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RESUMO

Pesquisas, continuamente, vém abordando o aumento anual de novas ocorréncias
do melanoma para o cancer de pele no mundo, o que tem despertado uma
preocupacao com o crescimento da taxa de mortalidade deste tipo de cancer de pele
com caracteristica altamente invasiva e na maioria das vezes, mortal em casos de
melanoma com metastase. Estudos tém relatado um cenario controverso quanto ao
uso de antioxidantes para tratamento do melanoma. Mediante a essa questao,
nosso trabalho analisa a interferéncia do estresse oxidativo (EO) causado pela acéo
do quimioterapico DTIC na célula B16F10 e a interferéncia do pré-tratamento por
antioxidantes como o trolox (andlogo da vitamina E) e a curcumina (antioxidante
natural derivado da planta curcuma longa L) na acdo da Dacarbazina in vitro. Para a
realizacdo da pesquisa, fizemos o uso da linhagem celular de melanoma murino
B16F10. Foram conferidas trés etapas de tratamento in vitro nesse experimento:
com Trolox (analogo VIT E); com curcumina; e com Dacarbazina (DTIC). Em cada
etapa, foram realizados testes para verificar a citotoxicidade e a proliferacdo celular
do quimiotergpico em todos os pré-tratamentos. Os grupos testados foram Trolox
500uM, Curcumina 10uM e Trolox pM + Curcumina 10uM. Depois de 24 horas de
pré-tratamento, os grupos citados foram tratados com Dacarbazina 500 pg/ml por
mais 24 horas. Encontramos uma maior citotoxicidade em relagcdo ao controle e ao
grupo Dacarbazina quando as células sao pré tratadas com curcumina. Também, no
grupo DTIC+curcumina houve uma diminuigcdo significativa na proliferagéo celular
das células B16F10 em relacdo a Dacarbazina isolada. Considerando que a
disseminacdo do melanoma evolui em face do EO, no qual lipoperdxidos séo
formados, também, analisamos o0 quimioterapico DTIC e seu impacto na
lipoperoxidacéo das células B16F10 e notamos um aumento significativo, quando as
células sao pré tratadas com curcumina (p<0.05) Concluimos, nesta pesquisa, que a
curcumina, aplicada experimentalmente nas células B16F10 in vitro, apresentou
atividade citotoxica e antiproliferativa, potencializando a acdo do quimioterapico
Dacarbazina quando utilizada como pré-tratamento.

Palavras Chave: Dacarbazina. B16F10. Curcumina. Estresse oxidativo. Melanoma.
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ABSTRACT

Continuous research has been reporting the annual increase in new melanoma
occurrences for skin cancer in the world, which has raised concern about the
increased mortality rate of this type of skin cancer with a highly invasive and the most
time fatal in cases of melanoma with metastasis. Studies have reported a
controversial scenario regarding the use of antioxidants to treat melanoma. This work
contributes to understand the interference of oxidative stress (EO) caused by the
action of the DTIC chemotherapy in the B16F10 cell and the influence of the pre-
treatment with antioxidants such as trolox (vitamin E analog) and curcumin (natural
antioxidant derived of curcuma longa L) in the action of Dacarbazine in vitro. For the
achievement the research, we made use of the murine melanoma cell line B16F10.
Three in vitro treatment steps were maken in this experiment: with trolox (vitamin E
analog); with curcumin; and with Dacarbazine (DTIC). In each stage, were tests
performed to verify cytotoxicity and cell proliferation of the chemotherapeutic in all
pre-treatments. The tested groups were trolox 500uM, Curcumin 10uM and trolox
500uM + curcumin 10uM. After 24 hours pretreatment, the above groups were
treated with 500 ug/ml Dacarbazine for another 24 hours. We found greater
cytotoxicity over control and the Dacarbazine group when cells are pretreated with
curcumin. Also, in the DTIC + curcumin group there was a significant decrease in the
cell proliferation of B16F10 cells relative to Dacarbazine alone Considering that the
dissemination of melanoma evolves in the face of EO in which lipoperoxides are
formed, We also analyzed the DTIC chemotherapy and its impact on the lipid
peroxidation of B16F10 cells and noticed a significant increase when cells are
pretreated with curcumin (p<0.05). We concluded that curcumin, experimentally
applied in B16F10 cells in vitro, showed cytotoxic and antiproliferative activity,
potentiating the action of the chemotherapeutic DTIC when used as a pretreatment.

Key-words: Dacarbazine. B16F10. Curcumin. Oxidative stress. Melanoma.
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1 INTRODUCAO

1.1 PELE

A pele é um 6rgdo extenso que recobre toda a superficie do corpo
humano, é formada por 3 camadas sobrepostas, indo da superficie até a camada
mais profunda: Epiderme, Derme e a Hipoderme (SILVA; MICHNIAK-KOHN;
LEONARDI, 2015).

Epiderme é a camada mais superficial, apresenta revestimento
escamoso, e predominancia celular de queratindcitos, constituida de subcamadas:
basal (figura 1), espinhosa, granulosa e cornea. (BLAYDON; KELSELL, 2014).

Figura 1 - Camadas da Epiderme
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Fonte: Adaptado de Blaydon e Kelsell (2014).

A camada Basal epidérmica € a mais profunda das subcamadas e
antecede a derme, caracteriza-se por uma intensa atividade proliferativa dos
queratinécitos que vao se diferenciando e ascendendo para as camadas seguintes:
espinhosa, granulosa e depois cérnea (PROST-SQUARCIONI, 2005).

Ainda na camada basal, encontramos o melandcito (Figura 2) que se
situa na juncdo com a derme, esta célula tem formato oval e tamanho aproximado de
7 um, contém diversas prolongacdes dendriticas alongadas que interagem célula a
célula com os queratindcitos em uma quantidade aproximada de 30 a 40 células
(DAY et al., 2017). Além da camada basal da epiderme, essas células podem ser
encontradas em outros locais como olhos, ouvido interno, bulbo capilar, sistema

nervoso central e cardiovascular (D’MELLO et al., 2016).



12

Figura 2 - Melandcito
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Fonte: Adaptado de D’Mello et al. (2016).

O Melandécito epidérmico sintetiza melanina que € responsavel pela
pigmentacdo da pele humana e da protecdo contra os raios ultravioletas (ISOLA;
EDDY; CHEN, 2016). A melanina € um pigmento regularmente produzida pelo
processo de melanogénese, tem importante funcdo em cobrir os nucleos dos
gueratindcitos epidérmicos reduzindo assim os danos fisicos e quimicos causados
pela irradiacdo UV (SLOMINSKI et al., 2014).

Na camada granulosa e espinhosa, 0s queratindcitos nucleados
apresentam diferentes tipos de juncdes ligadas ao citoesqueleto celular que confere
a pele maior resisténcia e dificultam a perda de agua pelo organismo (BLAYDON,;
KELSELL, 2014).

Os cornedcitos (queratinécitos mortos) presentes na camada cérnea
estdo envolvidos em uma matriz de bicamada lipidica extracelular que se torna uma
importante barreira fisica contra microrganismos e substancias danosas (PROST-
SQUARCIONI, 2005).

