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INTRODUGAO
O melanoma cutédneo pode ser definido como um tumor maligno devido a
transformacao atipica dos melandcitos (SLOMINSKI et. al., 2004), o melanoma
metastatico apresenta alta taxa de resisténcia em relagcdo a quimioterapia,
imunoterapia e radioterapia demonstrando pequenos niveis de apoptose espontanea
in vivo quando comparado com outros tipos celulares, por todas essas razdes sao
adequados os estudos para a aplicagcdo de novos compostos que possam exercer
uma acao eficaz na inducdo de apoptose nessas células. Os derivados das
tiossemicarbazonas apresentam interesse cientifico, devido as inumeras
propriedades bioldgicas, tais como antiviral (WNUK & Robins, 2006), antitumoral e
citotéxica (KARALI, 2002) além de apresentar acéo eficaz contra bactérias, fungos
(BERALDO, 2004) e protozoarios. Diante da diversidade de utilizagbes das
tiossemicarbazonas, o grupo de Quimica Organica Sintética do Instituto de Quimica
da UFG, em cooperacdao com pesquisadores do Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa, sintetizaram uma série de tiossemicarbazonas
derivadas do monoterpeno natural do R-(+ )-limoneno, que € o componente
majoritario dos 6leos das cascas de limao e laranja e do 6leo essencial de alcaravia.
Os compostos da série dos derivados de limoneno (TBL) ensaiadas nesse
estudo foram: Benzaldeido tiossemicarbazona limoneno (LIM-04),
Tiossemicarbazida limoneno (LIM-05), o-Nitro tiossemicarbazona limoneno (LIM-17),
m-Nitro tiossemicarbazona limoneno (LIM-18), p-Nitro tiossemicarbazona limoneno
(LIM-19), p-Dimetilamino tiossemicarbazona limoneno (LIM-23) e p-Hidroxi
tiossemicarbazona limoneno (LIM-25), com a finalidade de verificar a agao biolégica
in vitro de compostos derivados de benzaldeido limoneno tiossemicarbazona (TBL)

em células de melanoma humano (SK-MEL-37).
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MATERIAL E METODOS
Linhagem celular e manutencao:

A linhagem de melanoma humano SKMEL-37 foi doada pelo Dr, Loyd J. Old
do Instituto de Cancer Memorial Sloan-Kettering, New York, USA. As células foram

mantidas em meio MEM contendo 10% de soro fetal bovino em frascos de 25cm? a
370C em incubadora com 5% de CO»2.

Avaliagcao da atividade antiproliferativa ou citotoxica

As células foram tratadas com uma concentracdo constante de 100 uyM de
cada composto. Apds 24, 48 ou 72 horas de observagao fez-se uma selecao visual e
a partir dela, procedeu-se a avaliagao da viabilidade celular através do ensaio de
MTT onde a atividade celular € quantificada pela redu¢gdao do brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (CARMICHEL, 1987). Para a
construgdo dos graficos e calculo do ICs, (Concentragdo Inibitéria para 50% das
células), utilizou-se o Programa GraphPad Prism, versdo 4.00 para Windows, da

GraphPad Software, San Diego, USA, www.graphpad.com.

Avaliacao da morte celular por citometria de fluxo

As células foram semeadas em placas de petri de 10cm?de didmetro. Ao final
de 24 horas de crescimento, as placas foram tratadas com TBL e Doxo, na
concentracdo unica de 100uM. Ao final de 48h de tratamento, as células foram
desprendidas da placa, fixadas com etanol 70% e marcadas com solugdo de lodeto
de propideo (PI). 10000 eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo (FACScan
Becton Dickinson, Frankilin Lakes, New Jersey, USA) usando a 488 nm. Os dados

foram analisados usando os software CellQuest™ e o programa WinMDI.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 1 mostra os sete compostos derivados de benzaldeido limoneno
tiossecarbazonas estudados apds 72h de incubagdo com uma concentragado de 100
M.
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Figure 1: Painel do aspecto visual da cultura de células de melanoma SK-Mel-37
apo6s 48 horas de tratamento com uma concentragcdo de 100 uM dos diversos TBL.:
(A) Controle:DMSO/etanol; (B) LIM-04, (C) LIM-05, (D) LIM-17, (E) LIM-18, (F) LIM-
19, (G) LIM-23 e (H) LIm-25. As células foram observadas e fotografadas com
microscoépio optico invertido no préprio frasco de cultivo. Ampliagao 100x.

Determinagao da concentragao inibitéria (ICs)
A figura 2 mostra os resultados obtidos nos ensaios de MTT.
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Figura 2: Graficos dose-resposta do tratamento das células de melanoma humano
SK-Mel-37 por 72 horas, com diferentes concentracbes dos compostos pré-
selecionados. O valor do IC50 apresentado foi obtido com o programa GraphPad
Prism. A figura mostra ainda, o quadro com os valores de ICs, € intervalos de
confianga dos TBL frente ao MTT.



Os resultados apresentados pelo LIM-05 e o LIM-18 podem ser comparados
aos observados para outras tiossemicarbazonas mencionadas na literatura.
Compostos de 4-N-fenil-2-benzoilpiridina tiossecarbazona complexados com
estanho (Sn (IV)), mostraram-se muito eficientes em testes de citotoxicidade em
células de cancer de mama (MCF-7) e carcinoma renal (TK-10) humano,
apresentando valores de ICs, entre < 0,002 uM e 17,3 uM , respectivamente. Em
células de melanoma humano (UACC-62) esses derivados apresentaram valores de
ICs0 em torno de 9,7 uM, (REBODELLO et al., 2005).

Ferrari et al. (2003) apresentou experimentos de derivados de piridoxal
tiossemicarbazonas testados em células de leucemia humana (U937, CEM, e K562).
Que apresentaram valores de ICs, semelhantes aos LIm-04 e LIM-25.

Neste estudo, observou-se que apos 48h de tratamento, a porcentagem de
células na fase subGO (apoptéticas), variou entre 14,39% e 29,95%, dependendo do
composto estudado, sendo que as células ndo tratadas apresentavam apenas
7,05% das células nessa fase. Paralelamente, observou-se um aumento na
porcentagem das células na fase SG2M, indicando que o efeito inibitério no
crescimento das células de melanoma, pode ser devido a parada provocada na fase
SG2/M do ciclo celular. Os resultados (Figura 3) sugerem que esses compostos
exibem efeitos antiproliferativos via inducdo de apoptose. Sabe-se que o sucesso de
agentes quimioterapéuticos estaria vinculado a potencialidade em induzir apoptose
em células malignas (Syng-ai et al., 2004). Assim, compostos que previnem a
progressao das células no ciclo celular, e induzem apoptose, como o TBL, podem
ser usados como reguladores negativos da proliferacdo celular no tratamento do
cancer, inclusive do melanoma (Chen & Huang, 1998).
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Figura 3: Células SK-MEL-37 cells (3 X 10° cells/mL) tratadas com TBL com uma
concentragcdo de 100 uyM durante 48 h. Os dados foram analisados por ANOVA and

Bonferroni’s post test (p< 0.001).

Conclusao
Os resultados sugerem que TBL exibem efeitos antiproliferativos via indugao
de apoptose. Além disso, apresentam um baixo valor de IC50, podendo ser

candidatos atraentes para ensaios pré-clinicos in vivo.
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