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RESUMO

A radiagdo ultravioleta (UV) pode causar sérios danos a pele humana. A radiagdo
UVB (290-320 nm) causa principalmente danos ao DNA, enquanto que a radiagdo
UVA (320-400 nm) induz estresse oxidativo. A melanina, um pigmento presente na
pele, possui suposta fungdao de fotoprotecdo, entretanto, estudos apontam para uma
possivel fototoxicidade frente a estimulos como a radiagdo UV e espécies reativas de
oxigénio (ROS). Considerando que a luz UVA promove estresse oxidativo envolvendo
a produgdo de ROS, incluindo o oxigénio singlete (‘O,), o principal interesse desse
estudo foi investigar o papel especifico do 'O, em células produtoras de melanina
quanto a danos ao DNA e morte celular. Foram utilizadas células de melanoma B16-
F10 (camundongo) e SK-MEL (humana). As condi¢cdes oOtimas de estimulo da
melanogénese foram estabelecidas com L-tirosina (Tyr) e hormonio estimulante de
melanocitos (a-MSH). Células ndo produtoras de melanina BHK-21 (fibroblastos de
camundongo) foram utilizadas para comparagdo. O 'O, foi gerado pela termélise do
endoperoxido derivado do naftaleno (DHPNO,) a 37°C. O estimulo da melanogénese
utilizando Tyr para as células B16-F10 e SK-MEL mostrou um aumento no contetido
de melanina em rela¢do ao controle de 70 e 37%, respectivamente. Quando se utilizou
o-MSH o aumento foi de 108% para as células B16-F10. O tratamento com DHPNO,
(1,0 mmol/L) diminuiu a viabilidade celular em cerca de 66% (B16-F10) e 58% (SK-
MEL), sem diferencas entre as condi¢cdes de melanogénese estimulada. Entretanto, as
células B16-F10 tratadas com quantidades maiores de DHPNO, (5,0 ¢ 10 mmol/L) e
suplementadas com Tyr mostraram uma viabilidade maior (107% e 183%,
respectivamente) quando comparadas com as cé€lulas sem suplementagdo com Tyr. A
viabilidade celular dos fibroblastos BHK-21 ndo variou significantemente em nenhum
dos tratamentos. A analise dos danos ao DNA pela medida da 8-0xodG por HPLC com
detector eletroquimico mostrou que as células B16-F10 com melanogénese estimulada
pela Tyr e tratadas com DHPNO, (1,0 mmol/L) apresentaram niveis maiores de 8-
0xodG (100% em relacdo ao respectivo controle e 55% em relagdo as células ndo-
suplementadas com Tyr). A anélise por microscopia eletronica de varredura para as
células de melanoma tratadas com DHPNO, (1,0 e 5,0 mmol/L) mostrou células
menores, perda de caracteristicas microespiculas e presenca de vesiculas de secrecao.
Porém, em relacdo as células tratadas nessas mesmas condi¢des, mas com
suplementa¢do de Tyr, observou-se um maior nimero de células espraiadas, achatadas
e bem aderidas ao substrato. As eletromicrografias das células BHK-21 confirmaram
os resultados de viabilidade celular, sem alteracdes morfologicas visiveis. Estes
resultados em conjunto mostram que 'O, interfere na fisiologia das células de
melanoma, causando danos e podendo levar ao processo de morte celular. Além disso,
um aumento na quantidade de melanina parece modificar a resposta observada nos
tratamentos com maiores concentracoes de 102, oferecendo protecdo em relagdo a
morte celular. Essas observagdes contribuem para um melhor entendimento dos
mecanismos de alteragcdo celular com relagdo a exposi¢do a radiagdo UV e ainda
reforcam os efeitos de resisténcia aos tratamentos de melanoma por fototerapia.
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ABSTRACT

Ultraviolet (UV) radiation can lead to serious damage to human skin. UVB radiation at
290-320 nm causes mainly direct DNA damage and UVA radiation at 320-400 nm
induces oxidative stress. Melanin, a skin pigment, may act in photoprotection,
although, studies have pointed out a possible phototoxicity to UV radiation and
reactive oxygen species (ROS). Considering that UVA radiation promotes oxidative
stress, involving production of singlet molecular oxygen (‘O,), our main interest was
to investigate the specific role of '0, in DNA damage and cell death of melanin-
producing cells. We used melanoma cells: B16-F10 (murine) and SK-MEL (human).
The optimum conditions of melanogenesis stimulus by L-tyrosine (Tyr) and
melanocyte-stimulating-hormone (a-MSH) were established. Cells that do not produce
melanin (BHK-21, murine fibroblasts) were also used for comparison. The 'O, was
generated by thermolysis of naphthalene endoperoxide (DHPNO,) at 37°C. The
amount of melanin in cells was increased at ~70% (B16-F10) and ~37% (SK-MEL)
when treated with Tyr. When a-MSH was used, the increase was 108% for B16-F10
cells. The treatment with DHPNO, (1.0 mmol/L) decreased cell viability by ~66%
(B16-F10) and ~58% (SK-MEL), without differences between Tyr supplemented and
non-supplemented conditions. However, when B16-F10 cells were treated with higher
amounts of DHPNQO, (5.0 and 10 mmol/L), the cells supplemented with Tyr had a
better viability (107% and 183%, respectively), when compared with non-
supplemented cells. The cell viability for fibroblast cells BHK-21 was not decreased
by any treatment. Evaluation of DNA damage, performed by measuring 8-oxodG
levels by HPLC with electrochemical detection, showed that B16-F10 cells, which had
melanogenesis stimulated by Tyr and were treated with DHPNO, (1.0 mmol/L),
exhibited higher levels of 8-0xodG (100% compared to the respective control and 55%
compared to non-supplemented cells). Scanning electron microscopy analysis showed
morphological changes for melanin-producing cells (B16-F10 e SK-MEL) treated with
DHPNO, (1 and 5 mmol/L). Small cells, loss of microspikes and some secretion
vesicles were observed when compared to the control. However, cells supplemented
with Tyr were more adherent, flattened and spread out, when compared to those not
suplemented with Tyr and treated with 'O,. Electron micrographies of BHK-21 were in
agreement with the results of cell viability, without morphological alterations. All
these results clearly show that 'O, modifies the physiology of melanoma cells,
promoting DNA damage and cell death. Furthermore, the increased amount of melanin
seems to change the response in the treatments with higher amounts of 'O,, offering
protection to cell death. We thus contributed to a better understanding of the cell
mechanisms related to UV radiation exposure and to the known resistance of
melanoma cells to phototherapy.
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1. INTRODUCAO

A radiagdo ultravioleta ¢ um poderoso agente etiolégico da maioria dos
canceres de pele humano (ELDER, 1989; JHAPPAN et al., 2003). A radiacio UVB
(290-320 nm) e UVA (320-400 nm) podem causar sérios danos, agindo nas células por
mecanismos de acdo diferentes. A radiacdo UVB causa principalmente danos diretos
ao DNA, tal como, dimeros pirimidinicos, os quais podem promover mutagdes que
levam a carcinogénese (MACCUBBIN et al., 1995; LARSSON et al., 2005). Por sua
vez, a radiacdo UVA induz a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
acarretando danos as membranas celulares, e também danos ao DNA, principalmente

na forma de quebra da fita e ligagdo cruzada proteina-DNA (GODAR et al., 1993).

Como conseqiiéncia da exposi¢ao de células as radiagdes UVA e UVB, o
processo de apoptose pode ser induzido. A indugdo da apoptose pela radiacdo UV e
outros agentes danosos ao DNA desempenha um papel critico, pois previne o acumulo
de danos genéticos contribuindo para uma menor chance de desenvolver tumores

(BOHM et al., 2005 e LEE & BERNSTEIN, 1995).

A melanina pode agir como agente de fotoprotegdo, absorvendo a radiagdo UV
continuamente e seqiiestrando ROS (KORYTOWSKI et al., 1987). Além dessas,
outras fun¢des sao também atribuidas a melanina como as fungdes de termoregulacao
e quelante de cation (MORISON, 1985; GIACOMONI, 1995; HILL e HILL, 2000). A
melanina ¢ um pigmento encontrado em muitos organismos e tecidos, nos humanos
pode ser sintetizada pelos melanodcitos. Sua estrutura consiste de um heteropolimero
formado de 5-6-dihidroxindol (DHI) e 5-6-dihidroxindol-2-4cido carboxilico (DHICA)
em proporcdes variadas. Sua formacdo ocorre a partir do processo de oxidacdo do

aminoacido L-tirosina (SEALY et al., 1980; NOFSINGER, 2002).

Embora muitos estudos apontem para um papel protetor desse pigmento,
existem evidéncias contrarias, como a geracdo de ROS apos irradiagdo com luz UV

(SARNA et al., 1980; SARNA et al., 1984 e SEALY et al., 1984).

Levando em consideragdo que a radiacdo UVA promove estresse oxidativo, e

que existem evidéncias de que o oxigénio singlete ('O,) apresenta um papel importante
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nesse contexto (POURZAND & TYRREL 1999; GODAR et al., 1993). Esse trabalho
teve como principal objetivo avaliar o efeito da melanina em células sob tratamento
com 'O,. Esta espécie foi gerada através da reacdo de termodecomposicdo do
endoperoxido DHPNO,. Foram utilizadas neste estudo células de melanoma murino
(B16-F10) e melanoma humano (SK-MEL), que s3o linhagens produtoras de
melanina, e células ndo produtoras de melanina, BHK-21, uma linhagem de
fibroblastos. As linhagens produtoras de melanina sdo importantes ferramentas
experimentais muito utilizadas para o estudo do melanoma. Para tal estudo foram
empregadas técnicas de separacdo por HPLC, para a identificacdo dos danos causados
ao DNA pelo '0,; quantificagdo da melanina pela absorbancia no visivel; viabilidade
celular, pelo método do MTT e Azul de Trypan; além da microscopia eletronica de

varredura, a fim de analisar a morfologia celular.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Um organismo para se manter saudavel necessita de estratégias complexas,
envolvendo muitos componentes celulares que trabalham visando o equilibrio do
sistema bioldgico. Quando ha uma produgdo excessiva de ROS, seja ela induzida
enddgena ou exogenamente, proteinas, lipideos e DNA s3o oxidados, podendo
comprometer o bom funcionamento fisioldgico. Existem enzimas e compostos de
baixa massa molecular que constituem o sistema de defesa antioxidante. Uns podem
ser sintetizados pelo proprio organismo e outros podem ser adquiridos através da dieta
alimentar. As defesas antioxidantes s3o conhecidas por diminuir a quantidade de ROS,
limitando os danos causados por essas espécies no sistema fisiologico. Desta forma, o
pesquisador Helmut Sies conceituou o estresse oxidativo, como sendo um
desequilibrio celular no qual as ROS superariam as defesas antioxidantes, ocasionando
um potencial dano oxidativo (AUGUSTO, 2006). Essa condi¢cdo promove a formagdo
de diversos tipos de alteragdes em biomoléculas, relacionada com a génese de varias
doencas, como o cancer e doengas neuroldgicas degenerativas, assim como 0 Processo

de envelhecimento (BRIVIBA et al., 1997, BUCHKO et al., 1995).

As principais ROS relacionadas ao estresse oxidativo sdo: o anion radical
superdxido (O,"), radical hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio
singlete ('0,) e 6xido nitrico (NO") (SLUPPHAUG et al., 2003; COOKE et al., 2003;
SARNA et al., 1984 e SEALY et al., 1984).

Essas espécies representam uma significante ameaga para a integridade celular
em termos de danos a biomoléculas (SLUPPHAUG et al., 2003; COOKE et al., 2003).
ROS também podem inativar as enzimas antioxidantes, o que contribuiria ainda mais

para o aumento do estresse oxidativo (BONT & LAREBEKE, 2004).
A geragdo de ROS pode ocorrer de forma enddgena durante o metabolismo
celular, como na fosforilagdo oxidativa em mitocondrias e na B-oxidagdo de acidos

graxos em peroxissomos (KNAPOWSKI et al., 2002), ou de forma exdgena (FINKEL
& HOLBROOK, 2000), como por exemplo, exposi¢ao a radiagdo UV e poluentes.
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A reacdo de Fenton (rea¢do i) é uma fonte do ‘OH, este considerado um
radical extremamente reativo, o qual causa sérios danos ao DNA como quebra na fita e
modificagdes em bases que levam a mutagdes. Pode também agir sobre outras

biomoléculas, como lipideos, iniciando a peroxidagao lipidica.
H,0, + Fe*" — Fe (III) + OH + «OH @)

Outra forma de gera¢do do ‘OH ¢ pela cisdo homolitica do H,O, promovida
pela luz UVB (290-320 nm) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999) ou pela radiagao
ionizante (FINKEL et al., 2000).

O O, pode ser gerado pela redugio do oxigénio molecular (O,). Este radical
ndo apresenta alta reatividade frente as biomoléculas, mas pode acelerar a rea¢do de
Fenton, reduzindo o Fe(Ill) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). E estimado que
cerca de 1-2% do oxigénio consumido pela cadeia respiratoria da mitocondria sofre
reducdo de um elétron pela NADH desidrogenase ou pela coenzima Q gerando O,".

(KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999; BONT & LAREBEKE, 2004).

O NO’ é um radical livre, gerado por uma classe de enzimas denominadas
oxido nitrico sintases. O NO' é pouco reativo, porém, a interagdo do NO' com o O,
gera um potente oxidante, o peroxinitrito (ONOQ"). Este pode reagir por via iOnica
envolvendo a transferéncia de dois elétrons ou formar radicais livres a partir da
homolise da ligagdo peroxo, formando “OH e NO,". O 6xido nitrico e o peroxinitrito
sdo também considerados como espécies reativas de nitrogénio (RNS) (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 1999).