A imunovigilancia da pele € realizada pelas células de Langerhans
(LC) que monitoram todo o ambiente da epiderme (Figura 3) passando por entre as
diversas camadas com prolongamentos que alcancam a por¢do mais externa, a
camada cornéa (CLAYTON et al.,, 2017). Estas células derivam de progenitores
embrionarios da propria pele na homeostasia cutdnea, diante de sinais de dano
(Figura 3) e havendo necessidade, o numero de LC passa a ser reforgada por
progenitores hematopoiéticos, e sdo ativadas aumentado a expressdo de moléculas
apresentadoras de antigeno (CLAYTON et al., 2017).
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Figura 3 - Acdo das células de Langerhans
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Fonte: Adaptado de Clayton et al. (2017).

A camada adjacente a epiderme, é a derme, é um tecido conjuntivo
formado essencialmente de complexos proteicos de matriz extracelular, associados
a esta matriz se localizam os fibroblastos responsaveis pela sintese de colageno e
elastina. Essa composicdo dérmica determina a espessura da pele e confere a
elasticidade e forca (SAHLE et al., 2014). As camadas da derme sao divididas em
duas partes: superficial ou papilar constituida de elevada densidade celular
(fibroblastos) e tecido conjuntivo frouxo, a camada mais profunda ou reticular
apresenta baixa densidade celular mas € densamente completa por colageno e
outras proteinas do tecido conjuntivo, sobrepondo—se a hipoderme (KOROSEC et
al., 2019).

A derme ainda contém outras estruturas como glandulas (sebaceas,
sudoriparas), vasos sanguineos, terminacdes nervosas, células de Merkel (estrutura
referente ao tato) e sistema linfatico (PULLAR; CARR; VISSERS, 2017).

A camada mais interna da pele € a hipoderme, um tecido
subcutaneo gorduroso, que mantém uma separacao ténue com a derme, atua como
isolante térmico e fixa a pele a musculos e ossos por fibras de elastina e colageno
(CUNHA; CUNHA; MACHADO, 2014).

1.2 MELANOMA

Atualmente uma das doencas que mais causam 0Obito no mundo é o
cancer, que pode ser definido como uma alteracdo celular causada por diferentes
mecanismos genéticos dando origem a neoplasias (popularmente conhecida como
tumor) benignos ou malignos. Enquanto os tumores benignos sao constituidos por

células bem semelhantes as que os originaram e nao possuem a capacidade de
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provocar metastases, o cancer maligno apresenta perda da diferenciacdo celular e
funcdo da célula de origem, caracteriza-se pela invasdo (metastase) a diversos
tecidos através da via linfatica ou sanguinea (NAIDOO; KRUGER; ABRAHAMSE,
2018).

Diversos tipos de neoplasias acometem a pele, sdo classificadas em
ndo—melanoma e melanoma, o0 tipo nao—melanoma acomete queratinécitos
epidérmicos, e corresponde ao carcinoma espinocelular e ao carcinoma basocelular,
estes apresentam alta incidéncia porém baixa mortalidade (AL-ZOU et al., 2016).
Enquanto o Melanoma € uma neoplasia maligna e origina-se de melandcitos e é
altamente agressivo podendo alcancar em casos graves da doenca até 80% de
morte mesmo representando apenas 3% das neoplasias malignas (BAHARARA et
al.,2016; D'MELLO et al.,2016; INCA, 2018). Este tipo de cancer apresenta elevada
capacidade de metastase e por isso € considerado o cancer de pele mais grave em
relacdo aos tipos ndo melanoma (CERVENKA et al., 2017; INCA, 2018).

No mundo, o melanoma pode chegar até a 160.000 casos segundo
Yamamoto et al. (2017), ja no Brasil estima-se 6.260 novas ocorréncias, destas
2.920 para homens (46,6%) e 3.340 para mulheres (53,3%) (INCA, 2018). A
incidéncia maior em mulheres segundo Roh et al. (2015) é parcialmente decorrente
de exposicdes excessivas a lampadas de UVA utilizadas em processo de
bronzeamento artificial. Na figura 4 observando o score do grafico nota-se um
aumento na incidéncia de melanoma masculino, porém esse dado (INCA, 2018)

demonstra a incidéncia por estado brasileiro a cada 100 mil habitantes.

Figura 4 - Incidéncia do melanoma no Brasil.
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Fonte: INCA (2018).

De fato, entre os fatores de risco, 0s raios ultravioleta (UV)
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correspondem ao principal agente causal do melanoma, exposicdes persistentes a
esses raios principalmente com presenca de lesdes (bolhas) e inflamacgéo local
aumentam a incidéncia deste tipo de cancer (CERVENKA et al., 2017). Contudo, o
melanoma pode ocorrer também em lugares ndo expostos ao sol, portanto a
transformacdo maligna do melandcito deve ser multifatorial e complexa (ZITO;
SCHARF, 2018). Outros fatores como hereditariedade, individuos com pele e
cabelos de coloracédo clara, além de multiplos nevos e nevos displasicos predispde
ao melanoma cutaneo (PERERA et al., 2013).

A doenca se manifesta em estagios, na fase inicial é de facil retirada
por resseccao cirdrgica, em estagios mais tardios, acomete varios locais e a retirada
€ comprometida pela presenca de metastases, com pior prognostico e expectativa
de vida abaixo de 5 anos (PERERA et al., 2013; PIKE et al., 2017). O tratamento
oferece poucas opc¢des terapéuticas nos casos metastaticos (BERNARDES et al.,
2016).

Na clinica médica, primeiramente a verificacdo das lesbes
melanociticas ocorre pela observacéo da regra ABCD — assimetria irregular, bordas
desiguais, diferentes cores e alteracbes de superficie com crescimento rapido
(PERERA et al.,, 2013; STENEHJEM et al., 2017). Outras ferramentas sao
clinicamente usadas por patologistas no diagnéstico do melanoma como o sistema
de Clark, que considera os niveis de invasao por camadas da pele para determinar o
estadiamento do melanoma (WAINSTEIN; BELFORT, 2004), e as alteracbes de
espessura observadas no tegumento humano por Breslow que desenvolveu uma
tabela em milimetros para excisao local cirdrgica mais confiavel (NURDJAJA; YOZU;
MATHY, 2018).

Os tipos clinicos histologicos de melanoma (Figura 5) com maior
incidéncia sdo melanoma extensivo superficial, melanoma nodular, melanoma
lentigo maligno e o melanoma lentiginoso acral (ROSA et al., 2017). Outros como
melanoma uveal e mucoso S0 menos comuns e requerem mais estudos para se

determinar o prognostico (LIMA et al., 2009).
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Figura 5 - Os tipos clinicos histolégicos de melanoma
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Fonte: Adaptado de Aradjo et al. (2014).

O melanoma extensivo superficial — MS é o mais prevalente, com
70% da incidéncia, acompanha quase sempre sangramentos e ulceracdes, a fase de
proliferacdo inicial tem forma radial e progressdo posterior vertical. 50% da
incidéncia do MS esté relacionado a mutacdes no gene BRAF (Figura 6) que origina
clinicamente uma mécula corada e irregular, enquanto 15 a 25% da incidéncia estédo
relacionados a mutagcédo no gene NRAS que origina clinicamente uma massa tumoral
mais espessa e com elevada proliferacdo (PERERA et al., 2013).

