bedsrugerir que as ceélulas Melan-a
sejam mais resistentes que as B16-F10. Além dissiig hipotese para explicar a queda
na viabilidade é a inativacdo da enzima p&e, j4 que é reconhecido o dano em
proteinas por essa espécie reativa (S@t@l, 2007). Além disso, parece que a célula
ndo degradou a enzima inativada pelo dano oxidatawsado peldO, e tenha
sintetizado novas moléculas da enzima durante akoP&s de recuperacdo. Parece
também que nao sofreu danos maiores que impotssbiim a sobrevivéncia da célula,
pois o valor da viabilidade em 24 horas é semethantde 2 horas.

Sabe-se que a inativacdo de uma proteina por daidativos é uma razao
para sua degradacdo através do proteossomo, unrtamigo sistema proteolitico
responséavel pela eliminagéo de proteinas inatidblG e GRUNE, 2008). A oxidacdo
da proteina pode ocorrer em trés estagios: no pame dano oxidativo € leve e a
proteina tem sua atividade levemente diminuidagmopode tornar-se mais soluvel,
pela formacdo de cargas negativas e aumento dadaole. Nesse caso, a proteina nao
é degradada. No segundo estagio, o dano é maisdinte causa o desdobramento da
forma nativa da proteina, diminuindo sua atividadsolubilidade. Nessa situagéo, a

proteina pode ser alvo do sistema proteossomatjug residuos de aminoéacidos
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hidrofobicos estdo expostos. Se o0 dano persighipiina pode ser oxidada ainda mais
e pode ocorrer ligagdo cruzada entre proteinasseNestagio, a proteina ndo é mais
degradada pelo proteossomo, e a célula tende a&mdwNG; BADER e GRUNE,
2007).

7.3.AVALIACAO DA MORTE CELULAR

Este teste avalia caracteristicas morfologicas meptase e necrose. Sao
utilizados dois corantes que tém afinidade pelo DM#Aanja de acridina e brometo de
etidio. O laranja de acridina é capaz de penetaraélulas viaveis, enquanto que o
brometo de etidio somente cora o DNA das célulgs membrana plasmatica estiver
danificada. Foi utilizado microscépio de fluoresti@n com filtro azul para a
visualizacdo morfologica das células néo fixadasn@sse filtro, o laranja de acridina
cora a célula de verde e o brometo de etidio dmjm(KASIBHATLA et al, 2006a),
como descrito no item 6.7.

As células foram contadas e classificadas em \saagioptoticas (recentes e
tardias) e em necradticas, sendo que o resultadaerptesso na figura 16.

A partir desse teste, foi possivel averiguar queéadas B16-F10 tratadas com
'0, na forma de endoperéxido por 2 horas foram asaéréen que a contagem relativa
das células com caracteristicas de apoptose fisggtamente maior que no controle,
sendo que houve também diminuicdo na contagemlules®iaveis.

Nas células B16-F10 estimuladas houve diferencguzatidade de células
viaveis apos o tratamento com o endoperoxido eiterid no aumento das células com
caracteristicas de apoptose. Nas células Meladeahouve diferenca na contagem das
células viaveis, apoptéticas ou necroticas.

Com excegdo da Melan-a, os resultados obtidos nesde podem ser
comparados com os valores de viabilidade. Nas agl816-F10, a quantidade de
células com caracteristicas de apoptose apdés amiato com 'O, foi
significativamente maior em relacéo ao controle ga® células B16-F10 estimuladas.
As células Melan-a néo tiveram caracteristicas ohadgfcas de morte celular.
Considerando-se que no teste de viabilidade uliizera feita a determinacdo de um
parametro bioquimico, pdde-se averiguar que, enordsh o efeito bioquimico néo

causou alteracdes morfologicas que fossem detésidmeesse teste.
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FIGURA 16: Contagem relativa das células coradas lavanja de acridina e brometo de etidio.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Teste realizado ap6s 2 horas de incubacédo @mmmol/L de DHPN e DHPNO O controle
utilizado foi meio RPMI 1640. O controle de apoptdsi tratamento com quercetina1@/mL
por 24 horas em células B16-F10 (ZHANGal, 2005). Resultados representam média + desvio
padrdo de 3 experimentos independentes, feitosriphitdta. * p < 0,05; * p < 0,01. As
diferencgas estatisticas mostradas séo relativalssificagdes dentro de cada grupo de células,
B16-F10, B16-F10 Y e Melan-a.

A deteccdo de células apoptoéticas por essa metdofoi utilizada por
Mamoon (2009), que avaliou o efeito da terapiadmt@mica com verde de indocianina
e radiacdo no infravermelho préximo (700 — 800 ronjn geracédo d&, em células de
melanoma humano Sk-Mel-28. Ap6s 15 minutos de g, os autores observaram a
presenca de 13% de células viaveis, 81% de célyaptoticas e 6% de necrdticas.
Nessas condicdes, a viabilidade determinada petodoéde Azul de Trypan foi de
pouco mais de 10%. Pode-se considerar que o trataraglizado nesse estudo parece
produzir maisO, do que o gerado pelo endoperéxido na concentded® mmol/L e,

portanto, a quantidade de células com caractexsstie morte celular foi maior.
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7.4.LIBERACAO DO CITOCROMO C

A liberacdo do citocromoé um achado importante, caracteristica da morte por
apoptose (SKULACHEYV, 1998), e indica o envolvimedtomitocondria e a perda de
sua funcéo.