O O, ¢ um diradical, sendo considerado ao mesmo tempo essencial e
potencialmente toxico ao organismo aerobico (SIES, 1986). Sua reatividade pode ser
aumentada sob excitagdo para os estados singletes, 12(; e 1Ag (FIGURA 1) (BRIVIBA
et al, 1997). O estado excitado de alta energia, 12g+ tem vida-média curta
(aproximadamente 10! s em 4gua), decaindo rapidamente para o estado 1Ag com
energia de 93,6 kJ (22,5 kcal), (representado por 'O,), o 'O, tem vida-média de 4 ps
em agua (FOOTE & CLENNAN, 1995).
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FIGURA 1 - ESTADOS ENERGETICOS DO OXIGENIO MOLECULAR.
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O '0, é um poderoso oxidante gerado em diversas condi¢des dos sistemas
bioldgicos, incluindo reagdes enzimaticas de peroxidases e oxidases (KANOFSKY,
1989), peroxidagao lipidica (MIYAMOTO et al, 2003) e processos inflamatorios
(STEINBECK et al., 1992). E produto também da agdo fotodindmica de corantes na
presenga de luz, através da transferéncia de energia na forma de fotons para os
cromoforos, os quais, por sua vez, transferem essa energia ao O,, gerando 102

(LARSSON et al., 2005; KOCHEVAR & REDMOND, 2000).

A energia necessaria para a transferéncia do estado fundamental triplete para o
primeiro estado singlete excitado pode também ser promovida quimicamente pela
decomposigdo de endoperdxidos, sendo esta uma interessante fonte de 'O, para
estudos in vitro, pois ndo gera subprodutos e ¢ compativel com as condi¢Oes de

sistemas bioldgicos (MARTINEZ, 2003; DI MASCIO & SIES, 1989).

2.2 DANOS RELACIONADOS AO DNA

Como ja mencionado, o DNA pode ser alvo de modificagdes funcionais e
estruturais. A 8-0xodG pode ser formada também pelo ‘OH, essa lesdo ¢ altamente
mutagénica, pois ao parear com adenina leva a uma transversio G para T
(SHIBUTANI et al., 1991; CAVALCANTE et al., 2002). Dessa forma, a ocorréncia
da 8-0xodG apresenta um significado bioldgico importante. Além disso, por ser

formada pela acdo de diferentes espécies reativas e tem sido utilizada como um
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biomarcador de estresse oxidativo (KASAI et al., 1986; FLOYD, 1990). Foi mostrado
que essa lesdo pode ser formada diretamente pela reagio do 'O, com a guanina no
DNA nuclear de células tratadas com o endoperédxido derivado de naftaleno marcado
com oxigénio-18 (RAVANAT et al., 2000). Estudos comprovam a existéncia de outras
modificagdes de bases quando o DNA ou nucleotideos isolados reagem com espécies
oxidativas, entre estas, formamidopirimidina (FapydQG), 2,2,4-triaminooxazolona (dZ),
imidazolona (dIz) e espiroiminodihidantoina (dSp) (CADET et al., 1997; MARNETT,
2000; FLOYD et al., 1986; SCHNEIDER et al., 1990, BOITEUX et al., 1992; EPE et
al., 1996; WOOD et al., 1990).

Além das modificacdes de bases, outros danos como quebras na fita do DNA e
ligacdo cruzada proteina-DNA (GODAR et al., 1993; CADET et al., 1997) podem

também causar sérias implicacdes na estabilidade do sistema bioldgico.

Para prevenir as conseqiiéncias deletérias dos danos oxidativos ao DNA para a
integridade do genoma, as células eucaridticas e procaridticas possuem mecanismos
especificos de defesa (MICHAELS ef al., 1992, KROKAN et al., 1997; LINDHAL et
al., 1999; BOITEUX et al., 1990; SCHULZ et al., 2000). Dentre estes, destaca-se a
remogdo enzimatica das ROS, a sanitizagdo do “pool” de nucleotideos lesados e nao
incorporados na fita do DNA, o reparo pela excisdo de bases ou nucleotideos do DNA
nuclear e mitocondrial (SLUPPHAUG et al., 2003; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999).

Em bactérias, a remocao das modificacdes oxidativas da guanina ¢ iniciada
pela proteina Fpg, uma endonuclease que reconhece 8-0xodG e FapydG, além de sitios
abasicos e muitas outras lesdes (BOITEUX et al., 2000; SCHULZ et al., 2000,
KARAKAYA et al., 1997 ¢ TCHOU, 1994). Nas células eucarioticas, 8-oxodG e
FapydG sao reconhecidas pela proteina Oggl (VAN DER KEMP et al., 1996).

2.3 MELANOMA
A radiagdo UV estd associada ao desenvolvimento de tumores cutaneos,

particularmente o carcinoma celular escamoso, o carcinoma basocelular e o melanoma
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(PERLIS & HERLYN, 2004). O DNA ¢ a biomolécula mais afetada pela radiacao UV,
pois o comprimento de onda fortemente absorvido por esta molécula situa-se nessa
faixa. Estudos mostram que had grande probabilidade das alteracdes no DNA estarem

envolvidas no desenvolvimento de melanoma (MARROT et al., 1999).

Embora, o melanoma de pele ¢ menos freqiiente do que os outros tumores de
pele (basocelulares e de células escamosas) sua letalidade ¢ mais elevada (INCA,
2006), pois € um cancer agressivo, devido a sua alta possibilidade de formagdo de
metastases (FOUNDATION SKIN CANCER, 2006). Ele tem sua origem nos
melanodcitos, quando estes se tornam malignos. Os melanocitos produzem a melanina,
substancia que determina a cor da pele, a qual ¢ atribuido um papel protetor contra os
efeitos nocivos da radiagdo UV, tendo em vista que este pigmento absorve esta
radiacdo (MOAN et al., 1999; SEATLOW et al., 1993; KORYTOWISK et al., 1987;
NOFSINGER et al., 2002; BUSTAMENTE et al., 1991; PERLIS & HERLYN, 2004;
INCA, 2006). Porém, outros estudos sugerem que a radiagdo absorvida pela melanina
nos melandcitos possa gerar produtos que levem ao processo carcinogénico (MOAN et

al., 1999; SEATLOW et al., 1993).

Células cancerosas apresentam um descontrole na proliferagdo celular e
disfun¢do da regulagdo metabdlica (PELICANO et al., 2004). ROS e RNS afetam vias
de transducao de sinais, podem induzir a morte celular (SIMON et al., 2000) e alterar a
comunicacao célula-célula, além de promoverem mutacdes no DNA (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Podendo entdo, participar de maneira considerdvel nessa

doenga.

Existem quatro categorias basicas de melanoma: melanoma disseminativo
superficial, melanoma lentiginoso maligno, melanoma acrolentiginoso ¢ melanoma
nodular. As trés primeiras categorias de melanoma crescem em primeira instancia,
superficialmente ao longo do tempo, onde o poder de cura por excisdo cirurgica ¢
grande, depois penetra com mais profundidade. A ultima categoria ¢ a forma mais
invasiva que sofre metastases precoces (SOBER & KHO, 1995; LOTZE et al., 2001;
FOUNDATION SKIN CANCER, 2006).
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Os fatores e processos biologicos que levam ao desenvolvimento do
melanoma sdo objetos de estudo importantes para a compreensdo e elaboragdo de

tratamentos eficazes contra este cancer.

Além da excisdo cirurgica, existem outros tipos de tratamentos para canceres
de pele, como a terapia fotodindmica (PDT). Esta terapia utiliza a interacdo de um
agente fotossensibilizador, como porfirinas ou ftalocianinas, luz com comprimento de
onda adequado e oxigénio molecular, levando a producdo de agentes letais que
inativam as células tumorais. Um desses agentes ¢ o 'O,, responsavel pela atividade
fotobiologica (BONNETT, 1995; KOLAROVA et al, 2007). A PDT atua em
carcinomas de pele e outros tipos de cancer, porém em melanoma metastatico sua agao
¢ pouco efetiva. Neste ultimo caso a quimioterapia, bioquimioterapia, radioterapia,
adjuvantes imunes, vacinas, citocinas € combinacdes imuno-estimulantes especificas
também s3o usados, mas a resposta desses tratamentos ainda € insatisfatoria
(TARHINI & AGARWALA, 2005; KASPER et al., 2007). Novas estratégias
terap€uticas baseadas no ambito molecular estdo sendo desenvolvidas, utilizado drogas
anti-angiogénicas e imunomoduladoras, terapia antisenso Bcl-2, moduladores de
proteinas de choque térmico, inibicdo citotoxica do linfécito T associado a proteina 4
(CTLA-4), anticorpo monoclonal, inibicdo da poly(ADP-ribose) polimerase (PARP) e
inibidores de proteassoma (PIRO, 2004; BAMIAS & DIMOPOULOS, 2005; RIBAS
et al., 2005; RIVOLTINI et al., 2003, TENTORI et al., 2005, MARKOVIC, 2005)

Sdo utilizados varios modelos de estudo do melanoma, entre cles estdo
animais como: camundongos e peixes para os tratamentos in vivo (MARROT et al.,
1999) e células cultivadas de melanoma murino como B16-F10, Cloudman S91/M3,
K1735 e suas varias sublinhagens para tratamentos in vitro (JOHNSTON et al., 1992;
PETER et al.,, 2001). Células originadas de melanomas humanos também sdo
importantes fontes para o estudo de melanoma, como por exemplo, SK-MEL e
MEWO.
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2.4 MELANINA E ROS

A melanina, um pigmento encontrado em muitos organismos e tecidos, pode
ser sintetizada pelos melandcitos a partir do processo de oxidagao do aminoacido L-
tirosina (SEALY et al., 1980). Os melanocitos produzem dois tipos principais de
melanina, a eumelanina, a qual se apresenta na cor preta ou marrom e a feomelanina,
de cor vermelha ou amarela (HOOGDUIIN et al., 2004; ITO & WAKAMATSU,
2003). A cumelanina tem sido associada com a fotoprotecdo, enquanto que a
feomelanina parece contribuir para carcinogénese de pele, pela producdo de radicais

livres (NIEUWPOORT et al., 2004 e RANADIVE & MENON, 1986).

Ambas, eumelanina e feomelanina derivam do precursor comum dopaquinona
que ¢ formada pela oxidagdo da L-tirosina sob acdo da enzima tirosinase. A
dopaquinona ¢ um intermedidrio altamente reativo e na auséncia de compostos tidis
sofre ciclizacdo intramolecular, levando eventualmente a produgdo de eumelanina
(FIGURA 2). Entretanto, a presenca de tidis, como cisteina, leva a geracao de cisteinil-

DOPAGs, e finalmente a feomelanina (FIGURA 3). (ITO et al., 2000).

A eumelanina e feomelanina também podem ter sua sintese aumentada através
do estimulo do receptor-1 da melanocortina (MCI1R) pelo hormonio estimulante de
melandcitos (a-MSH), via ativacdo da adenilato ciclase (RANADIVE & MENON,
1986).

O o-MSH controla diversas fun¢des como a pigmentagdo em mamiferos,
através da inducdo de diferenciacdo de melanoécitos, a proliferacdo destes, sintese de
melanina e produ¢do de citocinas (DEXTER & BENNETT, 1987; KAMEYAMA et
al., 1988; ABDEL-MALEK, 1998; REES & HEALY, 1997; CATANIA & LIPTON,
1993 e WIKBERG et al., 2000).

Quando a pele ¢ submetida a radiagdo UV, a sintese de diversos fatores
epidérmicos ¢ estimulada, um desses fatores ¢ o a-MSH e a produgdo de ACTH
(hormonio adrenocorticotrépico) (ROUZAUD et al., 2005). O a-MSH age como um
regulador pardcrino, mediando os efeitos da radiagio UV, estimulando a

melanogénese, proliferagao e sobrevivéncia dos melandcitos (IMOKAWA et al., 1992;
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HALABAN et al.,, 1988). Estudos mostram que o a-MSH bloqueia a apoptose
induzida pela radiagio UVB de melandcitos humanos normais in vitro, bem como

acelera a remocao das lesdes no DNA induzida por essa radiagio (BOHM et al.,

2005).

10



11

FIGURA 2 - BIOSSINTESE DA EUMELANINA
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FIGURA 3 - BIOSSINTESE DA FEOMELANINA
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Uma das fung¢des atribuidas a melanina ¢ sua capacidade de fotoprote¢ao dada
pela absorcdo da radiacdo UV e remocao de radicais livres (BOULTON et al., 2001;
SARNA, 1992; ROZANOWSKA et al., 1999 ¢e KORYTOWSKI et al., 1986). Porém,
ha estudos que mostraram seu papel fototoxico, devido a produ¢ido de H,O, ¢ "OH
quando irradiada com luz UV (BOULTON et al., 2001; SARNA et al., 2003;
ROZANOWSKA et al., 2002; DAYHAW-BARKER et al., 2001; KORYTOWSKI et
al., 1990; BOULTON et al, 1990; KALYANARAMAN et al, 1988 e
ROZANOWSKA et al., 1997).

Os anéis aromaticos do cromé6foro de melanina sdo excitados para o estado
singlete, decaindo para o triplete, transferindo um elétron para o oxigénio produzindo
O," (CHEDEKEL et al., 1978). Este reagindo com Fe(III) e perdxido de hidrogénio
leva a formacdo do "OH (HILL, 1992). Algumas evidéncias indicam que a melanina

transfere energia ao oxigénio molecular formando 'O, (TAKEUCHI et al., 2004).