O melanoma nodular — MN acomete principalmente pescoc¢o e
cabeca, tem uma caracteristica bem agressiva (crescimento vertical rapido) levando
o individuo a um pior progndstico, responde por 15 a 30 % dos casos, pode
acometer areas cobertas (sem incidéncia solar), a coloracdo varia de total auséncia
de pigmento até azul para o preto. (ZITO; SCHARF, 2018). O MN é frequentemente
diagnosticado como granuloma piogénico ou hemangioma e 50% de sua incidéncia
(Figura 4) esté relacionado a mutacdo no gene BRAF enquanto 20 % dos casos esta
relacionado a mutacao no gene NRAS. (ROSA et al., 2017).

O melanoma lentigo maligno — ML surge quando existe a invasdo da
derme papilar e responde por 4 a 10 % dos casos de melanoma. Clinicamente
chamado de sarda melandética de Hutchinson, apresenta maior incidéncia na face de
idosos, é um tipo de melanoma in situ, de crescimento lento que pode durar anos
para ocorrer metastase. A mutacdo do ML nao tém incidéncia definida variando entre
0 gene BRAF e 0 gene RAS nos casos clinicos. (PERERA et al., 2013).
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O melanoma lentiginoso acral - MLA é mais encontrado em
individuos de pele escura (60%), em individuos de pele clara incide apenas de 2 a 8
%. A mutagdo nesse tipo de melanoma ocorre no gene c-KIT, uma proteina
transmenbrana tirosina quinase do receptor kit com mutacdo no dominio
justamenbrana - éxon 11 e no dominio quinase - éxon 13 (GOLDINGER et al., 2013;
PERERA et al., 2013; ROSA et al., 2017).

Figura 6 - Incidéncia dos tipos de mutacéo encontrados no melanoma
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Fonte: Adaptado de Schadendorf et al. (2018).

A metastase no melanoma tem inicio na fase de crescimento radial
do melandcito atipico na epiderme, na fase de propagacdo horizontal as células
neoplasicas adquirem a capacidade de invasdo a outros tecidos. Esse processo
(figura 7) depende de uma série de mudancas na célula cancerigena que passa por
diferentes eventos. A extensao(a) € quando a membrana da célula é deslocada para
frente devido a polimerizacdo de filamentos de actina, a adesdo(b) que € o
ancoramento na matriz celular via moléculas de adesdo como integrinas, a
contracdo(c) € uma diminuicdo dos inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) comumente encontrado em melanoma metastatico, e o ultimo evento,
consiste no desprendimento - d (superexpressao de quinases que desestabilizam
complexos focais, facilitando a migracdo celular). Essas etapas serao
imprescindiveis ao sucesso da separacdo do tumor primario rumo ao vaso linfatico

ou vaso sanguineo. (ALQATHAMA,; PRIETO, 2014).
Figura 7: O processo de migracdo da célula neoplasica (ALQATHAMA; PRIETO, 2014).
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Figura 7 - O processo de migracéo da célula neoplasica.
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Fonte: Algathama e Prieto (2014).

1.3 MELANOMA E EXTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNS), sdo moléculas estruturalmente instaveis pela presengca de um
elétron desemparelhado, sdo formadas em quantidade rigorosamente controlada a
partir de reacbes do metabolismo do oxigénio participando da homeostase celular
(SOARES et al., 2015). Sinalizam alguns processos importantes como vias de
crescimento da célula, transformacdo celular e apoptose, atuando também na
inflamacéao e resposta imunologica (VENZA et al., 2015).

A producdo ndo controlada destas moléculas, contribui para uma
alteracdo no ambiente celular causado pelo aumento de oxidantes ou diminuicdo de
antioxidantes, gerando assim o estresse oxidativo (EO). O EO promove mudancas
significativas no estado redox da célula que pode danificar componentes importantes
como proteinas, lipidios, carboidratos e DNA, alterando a fisiologia celular (SOARES
et al.,, 2015). Para inibir e/ou reduzir estes danos oxidativos existem os sistemas
antioxidantes que participam na regulacdo da homeostase redox, dentre estes estao
0s sistemas enzimaticos como Superoxido desmutase (SOD), Catalase, (CAT)
Glutationa peroxidase (GPX) e sistemas ndo enzimaticos como as vitaminas A, C, E
e o tripeptideo glutationa GSH (GADJEVA; DIMOV; GEORGIEVA, 2008).

Algumas das principais espécies reativas que causam danos as
estruturas celulares por estresse oxidativo (EO) e nitrosativo (EN) vem sendo
estudadas e quantificadas. Como, por exemplo, perdxido lipidico L-OOH, anion

superéxido O2", radical hidroxila HO, perdxido de hidrogénio H202, oxigénio singlet -
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Oz2, oxido nitrico NO e peroxinitrito ONOO™ (DUNAWAY et al., 2018).

A relacdo do EO/EN com a incidéncia de melanoma, tém sido
descrito como por exemplo, no aumento da peroxidacdo lipidica (interacdo de
espécies reativas com lipideos), diminuicdo das enzimas antioxidantes, e elevacéo
do estresse nitrosativo em pacientes com melanoma (BERNARDES et al., 2016;
GADJEVA,; DIMOV; GEORGIEVA, 2008; VARMA et al., 2016). Outro fator que pode
favorecer a incidéncia de melanoma € a melanogénese, aja visto a formacéo de
espécies reativas na sintese de melanina, devido a incidéncia de radiagdo UV na
pele (DENAT et al.,, 2014; VENZA et al., 2015). Falhas na regulacdo da
melanogénese potencializa a acdo catalitica da tirosinase que aumenta tanto a
producdo de melanina como de espécies reativas no melandcito, alteracdes que
tornam o melanoma mais agressivo (CHAIPRASONGSUK et al., 2016; VENZA et al.,
2015; WOLNICKA-GLUBISZ et al., 2014).

Contudo, estudos controversos relatam a melanina ora atuando
como oxidante ora como antioxidante, no primeiro caso a estimulacdo da
melanogénese induz lesbes oxidativas no DNA. (VENZA et al.,, 2015). Como
antioxidante o aumento da melanogénese induz a atividade e a expressdo da
enzima catalase, que atua reduzindo a concentracdo de peréxido de hidrogénio
(H202) favorecida pela irradiagdo UV na pele (OH et al., 2014).

A Melanina, é sintetizada a partir de reacfes de oxidacdo e
polimerizacdo no interior do melandécito (ALI; NAAZ, 2018). Gillbro e Olsson (2011)
descrevem a reacdo da melanogénese (Figura 8) que consiste em um polimerizacdo
do aminoécido tirosina. Esta via pode ocorrer a partir do aminoécido fenilalanina,
que através da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH) gera o aminoéacido tirosina que

como resultado final leva a sintese de melanina.
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Figura 8 - Reacdo da Melanogénese considerando TH-1 como enzima tirosina
hidroxilase, e TRP-2 que corresponde a Dopacromo tautomerase
(DCT).
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Fonte: Gillbro e Olsson (2010).

A melanina apresenta duas formas moleculares que se alteram em
quantidade e proporcdo, dependem do horménio estimulador de melanécitos e do
seu receptor especifico (AKABERI et al., 2018). Quando a interacdo hormonio-
receptor for perfeita, a sintese de eumelanina aumenta e de feomelanina diminui,
processo que ocorre na maioria dos individuos, ja se o receptor apresentar alteracéo
em que o encaixe com o hormdnio nao é realizado completamente, a feomelanina é
predominante e a sintese de eumelanina diminui expressivamente, situacao
fenotipicamente encontrada em individuos ruivos (TESTA; CASTELLI; PELOSI,
2017).