O método utilizado para a determinagcdo da liberal@aitocromoc foi a
dosagem deste pelo HPLC (PICKLgD al, 1999) apds a permeabilizacédo seletiva da
membrana plasmatica utilizando digitonina (WATERH&R Et al, 2004; ARNOULT,
2008). A digitonina € uma saponina que interage gaasterois, como o colesterol que
esta presente em quantidade considerdvel na memiplasmatica, o que a torna
suscetivel a permeabilizacdo por esse agente (RAZTAHL, 1989). O efeito da
digitonina foi monitorado utilizando-se o coranteuh de Trypan 0,4% p/v, na
proporcao de 1:10 (corante:amostra) (SANTOS, 2007).

O método de andlise utilizado foi o proposto pockBi (1999). Um
cromatograma representativo da andlise de uma em®sto padrédo de citocronecé
mostrado na figura 17, onde se observa que o oitazc apresenta tempo de retencao
de pouco mais de 13 minutos. E interessante raessple esse método utiliza a fase
moével em pH &cido, que muda comprimento de ondabdercdo do citocromo de
410 nm (em pH neutro) para 393 nm, pois nessa ¢cédndo pico de absorcao é cerca de
50% maior, comparado a analise em pH neutro .(ueta figura 17).

A partir do célculo da area de cada pico das asmsinalisadas, calculou-se a
concentracdo de citocromg presente na amostra, que foi uniformizada pela
determinacdo da quantidade de proteinas de cadgtrarsmladamente. A concentracdo
de citocromoc foi calculada pela medida da area do pico e comeigacom a curva
padrdo, feita com padrdo de citocromcequino comercial nas concentracbes que
variaram de 0,1 a 5 pg/uL. O resultado corrigidp eégpresso em picogramas de
citocromo ¢ por micrograma de proteina celular. Os valoresoed&monstrados no
gréfico da figura 18.

ApoOs o tempo de tratamento, observou-se que agsd@d6-F10 tratadas com
endoperoxido tiveram citocroma liberado de suas mitocondrias em quantidade
significativa comparada com o controle.

As células com maior concentracdo de melanina @U®B-Y), apods o
tratamento com endoperédxido ndo mostraram diferengaelacdo ao seu respectivo

controle. Porém, as células controle desse grupeseptaram maior quantidade de
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citocromoc liberado no citoplasma quando comparadas com agstaouladas, sendo
que essa diferenca também foi significativa. Isedepser devido ao fato da maior
producdo de espécies radicalares durante a sideeseelanina e da saida dessas
substéancias pela estrutura do melanossomo altezaney ja exposto anteriormente no
item 7.2. Nas trés condicdes de tratamento desggogcelular, a quantidade de

citocromoc liberado foi estatisticamente igual.
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FIGURA 17: Cromatograma da analise de citocrade uma amostra de células

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Na mesma figura esta representado o cromamegde uma amostra celular (em vermelho) e de
uma solugdo do citocromo 2,5 ng/uL Nas condi¢cdes analisadas, o tempo dag@bedo
citocromo ¢ é cerca de 13 minutos. Em detalhe,pedm de absorgcédo entre 380 e 600 nm,
mostrando a alta absor¢cdo em 393 nm.

Os valores de citocroma liberado foram estatisticamente iguais apés o
tratamento com endoperoxido nas duas condi¢cdesatiamento das células B16-F10
(com e sem estimulo de melanogénese).

Nas células Melan-a, ndo houve alteracdo nessenpaaitd sendo os valores

encontrados equivalentes ao controle da célulafaT6-
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FIGURA 18: Determinacéo da quantidade de citocraiilerado nas células.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Teste realizado apds tratamento por 2 hooas t0 mmol/L de DHPN e DHPNOO controle
utilizado foi meio RPMI 1640. O controle positivdilizado para apoptose foi em B16-F10
tratadas com quercetina 1@/mL por 24 horas. O resultado foi expresso erdimé desvio
padrdo de dois experimentos independentes em dtglicendo que a concentracdo de
citocromoc encontrada foi normalizada pela concentracéo deteimas de cada amostra. **
p<0,01 e *** p<0,001 em relag@o aos respectivostrotes. ## p<0,01 em relagdo as células
B16-F10 controle sem estimulo.

A liberacéo do citocroma pelo 'O, ja foi avaliada anteriormente. Otstial.
(2005) demonstraram que o tratamento de céluldegatoma humano (HepG2) com
outro tipo de endoperéxido gerador de oxigéniolstegtambém causou liberacdo de
citocromoc de forma consideravel. O mecanismo mais provavel pase fendbmeno
pode ser a reacao de lipoperoxidacdo da cardialigine € um fosfolipidio presente em
grande quantidade na membrana interna mitocongiridh ‘O, (e de outras espécies
reativas) (SHIDOJEt al, 1999). Esse fosfolipidio é rico em acido linoteiom acido
graxo insaturado, que pode ser alvo da acd00doO citocromoc est4 ancorado &
membrana interna gracas a interacdo com a cardilipendo que a interagdo pode ser
desfeita pela oxidacédo desta (PETROSILLO; RUGGIERRPARADIES, 2003; OTSU
et al, 2005). Assim, o citocromo pode ser liberado no citoplasma e atuar na ativacao
da apoptose, pela formacéo do apoptossomo (BOATRISGBALVESEN, 2003). Essa
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avaliacdo poderia ser feita pela determinacdo daagdo da cardiolipina, que