Além de possuir um potencial para fotoprote¢ao (quando a melanina absorve e
espalha a radiacdo UV e capta radicais livres) e para fototoxicidade (producdo de
ROS) (KOWALCZUK et al., 2001), a melanina segundo HOOGDUIIN et al. (2003),
também estaria envolvida na regulacdo da homeostase do Ca*" nos melanécitos e na
epiderme, uma vez que é considerada como um reservatorio de Ca®". Ha evidéncias
que, extracelularmente, baixas concentragdes desse cation estimulariam a proliferacao
de melandcitos. O Ca®" também possuiria efeito inibitério na produ¢do de melanina
quando sua concentracdo aumenta intracelularmente, modulando assim o processo

melanogénico (HOOGDUIJN et al., 2003).

Foi proposto que a melanina protege contra ROS através dos efeitos diretos na
homeostase do Ca>", uma vez que a eumelanina possui alta capacidade de se ligar a
esse cation. Esse efeito foi demonstrado pela diminui¢cdo de danos ao DNA causado
por H,O, quando na presenca de melanina ou de BAPTA, um conhecido quelante de

Ca* (HOOGDUIIN et al., 2004).
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Pelo fato da melanina apresentar um carater contraditorio no papel de protecao
a pele, muitos estudos estdo sendo realizados com a finalidade de esclarecer melhor

essa questao.

2.5 APOPTOSE E '0,

Em um organismo, as células podem se multiplicar ou morrer, dependendo da
situacdo que elas se encontram. Quando as células ndo sdo mais necessarias ou estdo
em condi¢des patologicas, os mecanismos de morte celular programada ou apoptose

sdo acionados.

A apoptose, que € um processo imprescindivel durante o desenvolvimento
normal do organismo (POURZAND & TYRRELL, 1999), difere morfoldgica,
bioquimica e molecularmente da necrose (VERMES et al., 2000). A necrose provoca
uma resposta inflamatoria, pois quando ocorre, a célula arrebenta liberando para o
meio seus componentes. J4 a morte celular por apoptose acontece de maneira

ordenada, onde as células vizinhas ndo sdo prejudicadas (ALBERTS et al., 2000).

Os aspectos morfoldgicos da apoptose sdo: estrangulamento da membrana
plasmatica sem perda de integridade, condensacdo da cromatina e fragmentacdo do
DNA nuclear, diminui¢do do volume celular e formacao de vesiculas com membrana
(corpos apoptoticos), sem desintegracdo das organelas (KERR et al., 1972; WYLLIE,
1980; SAVILL & FADOK, 2000).

Fatores de crescimento, hormdnios, citocinas, contato célula-célula, interagdes
c¢lula-matriz (ROSS et al., 2006) e radiagdo UV (WANG ef al., 1998) sdo fatores que
podem influenciar a ocorréncia da apoptose (VERMES et al., 2000). Anormalidades
nos sinalizadores que induzem a morte celular, nos receptores de membrana ou
citoplasmaticos e alteracdes nos genes que coordenam a apoptose, estdo envolvidas na

patogénese de muitas doengas (THOMPSON, 1995; HAANEN & VERMES, 1996).

O mecanismo da apoptose estd associado com a ativacdo de uma familia de
proteases dependentes de cisteina, as caspases (ZHUANG et al., 1999; POURZAND

& TYRRELL, 1999). As caspases sdo encontradas, nas células, como precursores
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inativos, os quais sdo geralmente ativados cataliticamente por outras caspases

(ZHUANG et al., 1999) (FIGURA 4).

Hé duas vias de estimulo para a apoptose: uma inicia-se fora da célula, onde a
proteina ligante Fas-L se liga no receptor membro da familia de receptores TNF (FAS)
na superficie da célula, desencadeando a ativacdo, primeiramente, das caspases 8 e 10
seguida das caspases 3, 6 ¢ 7; a outra via inicia-se dentro da célula, em que a
mitocondria seria o principal veiculo para o desencadear da cascata de caspases
(FIGURA 4) (ANDRAIN & MARTIN, 2001; ALBERTS et al., 2000, POURZAND &
TYRRELL, 1999). Esta ultima acontece quando as células estdo em estresse, podendo
ser sinalizada por proteinas pro-apoptdticas da familia Bel-2 (bid, bax e bak), por ROS

e por cations divalentes (ESTERBAUER et al., 1991).

Estudos mostram que as mitocondrias sdo susceptiveis a danos induzidos por
ROS, como: peroxidagdo lipidica, oxidagdo de proteinas e mutacdes no DNA
mitocondrial (LENAZ, 1998). O principal efeito do estresse oxidativo causado por
ROS na fun¢do mitocondrial ¢ a ativacdo da transicdo da permeabilidade mitocondrial
(MPT) um fendmeno que contribui para a liberagdo do citocromo ¢, o qual forma um
complexo com o fator ativador da protease-1 apoptotica (Apaf-1) ativando a caspase-9,
seguida das caspases 3, 6 e 7 que resultardo na resposta apoptdtica (FIGURA 4)
(MARCHETTI et al., 1997; GREEN e REED, 1998 ¢ HENGARTNER, 2000).

Os danos causados ao DNA podem levar a regulagdo de certos produtos
génicos, os quais estdo envolvidos no processo de apoptose, onde o gene supressor de
tumor p53 desempenha um papel importante, como por exemplo, a indugdo da
ativacao transcricional do receptor de morte FAS e das proteinas pro-apoptoticas, p33-
upregulated modulator of apoptosis (PUMA) e Bcl-2 associada a proteina x (Bax)
(LIU et al., 2005 ¢ CHRISTOPHOROU et al., 2006). Quando ocorre o estresse
genotoxico o sinalizante c-Jun N-terminal Kinase (JNK) ¢ ativado, o qual regula a
atividade transcricional do ativador da proteina-1 (AP-1) que aumenta a expressao de
Fas-L (KASIBHATLA et al, 1998). Estudos recentes demonstraram que células
deficientes em p53 apresentaram morte celular por necrose, indicando que danos

alquilantes ao DNA poderiam induzir a morte celular por rotas independentes de p53.
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A necrose ¢ determinada pela indugdo da proteina de reparo do DNA a PARP quando
as células sofrem uma rapida deplegdo de ATP (ZONG et al., 2004 ¢ HUR et al.,
2006).

A apoptose induzida por ROS ¢ bastante investigada, pois, segundo alguns
autores, este fendmeno poderia auxiliar em terapias contra o cancer (BOURRE et al.,
2002; COSSO et al., 2002). ZHUANG et al. (1999) sugerem que a apoptose induzida
pelo '0, é mediada pela ativagdo da cascata de caspases e liberagdo do citocromo c.
Este processo seria favorecido pela MPT gerada pela oxidagdo de grupos tidis de
proteinas de membrana pelo 'O, (DEVASAGAYAM et al., 1991). Porém, estudos
recentes mostram que o 'O, pode modificar oxidativamente o citocromo ¢, inibindo
sua atividade pro-apoptdtica, suprimindo a cascata de caspases (SUTO et al., 2005).
Otsu e colaboradores investigaram o efeito do 'O, intracelular gerado por
endoperdxidos em células HepG2 e RBL, constatando morte celular atipica, onde o
'0, inibe as atividades das caspases 9 e 3, suprimindo a cascata de caspases. Assim,
eles sugerem que o caminho apoptotico induzido pelo 'O, ocorre por outra via ainda

nao determinada (OTSU et al., 2005).
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FIGURA 4 - MECANISMO DA APOPTOSE
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O mecanismo da apoptose ¢ complexo, onde muitas espécies podem estar
comprometidas, dentre elas o Fas-L (proteina ligante Fas-L), FAS (receptor
membro da familia de receptores TNF), JNK (c-Jun N-terminal Kinase), AP-1
(ativador da proteina-1), p53 (gene supressor de tumor proteina 53), Bax (Bcl-
2 associada a proteina x), PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis),
Cyt ¢ (citocromo c), Apaf-1 (fator ativador da protease-1 apoptotica).

FONTE: Adaptado de www.bioagency.com.br



3. JUSTIFICATIVAS

A radiagdo UV representa um dos principais agentes envolvidos na produgao de
ROS, entre eles o '0,. Considerando a complexidade dos efeitos moleculares causados
por ROS nos sistemas celulares, o estudo de lesdes em biomoléculas utilizando
sistemas mais puros, sem a formacao de subprodutos, pode fornecer informagdes que
contribuam para uma melhor compreensao dos efeitos biologicos observados. Nesse
aspecto, o papel da melanina, frente a radiagdo UV, como fotoprotetora ainda ndo ¢
bem compreendido dado a quantidade de informagdes contraditorias na literatura.
Desta forma, um dos objetivos desse estudo foi a compreensdo do mecanismo pelo
qual a melanina se comporta frente a ROS, o que pode contribuir para o entendimento
do seu papel no melanoma. Logo, o efeito da melanina foi avaliado tanto em células
produtoras do pigmento como naquelas ndo produtoras, sob tratamento com 'O,. Para
a geracdo dessa espécie reativa ¢ conveniente a utilizagcdo de sistemas limpos, como a
termolise de endoperoxidos derivados de naftaleno. Essa fonte quimica de 'O,
apresenta um carater hidrofilico pela presenga das hidroxilas nos substituintes do
naftaleno, sua solubilidade independe do pH do meio e ainda se mostra permeavel as
membranas celulares. Estas caracteristicas permitem a geracdo de 'O, no meio
intracelular, contribuindo para a verificacdo de seus efeitos no sistema celular. Os
pardmetros de andlise incluiram a determinacdo dos danos causados ao DNA
detectados por andlises de HPLC da 8-oxodG e a correlagdo com a quantidade de
melanina produzida em células. Além disso, foi investigada a citotoxicidade e
alteracdes morfologicas promovidas pelo 'O, em células produtoras de melanina (B16-

F10 e SK-MEL) e ndo produtoras de melanina (BHK-21).

Os efeitos biologicos relacionados ao acumulo de lesdes podem levar a um
quadro patolégico. Sendo assim, a determinacdo dos danos em biomoléculas e das

condi¢des de morte celular pode propiciar uma melhor compreensao desses efeitos.
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4. OBJETIVOS

Considerando que melandcitos expostos a radiagdo UVA, e consequentemente a

'0, podem softer transformagdo maligna e, que células de melanoma apresentam alta
coa . . 1 .o

resisténcia aos tratamentos de fototerapia que geram O,, o objetivo geral desse estudo

foi avaliar o efeito da melanina em células sob tratamento com 'O,, buscando

contribuir para um melhor entendimento da fun¢@o da melanina nessa condicao.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos visaram particularmente:
o Estabelecer as melhores condi¢des de estimulo da melanogénese com a
utilizac¢do de L-tirosina ou o.-MSH;
e Avaliar a viabilidade celular das células produtoras de melanina tratadas com
'0, em relagdo a linhagem nao produtora de melanina;

e Avaliar se a quantidade de melanina presente nas células produtoras de
melanina poderia influenciar na viabilidade celular quando tratadas com 'O,

(DHPNO,);

e Determinar se a quantidade de melanina poderia interferir na formacao dos
danos ao DNA pela avaliagdo dos niveis da lesdo 8-0xodG quando as células

sdo tratadas com 102 (DHPNO,);

o Investigar alteragdes morfoldgicas por microscopia eletronica de varredura das

, 1 . .
células tratadas com O, e L-tirosina.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1 GERADOR DE OXIGENIO SINGLETE

6.1.1 Sintese do endoperoxido da N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3°-(1,4-naftilideno)
dipropanamida (DHPNO,)

A sintese do endoperéxido gerador de 'O, foi feita como descrito por
MARTINEZ et al., 2000c; PIERLOT et al., 2000; MARTINEZ et al., 2000b;
DEWILDE et al., 1998 e DI MASCIO e SIES, 1989.

A geracdo de 'O, foi realizada por fotossensibilizacdo utilizando azul de

metileno sob irradia¢do com luz visivel.

O DHPN (200 mg) foi dissolvido em 2 mL de dgua deuterada num frasco
isolado termicamente em banho a 4°C. Foram adicionados 65 pL da solugdo de azul de
metileno (10 mmol/L) e a solucdo foi irradiada com uma lampada de Hg (500 W) sob
borbulho de oxigénio (O,) constante por 5 h (FIGURA 5). Apds esse tempo, 200 mg
de resina Chelex® 100 foram acrescentados a solucdo, sob agitacdo, por 20 min a 4°C,
para fixar o azul de metileno. A solugdo foi filtrada em membrana polimérica de
acetato-nitrato de celulose com poro de 0,45 um (Millipore ®) e foi armazenada em

nitrogénio liquido.

O esquema da geracdo do DHPNO, e a rota resumida da sintese desse

composto estdo mostrados na figura 5.

Apo0s o processo de sintese, a concentragdo do endoperdxido foi determinada,
bem como seu rendimento. Amostras diluidas 1000x das solu¢des do endoperoxido,
tiveram suas absorbancias determinadas em 288 nm no tempo zero (t,), € apoOs
incubagdo de 1h e 30 min a 60°C (t;). A concentragdo e pureza foram determinadas

considerando o € (DHPNO,) =140 M " cm.™ e ¢ (DHPN) =7780 M "' cm. ™!
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FIGURA 5 - ROTA DE SINTESE DO DHPNO,

A
O
C )
B 302 + hv Fotossensibilizador 102
CONH-CH ,CHOHCH ,0H CONH-CH,CHOHCH,0H

¢ O0 ) v 1)

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

DHPN DHPNO,

(A) Esquema experimental da sintese do DHPNO,. (B) Reagdo da geragdo do
'0, por fotossensibilizagio com azul de metileno. (C) Reagdo do DHPN com
1

0,.