A protecdo dada pela eumelanina é mais efetiva que a feomelanina,
quando a pele é submetida a irradiacdo UV, inibindo as espécies reativas formadas
(OH et al., 2014). A eumelanina dispersa a radiacdo ultravioleta e impede a sua
penetragdo, atuando como um filtro absorvente (VENZA et al., 2015). Individuos
ruivos apresentam uma expressao aumentada de feomelanina, que favorece a uma

maior incidéncia de melanoma (OH et al., 2014). Estudo indica que a feomelanina
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forma mais espécies reativas na reacdo de melanogénese mesmo em baixa
incidéncia de irradiacdo UV (TESTA; CASTELLI; PELOSI, 2017).

O melanoma sintetiza melanina em quantidades variadas, a
producdo do pigmento pode ser minima dificultando o diagnéstico clinico, mas
também a total auséncia de pigmento pode ocorrer em um numero consideravel de
melanomas indetectaveis clinicamente (PERERA et al., 2013).

A melanina também interfere ativamente na resisténcia ao
quimioterapico Dacarbazina (DAC), pelo comportamento antioxidante da
neutralizacdo da espécie reativa formada pelo medicamento, levando ao avanco do
cancer e um pior prognastico para o individuo com melanoma metastatico (BALDEA,
FILIP, 2012; WOLNICKA-GLUBISZ et al., 2014).

1.4 MODELO EXPERIMENTAL DE B16F10

As células B16F10 foram isoladas pela primeira vez em 1973 a partir
do tipo celular murino B16 e avaliadas segundo o potencial de metastatizacdo do
melanoma maligno em camundongos C57BL/6 (DANCIU et al., 2015) O tipo celular
de melanoma murino B16 apresenta um baixo potencial de metastatizacéo in vivo,
variantes dessa linhagem celular foram selecionadas por suas caracteristicas de
implantacdo, invasdo, sobrevivéncia e crescimento no pulmédo apds injecéo
subcutanea em camundongos C57BL/6 (CARVALHO et al., 2013).

As metastases que foram desenvolvidas no pulmdo eram
identificadas pela sua pigmentacdo (melanina) e separadas para isolamento de
crescimento em cultura. Assim foi obtida a designada linhagem B16-F1, este
processo foi repetido mais nove vezes até a obtencdo da linhagem B16F10, que
apresentava uma maior poténcia de metastase no pulmdo em relacdo a B16F1
(FIDLER, 1973, 1975; NICOLSON; BRUNSON; FIDLER, 1978).

A linhagem B16F10 é especializada em invadir a circulagéo e induzir
metastases em modelo murino, portanto é ideal para estudar o tratamento de
melanoma maligno metastatico, assim como avaliar novos tratamentos para o
melanoma (CARVALHO et al., 2013; DANCIU et al., 2015, HUANG et al., 2014).

Anteriormente nosso grupo de pesquisa utilizou esta linhagem
celular em estudos visando elucidar possiveis alvos terapéuticos com diferentes

drogas como o citral-limao e a metformina. O uso da metformina influenciou tanto in
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vitro havendo a participacdo predominante de espécies reativas de oxigénio e
alterando o estado redox da célula B16F10, quanto in vivo chegando a refletir em
niveis sistémicos um estado pré-antioxidante, este estado foi eficiente em reduzir o
crescimento tumoral em 54% (SANCHES et al., 2016; SOUZA NETO et al., 2017).
Foi observado ainda por Baharara et al. (2016), o tratamento de saponinas com o
quimioterapico Dacarbazina (DAC) em células de melanoma murino (B16F10),
constatando morte celular em 50 % das células tratadas com saponina e DAC,
demonstrando que essa linhagem celular é adequada em estudos para verificar

tratamentos alternativos no melanoma.

1.5 TRATAMENTO DO MELANOMA

O tratamento para o melanoma baseia-se principalmente na fase em
gue se encontra a doenca, em estagios precoces, a resseccdo cirirgica é a mais
indicada e a mais efetiva, quando ndo ha metastase do tumor primario. (ISOLA,
EDDY; CHEN, 2016). Para a realizacdo da cirurgia, a profundidade do tumor € de
extrema relevancia e os candidatos a linfadenectomia sdo entdo identificados,
evitando a morbidade do procedimento em pacientes que ndo necessitam dele
(NIEWEG; GALLEGO-HERNANDES, 2015). Ainda nos casos detectados
precocemente, 0 custo de tratamento cai, pois o tumor € retirado cirurgicamente,
com um indice satisfatério de cura (SATHEESHA et al., 2016).

Em estagios avancados do melanoma, a quimioterapia se faz
necessaria em aproximadamente 60 a 70 % dos individuos portadores de cancer de
pele quando ocorre a presenca prévia de micro metastases, que conduz ao
tratamento sistémico (ALMEIDA et al., 2005). Neste caso, o0 custo do tratamento se
eleva pelo uso de quimioterapicos e radioterapia, e a sobrevida cai drasticamente,
ficando por volta de apenas 5%.

Mas pouco progresso foi feito no tratamento sistémico: desde a
década de 1970, o uso de Dacarbazina (DAC) foi introduzido para o tratamento de
pacientes com progressdo tumoral ou metastases sistémicas, mas os resultados
foram decepcionantes; Apesar disso, a Dacarbazina tem sido a droga mais utilizada
até hoje (NIEWEG; GALLEGO-HERNANDES, 2015).

A Dacarbazina é uma molécula classificada quimicamente como

Triazeno (Figura 9A), por apresentar trés atomos de nitrogénio ligados em sequéncia
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em uma cadeia aberta (HORNER et al., 2008). E classificada farmacologicamente
como inibidor do ciclo celular (Figura 9 B) ndo especifico, por se unir ao DNA atravées
da geracao de ligacdes cruzadas em todas as fases da divisédo celular. (ALMEIDA et
al., 2005).

Figura 9 - A - Formula estrutural da Dacarbazina e B - Grafico do ciclo celular
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Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2005).

A Dacarbazina foi identificada em 1959, contudo somente em 1975
essa molécula foi aprovada pelo controle norte- americano de drogas e alimentos
(FDA) como quimioterapico padrdo para ser usado na quarta fase (metastase) do
melanoma cutaneo (KOPROWSKA; CZYS, 2011; JIN, MISHRA-KALYANI;
SRIDHARA, 2018).

O guimioterapico DAC requer uma reacdao inicial de N- desmetilacao
pela familia citocromo p-450, o metabdlito final e ativo gerado a partir das reacdes
quimicas sofridas pela DAC corresponde ao ion metildiazénio que metila acidos
nucleicos principalmente bases nitrogenadas de adenina e guanina causando dano
direto ao DNA celular. Assim age desnaturando pequenas porcdes da molécula de
DNA, formando liga¢gBes cruzadas por alquilagdo tanto entre as hélices como fora
delas (FOLETTO; HAAS, 2014).