comprovaria a liberacdo do citocromo

7.5.FRAGMENTACAO DODNA

Em alguns tipos de morte celular, a fragmentacdoDti®A é um marco
caracteristico. No caso da apoptose, ocorre a f@male fragmentos chamados
nucleossomais (com multiplos de cerca de 200 phrdrmses), em que ocorre a quebra
da dupla fita de DNA por endonucleases entre okeassomos, unidades fundamentais
na formacgéo da cromatina, formados pelas histoddAeenvolto nessas proteinas. Na
necrose, como ocorre ruptura de membranas e esémaemto de enzimas proteoliticas,
estas degradam as histonas e as endonucleases divita de DNA em sitios
inespecificos, formando um arraste em gel de agdRSTTEN e WILSON, 2004).

A andlise de fragmentacdo do DNA foi avaliada médroforese em gel de
agarose. Nas células B16-F10 tratadas com o enwoger por 2 horas nado foi
detectada fragmentacdo de DNA através dessa affidigea 19). O mesmo resultado
foi observado apos 24 horas do tratamento com opamdxido (figura 20).

Em relacéo as células que foram estimuladas a géodde melanina, o perfil
de fragmentacdo do DNA parece o de necrose, que gpedobservado inclusive no
controle e aparentemente ndo muda com o tratanmornto DHPNQ. As quebras
inespecificas no DNA dessas células podem seroaxjals novamente pela formacéo e
vazamento dos radicais intermediarios da sintesemdmnina (BOROVANSKY;
MIREJOVSKY e RILEY, 1991).

As células Melan-a nao sofreram alteracdo da frategéo do DNA apds acao
do'0,, assim como a linhagem B16-F10 sem estimulo.

Os mesmos autores que avaliaram a liberacdo dgarito c apds tratamento
com endoperéxido (OTSUet al, 2005), também constataram que nao houve
fragmentacdo do DNA na morte celular causada p@joem células derivadas de
leucemia basofilica murina (RBL), mesmo apoés 1@asalo tratamento de 2 horas com
o endoperdxido. Em conjunto com os resultados salblitgeracdo do citocromoe da
ativacdo das caspases, esses autores sugerent@ueeja capaz de alterar a estrutura
tridimensional do citocroma, impedindo que ele forme o0 apoptossomo, juntamente
com a pro-caspase-9. Uma das principais alterag@esre na metionina-80, que

coordena com o ferro do grupo heme (SUSt@I, 2005). A reacédo com'®, desfaz a
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interacdo entre a metionina e o ferro, alterandstaitura terciaria do citocrontque
compromete a ativacdo da via da apoptose clasgigam disso, essa mudanca
conformacional deixa o grupo heme exposto, o queeata a atividade de peroxidase
do citocromoc. Isso favorece a peroxidacdo da cardiolipina bexdcao dele para o
citoplasma (GODOet al, 2009).
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FIGURA 19: Analise da fragmentacéo do DNA em gehdarose apés 2 horas de tratamento.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Para cada amostra foram aplicados 10 pg dé&.DBkl corado com brometo de etidio. Gel
representativo de 3 experimentos independenteizadas em duplicata para cada amostra.
Nesse teste o controle foi meio RPMI 1640 e o obatpositivo de apoptose foi feito com
arsenito de sodio 2 umol/L e menadiona 10 pumol#.2dohoras em B16-F10 (CHOWDHURY
et al, 2009). 1 — Marcador de pares de bases; 2 — BRO6ebntrole; 3 — B16-F10 10 mmol/L
DHPN; 4 — B16-F10 10 mmol/L DHPN{b — B16-F10 Y controle; 6 — B16-F10 Y 10 mmol/L
DHPN; 7 — B16-F10 Y 10 mmol/L DHPNO8 — Melan-a controle; 9 — Melan-a 10 mmol/L
DHPN; 10 — Melan-a 10 mmol/L DHPNQ11 — Controle positivo de apoptose (arsenito de
sédio 2 umol/l e mendiona 10 umol/L por 24 horas) B16-F10. As bandas do marcador de
pares de bases variaram de 10.000 a 250 paressds, s@ndo que os fragmentos de menor
massa estdo representados no gel.