6.2 PROCEDIMENTOS DE CULTIVO CELULAR

6.2.1 Esterilizagao dos Materiais

Todo material de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de células
(frascos de vidro para solucdes, frascos de descarte, laminulas, equipamento para
filtracdo sob pressdo, rolhas, tampas, pipetas de vidro, microtubos e ponteiras de

pipetas automaticas foram esterilizados em autoclave (Fanem) a 120°C, durante 30



min, sob pressao de 1 atm. Ap0s a esterilizagdo, o material foi levado para secagem em

estufa Fanem (Sao Paulo, Brasil, Modelo Orion 505) a 50 °C.

6.2.2 Solugdes-Tampao e Meios de Cultura
6.2.2.1 Solugdo Salina Tamponada (PBS)

A solugdo salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solucio
estoque concentrada cinco vezes. Esta solugdo concentrada era constituida
por 680 mmol/L de NaCl, 13,4 mmol/L de KCI, 40,5 mmol/L de Na,HPO, ¢ pH
ajustado para 7,4. A solucdo foi esterilizada em autoclave (120°C, latm, 30 min) e

armazenada a 4°C.

6.2.2.2 Soluc¢do de Tripsina-EDTA

A solu¢do de tripsina-EDTA era constituida de 137 mmol/L de NacCl,
5,4 mmol/L de KCI, 5 mmol/L de glucose, 0,42 mmol/L de Na,HPO,, 0,44 mmol/L de
KH,PO,, 2,3 mmol/L de NaHCOs;, 0,53 mmol/L de EDTA, 50 mg% de tripsina
(1:250), sendo o pH ajustado para 7,4. A solucdo foi esterilizada por filtragdo a vacuo

em camara de fluxo laminar vertical (VECO) e armazenada a -20°C.

6.2.2.3 Solucao Balanceada de Hanks (HBSS)

A solucdo balanceada de Hanks (HBSS) era constituida da mistura das
solucdes A e B, as quais foram preparadas como solugdes estoque (concentradas 20x)
e armazenadas a 4°C. A solucdo A era constituida 2,73 mol/L de NaCl, 107 mmol/L de
KCl, 25 mmol/L de CaCl, e 27 mmol/L de MgS0O,.7H,0. A solugdo B era constituida
por 8,5 mmol/L de Na,HPO4 e 111 mmol/L de glucose. As duas solugdes foram
preparadas em agua deionizada em volume de 50 mL e armazenadas a 4°C. Para o uso,
as solugdes A e B foram misturadas (1:1), diluidas com agua deionizada e o pH foi
ajustado para 7,4. A solucdo de Hanks foi esterilizada por filtragdo em membrana

estéril com poro de 0,22 um (Millipore®) em camara de fluxo laminar vertical.
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6.2.2.4 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram meio essencial minimo de
Eagle (MEM, Cultilab, Campinas, Brasil) e RPMI 1640 (Cultilab), reconstituidos em
agua deionizada e esterilizados por filtragdo em membrana de acetato-nitrato de
celulose com poro de 0,22 pm (Millipore®) sob pressao em aparelho Sartorius. Apds o
procedimento de filtragdo, aliquotas dos meios foram deixadas em estufa a 37°C, para
acompanhamento do aparecimento de eventuais contaminantes. Os meios foram
mantidos congelados ou em geladeira a 4°C. Para os experimentos, os meios foram
suplementados com quantidade adequada de soro fetal bovino estéril (SFB, Cultilab),
previamente inativado a 56°C em banho-maria por 30 min. O pH do meio foi ajustado
com quantidades adequadas de solu¢do de NaHCOj esterilizado em autoclave a 120°C
e 1 atm por 30 min, e para o tamponamento do meio em pH 7,4 foi utilizado HEPES
(pH 7,0) esterilizado por filtracio em membrana de acetato-nitrato de celulose com

poros de 0,22 um (Millipore®).

6.2.3 Linhagens celulares

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens B16-F10 de melanoma murino e
SK-MEL de melanoma humano, cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo R. Brentani do
Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer - Sao Paulo. A linhagem BHK-21 de

fibroblastos de camundongo foi adquirida do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo.

6.2.3.1 Condig¢des de cultivo
In vitro, as células B16-F10, SK-MEL ¢ BHK-21 se desenvolvem em

monocamadas e sdo cultivadas em garrafas estéreis Techno Plastic Products (TPP)
com meio de cultura, acrescido de SFB, 20 mmol/L de HEPES e 8 mmol/L NaHCO;
para ajustar o pH em 7,4. As linhagens B16-F10 e BHK-21 foram cultivadas em MEM
contendo 7,5% SFB e 0,125% do antibidtico gentamicina. A linhagem SK-MEL foi
cultivada em RPMI 1640 contendo 15% SFB, sem a adigdo de antibioticos. As

culturas foram mantidas em estufa (Sanyo) sob atmosfera contendo 5% de CO, a
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temperatura constante de 37°C. Os repiques foram realizados semanalmente seguindo
a rotina do laboratdrio, utilizando para descolar as células, solucao de tripsina-EDTA
para as linhagens B16-F10 e BHK-21 e para a linhagem SK-MEL apenas a solucao de
EDTA (2 mmol/L) em PBS. Para armazenamento das linhagens, as células (10”/mL)
foram suspensas em meio de cultura, acrescido de soro fetal bovino 40% (v/v) e
DMSO 10% (v/v), e congeladas inicialmente a —70°C, e a seguir em nitrogénio

liquido.

6.3 AVALIACAO DA MELANOGENESE

6.3.1 Otimizacdo das concentragdes de L-tirosina e o.-MSH

Células produtoras de melanina (1 x 10° células) das linhagens B16-F10 ¢ SK-
MEL foram plaqueadas em placas de 6 pocgos (35 mm de didmetro) e incubadas por 24
h em estufa sob atmosfera a 5% de CO, a 37°C e posteriormente tratadas com L-
tirosina e/ou o-MSH nas seguintes concentragdes: L-tirosina — (B16-F10) 0,25
(concentragdo basal do meio MEM, em triplicatas), 0,5 ¢ 1 mmol/L ; (SK-MEL) 0,11
(concentragdo basal do meio RPMI, em quadriplicatas), 0,22 e 0,44 mmol/L. a-MSH:
(B16-F10, em triplicatas) 10, 20 e 30 nmol/L. Apods a adicdo dos estimulantes da
melanogénese em meio com 7,5% de soro ou sem soro, as células foram incubadas por
48 h, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Apos esse periodo, o meio foi
retirado e as células foram ressuspensas em solu¢dao de EDTA (2 mmol/L) em PBS e a
suspensdo transferida para microtubo. As células foram contadas em camara de
Neubauer e centrifugadas a 400g por 15 min (centrifuga da Sanyo Micro Centaur,
modelo MSE BS 4402), descartando-se o sobrenadante. A fracdo de células foi

utilizada para a determinagao da quantidade de melanina.

6.3.2 Quantificagdo de melanina pela absorbancia no visivel
Este método foi modificado de ABDEL-NASER et al. (2003). Apods o ensaio

para o estimulo da melanogénese (item 6.3.1), ao pellet resultante foram adicionados

800 pL de NaOH (1 mol/L) incubando-se a 100°C por lh. Apds esse tempo, a
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quantidade de melanina foi avaliada espectrofotometricamente a 470 nm, em

espectrofotometro Hitachi, modelo U —2001UV/VIS.

6.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

6.4.1 Método do Azul de Trypan

Este método utiliza como principio a exclusdo do corante vital Azul de Trypan
(PHILLIPS, 1973). Apos crescimento celular de 24 h em placas de 6 pogos (1 x 10°
c¢lulas) em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, , as células produtoras de
melanina (B16-F10 e SK-MEL) e ndo produtoras de melanina (BHK-21) tiveram seus
meios substituidos por outro com ou sem estimulante da melanogénese (L-tirosina e/ou
o-MSH) sem a adi¢do de SFB por um periodo de 48 h mantidas na estufa. A seguir, o
meio foi trocado por um meio novo (controle) e adicionou-se DHPN (1,0 mmol/L) ou
DHPNO, (0,5; 1,0; 5,0 ¢ 10,0 mmol/L), incubando por 2 h a 37°C em estufa com
5% CO,. As células foram descoladas das placas com 500uL de solugao de EDTA em
PBS (2 mmol/L) e foram lavadas duas vezes com PBS, a fim de que todas as cé€lulas
fossem coletadas. As células soltas juntamente com o PBS das lavagens foram
submetidas a centrifugag¢do (400g por 3 min - centrifuga Sanyo). Os pellets de células
foram reunidos, ressuspensos em PBS e mantidos em banho de gelo até o momento da
determinagdo da viabilidade celular. O corante Azul de Trypan, foi preparado na
concentracdo de 0,4% p/v em PBS, sendo utilizado na propor¢cdo de 1:10 (corante:
amostra) e as células contadas em camara de Neubauer em microscopio Otico
(OLYMPUS, mod.KW1). O percentual de viabilidade foi calculado conforme a
equagdo: CV (%) =100 x (NC/NC + C).

Onde: CV, células viaveis; NC, células ndo coradas e C, células coradas pelo
Azul de Trypan. A viabilidade dos controles, sempre que necessario, foi normalizada

para 100%.
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6.4.2 Método do MTT

A determinacdo da viabilidade celular pelo método do MTT (brometo de 3-
metil [4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5difeniltetrazolio) foi realizada de acordo com o descrito
por REILLY et al. (1998). Segundo o principio do método, as células vidveis e
metabolicamente ativas reduzem o sal de tetrazdlio formando cristais de formazan

soluveis em DMSO.

Células de melanoma murino B16-F10 e de fibroblastos murino BHK-21
foram plaqueadas na densidade de 1 x 10° células por poco em placas de 96 pocos
(6 mm de diametro) em meio de crescimento e incubadas em estufa a 37 °C e
atmosfera de 5% CO, durante 24 h para total aderéncia. Apos o periodo de aderéncia,
as células foram tratadas com ou sem suplementagao de L-tirosina por 48 h e mantidas
na estufa, depois foram incubadas por mais 2 h na auséncia (grupo controle) ou
presenca de diferentes concentragdes de DHPNO,: 0,5; 1,0; 5,0 ¢ 10,0 mmol/L,
ressaltando que os compostos DHPN (produto da decomposi¢cao do DHPNO,) ¢ D,0,
também foram utilizados como controle. Este tltimo foi usado pelo fato de que os
derivados de naftaleno estarem solubilizados nele. Ap6s 2 h, o sobrenadante foi
descartado e aos pogos foram acrescentados 180 pL. de HBSS mais 20 pL de solugdo
de MTT de modo a obter-se uma concentracdo final em MTT de 500 pg/mL,
incubando-se por 3 h a 37°C em atmosfera de 5% CO,. Apds a incubagdo o excesso de
MTT foi removido e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO.
A leitura da absorbancia em 550 nm foi realizada em leitor de microplacas BIO-RAD
modelo Bemchmark, utilizando-se o solvente DMSO como branco (REILLY et al.,

1998).

6.5 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE DANOS AO DNA

6.5.1 Tratamento das células com DHPNO,
Para realizagdo desse ensaio as células (B16-F10 e BHK-21), estimuladas ou
ndo com L-tirosina por 48 h em meio sem soro, foram cultivadas em garrafas estéreis

(TPP) em estufa sob atmosfera a 5% de CO, a 37°C. Apbs a confluéncia de 10°- 10’
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células, foram tratadas por 2 h, a 37°C, com endoperéxido DHPNO,, na concentragao
final de 1 mmol/L no volume final de 9 mL em meio sem soro. Também foram feitas
incubagdes com o respectivo endoperoxido previamente aquecido (DHPN) na mesma

concentracao final.

6.5.2 Extracdo do DNA das células

O método utilizado na extracdo de DNA foi o descrito por WANG et al.
(1994) com algumas modificagdes. Apos o tempo de incubacdo, o meio foi retirado, as
células foram lavadas com PBS e raspadas das garrafas. O conteudo das garrafas foi
ressuspenso em 4 mL de PBS, homogeinizado e centrifugado a 1500g por 10 min. O
pellet foi ressuspenso em 2 mL de tampdo A (Sacarose 320 mmol/L, MgCl,
5 mmol/L, Tris HCl 10 mmol/L, desferroxamina 0,1 mmol/L, Triton X 100 1%,
pH 7,5), homogeinizado e centrifugado a 1500g x 10 min. Ao pellet coletado foram
adicionados 600 pL do tampao B (Tris HCI1 10 mmol/L, EDTA-Na, 5 mmol/L,
Desferroxamina 0,15 mmol/L, pH 8,0), 35 uL de SDS 10%, 30 uL de RNAse A
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) {Img/mL em tampao C (Tris HC1 10 mmol/L,
EDTA 1 mmol/L, desferroxamina 2,5 mmol/L, pH 7,4)} e 8 uL de RNAse T1 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA) (1 U/uL em tampao C). A mistura foi incubada a 37°C
por 1 h para digestdo do RNA.