Contudo, a formagéo do ion metildiazénio aumenta a concentracao
de espécies reativas, que por sua vez aumenta o estado oxidativo celular. O
mecanismo de defesa frente a este aumento do estado oxidativo, favorece a
expressao do fator de transcricao nuclear eritroide 2 (Nrf2) que aumenta os niveis de
antioxidantes celulares, interferindo na acao da Dacarbazina (AMIRMOSTOFIANA et
al., 2013; GADJEVA; DIMOV; GEORGIEVA, 2008; KASAI et al.,, 2016). Outro

mecanismo de inefichcia da acdo do quimioterapico relacionado ao estresse
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oxidativo deve-se ao aumento da expressdo de Glutationa Peroxidase — GPX
presente em células de melanoma (WOUNIAK et al., 2005).

A baixa eficicia, algo em torno de 15%, do quimioterapico
Dacarbazina se deve a facilidade de desmetilacdo das bases nitrogenadas pela
enzima guanina O alquil transferase, esta é uma enzima de reparo do DNA,
alterando a metilacdo da base guanina para outro codon de cisteina (MA et al.,
2003), este processo € descrito como o principal mecanismo de resisténcia da
Dacarbazina (BAHARARA et al., 2016; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Devido & essa baixa eficacia da Dacarbazina, autores como Ugurel
et al. (2017) relatam a importancia da associacdo deste medicamento a outras
terapias que visam melhorar a efetividade do tratamento contra 0 melanoma.

Efeitos importantes do medicamento DAC, restringem ainda mais o
seu uso, que limita-se a uma curta duracdo (TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013).
Os efeitos adversos correspondem a mielossupressdo (ambas leucopenia e
trombocitopenia) com efeito leve até moderado, ndusea e vomito em grande parte
dos individuos chegando a 90 %, além de outros efeitos como febre, mal estar,
hepatotoxidade, calafrios, neurotoxidade, situacdes que causam intenso desconforto
(FOLETTO; HAAS, 2014).

A desvantagem desse tratamento com DAC ainda consiste em que o
melanoma metastatico € resistente a tratamentos convencionais com
quimioterapicos, com sobrevida do paciente por até 9 meses, (BALDEA; FILIP,
2012).

Considerando a baixa eficacia da DAC, ao longo dos anos, outros
tratamentos (figura 9) foram empregados no combate ao melanoma cutaneo,
baseados no local, estagio do tumor e caracteristicas genéticas conforme Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA. Além de que estudos demonstram que a
associacao de terapias tem melhorado a sobrevida para 12 meses (BALDEA; FILIP,
2012; DOMINGUES et al., 2018).
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Figura 10 - Histéria do uso de tratamentos para Melanoma Cutaneo
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Fonte: Domingues et al. (2018).

7

Recentemente o melanoma é considerado como um tumor
imunogénico pela capacidade de expressdo de antigenos proteicos decorrentes da
sintese de melanina, o que permite tratamento imune seletivo para este tipo de
cancer de pele. (PASQUALI et al., 2018).

A imunoterapia vem sendo empregada com o uso de imunoterapicos
como Ipilimumab ® (inibidores do receptor CTLA-4 associado a linfocito T citotoxico)
gue tém se destacando por apresentar resultados promissores no tratamento do
melanoma, visando melhorar a resposta imunoldgica e consequentemente
favorecendo a sobrevida dos portadores dessa doenga (ACHKAR; TARHINI, 2017,
PASQUALI et al., 2018).

Outra terapia utilizada, € o medicamento inibidor do gene BRAF
(gene comumente alterado no melanoma maligno) como o Vermurofenib ® que atua
na regressao tumoral facilitando a morte celular da célula neopléasica (ATKINSON
2015; TENTORI; LACAL; GRAZIANI, 2013). Inclusive esse medicamento pode ser
combinado com o ipilimumab ou outros imunoterapicos para ampliar os mecanismos
de inibicdo do melanoma (YU; Sl, 2017).

1.6 CURCUMINA

A curcumina, também conhecida como acafrdo da terra, é um
membro da familia dos compostos curcuminoides, caracteriza-se por ser um
pigmento fendlico de cor amarela obtido a partir da carcuma (Curcuma longa L.),
pertencente a familia da Zingiberaceae (STAVRIC, 1994; FOTSIS et al., 1997,
POOL-ZOBEL et al., 1997), quimicamente apresenta estrutura q [1,7-bis (4-hidroxi-3-

metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona] de um polifenol natural da clircuma longa
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(Figura 11) (PULIDO-MORAN et al., 2016).

Figura 11 - Férmula estrutural da Curcumina
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Fonte: Sueth-Santiago et al. (2015).

Vogel isolou a substancia pela primeira vez em 1815, facilitando o
estudo da estrutura em 1910 por Milobedzka e Lampe (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015). Na estrutura quimica da curcumina (figura 12) nota-se dois grupos metoxi no
anel fenil que tem importante papel anti-inflamatorio por suprimir a atividade do fator
nuclear kappa B (NF-kB) através do fator de necrose tumoral - TNF, permitindo a
atuacdo da curcumina em reacOes relacionadas a homeostase celular (PULIDO-
MORAN et al., 2016; SANDUR et al., 2007).

Figura 12 - Demonstragdo dos grupos metoxi na estrutura
guimica da curcumina
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Fonte: Pulido-Moran et al. (2016).

A curcumina representa aproximadamente 2% do peso seco do
rizoma (caule subterraneo) e se encontra associada a duas substancias (Figura 13)
desmetoxicurcumina (DMC) e a bisdesmetoxicurcumina (BDMC) que juntas séo

conhecidas como curcuminéides (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 13 - Estrutura quimica da desmetoxicurcumina e Bisdesmetoxicurcumina
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Fonte: Pulido-Moran et al. (2016).

A porcentagem no rizoma corresponde a 77 % de curcumina, 17%
de DMC e 3% de BDMC (PULIDO-MORAN et al., 2016). O metabolismo em relacéo
aos curcumindides expde uma biodisponibilidade ineficaz devido a reduzida
afinidade pela agua que limita o amplo uso clinico da curcumina (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

A caracteristica lipofilica da curcumina que diminue expressivamente
a sua utilizacdo clinica, levou a pesquisa que tenta melhorar este aspecto, ha
experimentos com micelas poliméricas contendo curcumina que aumentam sua

biodisponibilidade melhorando suas propriedades antitumorais (LU et al., 2015).
1.7 ACA0 DA CURCUMINA

A curcumina € amplamente utilizada como corante de alimentos e
tem sido extensivamente investigado como um antioxidante natural que atua
sequestrando os radicais livres e inibe a peroxidacéo lipidica, agindo na protecao
celular das macromoléculas celulares, incluindo o DNA (KUNCHANDY; RAO, 1990;
SUBRAMANIAN et al., 1994).

A curcumina também atua inbindo as enzimas oxidases do complexo
p-450 que sdo encontradas no reticulo endoplasmatico celular (SHAMSI et al.,
2017), principalmente as enzimas CYP1Al, CYP1A2 e CYP3A4 que participam
diretamente da degradacédo da Dacarbazina o que permite a acdo deste farmaco por
mais tempo no local de atuacgéo, concluindo entdo que a curcumina aumenta a agao
do quimioterapico (LEWIS; MACKENZIE; MINERS, 2011).