A incapacidade do citocrommem formar o0 apoptossomo e consequentemente
ativar as caspases pode explicar a auséncia dedragcao caracteristica da apostose.
Existe uma endonuclease chamada CAD (do ingl@spase-Activated DNaseu
DNase Caspase-Ativada) que torna-se ativa apdwagem do seu inibidor, o ICAD
(Inibidor da CAD) pela caspase-3 (JANICKEal, 1998). Se esta ndo pode ser ativada

pelo apoptossomo, ndo ocorrera a ativacao da eoldase.
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FIGURA 20: Andlise da fragmentacdo do DNA em gehdarose apos 24 horas.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Para cada amostra foram aplicados 10 ug dé.DBEl corado com brometo de etidio. Gel
representativo de 2 experimentos independentegzadas em duplicata para cada amostra.
Nesse teste o controle foi meio RPMI 1640 e o obatpositivo de apoptose foi feito com
arsenito de sédio 2 umol/L e menadiona 10 pmoli.2dohoras em B16-F10 (CHOWDHURY
et al, 2009). 1 — Marcador de pares de bases; 2 — B@6ebitrole; 3 — B16-F10 10 mmol/L
DHPN; 4 — B16-F10 10 mmol/L DHPN{®6 — B16-F10 Y controle; 6 — B16-F10 Y 10 mmol/L
DHPN; 7 — B16-F10 Y 10 mmol/L DHPNO8 — Melan-a controle; 9 — Melan-a 10 mmol/L
DHPN; 10 — Melan-a 10 mmol/L DHPNQ11 — Controle positivo de apoptose (arsenito de
sédio 2 umol/l e mendiona 10 umol/L por 24 horas) B16-F10. As bandas do marcador de
pares de bases variaram de 10.000 a 250 paressds, ls#ndo que os fragmentos de menor
massa estdo representados no gel.

7.6.QUANTIFICAGAO DO ADP EATP INTRACELULARES

As concentracbes de ADP e ATP foram determinadaHpt.C e as areas
foram plotadas na curva padréo construida peiaagdo de ATP e ADP comerciais em
concentracdes que variaram de 5 a 500 pmol/L. Unmatograma representativo
obtido de uma amostra esta mostrado na figurawltammbém mostra o cromatograma
sobreposto da mesma amostra contaminada com ur&opddrADP. Os picos de cada
nucleotidio estdo identificados no cromatogramadseque o ADP tem tempo de
retencdo de cerca de 5,5 minutos e o ATP de 7 osniNo detalhe da figura 21, o
espectro caracteristico dos dois nucleotideos, @grito de absorbancia em 260 nm
caracteristico da base nitrogenada adenina presesi#ois compostos.
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FIGURA 21: Cromatograma da analise de ADP e ATPHfILC.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: No mesmo gréafico estd representado o cromaiog de uma amostra celular e o da mesma
amostra contaminada com ADP comercial, mostrandamento dos dois picos em 5 minutos.
Os dois picos foram integrados para a determindg&yuantidade de ADP.

O resultado da razéo entre ADP e ATP para as séhdh expresso na figura
22 e mostra que ndo houve diferenca estatisticaamespectivos controles apos o
tratamento com DHPN{para nenhum dos grupos.

Alguns autores consideram a medida da raz&do ADP/@rRo um indicativo
da situacdo metabodlica da célula, sendo que ogegalda razdo abaixo de 0,11
representam células viaveis e proliferativas, eftel e 1,0 células em apoptose e
guando em necrose, valores acima de 15 (BRADBWRal, 2000). Porém, as células
B16-F10 estimuladas e néo estimuladas, inclusius sentroles apresentaram razdes
acima de 0,11, indicando aumento na concentraca®éee/ou diminui¢do na de ATP.
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FIGURA 22: Relacdo ADP/ATP das células tratadas eadoperéxido.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Teste realizado apés 2 horas de tratamentmrrole foi meio RPMI 1640 e o controle positivo
para apoptose foi a quercetina*i@mL por 24 horas em células B16-F10. A deterndinagas
concentragdes de ADP e ATP foram feitas por HPL@ eaz&o obtida pela divisdo das
concentracdes. O resultado representa a médiaviodedrdo de 2 experimentos independentes
em duplicata. *** p < 0,001.

Chiu et al. (2007) realizaram um trabalho em que foi avaliadoanscriptoma
das células de melanoma murino B16-F1, que sdoups@as das B16-F10, e
perceberam que algumas vias metabdlicas apresdraixa regulacdo nessas ceélulas.
Dentre essas vias esta a sintese de ATP pela mitoadAlém dessa, esta a biossintese
de componentes da cadeia de transporte de eléttamsenzimas do ciclo do &cido
tricarboxilico e do metabolismo do piruvato, sengoe todas essas vias estédo
localizadas na mitocondria.

E conhecido também um fenémeno interessante quereogtas células
tumorais, que é o efeito Warburg, em que as célutdigam preferencialmente a
glicdlise como fonte de producdo energética, apésarser uma via com menor
rendimento de moléculas de ATP comparada com aritzgfao oxidativa (HSU e
SABATINI, 2008; VANDER HEIDEN; CANTLEY e THOMPSON2009).

Com isso, é possivel explicar o valor da razdoaglavinclusive nas células
controle de B16-F10. Além disso, sabe-se que natasdéumorais em geral, inclusive