Posteriormente, foram adicionados 40 uL de proteinase K (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA) (20 mg/mL em 4gua) e as amostras foram incubadas a 37°C por
2 h para hidrélise das proteinas. As amostras foram entdo centrifugadas a 5000g por
15 min e ao sobrenadante coletado adicionou-se 1,2 mL de solucdo de Nal (Nal
7,6 mmol/L, Tris HCI 40 mmol/L, EDTA-Na, 20 mmol/L, desferroxamina
0,3 mmol/L, pH 8,0) e 2 mL de isopropanol 100% para a precipitagdo do DNA. Em
seguida, o DNA foi submetido a lavagens sucessivas com 1 mL de isopropanol 60% e
1 mL de etanol 70% para retirada do excesso de Nal, centrifugando-se a 5000g por
15 min em cada lavagem. Ao final, o DNA foi dissolvido em desferroxamina

0,1 mmol/L.
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A medida da concentracdo e pureza do DNA foi feita por espectrofotometria
UV utilizando o espetrofotometro Hitachi, modelo U — 2001UV/VIS. Sendo a pureza
calculada pela razao entre as absorbancias nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm
(Ass0/Azg0 > 1,8) e a concentragdo calculada pela relagao de 1 OD (densidade 6tica)

em 260 nm equivale a 50 ng/mL.

6.5.3 Digestdao do DNA

A digestdo do DNA coletado foi realizada adicionando-se ao DNA, tampao
acetato de sodio 1 mol/L pH 4,8 para concentrag¢do final de 20 mmol/L e Nuclease P1
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (2U/100 ng de DNA). O DNA foi incubado
por 3 h a 37°C. Foram adicionados 100 uL de Tris HC1 1 mol/L pH 7,4 para cada 1
mL de amostra e 1 U de fosfatase para cada 200 pg de DNA e a mistura foi incubada

novamente por 1 h a 37°C (modificado de FIALA e col., 1989).

6.5.4 Analise da lesdo 8-0xodG por HPLC

A deteccdo e quantificacdo da 8-oxodGuo, lesdo de base do DNA causada
pelo '0,, foram realizadas por HPLC com detecgio eletroquimica como descrito por

SHIGENAGA et al., 1990 e EBLIN et al., 2006.

Amostras de aproximadamente 100 pg de DNA hidrolisado e filtrado em
filtros de nitrocelulose 0,22 um foram injetadas no HPLC da Shimadzu com detec¢ao
UV (254 nm, Shimadzu SPD-M20OA) para andlise da 2’-desoxiguanosina (dG) e
deteccao eletroquimica (130 e 380 mV; ESA Coulochem III, modelo 5011A/5020)
para andlise da 8-oxodG, utilizando uma coluna analitica de fase reversa C-18
(Metachem Technologies Inc., Califérnia) sob fluxo de 0,8 mL/min, fase movel
contendo acido citrico 4 mmol/L, acetato de amonio 8 mmol/L, 7,5% de metanol e
EDTA 20 mg/L, pH 4,0 (EBLIN ef al., 2006). O sistema foi calibrado com solucdes
padroes de 8-0xodG (0,5 -3,0 pmol) e dG (2 — 100 nmol).
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6.6 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS INDUZIDA PELO 'O,

6.6.1 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Células B16-F10, SK-MEL e¢ BHK-21 (5 x 10°) foram cultivadas sobre
laminulas circulares (Glass Técnica — Brasil) de 13 mm de didmetro em placas de 24
pogos por 72 h em estufa sob atmosfera a 5% de CO, a 37°C. Apds este periodo, o
meio foi trocado por outro sem soro com ou sem a suplementagdo de L-tirosina e
mantidas na estufa por 48 h. Posteriormente, as células foram tratadas com o
endoperdoxido DHPNO, (1,0 e 5,0 mmol/L) e seu produto de decomposicio, DHPN
(1,0 e 5,0 mmol/L), diluidos em meio de cultura sem soro, permanecendo por 2 h na
estufa. Decorrido este tempo, o meio foi retirado e as células foram lavadas duas vezes
com tampao cacodilato 0,15 mmol/L, pH 7,4 e fixadas com glutaraldeido 2,5% (EMS,
Electron Microscopy Sciences, USA) por 1 h a temperatura ambiente, sendo entdo,
lavadas 3 vezes com tampao cacodilato 0,15 mmol/L. As células foram desidratadas
com banhos subseqiientes de 10 min com etanol 30, 50, 70, 90 e 100%. As laminulas
contendo as células foram transferidas para um recipiente apropriado, separadas uma
da outra por meio de uma pelicula e submetidas a total desidratacdo (ponto critico)
(Crytical point dryer BAL-TEC, CPDO030). As laminulas foram montadas sobre
suportes especificos por meio de um adesivo de cobre e apos, metalizadas com banho
de ouro em equipamento Blazers Union (FL9496, SCDO030) e posteriormente
analisadas em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), marca Philips (modelo
SEM-505) (SILVEIRA et al., 2002) no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR
(CME).

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos a andlise estatistica, sendo as repeti¢des
e os tratamentos avaliados pela andlise de variancia (ANOVA- “one-way”) e para
avaliar as diferengas entre os tratamentos e controle foi utilizado o teste de Tukey, o
qual permite estabelecer a diferenca minima significante entre duas médias. A

significancia foi definida como p < 0,05.
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7. RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES DE ESTIMULO DA
MELANOGENESE

A melanogénese in vivo e in vitro pode ser estimulada pela radiacdo UV, onde
0 a-MSH e o ACTH estao envolvidos (ROUZAUD et al., 2005), ou pela presenca de

precursores da melanogénese como a L-tirosina.

Dados da literatura sugerem que a melanogénese pode ser modulada in vitro
com a utilizagdo de concentragdes apropriadas de L-tirosina ¢ a-MSH. De acordo com
HADDAD e colaboradores (1999), células tratadas com altas concentragdes de L-
tirosina ¢ a-MSH, além de terem a sintese de melanina estimulada, também tiveram
inibicdo da proliferacdo, levando as células a senescéncia prematura. Por sua vez,
niveis baixos desses compostos limitaram a sintese de melanina, principalmente em

funcao da quantidade de L-tirosina (HANLEY et al., 2000).

Com a finalidade de avaliar o efeito da concentragdo de L-tirosina, células das
linhagens B16-F10 e SK-MEL foram tratadas com este modulador nas seguintes
concentracdes: B16-F10: 0,25; 0,5 e 1,0 mmol/L; SK-MEL: 0,11; 0,22 ¢ 0,44 mmol/L.
Para a linhagem B16-F10 também foi avaliado a melanogénese induzida pelo a.-MSH,
nestas concentracdes: 10, 20 e 30 nmol/L. Os experimentos foram desenvolvidos em

meio com € sem SOro.

Os valores de absorbancia foram transformados em pg de melanina/10°
células por meio de uma curva padrao de melanina sintética, onde a concentracao

variou de 2,4 a 96 pg/mL, obtendo-se a equagdo da reta: y = 0,005034 x — 0,004459.

Na FIGURA 6 observa-se que, em meio com ou sem soro, o estimulo da
melanogénese em fun¢do da concentragdo de L-tirosina foram similares, apesar de
RIEBER e RIEBER (1993) afirmarem que, em meio sem soro e tratado com L-

tirosina, haveria um aumento significativo da melanogénese.

Com relagdo a produg¢do de melanina em funcdo das concentracdes de L-

tirosina, verificou-se que o tratamento com 0,5 mmol/L de L-tirosina promoveu o
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maior estimulo na produ¢do de melanina para ambas as situagdes (meio com ou sem
soro), de cerca de 70% (72 ¢ 60 ug /10 © cel, respectivamente) em relagdo ao controle
(42 e 35 ng /10 ® cel, respectivamente) (FIGURA 6). Dessa forma, a concentragio de
0,5 mmol/L de L-tirosina foi considerada a mais adequada para a realizacdo dos

experimentos posteriores.

FIGURA 6 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE L-TIROSINA NO ESTIMULO
DA MELANOGENESE EM MEIO COM E SEM SORO PARA A LINHAGEM B16-
F10

B Com soro
250 Sem soro
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100 ~
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Estimulo Melanogénese (%)

Controle (0,25) 0,5 1,0

L-tirosina (mmol/L)

As células B16-F10 (1 x 10° células) foram tratadas em meio com e sem soro
por 48 h com L-tirosina nas concentracoes: 0,25; 0,5 ¢ 1,0 mmol/L, em
triplicatas. Absorbancia lida em 470 nm apds lise celular com NaOH
(1 mol/L) e aquecimento a 100°C por 1h. O controle corresponde ao meio com
0,25 mmol/L de L-tirosina. Os valores representam a média + d.p. (n= 3). *,
diferente do controle, p<0,05.

Foram realizados também ensaios para as células BI16-F10 com
suplementa¢do de a-MSH, em meio com e sem soro contendo L-tirosina 0,25 mmol/L.
De acordo com a FIGURA 7, as concentragdes que apresentaram um aumento

significativo, em relagdo ao controle, na producdo de melanina foram 20 e 30 nmol/L.
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Sendo o estimulo para meio sem soro de 60 e 108%, respectivamente. Portanto, o

efeito deste tratamento foi dose dependente.

FIGURA 7 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE a-MSH NO ESTIMULO DA
MELANOGENESE EM MEIO COM E SEM SORO PARA CELULAS B16-F10
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Linhagem B16-F10 (1 x 10°) tratadas com a-MSH nas concentragdes: 10, 20 e
30 nmol/L em meio com 7,5% de soro e meio sem soro, contendo
0,25 mmol/L de L-tirosina, em triplicatas. Os valores representam a média +
d.p. (n=2). *, diferente do controle, e **, diferentes entre si; p < 0,05.

A privacdo de soro para o tratamento das células com L-tirosina demonstrou um
comportamento semelhante aquelas tratadas em meio com soro (FIGURA 6), ndo
havendo entdo, para esse estimulante, diferencas no estimulo da melanogénese quando
o soro ¢ retirado. Porém, para o estimulo realizado com o a-MSH em meio sem soro
houve um aumento considerdvel na melanogénese (em torno de 42% para a
concentragdo de 30 nmol/L) em relagdo ao meio com soro (FIGURA 7). Sugere-se que
esta diferenca entre os estimulantes é devida a diferenga de vias de sinalizagdo, sendo
estas possivelmente afetadas pelos componentes do soro, diminuindo assim o estimulo

da melanogénese pelo a-MSH.



Para verificar se havia aumento consideravel na melanogénese entre um meio
com ou sem L-tirosina, adquiriu-se MEM totalmente sem L-tirosina e realizou-se um
tratamento das células B16-F10, o qual estd mostrado na FIGURA 8. As células do
controle foram incubadas em meio sem soro ¢ sem L-tirosina. Comparando-se a
melanogénese do controle com a do meio contendo L-tirosina 0,25 mmol/L, o
resultado ndo apresentou diferenca significativa. Isso se deve provavelmente ao fato

deste aminoacido ser produzido endogenamente.
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FIGURA 8 - PRODUCAO DE MELANINA POR CELULAS B16-F10 EM MEIO
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Linhagem B16-F10 tratadas com L-tirosina (Y) 0,25 e 0,5 mmol/L, em
triplicatas. O controle é composto pelas células em meio sem soro na auséncia
de L-tirosina. Os valores representam a média + d.p. (n= 3). *, diferente do
controle, p < 0,05.

A FIGURA 9 mostra a quantidade de melanina produzida através do
tratamento das células SK-MEL, em quadriplicatas, com L-tirosina (0,11; 0,22 e 0,44
mmol/L) onde uma maior diferen¢a na quantidade de melanina foi da concentragdao de
0,44 mmol/L de L-tirosina em relacdo ao controle (0,11 mmol/L de L-tirosina),

obtendo um aumento no estimulo da melanogénese de 37%.
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FIGURA 9 - PRODUCAO DE MELANINA POR CELULAS SK-MEL EM MEIO
SEM SORO
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A Linhagem utilizada foi a SK-MEL tratada apenas com L-tirosina nas
concentracoes de 0,11 mmol/L (controle), 0,22 e 0,44 mmol/L, em
quadriplicatas. Os valores representam a média + d.p. (n= 3). *, diferente do
controle, p < 0,05.

7.2 CONCENTRACAO E PUREZA DO ENDOPEROXIDO DHPNO,

A sintese do endoperoxido DHPNO, representa uma etapa importante, pois
este composto ¢ utilizado como fonte limpa de 'O, nos experimentos. A concentragdo
foi determinada para cada uma das aliquotas obtidas apos a filtragao final. Obtiveram-
se solugdes de concentracdo entre 130 a 200 mmol/LL com pureza em torno de 80%.
Ressalta-se que este valor de pureza se refere a quantidade de DHPNO, obtido em
relagdo ao total (DHPNO,+DHPN). Esses valores sdo adequados para utilizagdo
conforme anteriormente descrito MARTINEZ et al. (2000c); PIERLOT et al. (2000);
MARTINEZ et al. (2000b) e DEWILDE et al. (1998).



7.3 EFEITO DO 'O, NA VIABILIDADE DAS CELULAS B16-F10, SK-MEL E
BHK-21

O endoperodxido ¢ considerado uma importante fonte de 'O, in vitro, devido a
sua termolise ser compativel coma as condi¢des do sistema biologico (MARTINEZ et
al., 2000). Além disso, sua decomposi¢do gera o derivado de naftaleno correspondente
(DHPN) e 60% do oxigénio liberado no estado singlete (PIERLOT et al., 2000) Dessa
forma, o DHPNO, foi utilizado para promover a geragdo do 'O,, cujo efeito citotoxico
sobre as células estimuladas ou ndo com L-tirosina (0,5 mmol/L) é objeto de estudo

neste trabalho.