Considerando a propriedade antioxidante da curcumina (Figura 14),
um dos mecanismos deve-se a presenga em sua estrutura de um grupo metileno
alfa com baixa estabilidade de elétrons, que atua como um excelente doador de
atomos de hidrogénio (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 14 - Mecanismo da capacidade antioxidante da curcumina
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Fonte: Adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015).

Ainda Pulido-Moran et al. (2016) relata a curcumina interferindo nas
reacGes celulares envolvidas na formacdo de anion superéxido (O?), peréxido de
hidrogénio e o radical oxido nitrico, reduzindo a formacdo de espécies reativas e
favorecendo a capacidade dos sistemas antioxidantes celulares na diminuicdo do
estresse oxidativo envolvido na carcinogénese. A diminuicdo da geracdo do anion
superéxido € devido a uma menor exposi¢cdo da subunidade p47 phox do complexo
enzimatico NADPH oxidase (SOARES et al., 2015). De fato, Venza et al. (2015)
demonstrou que a transformacédo de melandcito normal para maligno € inibida pela
curcumina pelo mecanismo de regulacdo negativa de formacéo de espécies reativas
intracelulares.

Outras pesquisas demonstram que a curcumina desenvolve
propriedade antioxidante interferindo diretamente no mecanismo enddgeno da célula
neoplasica, aumentado a expresséo do fator nuclear eritrocitario 2 (NRF2) que por
sua vez aumenta a resposta antioxidante da célula, e age indiretamente como
scavenger de radicais livres (GONZALEZ-REYES et al., 2013).

Além disso, a curcumina ativa o processo de apoptose celular no
melanoma pelo aumento da atividade das caspases 3 e 8 (LELLIA; PEDONEA;
SAHEBKAR, 2017), dificulta a migracao e a invasao do melandcito transformado, por
reduzir a expressao e a atividade de enzimas que decompde a matriz celular, a partir
das metaloproteinases (ALISI et al., 2018) e diminuem a expresséo do fator nuclear
kappa B - NF-kB (ALQATHAMA; PRIETO, 2014) desfavorecendo o processo de
metastase da célula cancerigena.

A curcumina influencia a melanogénese reduzindo a concentracao
de melanina em células B16F10, quando os melandcitos sdo expostos a horménios
estimuladores (a- MSH), a enzima tirosinase responde a baixa expressao do gene
fator de transcricdo de microftalmia (MIFT) alterando a regulacdo das enzimas da
sintese de melanina e da proliferacdo celular (FLAHERTY; HODI; FISHER, 2012;



29

WOLNICKA-GLUBISZ et al., 2014).

Faido-Flores et al. (2015) comparou a eficacia de um composto
analogo da curcumina (DM-1) e o quimioterapico Dacarbazina (DAC). Inoculou
células de melanoma murino B16F10 por via intraperitoneal em camundongos
C57BL6 e inoculou pela mesma via nos grupos (DM-1), (DAC) e (DM-1 + DAC). O
composto DM-1 tem caracteristicas antimetastaticas e antiproliferativas que no
experimento ndo interagiu com células normais, causando dano oxidativo nas
células B16F10, o que néo foi observado no quimioterapico DAC que interagiu
também com as células normais. Os autores verificaram que o tratamento
combinado DM-1 + DAC teve um aumento significativo (100%) da sobrevida do
grupo comparado ao grupo tratado somente com Dacarbazina (40%) e somente com
DM-1 (60%).

Diante desse panorama do céancer de pele do tipo melanoma,
notamos sua gravidade e sua incidéncia aumentando de maneira progressiva. O
quimioterapico utilizado em estagios avancados da doenca é a Dacarbazina, que
apresenta baixa eficicia na remissdo do cancer e nenhum aumento significativo na
sobrevida do Individuo. O uso de antioxidantes € controverso em diversas patologias
inclusive no melanoma.

Nesse contexto, a curcumina com propriedades antioxidante e
antineoplasica em diversos tipos de cancer, entre eles 0 melanoma, poderia quando

associada a Dacarbazina, melhorar a sua agao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o papel do estresse oxidativo na acdo da Dacarbazina em

célula de melanoma murino (B16F10) apds pré-tratamento com trolox e curcumina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar in vitro as concentracdes de trolox, curcumina e Dacarbazina
nao citotoxicas para as células B16F10.

- Analisar in vitro a agédo da Dacarbazina na célula B16F10.

- Pelo método de Quimioluminescéncia (QL), observar a formacao de

lipoperéxidos em células de B16F10.
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THE EFFECT OF TROLOX AND CURCUMIN ON THE ACTION OF

DACARBAZINE ON MURINE MELANOMA CELLS (B16F10)

ABSTRACT
Introduction and objectives The annual increase in the number of new cases of melanoma in
the world is of greater concern due to its high mortality rate and lower efficacy of the
treatment with Dacarbazine (DTIC) of around 20%. Therefore several search seek for
improvements in DTIC treatment and / or new treatment alternatives. DTIC is the standard
treatment in the most severe stages of melanoma. Curcumin is widely used as a food dye and
has been extensively investigated as a natural antioxidant that acts to inhibit free radicals and
lipid peroxidation by acting on the cellular protection of cell macromolecules including DNA.
Acts by inhibiting the enzymes of the p-450 complex responsible for the degradation of DTIC
potentiating the effect of chemotherapy. For the achievement the research, we made use of the
murine melanoma cell line B16F10. The objective of this study was to elicit the role of DTIC-
induced oxidative stress in B16F10 murine melanoma cells and to observe the effect of a pre-
treatment with antioxidants on the action of Dacarbazine using curcumin (Curcuma longa
extract) and antioxidant standard (Trolox is the vitamin E analogue). Material and methods:
Three groups pre treatment (24h before treatment with DTIC) were make with Trolox Group
(500uM), Curcumin group (10 uM) and Trolox (500uM) + Curcumin (10 uM) group. BI6F10
cells were exposed to DTIC treatment (500 pg/mL) for 24h. Assays were performed with
cytotoxicity/proliferation and lipoperoxidation. Results We found a higher cytotoxicity and
decrease proliferation at the DTIC group in the cell line B16F10 demonstrating
chemotherapeutic effect on this cells (p<0.05). The pre-treatment of Curcumin group showed
a potentiation the effect cytotoxic and antiproliferative of DTIC (p<0.05). Whereas

environment oxidative contributes to melanoma cells spread, it was observed also the
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formation of membrane lipoperoxides at the groups. We found that the pre- treatment
curcumin group presented higher level of lipoperoxidation (p<0.05). Conclusion It concludes
that curcumin showed cytotoxic activity and antiproliferative effect on murine melanoma
B16F10 cells, improving the action of the chemotherapeutic DTIC by inhibiting the process
of degradation of the chemotherapeutic also increasing lipoperoxidation in the cells B16F10.