nas de melanoma (UGURHE al, 2005), a isoenzima piruvato quinase tipo M2 esta
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presente em maior quantidade na forma diméricanzhrea tipo M2 esta presente em
células proliferativas e em células tumorais, pon&s primeiras, a forma tetramérica é
predominante e nas ultimas, a forma dimérica (MABYRet al, 2005). Essa enzima é
a ultima da via glicolitica, responséavel pela fota@irreversivel de piruvato a partir do
fosfoenolpiruvato, com formacéo de ATP pela remad@® grupos fosfato do substrato
(NELSON e COX, 2008). A forma dimérica tem baixainaiade pelo
fosfoenolpiruvato, e fica inativa em concentragiiselogicas do substrato. Portanto, ja
que as células tumorais apresentam a isoenzimaridaném maior quantidade, a
formacdo de ATP por essa via também fica compramefipesar de parecer deletério
para a célula, esse fendmeno garante o fornecimeéoso intermediarios da via
glicolitica para vias sintéticas, com producdo aeinaacidos, nucleotideos, entre
outros, contribuindo para o crescimento tumoral MNIREK et al, 2005; VANDER
HEIDEN et al).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, asasétointrole do grupo B16-F10
estimuladas mostraram um valor da razdo mais etegad o controle sem estimulo.
Vale lembrar que nestas células, a sintese aunzedgathelanina aumenta a formacao e
liberacdo de intermediarios toxicos para a célglee podem interferir ainda mais na
producédo energética da célula (BROOK&E S, 2004).

As células que produziram mais melanina e que foteatadas com o
endoperoxido mostraram a tendéncia de diminuizaa@®DP/ATP, chegando proximo
a valores de células viaveis e em proliferacdo.ePadconsiderar a hipotese de que o
'0, reaja com os intermediarios reativos da sintesemeé@nina e estes fiquem
indisponiveis para causar os danos observadosupo gontrole, que tem a razdo mais
elevada (apesar de néo ser diferente estatistitajn&em a acdo desses intermediarios,
a célula poderia se recuperar e com isso a razd8/ADP diminuiria. Outra hipétese
para explicar a aparente protecdo contrdOp é a neutralizacdo dessa ROS pela
melanina. Porém, se esse fosse o caso, a razadAABREermaneceria no mesmo nivel

do controle, pois a melanina anularia qualquete@fis 'O, sobre a célula.

7.7.LIBERAGCAO DEAIF DA MITOCONDRIA

O fator de inducdo da apoptose (AIF) é considerada importante proteina

durante a morte independente de caspases.
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A determinacdo da quantidade liberada pela mita@@nidi avaliada pel
técnica de Western Blottin, sendo que foi utilizada uma fracdo obtida |
permeabilizacdo da membrana plasmatica com digi& Apos a revelacdo c
membrana utilizandse um kit de quimioluminescéncia, obtive-se os resultados Qi

estdo expressos na figlta
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FIGURA 23: Liberacdo de AlF para o citoplas

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: A - No gréfico esta representada a razdo da densidadedaticbandas de # com as da actina
de cada amostr® grafico representa a média de 2 experimentopéantientes B — Western
blot representativo, mostrando a marcacao das protalRa®7 kDa) e actia (43 kDa).
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O grafico mostra que em todos os grupos ndo haedia significativa na
liberacdo de AIF apds as 22 horas de tratamentoDdeRNG,.

O controle positivo utilizado foi cianeto de s6d@ concentragdo de 5 mmol/L
por 1,5 hora em tampédo Krebs-Henseleit (118 mmblaCl; 4,8 mmol/L KCI; 2,5
mmol/L CaC}; 1,2 mmol/L KHPQ,; 1,2 mmol/L MgSQ@; 25 mmol/L NaHCQ) a
37°C. O cianeto é um inibidor do complexo citocromadase, ou complexo IV, e
impede a transferéncia de elétrons e a sinteselée(RELSON e COX, 2008). Ja foi
descrito que nessas condi¢cdes, a concentracao e cAl para menos de 5% do
controle (SCHWARTZet al, 1999). Nessa concentracéo tdo baixa, as céluwasm
por necrose, jA que suas mitocondrias perdem magiote o potencial de membrana,
incham se rompem, liberando seu conteldo, inclusi#Fe(LIEBERTHAL; MENZA e
LEVINE, 1998).

A liberacdo do AIF parece depender ndo somentebdauma de poros na
membrana externa, mas também da clivagem do Alsitio de ancoramento. A
proteina esta ligada a membrana interna mitocdndoi®m o dominio oxidorredutase
exposto para o espaco inter-membranas. Mostrousseaqremocao do AIF ocorre
gracas a uma protease que deve ser ativada apds esgimulo apoptoético (OTERéAt
al., 2005). Alguns autores sugerem que essa protegaeum grupo de enzimas
chamadas de calpainas, que sdo ativadas pelo aumeantoncentracdo de célcio
citoplasmatico (POLSTERt al, 2005). Também é defendido que a liberacdo do AlF
somente ocorre apos a ativacao das caspases (ARNetHl, 2003). Porém, tanto as
calpainas como as caspases sdo cisteina proteage$pi demonstrado que '@, é
capaz de inativar essas proteinas pela oxidac&tdna no sitio ativo (SUTEt al,
2007). Portanto, isso poderia explicar a ausérecidbdracao do AlF nas células.

Além disso, a saida do AIF da mitocondria podebdegueada pela acéo de
proteinas anti-apoptéticas da familia Bcl-2, quiecdtariam a formacg&do do poro na
membrana externa (OTERAt al, 2005). A alta expressdo de Bcl-2 ja foi descrita

anteriormente em células de melanoma (HAKANSSAI, 2003).
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7.8.FLuxos DECALCIO

O caélcio € um ion abundante na célula e participa diversas vias de
sinalizacdo. Por isso, sua quantidade no citoplgsmda influenciar o metabolismo da
célula. Em melandcitos, as concentracdes de cdlcplasmatico e intracelular podem
ser alteradas pela presenca de maior quantidadesldmina, sendo que esta se liga ao
calcio e evita a presenca do ion em grande qualetida citoplasma, onde pode agir em
muitas vias de sinalizacdo (HOOGDUI&Nal, 2003).