A funcdo de fotoprotecao atribuida a melanina é controversa. MOAN et al.,
(1999) sugeriram que a melanina na camada superior da pele agiria como
fotoprotetora, enquanto que nos melanocitos seria carcinogénica. A melanina poderia
agir como um fotossensibilizador (KOWALCZUK et al., 2001) ao receber energia da
radiagdo UV e formar 'O, (GODAR et al., 1993 ¢ LARSSON et al, 2005). Estudos
realizados com células de melanoma humano mostraram que a fotoprotecdo ou a
fotossensibilizagdo, dependem de diversos fatores, dentre eles: o tipo celular, o estado
redox da célula, a solubilidade e o tipo de melanina, bem como seus precursores € sua
localizagcdo dentro da célula (KOWALCZUK et al., 2001). Dessa forma, pesquisas
detalhadas devem ser desenvolvidas utilizando diversos tipos celulares, para que se
possam encontrar evidéncias elucidativas para a compreensdo do mecanismo dos

canceres de pele, onde a presenca da melanina est4 fortemente associada.

A citotoxicidade das células B16-F10, SK-MEL ¢ BHK-21 foram analisadas
por meio de dois métodos: Azul de Trypan e MTT. A escolha de utilizar estes dois
métodos diferentes, para a viabilidade celular, foi fundamentada na hipotese de se
obter respostas adicionais, em relacdo ao mecanismo de morte celular, uma vez que, o
método de azul de trypan indica que a célula apresenta sua membrana permedvel, ou
seja, lipidios e proteinas podem estar danificados, deixando este corante entrar no meio
intracelular. J4, o MTT mostra a inviabilidade celular quando desidrogenases nao
conseguem reduzir o sal de tetrazdlio, desta forma, esse método ¢ baseado no

metabolismo celular.
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7.3.1 Efeito do DHPNO, sobre a viabilidade de células B16-F10, SK-MEL E BHK-21
pelo método de Azul de Trypan

As células B16-F10, SK-MEL E BHK-21, com ou sem estimulo da
melanogénese por tratamento com L-tirosina ou a-MSH foram incubadas com
DHPNO, por 2 h em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% CO,, depois desta incubagio

as ce¢lulas foram submetidas a avaliacao da viabilidade celular pelo método do Azul de
trypan.

Para os ensaios utilizando o a-MSH (FIGURA 10), os resultados nao
mostraram diferengas na viabilidade em func¢do do estimulo da melanogénese quando
as cé€lulas foram tratadas com DHPNO, (0,5 ¢ 1,0 mmol/L) Na FIGURA 11 estao
apresentados os percentuais das células vidveis da linhagem B16-F10 com e sem o
estimulo da melanogénese. A viabilidade das células foi reduzida a 76% quando a
concentracdo do endoperéxido DHPNO, era de 0,5 mmol/L, e na concentracdo de
1,0 mmol/L a redug¢do da viabilidade celular foi de 66%, tanto para as células
suplementadas com L-tirosina ou ndo. Estes resultados foram semelhantes aos das
células tratadas com a-MSH. Porém, para as concentragdes de 5,0 e 10,0 mmol/L
houve um aumento significativo na viabilidade celular (107 e 183%, respectivamente,
em relagdo as células ndo suplementadas) quando as células foram suplementadas com
L-tirosina 0,5 mmol/L, sugerindo que a quantidade de melanina influenciou na
diminuigdo da citotoxicidade do 'O,, apresentando um efeito protetor. Para as células
SK-MEL (FIGURA 12) a redugdo da viabilidade celular foi mais significativa para o
tratamento com DHPNO, 1,0 mmol/L sendo de 58%. Esses resultados sugerem que as
células de melanoma humano seriam mais susceptiveis ao efeito citotoxico causado
pelo '0, do que as células de melanoma murino. Ja para a linhagem BHK-21
(FIGURAS 13 ¢ 14), o 'O, nio apresentou citotoxicidade, pois os percentuais de
células viaveis tratadas ficaram proximos ao controle, 96% para DHPNO, 0,5 mmol/L

e 97% DHPNO, 1,0 mmol/L. Os resultados também mostram que o DHPN nao tem
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efeito sobre a viabilidade celular, uma vez que o percentual de células vidveis, das

linhagens usadas para esse ensaio, ¢ da mesma grandeza que o controle.

A viabilidade celular apresentada pelas trés linhagens frente ao tratamento
com o 'O, e suplementagdo com L-tirosina sio de grande importancia para a
compreensdo do papel da melanina. Talvez a modula¢do da melanogénese seja um
ponto chave para a terapia contra o cancer de pele, onde a melanina poderd ser
impedida de atuar como protetora da morte celular de células carcinogénicas. A
inibi¢do da sintese de melanina através das enzimas que atuam no processo da
melanogénese ja tem sido desenvolvida por varios pesquisadores, porém os resultados

ainda ndo sado satisfatorios (KASRAEE et al., 2004 ¢ SHWAHN et al., 2001).
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FIGURA 10 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS B16-
F10 DETERMINADA PELO METODO DO AZUL DE TRYPAN, COM E SEM
MELANOGENESE ESTIMULADA POR a-MSH.
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Os controles consistem de células ndo tratadas com os endoperoxidos em meio
MEM com L-tirosina 0,25 mmol/L (sem estimulo) e com a-MSH 30 nmol/L
(com estimulo). A viabilidade celular foi determinada pelo método do Azul de
Trypan como descrito em Materiais ¢ Métodos (item 6.4.1), em triplicata. O
DHPN ¢ produto da decomposicio térmica do DHPNO, na concentragdo de
1,0 mmol/L. Os valores representam a média (n = 3) = d.p. *, diferente do
controle, p < 0,05.
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FIGURA 11 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS B16-
F10 DETERMINADA PELO METODO DO AZUL DE TRYPAN, COM E SEM
MELANOGENESE ESTIMULADA POR L-TIROSINA.
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Os controles consistem de cé€lulas ndo tratadas com os endoperoxidos em meio
MEM com L-tirosina 0,25 mmol/L (sem estimulo) ¢ 0,5 mmol/L (com
estimulo). A viabilidade celular foi determinada pelo método do Azul de
Trypan como descrito em Materiais e Métodos (item 6.4.1), em triplicata. O
DHPN ¢ produto da decomposi¢do térmica do DHPNO, na concentragdo de
10,0 mmol/L. Os valores representam a média (n = 3) + d.p. *, diferente do
controle e ** diferentes entre si, p < 0,05.
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FIGURA 12 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS SK-
MEL DETERMINADA PELO METODO DO AZUL DE TRYPAN, COM E SEM
MELANOGENESE ESTIMULADA POR L-TIROSINA

120 - O Sem Estimulo B Com Estimulo
< 100 - * * *
7)) *
.6 80 -
>
o
S 60
S
E 40 -
‘@
O 20+
0 ‘ : :
Controle DHPN DHPNO, DHPNO,
1,0 mmol/L 0,5 mmol/L 1,0 mmol/L

Os controles consistem de células ndo tratadas com os endoperoxidos em meio
RPMI 1640 com L-tirosina 0,11 mmol/L (sem estimulo) e 0,44 mmol/L (com
estimulo). A viabilidade celular foi determinada pelo método do Azul de
Trypan como descrito em Materiais e Métodos (item 6.4.1), em triplicata. O
DHPN ¢ produto da decomposicio térmica do DHPNO, na concentragdo de
1,0 mmol/L. Os valores representam a média (n = 3) + d.p. *, diferente do
controle, p < 0,05.
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FIGURA 13 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS
BHK-21 DETERMINADA PELO METODO DO AZUL DE TRYPAN, COM E SEM
MELANOGENESE ESTIMULADA POR L-TIROSINA
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Os controles consistem de células ndo tratadas com os endoperoxidos em meio
MEM com L-tirosina 0,25 mmol/L (sem estimulo) ¢ 0,5 mmol/L (com
estimulo). A viabilidade celular foi determinada pelo método do Azul de
Trypan como descrito em Materiais e Métodos (item 6.4.1), em triplicata. O
DHPN ¢ produto da decomposicio térmica do DHPNO, na concentragdo de
1,0 mmol/L. Os valores representam a média (n = 3) + d.p.



FIGURA 14 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS
BHK-21 DETERMINADA PELO METODO DO AZUL DE TRYPAN, COM E SEM
MELANOGENESE ESTIMULADA POR o-MSH
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Os controles consistem de cé€lulas ndo tratadas com os endoperoxidos em meio
MEM com L-tirosina 0,25 mmol/L (sem estimulo) e com a-MSH 30 nmol/L
(com estimulo). A viabilidade celular foi determinada pelo método do Azul de
Trypan como descrito em Materiais e Métodos (item 6.4.1), em triplicata. O
DHPN ¢ produto da decomposicio térmica do DHPNO, na concentragdo de
1,0 mmol/L. Os valores representam a média (n = 3) = d.p.

7.3.2 Viabilidade pelo método do MTT

As linhagens BHK-21 e B16-F10 foram utilizadas neste experimento a fim de
novamente comparar a viabilidade celular entre elas e confirmar a citotoxicidade do
'0, nas células de melanoma utilizando uma outra técnica, cujo principio de anélise é

diferente ao da técnica do Azul de Trypan.

De acordo com a FIGURA 15, o tratamento das células B16-F10 com
DHPNO,, nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mmol/L, n3o apresentou diferenca
significativa com relacdo a suplementacdo com L-tirosina, sendo que em ambas as
condigdes (com e sem estimulo da melanogénese), a viabilidade celular ficou em torno
de 35%. Entretanto, para as células estimuladas com L-tirosina 0,5 mmol/L e tratadas

com o endoperoxido em concentragdes maiores (5,0 ¢ 10,0 mmol/L) ha um aumento
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de 77% e 53%, respectivamente, na viabilidade celular em relacdo as células tratadas

com a mesma concentracdo, porém sem o estimulo da melanogénese.

Para a linhagem BHK-21 ndo foi observado efeito citotoxico do 'O,, pois a
viabilidade celular permaneceu em torno de 95% (FIGURA 16). Dessa forma as
células da linhagem B16-F10 (melanoma murino) se mostram mais susceptiveis a
citotoxicidade pelo 'O, do que as células BHK-21, assim como ja tinha sido mostrado

quando a avaliacdo da viabilidade foi feita pelo método do Azul de Trypan.

Comparando-se os resultados obtidos através do método de Azul de trypan e
MTT, constatou-se semelhan¢a nos resultados, confirmando a atuagcdo da melanina de
protecio das células de melanoma B16-F10, quando a concentragdo de 'O, é
aumentada. Estes resultados indicam que ha uma relagdo entre a quantidade da espécie
reativa, 'O,, no meio e a protecio da melanina. Estudos mostram que as ROS induzem
o aumento de [Ca*'];, prejudicando sua homeostase intracelular (GEN et al., 2001).
Porém, estudos também revelam que a melanina possui capacidade de se ligar ao Ca®”,
estabilizando a homeostase intracelular de Ca*" e assim, protegeria a célula dos efeitos
causados por ROS (HOOGDUIJN et al., 2004). Logo, sugere-se que, o tratamento das
células de melanoma murino, B16-F10, com concentracdes maiores de DHPNO, (5,0 e
10,0 mmol/L) em meio suplementado com L-tirosina (0,5 mmol/L), teria sofrido um
aumento significativo de Ca>" no meio, porém pela presenca de uma maior quantidade
de melanina, esta estaria atuando como protetora, ligando-se a este cation, diminuido o
indice de morte celular. Para verificar esta hipotese seria necessario realizar um estudo
mais aprofundado, medindo a quantidade de Ca*" no meio das células estimuladas com

. . . ~ 1
L-tirosina e tratadas com diferentes concentragoes de O,.

Para a linhagem BHK-21 ndo houve interferéncia na viabilidade celular, tanto

1 . A
do "O,, como dos estimulantes da melanogénese.

Células de melanoma malignos geralmente produzem altas quantidades de
melanina e precursores de melanina (BUSTAMANTE et al, 1991), dessa forma a
melanina impede a morte celular, interferindo em terapias contra o melanoma

(SARNA et al., 1986). Nossos resultados também comprovaram esta evidéncia, onde a
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concentracdo maior de L-tirosina utilizada nos experimentos de viabilidade celular
para as cé¢lulas de melanoma, tratadas com 102, apresentaram um alto indice de células

vidveis em relacdao aquelas com menor concentragdo de L-tirosina.



FIGURA 15 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS B16-

F10 DETERMINADA PELO METODO DO MTT, COM E SEM MELANOGENESE

ESTIMULADA POR L-TIROSINA.
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Os controles consistem de células ndo tratadas com os endoperoxidos em meio
MEM sem soro com L-tirosina nas concentragdes de 0,25 mmol/L (sem
estimulo) e 0,5 mmol/L (com estimulo). A viabilidade celular foi determinada
pelo método do MTT como descrito em Materiais e Métodos (item 6.4.2), em
quadriplicatas. Ambos o DHPN e DHPNO, estdo em agua deuterada (D,0),
dessa forma, foi feito um controle acrescentando-se D,O ao meio. Os valores
representam média + d.p., (n = 3). *, diferente do controle e **, diferentes entre
si, p <0,05.
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FIGURA 16 - EFEITO DO DHPNO, SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS
BHK-21 DETERMINADA PELO METODO DO MTT, COM E SEM
MELANOGENESE ESTIMULADA POR L-TIROSINA.
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Os controles consistem de células ndo tratadas com os endoperdxidos em meio
MEM sem soro com L-tirosina nas concentragdes de 0,25 mmol/L (sem
estimulo) e 0,5 mmol/L (com estimulo). A viabilidade celular foi determinada
pelo método do MTT como descrito em Materiais e Métodos (item 6.4.2), em
quadriplicatas. Ambos o DHPN e DHPNO, estdo em agua deuterada (D,0),
dessa forma, foi feito um controle acrescentando-se D,O ao meio. Os valores
representam média £ d.p., (n = 3).