Keywords: Dacarbazine; Melanoma cutaneous; Curcumin; Oxidative stress; B16F10.
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INTRODUCTION

Melanoma is a malignant neoplasm of skin. Because it is highly aggressive (high
metastatic capacity), it can reach, in severe cases of the disease, up to 80% of death, even with
an incidence of only 3% of human skin malignant neoplasia 3. Several studies deal with the
annual increase in new occurrences of this type of cancer in Brazil and in the World, raising a
concern with the increase of the mortality rate ¢4,

In the treatment of metastatic melanoma, the chemotherapeutic used is Dacarbazine
(DTIC). The mechanism of action of this drug involves the formation of the methyldiazonium
ion that methyl the nitrogenous bases of the DNA (adenine and guanine), preventing the
protein synthesis of the transformed melanocyte. In the process of metabolism of DTIC, there
is the increase of reactive species due to the release of the methyldiazonium ion favoring an
intracellular pro-oxidant state ¢,

Dacarbazine has been used despite its low efficacy (around 20%) in the treatment of
melanoma in patients with advanced disease staging ). Research in the sense of search for
therapeutic associations that improve the action of Dacarbazine are in constant study .
Immunotherapy has been used with the use of immunotherapeutics such as Ipilimumab
(inhibitors of CTLA-4 receptor associated with cytotoxic T lymphocytes) that have been
outstanding for presenting promising results in the treatment of melanoma aiming to improve
the immune response favoring the survival of patients with this disease ).

Another therapy used is the inhibitor drug of BRAF (gene commonly altered in
malignant melanoma) such as Vermurofenib that acts on tumor regression facilitating cell
death of the neoplastic cell “%1, Even this drug can be combined with ipilimumab or other
immunotherapeutics to amplify the mechanisms of melanoma inhibition 2,

Curcumin, the main active agent of turmeric, a plant-derived natural antioxidant

(curcuma longa L.), has been widely used in research with various types of cancer, for
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example in the Li et al. ® study on colorectal cancer, a daily dose of 360 mg curcumin was
observed to act as a colon chemoprotector. In melanoma, the research by Venza et al. @ has
shown that the transformation of normal to malignant melanocytes is inhibited by curcumin
by means of negative regulation of intracellular reactive species. Research into the use of
curcumin in melanoma cancer cells has shown favorable results, reducing cell proliferation
and inducing apoptosis .

In vivo studies with curcumin performed by Das and Vinayak ), demonstrate
antioxidant properties that directly interfere in the endogenous mechanism of the neoplastic
cell, increasing the antioxidant response of the cell expressive results in the use of
combination of Dacarbazine and an analog of curcumin in vitro and in vivo with B16F10 cells
were demonstrated by Faido-flores et al 7).,

In this context, we intend with this study to seek a better understanding the
interference of oxidative stress (EO) caused by the action of the chemotherapeutic in the
B16F10 cell and observe of the influence with by antioxidants such as trolox and curcumin, in
the action of Dacarbazine. Also knowing that there is the participation of oxidative stress EO
in the mechanism of melanoma tumor metastasis, in which the formation of membrane
lipoperoxides is an indicative of EO ®®. Whereas the formation of lipoperoxides is directly
related to cellular oxidative damage 9.

Our research utilizes a pretreatment with trolox and curcumin 24 hours prior to
treatment with Dacarbazine to evaluate the efficacy of this chemotherapeutic by observing

cell damage from the levels of lipoperoxides in B16F10 cells.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture

To accomplish the research, we made use of the murine melanoma cell line B16F10.
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The material was seeded in 25 mm? culture flasks in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEN; Gibco, Thermo Fisher USA) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS;
Gibco, Thermo Fisher, USA) and 1% penicillin / Streptomycin (Santa Cruz, Biotechnology,
USA). This cell culture was maintained in a humidified atmosphere of 5% CO» at 37°C
(Sanyo CO2 Incubator; Sanyo, Kitanagoya, Aichi, Japan) for maintenance of cell culture for
24 time. Three in vitro treatment steps were maken in the experiment: with trolox (vitamin E

analog); with curcumin; and with Dacarbazine (DTIC) for 24 hours.

Treat with Trolox (analogue VIT E) in vitro

For the pre-treatment with trolox (ALDRICH®), we tested the concentrations of 20,
50, 100, 250 and 500 uM to determine the best dose. Next, tests were performed on the effect
of trolox on cytotoxicity and cell proliferation. For these tests, a concentration of 2x10° cells
in DMEM medium seeded in 24-well plates was used for 24 hours and, therefore, the results
were observed in triplicate. The dose of the pre-treatment of trolox used corresponds to

500puM.

Treat with curcumin in vitro

For curcumin pre-treatment (SIGMA®) in vitro, we applied 2.71mM curcumin to
phosphate buffered saline (PBS) to perform the cellular pre-treatment on B16F10. We
therefore tested concentrations of 10, 25, 50 and 100uM to determine the best pretreatment
dose in B16F10 cells. Soon after, tests were performed again to verify cytotoxicity and cell
proliferation of curcumin. In this way, the results were observed in triplicate. The dose of the

curcumin pre-treatment that was used corresponds to 10uM curcumin.

Treat with Dacarbazine (DTIC) in vitro
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In the experiments in which we used the chemotherapeutic Dacarbazine (DTIC),
there was a pre-treatment, 24 hours earlier, with the antioxidants trolox and Curcumin. Thus,
we have the following experimental groups: trolox + DTIC, Curcumin + DTIC and pre-
treatment with both antioxidants plus Dacarbazine (trolox + Curcumin + DTIC). The DTIC
concentration used was 500 pg/ml "in press” in all groups for a period of 24 hours after the
pre-treatment of trolox and curcumin performed within 24 hours, totaling 48 hours of
treatment in the cell culture. Tests were performed to verify cytotoxicity and cell proliferation

of the chemotherapeutic in all pre-treatments.

Cytotoxicity assay and Cell proliferation assay

The cytotoxicity test was performed by the MTT 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) test to investigate cell viability by the mechanism of
mitochondrial function alteration, according to standard Mosmann's bromide assay (1983). In
the cell proliferation assay, the cell growth was evaluated according to the following
procedure: the cells were suspended in tripan blue (0.05%) and counted the four quadrants of
the Neubauer chamber. Cellular proliferation of the treatment was performed by counting
viable cells (without staining) and non-viable cells (blue staining) according to the procedure

described by Queiroz et al. ??.

Oxidative stress parameters

For evaluation of oxidative stress parameters, B16F10 cells were washed and
trypsinized with 0.5 ml after treatment and the cell suspension was centrifuged at 600 g (4°C
for 3 minutes). Cells were suspended in cold PBS buffer and frozen (-20 °C) until
chemiluminescence (QL) analysis. The QL curves were obtained on a GloMax® 20/20

luminometer (Promega, Madison, USA), and the results are expressed as reading numbers per



46

relative light unit.

Statistical analysis

The complete statistical analysis of this work used GraphPad Prisma (version 6.0;
USA) of verify the normality of the results what showed that all presented a normal
distribution. Data were expressed as mean + standard error of the mean and analyzed using
analysis of variance (ANOVA). The intergroup differences were analyzed by the Tukey test
and p<0.05 was considered statistically significant. The Spearman correlation was calculated

using GraphPad Prism and correlations with p<0.05 were considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

The low efficiency of Dacarbazine (DTIC) treatment in malignant melanoma,
approximately 20% effectiveness and the need for more effective therapies against melanoma
(12D have become the object of study of several studies aimed at improving the effect of
DTIC with adjuvant treatments and increased survival of the individual with melanoma &8 In
this scenario, was be proven the participation of oxidative stress (OE) in the progression of
melanoma and also in the oxidation of the tumor microenvironment 223 However, the
involvement of the EO for a better efficacy of the DTIC is controversial 418, Studies have
shown that the antioxidant, analog of curcumin DM-1, directly interferes with neoplastic
rmelanocytes in order to favor tumor regression, interfering little with normal melanocytes
(24)_Other studies demonstrating otherwise 7,

Our work addresses the use of antioxidants (trolox and curcumin) in murine
melanoma cells (B16F10) and evaluates their therapeutic potential as adjuvant to treatment
with Dacarbazine. The murine melanoma model B16F10 is considered one of the best to

study melanoma in vitro 528, We chose this cell line because it was one of the research lines
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of our group, in which alternative treatments such as citral lemon and metformin were used,
which demonstrated antineoplastic potential "2, Metformin influenced both in vitro and in
vivo treatment with predominant participation of reactive oxygen species, altering the redox
status of B16F10 cells @®, in vivo, the use of metformin at the systemic level reflected an
efficient pro-antioxidant state in reducing tumor growth, reducing tumor mass by 54%.

