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1. INTRODUCAO (Justificativa e Objetivos)

A pesquisa com novas drogas para a cura do melanoma tem sido o objetivo de
pesquisadores preocupados com este tipo de cancer. Segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), na Brasil vdo a obito, 35% de pessoas que desenvolve o
melanoma. A incidéncia esta aumentada numa frequéncia de 4,5% por ano (
Rosenthal,1995) e, acredita-se que embora considerada uma patologia rara, 0
melanoma representa 65% de todos os Obitos por cancer de pele (Ornellas, 2000).
Diante da grande necessidade de encontrar novas alternativas terapéuticas para o
melanoma. A utilizacdo de finonacunarinas, como trimetilpsoraleno ( TMP) derivado das
psorlenas, que tem acdo direta no DNA, é uma alternativa. O tratamento Puva (
combinacédo de UVA com psoralenas) é realizado com éxito nas afeccdes cutaneas tais
como: Vvitiligo e psoriasis (Gasparro,2000). Ainda é desconhecido o mecanismo
molecular o qual a droga exerce sua funcdo citotoxica. Porém, com o excelente
resultado do PUVA, investigamos o mecanismo de acdo do TMP em células de
melanoma. A terapia conhecida como PUVA — terapia, € a combinacao de derivadas de
psoralenos como o TMP e radiacdo UVA (320 — 400nm) utilizada com éxito no
tratamento de psariose e vitiligo. Ndo ha um conhecimento concreto do mecanismo
molecular responsavel pela eficiéncia da terapia — Puva. A pesquisa é desenvolvida
para investigar a fototoxidade e a inducdo de apoptose pelo TMP, em células de
melanoma da linhagem SKMEL 3F, que foram irradiadas com luz UVA (0,3J/cm?) apés
serem tratadas com Tomp com concentracdes variadas e , incubadas por 24, 48 e 72
horas. A citotoxicidade do TMP foi analisada pelo método do MTT. ApGs extrair e lisar o
DNA, este foi analisado em gel de agarose a 1% depois de corrida eletroforética.
Observe-se no tratamento com 4,3um de TMP, incubada por 24 horas a fragmentacéo
do DNA. Com o tratamento de TMP/UVA foi verificada a perda de adeséo celular e um
arredondamento. A partir de pesquisas com 0s psoralenos e de seus mecanismos de
acao a eficiéncia de sua terapéutica podera melhor ser compreendida.

2. METODOLOGIA

Em pesquisa, realizada em linhagem de células SKMEL 37 de melanona, com o
trimeltipsoraleno, posterior analisado o potencial citotéxico de TMP com concentracdes
variadas de 4,3.10 uM, incubadas por meia hora e irradiadas com luz UVA sob fluéncia



de 0,32 mj/cm/s. Apés coletar as células, adicionou tampéo de lise (SDS 0,5%) e
incubagéo de RNAse e proteinase K por meia hora a 37° C, aplicando as amostras em
gel de eletroforese, metodologia (WALKER, el al, 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pesquisas realizadas, em nosso laboratério por (Leite, et al, 2004) demonstrarem
através terapia - PUVA o efeito fototoxico em cultura de célula de melanoma humano.
Contudo ndo € conhecido o mecanismo de acdo do TMP. Nossos resultados
demonstraram que ha indicativo de um mecanismo envolvendo a apoptose celular. Na
figura 1, sdo apresentados os resultados, analisados em gel de eletroforese. Verificou-
se um arraste do DNA em amostra tratada com 4,3 uM de TMP com UVA nos intervalos
de tempo de 24, 48 e72 hs (canaletas: 2 A, 3 B e 3C). Entretanto, no tratamento com o
periodo de 48 hs (canaletas: 3 B e 4 B), esse arraste € mais evidente, nos demais
canaletas houve um arraste moderado. No gel de 72 hs, teve um arraste moderado com
poucas células, pois o efeito do TMP é dose dependente indicando maior tempo poucas
células e maior citotoxidade.
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Figura 1. Inducdo de apoptose por tratamento de PUVA em linhagem de células skmel 37.
Gel de eletrof orese com amostras tratadas com TMP, em tempos de 24 (A), 48 (B) e 72 horas
(C). A: 1-peso molecular Hind I, 2- 4,3 uM, 3- DMSO, 4- 0,43uM, 5 0,043uM, 6-
0,043uM, 7- 2,0uM. B: Hind IIl, 2- DMSO, 3-4,3 uM , 4- 0,43uM, 5- 0,043uM, 6-
0,043uM, 7- 2,0uM. C: Hind IIl, 2- DMSO, 3-4,3 uM , 4- 0,43uM, 5- 0,043uM, 6-
0,043uM, 7- 2,0uM.

4. CONCLUSAO

A andlise de DNA das amostras tratadas com TMP indicam sua fragmentacdo, embora
nao seja evidente o aparecimento do perfil caracteristico das bandas relativas ao
nucleossomos formados nos eventos apoptoticos. A terapia — PUVA induziu as células
a apoptose por inducéo de caspase — 8. Estes estudos e seus resultados podem ser de
grande relevancia para o conhecimento do mecanismo de acédo de psoralenos e, a
indicacao da terapia — PUVA no tratamento do melanoma.
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