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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

O melanoma maligno cutaneo é o tipo de cancer de pele que afeta um grupo
de células conhecidas como melandcitos. (Perlis e Herlyn, 2004). Quando a
exposicdo a radiacdo ultravioleta € excessiva, os melandcitos normais da pele
podem sofrer uma série de transformacdes genéticas e morfoldgicas podendo
levar a formacgéo de tumor (Borges, 2003).

O acafrdao (Curcuma longa L.) é uma planta herbacea de origem asiatica
pertencente a familia das Zingiberaceas. Seu principal componente é a
curcumina, um dos ingredientes responsaveis por sua atividade biologica. Essa
substancia esta sendo usada para o tratamento de cancer, artrites, diabetes,
doenca de Crohn, doencas cardiovasculares, osteoporose, doenca de
Alzheimer, psoriases, entre outras patologias (Shishodia, et al., 2005).

2. METODOLOGIA

2.1 - Cultura e manutencao das linhagens celulares

As células de melanoma humano utilizadas neste estudo sdo da linhagem
SKMEL 37 (Doagao do Slon-Kttering Institute, Nova York) e foram mantidas em
meio de cultura MEM (Sigma) suplementados com 10% de soro fetal bovino
(Cutilab), com penicilina (GIBCO BRL) e com fungizona (GIBCO BRL)
rotineiramente em frascos em incubadora Umida com 5% de CO, e temperatura
de 37°C.

2.2 - Visualizacio em Microscopia Optica

ApoOs tratadas, as células foram fixadas com metanol (na propor¢do 1:1) e
coradas com 1 mL de Giemsa.

2.3 — Extracdo de DNA

A extracdo foi feita usando-se o protocolo de extracdo de DNA com
fenol:cloroférmio apo6s incubacdo com RNAse (SIGMA) e Proteinase K
(SIGMA). A analise de fragmentacdo do DNA foi feita em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etidio.

2.4 — Medida de atividade de desidrogenase mitocondrial (MTT)

As células foram semeadas em placas de 24 pocos e incubadas com
curcumina por 48 horas. Ao término desse periodo, foram tratadas com MTT (5
mg/mL, SIGMA) e novamente incubadas a 37°C por 1 hora. A seguir, foi feita a
leitura de absorbancia a 570 nm em leitor de microplacas (Elx 800, Bio-TeK
Instruments). O gréfico e o valor do 1Csy foram obtidos através do programa
GraphPad Prism 4 for Windows.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As metodologias usadas apontam para a evidéncia de que a curcumina
promove inducdo de apoptose nas células de melanoma humano da linhagem
SKMEL-37. No caso dos tratamentos com curcumina, o nimero de células que
permaneceram aderidas a placa de cultura diminuiu a medida que se aumentou



a concentracao dessa substancia, caracterizando-se um efeito antiprolifertativo.
Além disso, foram encontrados nucleos apoptéticos com condensagdo e
fragmentacdo da cromatina, retracdo celular e formacdo de vacuolos
intracitoplasmaticos , caracterizando-se assim morte por apoptose.

Figura 1. Analise morfologica de células SKMEL 37 tratadas com curcumina 5
UM. As células foram incubadas por 24 horas com curcumina em concentragao final no
meio de cultura de 5 uM e coradas com Giemsa. A seta preta indica uma célula normal
com nucleo condensado e integro. A seta vermelha indica uma célula sofrendo
apoptose, com nucleo extremamente fragmentado e tamanho aumentado em relacdo
a célula normal.

Ns andlise do perfil eletroforético de fragmentacdo do DNA através do gel de
agarose, visualizou-se o perfil de nucleossomos indicativo de apoptose na
concentracdo de 25 yuM, como visto na Figura 2.
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Figura 2. Perfil eletroforético de fragmentacdo de DNA. 1- DNA extraido das células nao
tratadas. 2- DNA extraido apds tratamento das células com curcumina 25 pM (como
concentracdo final no meio de cultura) e incubadas por 24 horas, apresentando perfil de
nucleossomos indicativo de apoptose. 3- Peso molecular HAE Ill Fragments (GIBCO).



O ensaio do MTT mostrou que a curcumina efetivamente afeta a integridade
mitocondrial e a viabilidade celular, revelando um valor de ICso (concentracéo
da substancia capaz de promover 50 % de inibicdo das células in vitro) de 16,7
MM.

Gréafico 1 - Porcentagem de Viabilidade Celular de Melanoma Humano em diferentes
concentragcdes de Curcumina
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4. CONCLUSAO

Através dos experimentos realizados, foi comprovado o potencial citotéxico in
vitro da curcumina em linhagem SKMEL-37 e sua acdo antiproliferativa. O valor
de ICs encontrado de 16,7 uM reflete a grande potencialidade terapéutica
dessa substancia. Esse valor é consideravelmente baixo e facilmente atingivel
pela corrente sanguinea apds administracdo oral da curcumina, 0 que
diminuiria os temidos efeitos adversos promovidos pelos farmacos de
administracéo sistémica.

Além disso, a curcumina é um farmaco encontrado naturalmente no acafrao e
capaz de induzir apoptose em diversos tipos celulares, embora no melanoma
poucos estudos foram realizados. A apoptose ndo leva a maiores
complicacbes, como uma inflamacdo, o que ocorre na morte por necrose.
(ROBBINS et. al.,, 2001), sendo portanto uma importante substancia a ser
explorada farmacologicamente na terapia antigénica, podendo constituir um
tratamento eficaz para a cura do melanoma maligno.
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