In order to evaluate the cytotoxicity we have (Figure 1a) the increase in the
cytotoxicity of the pre - treated group with 10uM curcumin when compared to the control,
(p<0.05), demonstrating that only curcumin has cellular cytotoxicity. This result was
subsidized by another study in which a cytotoxicity was found at the same concentration of
10uM curcumin in B16F10 cells ®®. There was a significant difference between the DTIC
groups as the sole treatment and the control group (p<0.05) evidencing the chemotherapy
effect of the DTIC observed in Figure 1b. It was also found that cytotoxicity in pre-treatment
with curcumin for 24 hours and then with DTIC for another 24 hours was potentiated, that is,
there was greater cytotoxicity in relation to the control and the group Dacarbazine when the
cells are pre-treated with curcumin.

Regarding cell proliferation, it was observed that only pre-treatment with curcumin
and trolox significantly reduced the number of viable cells. (Figure 1c) The DTIC +
CURCUMIN group significantly decreases the cell proliferation of B16F10 cells relative to
Dacarbazine alone (Figure 1d). Agreeing our data, a other in vivo study of murine melanoma
that evaluated the effect of Dacarbazine and an analysis of curcumin (DM-1), obtained
promising results, achieving a 100% survival in the combined treatment DTIC + DM-1 @4,

The dissemination of melanoma evolves in the face of the imbalance between
oxidants and cellular pro-oxidants (EO), in which lipoperoxides are formed ?®. Lipoperoxides
are derived from the reaction of reactive species ERO and ERN with lipids of the cell

membrane, the reaction occurs in the form of cascade and significantly increases the oxidative
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damage in the cell ?3%9) This reaction can also break the membrane generating toxic side
products, maloldialdehyde, 8-hydroxyiguanozine that comes from proteins and DNA,
respectively, these alterations damage the cells, which can lead to cell death G,

We verified by chemiluminescence the increase of membrane lipoperoxides that
would be indicative of EO. In which curcumin pretreatment demonstrates an increase of
oxidative stress by lipoperoxides in comparison to control and pre-treatment with trolox
(figure 2a). When we analyzed the DTIC chemotherapy and its impact on the lipoperoxidation
of B16F10 cells, we noticed a significant increase when cells were pretreated with curcumin
(p<0.05) (figure 2b). The explanation given to the increased toxicity of DTIC on melanoma
cells when pretreated with curcumin is in the fact that curcumin inhibits the P450 complex,
where it is this complex that metabolizes the chemotherapeutic ®. Thus curcumin acts on the
enzymatic complex P450 that could facilitate the reaction of the active metabolite of the
DTIC (methionine ion), favoring its action.

We concluded with this work that curcumin, a natural antioxidant derived from the
plant (Curcuma longa c.), applied experimentally in vitro, showed cytotoxic and
antiproliferative activity, potentiating the action of the chemotherapeutic Dacarbazine when
used as a pretreatment

We observed an improvement in the action potential of the treatment with
Dacarbazine, considering its low efficacy, and that this effect is a reflection of a significant
increase in membrane lipoperoxides caused by curcumin, so we suggested a possible

mechanism for lipoperoxidation given by curcumin in the treatment with Dacarbazine.
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Figure 1 - The graphs presented (a and b) demonstrate the cell viability parameters in vitro.
The "a" graph shows only the data regarding pre-treatment with 500 uM trolox, 10 uM
curcumin and the combination of trolox 500 uM + curcumin 10 pM at the same

concentrations for 24 hours. On the other hand, the graph "b" provides information on
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treatment with DTIC 500 pg/ml in B16F10 in vitro 24 hours after pretreatment. The graphs
presented (c and d) demonstrate the parameters of cell proliferation in vitro. As shown in
figure "c", which shows only the pre-treatment with 500 uM trolox, 10 uM curcumin and the
combination of trolox 500uM + curcumin 10 uM for 24 hours, whereas in "d" the treatment
with DTIC in B16F10 in vitro 24 hours after pretreatment. Significant differences, consider
that * is the difference between groups at the control p <0.05; # corresponds to the difference

between groups related to Dacarbazine p<0.05; + difference related to Trolox p<0.05.
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Figure 2 - The graphs presented (a and b) demonstrate the membrane lipoperoxide parameters
in B16F10 cells, analyzed by chemiluminescence (QL) The "a" graph presents the data
regarding the pre-treatment 500 uM trolox, 10 uM curcumin and the combination of trolox

500uM + curcumin 10uM for 24 hours. The "b" chart provides information on treatment with
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DTIC 500 pg/ml within 24 hours after pretreatment. Statistical data showed significant
differences for p <0.05, considering that * is the difference between groups regarding the
control; # corresponds to the difference between groups related to Dacarbazine; + difference

related to Trolox and - difference related to curcumin
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nos dias atuais, as neoplasias, sao consideradas pela alta
complexidade a qual estdao envolvidas, um grande desafio a comunidade cientifica,
gue considera com entusiasmo cada pesquisa e dado encontrado acerca dos
diversos tipos dessa doenca.

O melanoma, céancer de pele extremamente agressivo e mortal na
maioria dos casos, apresenta um tratamento quimioterdpico por Dacarbazina
considerado ineficaz, o que aumenta o foco dos profissionais de salude para as
terapia associadas a Dacarbazina na tentativa de melhorar a sua acdo. Empregamos
o0 modelo B16F10 nesse trabalho, por fazer parte da pesquisa do n0sso grupo e por
ser recomendado na literatura como um modelo ideal no estudo do melanoma.

O estresse oxidativo esta intimamente relacionado a carcinogénese
do melanoma cutaneo. O uso de antioxidantes desafia a ciéncia na interacdo com as
espécies reativas nas reacdes ocorridas em células transformadas malignamente.

A Curcumina nesse trabalho demonstrou propriedades citotoxicas e
antiproliferativas na linhagem celular da B16F10, também potencializou a acdo da
Dacarbazina por inibir as enzimas do citocromo p-450 responsaveis pela
metabolizacdo do quimioterapico, favorecendo o efeito deste por mais tempo.

Ainda relacionando o dano celular causado pelo extresse oxidativo
(os niveis de lipoperéxidos de membrana), observamos que houve aumento destes
na célula B16F10 pré-tratada com curcumina, indicando uma possivel terapia
alternativa da curcumina no tratamento do melanoma metastatico com o

quimioterapico Dacarbazina.



