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Resumo

O melanoma é um tipo de cancer que origina-se nos melandcitos, células produtoras de melanina na pele,
ocorrendo ndo so6 na pele mas em mucosas, trato gastrointestinal, olhos, orelhas e genital. Esta doenca possui
alta capacidade de metastase, mostrando-se agressiva, e seus tratamentos mais convencionais utilizados na
atualidade também demonstram agressividade em células saudaveis do paciente, tal fato motiva pesquisas
com outras substancias para que haja uma melhoria no tratamento destes pacientes e melhor qualidade de
vida durante o tratamento. Estudos anteriores relatam a acgéao citotoxica de compostos que contém vanadio
em células tumorais. Neste trabalho foi realizado ensaios de citotoxicidade do composto C,H,,N,O,.V, Cuem
células de melanoma murino B16-F10 através de testes de viabilidade celular com o método cristal violeta.
Este trabalho revelou as caracteristicas citotoxicas do composto C,H,,N,O,.V, Cu, indicando uma potencial
acéo antitumoral deste polioxovanadato em linhagem de células de melanoma B16-F10.
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Abstract

Melanoma is a type of cancer that originates in melanocytes, melanin-producing cells in the skin, occurring
not only in the skin but in mucous membranes, gastrointestinal tract, eyes, ears and genitalia. This disease
has high ability to metastasize, showing aggressive, and the more conventional treatments used today also
demonstrate aggressiveness in healthy cells, this fact motivates research with other substances for which there
is an improvement in the treatment of these patients and better quality of life during treatment. Previous studies
have reported the cytotoxic action of compounds containing vanadium in tumor cells. This work was conducted
tests of cytotoxicity of the compound C,H,,N,O,.V, Cu in murine melanoma cells B16-F10 through cell viability
tests with Crystal Violet method. This work revealed the characteristics of cytotoxic compound C,H,_N,O, V., Cu,
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indicating a potential antitumor action of this polioxovanadate in melanoma cell line B16-F10.
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1 Introducgao

O vanadio puro é um metal flexivel, ductil e brilhante sendo considerado o 22° elemento
mais abundante na crosta terrestre, esta presente na crosta terrestre em concentragdes de cerca de
0,015 g/kg, presente em combustiveis fosseis (petroleo, carvao) e em alguns campos petroliferos.

1 Académica de Biomedicina da Universidade Tuiuti do Parana, Curitiba, PR.

2 Académica de Biotecnologia da Universidade Tuiuti do Parana, Curitiba, PR.

3 Doutora em Dentistica Restauradora. Professora Adjunta da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR.

4 Mestrando(a) do Programa de P6s Graduacdo em Quimica da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR.

5 Mestrando(a) do Programa de P6s Graduagéo em Quimica da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR.

6 Doutora em Quimica, Professora e Pesquisadora do Departamento de Quimica- Universidade Federal do Parana,
Curitiba, PR.

7 Doutora em Quimica, Coordenadora do Programa de P6s Graduagdo em Quimica da Universidade Federal do Parana,
Curitiba, PR.

8 Doutora em Ciéncias Farmacéuticas, Professora adjunta do curso de Biomedicina da Universidade Tuiuti do Parana e
Professora adjunta do curso de Farmacia da Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR.

68 Revista Eletrénica Biociéncias, Biotecnologia e Satde, Curitiba, n. 13, set.-dez. 2015.

miolo_14_biotec.indd 68 13/09/2016 14:33:48



Biociéncias, Biotecnologia e Saude  wjin-aw.0ms

y

7N

O vanadio esta presente também nos animais, sendo que os niveis teciduais na maioria dos
vertebrados sdo muito baixos (CROSS et al., 1991, MUKHERJEE et al., 2004).

Na célula animal, o ion vanadato pode afetar processos de fosforilacdo e desfosforilagao
de proteinas, regular muitas atividades de enzimas e participar na geracao de radicais livres. A
fosforilagdo de proteinas pelas quinases e a desfosforilacdo pelas fosfatases sédo reagdes chaves
envolvidas na regulagdo do metabolismo celular, proliferagdo e diferenciacdo. O ion vanadato
inibe a atividade de fosfotirosina fosfatases e estimula tirosina quinases, levando a um acumulo de
fosfotirosinas em varias proteinas celulares (NRIAGU, 1998; GOLDWASER et al., 2000a).

Compostos contendo vanadio tem mostrado um grande potencial como inibidores de tumores
induzidos quimicamente em animais de teste e de culturas celulares in vitro, sendo eficiente, por
exemplo, no tratamento de leucemia, adrenocarcinoma de mama, pulmdo, mama, do ovario,
testicular, renal, gastrointestinal, tumores de Ehrlich em fuzileiros navais, carcinoma de nasofaringe
em humanos. (MALUF et al., 2011; SUMRRA & CHOHAN, 2012; RAJA et al., 2012).

Sua atividade antitumoral se da pelo processo redox, o vanadio forma complexos peroxo-
vanadatos que inibem a maioria das tirosinas-quinases, levando a ativacado de proteinas quinases,
resultando na expressao de multiplos genes, que estdo envolvidos na regulacao e na proliferacéo
de células cancerosas.