O efeito do'O, sobre o célcio foi avaliado utilizando-se o micdysio
confocal invertido do Instituto de Quimica da USSR 8ao Paulo. Nesse teste, as
células, apds serem plagueadas e tratadas ou maotiasina e NHCI, foram

incubadas com fluo-4 (figura 24), que é uma pralbese liga ao calcio e fluoresce.

Rﬂf\l/ﬂh
N

F
"
X NOCH, CHLO
N(CH;CO5R), N(CH,CO,R)-

R =K {salt form)
R =CH,NC{OMWH, {(AM form)

X =CH, (Fluo-4)

FIGURA 24: Estrutura do fluo-4.

FONTE: Gee (2000).

NOTA: A figura representa os substituintes pararan& de saldalt forn) e para a forma de éstekM
form), sendo a Ultima a utilizada para o teste.

A analise foi feita por 700 segundos, sendo gueadscéncia era capturada a
cada 5 segundos. A figura 25 mostra o resultadalmlgara o tratamento com o
endoperoxido. O teste também foi realizado comfialeao DHPN (figura 26).
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FIGURA 25 Fluorescéncia relativa ao aumento de calcio Epaticc sob tratamento com DHPM,.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Resultado amdtratamento com 10 mmol/L de endoperéxido. A setea o0 mometo da adi¢éo
do endoperdxido (em 45 segundos ap6s a captacabdaaffuorescéncie
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FIGURA 26 Fluorescéncia relativa ao aumento de calcio Egpatic sob tratamento com DHP

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Resultado apdés tratamento com 10 mmde DHPN. A seta indica 0 momento da adigac
endoperdxido (em 45 segundos apds a captacéodzeflabrescéncie

Os graficos foram obtidos pela captacdo da flu&msa como pode s

observada na figura 27.
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FIGURA 27: Fluorescéncia emitida pelas células B16-ndo estimuladas no decorrer do tempo.

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: E possivel observar que ao passar do tempiiyoaescéncia aumenta nas células B16-F10
tratadas com DHPNO

Apés a adicdo do endoperodxido, ocorre aumento uaeffcéncia, indicando
gue o calcio que estava armazenado em organeldibdmdo para o citoplasma e se
ligou ao fluo-4. O aumento da fluorescéncia foi ananas células B16-F10 sem
estimulo para melanogénese. Nas células que fostimubadas, a amplitude de
aumento da fluorescéncia, comparada com a fluarescdasal (antes da adi¢cdo do
endoperdoxido) foi menor, assim como nas célulanelandcito Melan-a.

A presenca de maior quantidade de melanina nosnosdamos das células
B16-F10 Y parece ter captado o calcio liberado mamitoplasma, enquanto que a
menor concentragdo do pigmento das células namdatias permitiu a permanéncia
do ion no citoplasma.

As células Melan-a parecem ndo ter sofrido comém alp'O, em relacdo a
liberacdo de calcio. Isso pode estar relacionadmrentracdo de melanina nessas
células que é levemente superior as B16-F10 ndmwdatas e também pode indicar
gue nessas células o controle do fluxo de calgairsais eficiente que nas células de

melanoma.
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A incubacdo com o DHPN mostrou que ndo houve awm&ghificativo na
fluorescéncia em nenhuma das linhagens testadagat®ea fluorescéncia diminuiu.
Isso ndo indica necessariamente que o calcio saiitoplasma no decorrer do teste.
Uma provavel explicacdo para esse acontecimente ped o fato de que as células
estavam incubadas em um tampao que ndo era ricouantes, e um laser de alta
intensidade estava sendo incidido sobre as cétuleeda cinco segundos. Esses dois
fatores em conjunto podem ter afetado a integridiadecélulas e isso reflete a queda na
fluorescéncia. Esse efeito também pode ter acaldtenas células tratadas com
endoperoxido, mostrando que o aumento na fluoresc@oderia ter sido maior do que
0 observado.

Hoogduijn et al, (2004) obteve resultados semelhantes quando éuiias
com maior e menor quantidade de melanina foraradostcom peroxido de hidrogénio
como indutor da liberacéo de calcio. Os melanddiipsrpigmentados tiveram menor
aumento na fluorescéncia, o que indica que a nmmlaciaptou o calcio. Essa
caracteristica ja havia sido observada por oututsres (SALCEDA e SANCHEZ-
CHAVEZ, 2000; HOOGDUIJNet al, 2003; HOOGDUIJNet al, 2004), que indicaram
um forte efeito da melanina e do melanossomo salfnemeostase do calcio. Esses
autores mostraram que a presenca da melanina prateglula dos efeitos danosos do
aumento subito da concentracdo citoplasmatica e céncluindo o efeito na morte
celular.