7.4 ANALISE CROMATOGRAFICA DA LESAO 8-OXODG

A absorc¢do das radiagdes UVA e UVB pelo DNA resultam em alteragdes
estruturais e funcionais (AGAR & YOUNG, 2005). Se essas alteragdes ndo forem
reparadas podem levar a sérias conseqiiéncias, como mudancas nos cromossomos,
mutagdes genéticas e transformagdo maligna (ROOS & KAINA, 2006). As alteragdes
podem ser induzidas pelas ROS, dentre elas o 'O, que pode causar a lesdo 8-oxodG
(MARTINEZ et al., 2005) considerada altamente mutagénica (SHIBUTANI et al.,
1991; CAVALCANTE et al, 2002). Muitos trabalhos vém utilizando o 102
(RAVANAT et al., 2000 e 2001; COSSO et al., 2002) em varios modelos de estudo,
principalmente em células (KOCHEVAR et al, 2000, OTSU et al., 2005).
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Estudos sugerem que a formagdo de fotoprodutos do DNA, gerados pela
radiacdo UV, pode induzir a melanogénese (ELLER et al., 1996 e 2000). MARROT e
colaboradores (1999) utilizaram melandcitos humanos normais para investigar os
efeitos genotoxicos do estresse foto-oxidativo relacionado com a sintese de melanina.
Eles estimularam a melanogénese com o aminodcido L-tirosina, obtendo resultados
que evidenciaram uma possibilidade da melanina, ou algum intermediario quimico que
participa do processo da melanogénese, contribuirem significativamente para a

formacao de danos ao DNA de melandcitos.

KVAM & TYRRELL (1999) demonstraram fortes evidéncias que o estimulo da
sintese de melanina seguida por irradiagdo com UVA, aumenta a susceptibilidade de
células de melanoma humano para a indu¢do de danos oxidativos pré-mutagénicos a
bases do DNA, em especial a 8-0xodG. Entretanto, KOWALCZUK ef al. (2001), ao
estudarem o efeito da melanina em células de melanoma humano (G361), ndo
obtiveram resultados que confirmassem o envolvimento da melanina na

fotossensibilizagdo ou fotoprotegao.

Para avaliar o efeito da melanina em conjunto ao 'O, sobre o0 DNA das células
produtoras (B16-F10) e ndo produtoras de melanina (BHK-21) foi realizado
primeiramente o estimulo da melanogénese por 48 h e posterior tratamento com o
endoperdxido DHPNO, (1 mmol/L) por 2 h. Decorrido este tempo, as linhagens foram
submetidas a extragdo do DNA e subseqiiente hidrolise, e entdo, realizadas anélises

para a detec¢ao da 8-oxodG por HPLC.

As figuras 17 e 18 mostram os cromatogramas referentes ao tratamento das
células B16-F10 com DHPNO,. A FIGURA 17 apresenta em preto, um cromatograma
tipico do padrdo de nucleosideos do DNA (2'-desoxicitidina - dC, 2'-desoxiguanosina -
dG, 2'-desoxitimidina - dT e 2'-desoxiadenosina - dA) na concentragdo de 0,1 mmol/L,
e na cor rosa os nucleosideos obtidos pela hidrélise do DNA extraido das células B16-
F10. Na FIGURA 18 tem-se na cor preta o cromatograma tipico, referente ao padrao
comercial da 8-0xodG (1,0 pmol) e em rosa , o produto da oxidacdo da dG do DNA

das células tratadas, a lesdo 8-0xodG.
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FIGURA 17 — CROMATOGRAMA DA DETECCAO UV — NUCLEOSIDEOS DO
DNA

800000

700000 '

600000—2 /

5000005 ic ﬂ dA
4ooooo—f / \

300000

Intensidade relativa (UA)

200000

100000

o]

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Tempo (min)

Cromatograma representativo da deteccdo UV em 254 nm dos nucleosideos do
DNA. O cromatograma de cor rosa esta apresentando os nucleosideos do DNA
das células B16-F10. O cromatograma de cor preta mostra o padrdo dos
nucleosideos do DNA com concentragao de 0,1 mmol/L (dC, dG, dT e dA).



FIGURA 18 — CROMATOGRAMA DA DETECCAO ELETROQUIMICA - 8-
OXODG
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Cromatograma representativo da deteccao eletroquimica por HPLC do produto
de oxidagao da dG, a lesdo 8-0xodG [380 V; razao do fluxo de 0,8 mL/min;
fase movel contendo 7,5% metanol, 4,0 mmol/L de acido citrico, 8,0 mmol/L
de acetato de amonio e 20 mg/L de EDTA (pH 4,0) e coluna com fase reversa
C-18]. Em preto mostra o padrao da 8-oxodG (1,0 pmol) e na cor rosa a lesdao
8-0x0dG causada pelo tratamento com 'O, nas células B16-F10.

Os resultados da FIGURA 19 mostram um aumento significativo (100% em
relagcdo ao respectivo controle e 55% em relacdo as células ndo suplementadas com L-
tirosina) dos niveis da 8-0xodG do DNA das células B16-F10 que foram submetidas
ao estimulo da melanogénese e posterior tratamento com 'O,. As células ndo

estimuladas tiveram um aumento dos niveis de 8-0xodG mais discretos (cerca de 50%

em relacdo ao respectivo controle).

Os resultados evidenciam que a melanina potencializou a acdo prejudicial do
'0, no DNA das células que tiveram a melanogénese estimulada, resultando na
formagao de niveis mais altos de 8-oxodG. Estes resultados estdo de acordo com o
mostrado por KVAM & TYRREL (1999), onde as células, com a melanogénese
estimulada e irradiadas com luz UVA, acumularam duas vezes mais a lesdo 8-oxodG

que as células ndo submetidas ao estimulo melanogénico. WENCZL e colaboradores
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(1998) mostraram que em células pigmentadas submetidas a radiagdo UVA, a
melanina endogena poderia induzir a quebras no DNA e que o estimulo da
melanogénese acentuaria o processo da fotossensibilizagdo. Em nossos estudos
também constatou-se que a melanina contribuiu para a formagao de lesdes no DNA,
sugerindo que essa espécie poderia agir no processo de fotossensibilizagdo, uma vez

que 0 'O, é um dos produtos da radiagdo UV.

FIGURA 19 — NIVEIS DA LESAO 8-OXODG APOS TRATAMENTO COM 'O,
NAS CELULAS B16-F10
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Quantidades de 8-0xodG do DNA extraido das células de melanoma murino
(B16-F10) detectadas por HPLC com detecgdo eletroquimica, em triplicata.

Os valores representam média + dp, (n = 2). *, diferente do controle e **,
diferentes entre si, p < 0,05.

Para as células BHK-21 (FIGURA 20), observa-se uma tendéncia de aumento
dos niveis da lesdo 8-0xodG no tratamento com 'O,, mas nesse caso a diferenca ndo
chegou a ser estatisticamente diferente, indicando a necessidade de confirmar esses
resultados preliminares. Como seria de se esperar, ndo houve diferenca significativa
dos niveis da lesdo quando se compara as células tratadas com endoperoxido com ou
sem suplementagdo com L-tirosina, uma vez que essas cé¢lulas ndo sdo produtoras de

melanina.
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FIGURA 20 — NIVEIS DA LESAO 8-OXODG APOS TRATAMENTO COM 'O,
NAS CELULAS BHK-21

O Sem Estimulo O Com Estimulo

0| I

I

]
o
S 40~ T
(O]
S 301 [
5 T L
? 20 - L
-]

10 - i L

0 ,

Controle DHPN DHPNO,
1,0 mmol/L 1,0 mmol/L

Quantidades de 8-0x0-dG do DNA extraido das células BHK-21 detectadas
por HPLC com detec¢do eletroquimica, em duplicatas. Os valores representam
média £ dp, (n = 2).

7.5 ANALISE DA MORFOLOGIA DAS CELULAS B16-F10, SK-MEL E BHK-21

7.5.1 Analise ultraestrutural através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
das células B16-F10, SK-MEL ¢ BHK-21

As alteragdes ultra-estruturais e morfologia celular foram avaliadas por
microscopia eletronica de varredura. As eletromicrografias apresentadas nas figuras
21, 22 e 23 foram obtidas em experimentos em que as cé€lulas B16-F10, SK-MEL E
BHK-21 (5x10%) foram plaqueadas e incubadas com L-tirosina e posterior tratamento
com DHPNO,, seguindo-se apo6s esse periodo com a preparagdo das laminulas para a
observacdo das células por Microscopia Eletronica de Varredura, como apresentado

nos Materiais e Métodos (item 6.6.1).

As imagens panoramicas (FIGURA 21, linhas 1 e 2, coluna A) das células B16-
F10 controle e DHPN, em meio sem a suplementacdo de L-tirosina evidenciam através

de MEV que as células apresentam-se confluentes. Observa-se empilhamento celular
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(células sobrepostas) caracteristico de células tumorigénicas. Em maior magnitude
observa-se que as mesmas estdo espraiadas, apresentam morfologia hexagonal. Ha
poucas projecdes laterais de membranas na forma de filopodios. A superficie celular

contém evidentes microespiculas.

Na analise ultra-estrutural das células B16-F10 (FIGURA 21, linha 3, colunas A
e B) que foram submetidas ao tratamento com DHPNO, 1,0 mmol/L, sem a
suplementa¢do de L-tirosina, observa-se em menor magnitude, caracteristica alteracao
na organizagao destas células. Verifica-se que as células apresentam longas projecdes
membranosas. Em maior magnitude, as células estio menos espraiadas, apresentam-se
ultra-estruturalmente mais alongadas. Emitem estreitos e longos processos
membranosos a partir das bordas do corpo celular. A superficie celular (membrana
plasmatica) apresenta irregularidades com estruturas vesiculares brotando da superficie
celular. Verifica-se perda das caracteristicas microespiculas da superficie celular e
mantém-se os processos laterais na forma de filopddios. O tratamento com maior
concentracdo do DHPNO, — 5,0 mmol/L (FIGURA 21, linha 4 e coluna A e B) causou
o aparecimento de vesiculas de secrecdo e mais células em processo de morte celular
do que as células tratadas com DHPNO, 1,0 mmol/L, apresentando redu¢do do niimero
de células as quais também emitem estreitos e longas projegdes membranosas com

auséncia de filopddios.

Visualiza-se no “insert” (FIGURA 21, linha 3, coluna B), células em processo

de morte celular ¢ também vesiculas de secregao.

Quando as células foram expostas ao meio contendo L-tirosina 0,5 mmol/L
(FIGURA 21, linha 1 e coluna C e D) e também aquelas tratadas com DHPN —
5,0 mmol/L (FIGURA 21, linha 2 e coluna C e D) observa-se, em menor magnitude,
uma morfologia planar, células mais achatadas, e menos sobrepostas que aquelas
tratadas com L-tirosina 0,25 mmol/L, e em maior magnitude, nota-se uma menor

quantidade de microespiculas, projecdes membranosas e auséncia de filopodios.

O tratamento com DHPNO, — 1,0 e 5,0 mmol/L em meio contendo L-tirosina

0,5 mmol/L (FIGURA 21, linhas 3 e 4 e colunas C e D) apresentou maior nimero de
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células menores e com a superficie coberta de um grande niimero de microespiculas,
diferente do controle. Existem muitas vesiculas de secrecdo e células em processo de
morte celular em comparacdo as células controle. Porém, em relacdo as células
tratadas nessas mesmas condi¢des, mas em meio com L-tirosina 0,25 mmol/L,
observa-se um maior numero de células espraiadas ¢ mais achatadas, bem aderidas ao

substrato e com projecdes membranosas mais curtas.

A andlise ultra-estrutural para as células SK-MEL do controle e DHPN expostas
ao meio com L-tirosina 0,11 mmol/L, (FIGURA 22, linhas 1 ¢ 2 e coluna A) evidencia,
em menor magnitude, que as células apresentam-se confluentes, sobrepostas, aderidas
ao substrato, com uma menor regido de contato do seu corpo celular, demonstrando
estarem menos achatadas. Ha caracteristica sobreposicao celular com perda de inibigdo
de contato. Em maior magnitude (FIGURA 22, linhas 1 e 2, coluna B) observa-se
morfologia hexagonal, poucas microespiculas para as cé€lulas do controle, porém para
as tratadas com DHPN nota-se um numero maior de microespiculas, ambas nao
apresentam expansoes laterais de membrana. Nas células expostas ao DHPN em meio
contendo 0,11 mmol/L de L-tirosina, também se verificou longos filopodios (FIGURA

22, linha 2, coluna B).

Verifica-se nas células SK-MEL, tratadas com o endoperéxido DHPNO, em
meio sem a suplementagao de L-tirosina (FIGURA 22, linha 3, colunas A), um menor
numero de células, com maior espagamento celular, possivelmente em decorréncia da
menor capacidade de espraiamento celular. Nota-se em maior aumento (FIGURA 22,
linha 3, colunas B) que as células apresentam-se menores, com um corpo celular mais
alongado emitindo amplas projecdes. Quando as células foram expostas ao meio
contendo L-tirosina 0,44 mmol/L (FIGURA 22, linha 1 e colunas C e D), observa-se
uma maior adesdo de todo o corpo celular sobre o substrato, assumindo morfologia
mais planar. Pode-se ainda notar que essas sdo menores e com evidentes proje¢cdes do

corpo celular contendo amplos e longos filopodios.