1.1 Melanoma

E uma doenca resultante de mutagdes seriadas em genes que estdo diretamente ligados a
mecanismos de proliferagao celular, apoptose, angiogénese e expressdo de moléculas de adeséo.
Existem evidencias de que ha uma relagcédo de pré-disposi¢cao genética para o desenvolvimento da
doenca, ja que 10% dos portadores de melanoma possuem histérico familiar da doenga (CULP et
al, 2006)

A doenga tem origem nos melanocitos, células produtoras de melanina que determinam a
cor da pele. A quantidade de melandcitos varia conforme a regiao anatdmica. Estimulos ambientais
como a radiagao ultravioleta podem alterar a demanda proliferativa dessas células, podendo haver
alteragbes neoplasicas, tornando essas células malignas, ocasionando o melanoma (NAKAMURA
et al, 2012).

1.2 Cultivo celular e células B16F10

O cultivo celular nos permite estudar fenébmenos inacessiveis em tecidos intactos, observar
e manipular o comportamento e funcdo de uma populacéo isolada de células.

Modelos animais embora sejam por definicdo uma aproximagao da realidade, sdao muito
uteis em uma ampla variedade de estudos dentre os quais se incluem mutagdes génicas, interacdes
proteina-proteina, sensibilidade a compostos farmacoldgicos, imunoterapia e os processos de
invasao de metastases, dentre outros (CULP et al., 2006; TALMADGE et al., 2007).
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A linhagem de melanoma murino B16 e suas sublinhagens sao muito utilizadas para pesquisa
e observacao do crescimento tumoral por apresentarem alta tumogenicidade, porem a linhagem B16
parece ser menos invasiva que suas sublinhagens, e a habilidade de formar metastases aumenta
segundo a ordem: B16F0, B16F1 até B16F10 (POSTE et al., 1982; ZHAO et al., 2001; NAKAMURA
et al., 2002).

2 Material e Métodos

2.1 Ensaio de citotoxicidade com o composto C,H,,N,O,.V, Cupelo metodo cristal violeta

A garrafa de cultivo contendo células B16-F10 foi tripsinizada, ressuspendendo as células
em meio completo contendo 10 mL de RPMI, 20% de soro fetal bovino e 100mg/ml de antibiético
penicilina/estreptomicina. Esse meio completo contendo as células foi submetido ao processo
de centrifugacao, e apds descartar o sobrenadante as células foram ressuspendidas em 1ml de
meio completo para serem quantificadas. O total de células viaveis foram contadas na camara de
Neubauer, através do método azul de tripan. Com base na contagem, foi preparada uma suspensao
de células contendo em media 0,5X10] células/mL.

A suspensao foi distribuida em uma placa de 96 pocos, tendo em média 3000 células em
cada pogo, e incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Apos a adeséo, o meio
completo foi aspirado e as células foram tratadas em concentragbes crescentes do composto
C,H,,N,0,. V. Cu (0,1 mM; 0,01 mM; 0,001 mM; 0,0001 mM)) em triplicatas, além de células tratadas
somente com o meio de cultura (controle) e foram incubadas novamente, por 24 horas, a 37°C na
estufa de CO2.

Apbs esse periodo, o meio foi aspirado e a placa foi lavada com solugdo tampao fosfato, e
feito o processo de fixacao das células em metanol. Apds a fixagao das células, foi aplicada a solugao
cristal violeta 0,2% durante 3 minutos, e removido o excesso de corante da solugado lavando a placa
novamente com solugao tampao fosfato. Em seguida foi acrescentado solugao citrato de sédio 0,05M.
Foi medida a absorbancia em leitor de microplaca, em um comprimento de onda de 540 nm.

2.2 Analise de morfologia celular por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As células cultivadas e tratadas nas laminulas da placa de 06 pogos foram submetidas
a procedimento de fixagdo com glutaraldeido e desidratacdo em concentragdes crescentes de
etanol, em seguida a placa foi enviada para a Universidade Estadual de Ponta Grossa onde, apds
submetida a metalizacao, as laminulas com as células foram analisadas por Microscopia Eletrénica
de Varredura em microscopio Shimadzu, Kyoto, Japao.

3 Resultados e Discussao

O método cristal violeta cora o nucleo de células vivas, sendo assim é utilizado para avaliar

a viabilidade celular. Conforme a leitura feita em 24 horas do composto C,H,,N,O, V., Cu, pelo

método cristal violeta, foi observado uma acgao citotdxica significativa sobre a linhagem B16F10
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que foi utilizada em nosso estudo, mostrando um decaimento na viabilidade da célula conforme o
aumento da concentragéo do composto C,H,,N,O,.V, Cu.
Esteresultado pode serassociado aresultados de estudos anteriores com outros oxovanadatos

e outras linhagens celulares tais como SH-SY5Y e SK-N-SH (células de neuroblastoma humano).
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FIGURA 1: Grafico de viabilidade celular do CH, N O. V. Cu
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FIGURA 2: Micrografias de MEV x 500 das células B16F10 representadas em: (A) células tratadas somente
com meio de cultivo e (B) células tratadas com C,H,,N,O,.V, Ni em meio de cultivo

Os resultados da analise por Microscopia Eletrébnica de Varredura demonstraram as
diferencas de morfologia entre as células dos grupos tratados com (A) meio de cultivo e (B) solugéo
de C,H,,N,O,.V, Cu a 0,1 mM em meio de cultivo. As células de melanoma B16F10 do grupo
controle (A) exibem morfologia dendritica com prolongamentos citoplasmaticos enquanto que,
quando tratadas com o polioxovandato C,H,,N,O,.V, Cu (B) as células tumorais apresentaram
formato arredondado n&o dendritico sugestivo de estagio de morte celular.
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Conclusao

Este trabalho revelou as caracteristicas citotoxicas do composto C,H,,N,O, V. Cu, indicando

uma potencial agdo antitumoral deste polioxovanadato em linhagem de células de melanoma B16-F10.
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