O aumento do calcio citoplasmatico é capaz de formnporo de transicao
mitocondrial que causa a liberacdo do citocram@outras proteinas mitocondriais. O
citocromoc, além de ativar a apoptose pela formacdo do apamiwo, € capaz de
liberar mais calcio do reticulo endoplasmatico (BRHER e HUBER, 2008). A ligacéo
de pequena quantidade de citocrom@ receptores inositol-1,4,5-trifosfato (IRsP
promove a condutancia de calcio por esses recepid®TTSON e CHAN, 2003).

Fisiologicamente, a concentracdo de célcio citopéico vindo de organelas
pode ser controlada por duas maneiras: atravé®m@@ap de inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3), um importante segundo mensageiro ou por receptde rianodina, que foram
identificados primeiramente como canais que libemav calcio do reticulo
sarcoplasmatico, tanto de células musculares casliajuanto esqueléticas. Sabe-se
agora que esses receptores também sdo encontradamelndcitos humanos e

influenciam a liberacdo de calcio para o citoplasessas células (KAN&t al, 2000).
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A liberac&o do célcio pela acéo td, em células também tem sido investigada
utiizando  fotossensibilizagcdo. O  fotossensibil@mad 9-capronyloxytetrakis
(methoxyethil) porphyceneausa danos diretos no reticulo endoplasmético com
consequente liberacdo de calcio (KESSEL; CASTELLIREINERS, 2005). A
utilizacdo do fotossensibilizador rosa bengala gafavorecer a liberacdo do célcio do
reticulo endoplasmatico, j& que foi demonstradacalizacdo desse corante na regido
perinuclear de queratinécitos, proximo ao complekeo Golgi e ao reticulo, onde

ocorreria a maior producéo 48, (HE et al, 2008).
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8. DISCUSSAO FINAL

Este trabalho avaliou o efeito d®, em parametros de morte celular nas
células produtoras de melanina das linhagens BO6¢FElanoma murino) e Melan-a
(melandécito murino), assim como o efeito da produgia melanina em maior
quantidade nas B16-F10.

A sintese da melanina teve efeito deletério sobhilas B16-F10 quando se
compara os resultados com as células B16-F10 néouésdas. Percebeu-se que o
DNA foi fragmentado (mostrando perfil de fragme@tagle células em necrose), houve
mais liberacéo de citocronwe tendéncia de aumento da razdo ADP/ATP, e, eal, ger
as células apresentaram mais caracteristicas qeoapopelo teste de avaliacdo com
laranja de acridina e brometo de etidio. Podexstar a hipotese de que esses efeitos
ocorreram pela estrutura anormal dos melanossoamséiulas B16-F10, que causa o
vazamento de compostos intermediarios da sinteseetinina que sao radicais livres
bastante reativos (BOROVANSKY; MIREJOVSKY e RILEY991), o que ocorreria
em maior intensidade em uma condi¢cado de melanog@&sésulada.

E curioso imaginar como as células B16-F10 sobegniapos a formacdo dos
intermediarios toxicos da sintese de melanina atadane apds os efeitos que eles
causam na célula. Mesmo as ceélulas de melandafoando comparadas com
queratinécitos mostram mais quebras no DNA, pekaiencometa (HOOGDUIJNt
al., 2004) Um trabalho conduzido por Souza e col.,626@strou diminuicdo da
expressdo de algumas proteinas relacionadas alimagéo de ROS, e aumento de
outras proteinas que sao expressas em resposia d@&iO, em células de melanoma
murino Tm1l e Tm5 (derivadas da célula Melan-a). tieelms proteinas com maior
expressdo, destaca-se a nucleofosmina, que aléasdizshagens, j& foi descrita ter
elevada expressao em outras células de melanomabe&psias de melanoma humano
(BERNARD et al, 2003). Esta proteina € um repressor da atividsEg53, um
supressor tumoral. A ativacdo de p53 ocorre apds dem DNA, que pode ocorrer pela
acao de ROS. p53 é capaz de parar o ciclo celatarque ocorra o reparo do dano no
DNA ou pode induzir a célula a entrar em apop{eseo dano ndo puder ser corrigido)
e evitar que o erro no codigo genético perdure (FENTe WILSON, 2004). Com o
aumento da expressao da nucleofosmina, um reprdespb3, as células conseguem
evitar a corre¢do do erro no DNA, manter a viahdiel e ndo serem eliminadas pelo
processo de apoptose. Isso pode contribuir paratendimento da resisténcia ao
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tratamento com dO, e com outros tratamentos, inclusive quimioterapajoterapia
que séo baseados na formacgéao de ROS (WANG e Y3)200

Por outro lado, como ja descrito, a melanina tegit@protetor sobre a acéo de
ROS (ROZANOWSKAet al, 1999). A melanina conferiu certa protecdo aslaglu
estimuladas e tratadas com endoperoxido, quand@arawcio com seu controle. Isso
pode ser averiguado pela viabilidade, sendo quéeedca da viabilidade entre 2 e 24
horas foi menor nas células com melanogénese datimguando comparada com as
células B16-F10 nao estimuladas. Os outros paréamatraliados também demonstram
a tendéncia de protecdo nas células que foramdatas para producdo de melanina
quando comparadas com seu controle em relacd@@mento comO,. O ensaio da
liberagé@o do citocromo mostrou uma leve tendéncia de diminuicdo nasa®luhtadas
com DHPNQ, que também foi observada na determinacéo da RREATP. O teste
de fragmentacdo de DNA ndo mostrou diferencaseisiorém, este ndo € um teste
com alta sensibilidade para detectar pequenasdias, ao contrario dos outros testes
que utilizaram técnicas mais sensiveis (analisedHBeC ou de microscopia). A
liberacdo de calcio para o citoplasma também faioneas células com mais melanina
e tratadas comO,. Mostra-se assim, que ha protecdo contra os &feitdO, pela
melanina ou pela prérpia condi¢do de estimulo desgitese.