O que mais chama a atencdo sao as células expostas a L-tirosina 0,44 mmol/L e
tratadas com DHPNO, (FIGURA 22, linha 3, colunas C ¢ D), observa-se uma menor

populacdo celular, menores extensdes, finos prolongamentos celulares e evidentes e
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amplos filopoddios. Pode-se observar ainda, células pequenas e arredondadas presas ao
substrato, caracteristica de células com sofrimento celular ou morrendo. Também se
notam caracteristicas vesiculas de secrecdo sendo secretada para o meio. Esses
resultados demonstram que o tratamento com a suplementagcdo de L-tirosina altera as

condi¢des morfologicas celulares.

Nao foram observadas alteracdes morfologicas das células BHK-21 tratadas
com DHPNO, (FIGURA 23, linha 3, colunas A e¢ B) quando comparadas com as
células controles (FIGURA 23, linhas 1 e 2, colunas A e B). As células apresentam-se
planares, espraiadas e bem aderidas ao substrato, morfologicamente com o aspecto
alongado, ndo emitem projecoes membranares, sobre a superficie celular
(microespiculas) ou na borda das células (filopodios). As células emitem
caracteristicas proje¢oes do corpo celular (projecdes membranosas) fazendo com que

as mesmas apresentem distintas formas celulares.

Os resultados obtidos na andlise por microscopia eletronica de varredura para as
células produtoras de melanina (B16-F10 e SK-MEL) mostraram mudancas na
morfologia, quando estas foram submetidas ao meio com L-tirosina 0,5 mmol/L. De
fato, SCHWAHN et al. (2001) observaram mudangas morfoldgicas em melandcitos ao

tratad-los com L-tirosina e o-MSH, apresentando-se completamente achatados.

Nas eletromicrografias das células de melanoma tratadas com DHPNO,, em
ambas as concentragdes, existem muitas células redondas e soltas, bem como indicios
de descolamento, sugerindo morte celular por “anoikis” (ROOS & KAINA, 2006).
Este tipo de morte celular ¢ apoptotica sendo induzida pela perda da adesdo celular
com o substrato ou outras células (VALENTIIN et al., 2004 ¢ ROOS & KAINA,
2000).

Esses resultados estdo semelhantes aqueles de viabilidade celular,
demonstrando que as células de melanoma sdo sensiveis ao DHPNO, e que as células
ndo melanociticas (BHK-21) ndo apresentam modificagdo em sua morfologia, bem
como evidéncias de morte celular. Apesar da suplementagdo de L-tirosina causar

modificagdes morfologicas nas células produtoras de melanina, em especial a B16-

56



57

F10, ha fortes evidéncias de uma possivel protecdo por parte da melanina, pois as

eletromicrografias demonstraram uma maior quantidade de células vidveis, quando
N 1

comparadas as células que passaram pelos mesmos tratamentos com O, sem a

suplementac¢do de L-tirosina.
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FIGURA 21 — EFEITO DO 'O, NA MORFOLOGIA CELULAR DAS CELULAS
B16-F10 SUPLEMENTADAS OU NAO COM L-TIROSINA

Eletromicrografias das células B16-F10 tratadas com 'O, em meio
suplementado ou ndo com L-tirosina. As eletromicrografias das colunas B ¢ D
correspondem ao mesmo tratamento das colunas A e C, respectivamente,
diferenciando apenas na magnitude das imagens. Magnitudes das colunas A e
C 300x e B e D 3000x. As imagens 1A e 1B correspondem as células
controles mantidas em meio contendo L-tirosina 0,25 mmol/L. As imagens 1C
e 1D correspondem as células controles mantidas em meio contendo L-tirosina
0,5 mmol/L. As imagens 2A e 2B as células foram tratadas com DHPN 5,0
mmol/L em meio com L-tirosina 0,25 mmol/L. As 2C e 2D tratadas com
DHPN 5,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,5 mmol/L. As 3A e 3B tratadas
com DHPNO, 1,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,25 mmol/L. As 3C e 3D



tratadas com DHPNO, 1,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,5 mmol/L. . As
4A e 4B tratadas com DHPNO, 5,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,25
mmol/L. As 4C e 4D tratadas com DHPNO, 5,0 mmol/L em meio com L-
tirosina 0,5 mmol/L.Filopodios ( B> ), Microespiculas ( = ), Proje¢des
membranosas ( P> ), Morte celular (=) ) e Vesiculas (D ).
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FIGURA 22 — EFEITO DO 'O, NA MORFOLOGIA CELULAR DAS CELULAS
SK-MEL SUPLEMENTADAS OU NAO COM L-TIROSINA

Células da linhagem SK-MEL foram tratadas com 'O, e L-tirosina, conforme
descrito em Materiais e Métodos, item 6.6.1. As eletromicrografias das
colunas B e D correspondem ao mesmo tratamento das colunas A e C,
respectivamente, diferenciando apenas na magnitude das imagens. Magnitudes
das colunas A e C 300x e B ¢ D 3000x. As imagens 1A e 1B correspondem as
células controles mantidas em meio contendo L-tirosina 0,11 mmol/L. As
imagens 1C e 1D correspondem as células controles mantidas em meio
contendo L-tirosina 0,44 mmol/L. As imagens 2A e 2B as células foram
tratadas com DHPN 1,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,11 mmol/L. As 2C
e 2D tratadas com DHPN 1,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,44 mmol/L.
As 3A e 3B tratadas com DHPNO, 1,0 mmol/L em meio com L-tirosina
0,11 mmol/L. As 3C e 3D tratadas com DHPNO, 1,0 mmol/L em meio com L-
tirosina 0,44 mmol/L. Filopddios (D ), Microespiculas (== ), Projecdes
membranosas (>), Morte Celular (=p) e Vesiculas (D).
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FIGURA 23 — EFEITO DO 'O, NA MORFOLOGIA CELULAR DAS CELULAS
BHK-21 SUPLEMENTADAS OU NAO COM L-TIROSINA

Avaliagdo morfologica das células BHK-21 tratadas com 'O, e L-tirosina,
conforme descrito em Materiais ¢ Métodos, item 6.6.1. As micrografias das
colunas A e B correspondem ao mesmo tratamento, diferenciando na
resolucdo das figuras (de 300 para 3000x, respectivamente). (1A e 1B)
micrografias das células controle com L-tirosina 0,25 mmol/L. (2A e 2B)
micrografias das células tratadas com DHPN 1,0 mmol/L em meio com L-
tirosina 0,25 mmol/L. (3A e 3B) micrografias das células tratadas com
DHPNO, 1,0 mmol/L em meio com L-tirosina 0,25 mmol/L. Projecdes
membranosas ([>).



8. CONSIDERACOES FINAIS

O principal agente causador de doengas cutaneas ¢ a radiagdo UV (SETLOW
et al., 1993; PERLIS & HERLYN, 2004). Estudos epidemioldgicos mostram uma
grande associacdo entre a formagao de melanoma e a exposi¢do a luz do sol (PERLIS
& HERLYN, 2004). A radiacao UV ¢ uma fonte exdgena de varias ROS, incluindo o
'0,, que podem induzir mutacdes no DNA, danos a lipideos e proteinas (KVAM &
TYRRELL, 1999). Acredita-se geralmente que a melanina protege a pele dos efeitos
da radiacdo UV, uma vez que individuos de pele escura sdo menos susceptiveis ao
cancer de pele. Porém, ha evidéncias que a melanina possui potencial para
fotoprotecdo e fotossensibilizagdo (KOWALCZUC et al., 2001; BUSTAMANTE, et
al., 1993). Estudos em animais e humanos tém mostrado que a melanina pode agir
como um sensibilizador na indu¢ao de melanoma pela radiagdo UVA (SETLOW et al.,
1993; LEY, 1997, MOAN et al., 1999). Desta forma, considerando o papel
contraditorio da melanina, o principal objetivo desse trabalho foi investigar, em células
produtoras desse pigmento, se a produgcdo de melanina induzida pela L-tirosina,
mostraria um papel protetor ou potencializador frente aos danos causados pelo 'O, nas

células em estudo.

Os resultados de viabilidade celular realizado pelos métodos de Azul de
Trypan e MTT foram semelhantes. As linhagens produtoras de melanina
demonstraram que em baixas concentracdes do composto DHPNO,, a melanina nio
interfere na morte celular, pois os tratamentos com células estimuladas ou nao,
mostraram-se iguais estatisticamente. Entretanto, quando a quantidade do 'O, foi
aumentada, observou-se um aumento na viabilidade celular das células estimuladas em
relagdo as células ndo estimuladas, sugerindo que a melanina estaria protegendo as
células. As células BHK-21, linhagem ndo produtora de melanina, apresentaram alta
resisténcia ao efeito do 'O,. Esses resultados reforcam o papel da melanina na morte

celular, bem como, a citotoxicidade do 'O, em células de melanoma.
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Embora, alguns resultados apontem que a melanina poderia proteger as células
da morte e outros que ela ndo interferiria na viabilidade celular, a avaliagdo dos danos
ao DNA mostraram que as células suplementadas com L-tirosina tiveram aumento
significativo nos niveis da lesdo 8-oxodG, sugerindo que a melanina poderia ser

. . ~ - 1
responsavel pela indugdo desses danos em conjunto ao "O,.

KVAM & TYRRELL (1999), mostraram que células de melanoma humano
(GLL19 e IGR1), apds exposicdo a radiacio UVA e com melanogénese estimulada,
acumularam duas vezes mais danos oxidativos as bases do DNA do que as células nao
estimuladas. MARROT e colaboradores (1999) estudaram o efeito da melanogénese
em melanocitos humanos normais estimulados com L-tirosina, constatando através de
ensaio cometa que células estimuladas apresentaram mais quebras no DNA que
aquelas nao estimuladas. Nossos resultados estdo de acordo com o apresentado por

esses pesquisadores.

Dessa forma pode-se considerar que os danos oxidativos ao DNA nao se
apresentaram diretamente relacionados a morte celular em fun¢do da concentracdo de

melanina nas células.

As eletromicrografias também evidenciaram diferencas entre as células
estimuladas e ndo estimuladas, observando-se que as células suplementadas com L-
tirosina tiveram sua morfologia alterada, mas também se visualizou um maior nimero
de células aderidas em comparagdo as células que nao foram submetidas a L-tirosina.
As eletromicrografias das células BHK-21 concordam com os resultados de
viabilidade celular, mostrando nenhuma alteracao morfologica visivel nesta linhagem,

nem evidéncias de morte celular.

Estes resultados em conjunto mostram que a melanina e o 'O, interferem no
sistema fisioldgico celular das células de melanoma (B16-F10 e SK-MEL), causando
danos e podendo levar ao processo de morte celular, essa associagdo pode contribuir

para os estudos relacionados a terapias contra o cancer.

O presente trabalho abre novas possibilidades de estudos que possam

. . ~ . ~ . 1 r
contribuir para a compreensdo do mecanismo de agdo da melanina e do O, em células
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de melanoma, uma vez que este tipo de cancer possui alta resisténcia a diversos
tratamentos. Seria interessante utilizar vdarios tipos de melanomas humano,
relacionados a diferentes fototipos de pele, avaliando-se assim, os danos causados pelo

1 . \ . . e .
O, junto a melanina, sendo esta estimulada ou inibida.

Em nossos estudos fizemos o processamento das células para as diferentes
analises apds 2 h de exposi¢do ao 'O,, porém, seria também importante investigar o
processo de morte celular, seus precursores e componentes, realizando o
processamento dos experimentos em diferentes tempos. SUTO et al. (2005) com o
objetivo de avaliar o tipo de morte celular causada pelo 'O, em células HepG2 e RBL,

processou experimentos apos 2, 16 e 22 h.

Também poderia ser avaliado o papel do a-MSH nas células de melanoma, no
intuito de observar sua influéncia na morfologia celular e danos ao DNA. BOHM e
colaboradores (2005) mostraram que ao irradiar melanocitos humanos normais, o o-
MSH reduz a apoptose causada pela radiacio UVB e também diminui as lesdes no
DNA, em especial os dimeros pirimidinicos. A identificagdo dos caminhos ou
estratégias para reduzir o acimulo de danos ao DNA nas células seria importante para
a compreensdo do melanoma e desenvolvimento de novas terapias contra essa

patologia.
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9. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

. O estimulo da melanogénese foi eficiente com a utilizagdo de L-tirosina ou o-

MSH.

. As células produtoras de melanina (B16-F10 e SK-MEL) tratadas com 'O,
apresentaram menor viabilidade celular em relagdo a linhagem ndo produtora de

melanina;

. No tratamento das células produtoras de melanina com DHPNO, nas concentragdes
de 0,5 e 1,0 mmol/L, a quantidade de melanina presente nao influenciou na

viabilidade celular;

. Quando as células B16-F10 foram tratadas com maiores concentracdes de
DHPNO, (5,0 e 10,0 mmol/L) e estimuladas com L-tirosina (0,5 mmol/L),
observou-se uma melhoria significativa na viabilidade celular, em relagdo as

células nao estimuladas;

. A quantidade de melanina junto ao 'O, causou um aumento significativo da lesdo
altamente mutagénica, a 8-0xodG, nas células B16-F10 tratadas com DHPNO, em

meio suplementado com L-tirosina 0,5 mmol/L;

. , . , . 1 .
. As eletromicrografias além de mostrarem o efeito toxico do "O,, exclusivamente
nas cé¢lulas de melanoma, apontam para uma discreta protecdo na morte celular por

parte da melanina;

. A morfologia celular da linhagem de melanoma murino B16-F10 ¢ SK-MEL ¢
alterada quando as células foram expostas a um meio enriquecido com 0,5 mmol/L

de L-tirosinae DHPNO,.

. As células BHK-21 ndo apresentaram alteragdes em sua morfologia quando

tratadas com DHPNO.,.
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