Em relac&o ao tipo de morte causado gélpnas células B16-F10, pode-se
dizer que as caracteristicas encontradas sao sarteshas encontradas em outras
linhagens celulares tratadas com a mesma espétieateNao foi possivel averiguar
fragmentacdo de DNA e houve liberacdo de citocrorda mitocondria (FUJIEt al,
2004; OTSUet al, 2005). Além disso, a quantidade de célcio libergdra o
citoplasma foi parecida com o tratamento com pexie hidrogénio em melandcitos
(HOOGDUIJN et al, 2004). Alguns trabalhos citam o termo apoptospicat para
descrever a condicdo de morte causada pelo oxigénglete. Isso porque ocorre
liberacdo de citocromo, mas ndo ocorre fragmentacdo do DNA tipica de tagepe
nao ha ativacdo das caspases (OESll, 2005). Essas sao caracteristicas da morte
independente de caspases, que parece ser o0 caséluas tratadas nesse trabalho. A
morfologia poderia ajudar na elucidacdo dessa goesendo que o aparecimento de
vacuolos e agregados de ribossomos sdo carac@sistmportantes da morte
independente de caspases, que nao aparecem nasapoptavaliacdo da perda do
potencial de membrana também poderia ser uma df@rateressante, ja que a perda

do potencial € mais rapida na apoptose do que méenmaependente de caspases.
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Outro parametro importante € a analise da exposigdosfatitilserina na face externa
da célula, que nao ocorre na morte independentaspmses (TAIT e GREEN, 2008).

Além da hipétese da inativacdo das caspases patd@idecom 0'O,, foi
verificado que as células de melanoma humano téxpiesséao de Apaf-1 diminuida, o
que poderia explicar a falha na ativacdo da apepwgesisténcia ao tratamento
(CAMPIONI et al, 2005; ANICHINI et al, 2006).

As células de melanoma mostram-se bastante consplexas a avaliacdo da
morte celular frente a varias substancias deveraartpara que se entendam melhor as
particularidades dessa célula que parece apresemeanismos muito eficientes de
prevencéo da morte celular.

No caso da Melan-a, a hipétese da ocorréncia delamo oxidativo leve na
enzima desidrogenase parece ser a hipotese magvyah ja que nenhum parametro de
morte celular foi observado. Sugere-se que a enpendeu a atividade (que resultou
em diminuicdo na medida de viabilidade em relagéi@antrole no tratamento de 2
horas), e esse dano nao foi suficiente para queziana fosse degradada. Assim, na
analise da viabilidade em 24 horas, o resultadsdoielhante, indicando que a enzima
nao fora substituida (pois ndo fora degradada)ar® dxidativo ndo foi maior porque o
meio de cultura foi substituido apdés o periodo déoPas da decomposicdo do
endoperoxido. Entdo, durante as 22 horas restaategjula parece nao ter sofrido
nenhum outro dano que comprometesse sua integridadevalor da viabilidade n&o
diminuiu significativamente, como ocorreu com aklle& B16-F10 estimuladas e nao

estimuladas.
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9. CONCLUSOES

O tratamento com DHPNQ0 mmol/L diminui a viabilidade celular de maneira
significativa nas células B16-F10 estimuladas e e&timuladas para a sintese de
melanina e nas células Melan-a. Entretanto, apdsater sido identificada uma
marcacdo de apoptose nas células B16-F10 apostaméato pelo ensaio de
microscopia com laranja de acridina/brometo deie&dmaior liberagdo de calcio no
citossol que poderia contribuir para disparar past de morte celular, néo foi possivel
caracterizar um quadro de apoptose classica, paisia® parametro bioquimico que
indicaria uma situacao de apoptose foi a liberalghoitocromoc, sendo que os demais
parametros (fragmentacdo de DNA, razdao ADP/ATRerdicdo de AIF) ndo sofreram
alteracoes.

Foi também possivel observar que a condicdo dadstide melanogénese nas
células B16-F10 altera o metabolismo celular, poBNA foi fragmentado (mostrando
perfil de fragmentacdo de células em necrose), dooaior liberacdo de citocronm
maior razdo ADP/ATP e mais células caracteristtmapoptose pela avaliagdo com
laranja de acridina e brometo de etidio em compaaragm as ceélulas B16-F10 que néo
sofreram estimulo para producédo de melanina. Aliésodessa condicao celular parece
conferir uma certa protecdo em relacdo aos efédde,.

Apesar da viabilidade das células de melanécitcaital ter diminuido com o
tratamento comO,, os demais parametros avaliados ndo indicaramess&s células
estivessem realmente numa situacdo de morte celkdarindica que essas ceélulas sao
menos sensiveis aos efeitos'@ e que, provavelmente, o tratamento afete a fudgéo
succinato desidrogenase mitocondrial, mas nao iextie para comprometer a

sobrevivéncia celular.
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