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1. INTRODUCAO

O melanoma cutaneo é considerado um grave cancpelde por possuir maiores
chances de formar metastases devido a transfornadiffica dos melandcitos, presentes na
pele (MOHRet. al., 2009). Os melandécitos sdo células especializadagigmentacédo e
encontram-se, principalmente, na pele, na camadal l#a epiderme, onde produzem
melanina (pigmento responséavel pela cor da pel® ealbelo). Através da producdo de
melanina os melandcitos oferecem protecdo contreefegos prejudiciais da radiacao
ultravioleta do tipo A e B, produzidos pelo solatdo assim, na prevencéo do céancer de pele
(GRAY-SCHOPFERet. al, 2007).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA9 taxas de incidéncia do
cancer de pele sao baixas, apesar de ser o0 mais dexido a sua alta possibilidade de
metastase, tendo uma estimativa de novos casosasil Be 5.930, sendo 2960 homens e
2970 mulheres no ano de 2010. Mas o cancer decpelesponde a 25% de todos os tumores
malignos registrados no pais, 0 melanoma repregéfatdas neoplasias malignas do 6rgéo,
sendo a predominante em populacdes de pele clE@A(l 2010). Se o melanoma for
diagnosticado precocemente pode ser curado atdeégsseccdo cirirgica em 80% dos
casos. Mas se o0 melanoma estiver na fase metastétimamente responde as terapias
existentes (radioterapia, quimioterapia, excisdorgica completa das metastases, perfusdo
isolada), com sobrevida de seis meses a cincoapussdiagnostico (GRAY-SCHOPFER
al., 2007).
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Devido aos graves efeitos colaterais e limitadeiéicia das terapias disponiveis tem-
se buscado novas estratégias e agentes terapéatiewgs da nanobiotecnologia para o
tratamento do melanoma cutaneo. As nanotecnologias contribuindo com avancos na
nanotecnologia biomédica (nanobiotecnologia), qu@loga nanoestruturas em escala
nanomeétrica, para diagnostico, bioengenharia e cagiles terapéuticas, como as
nanoparticulas magnéticas a base de compostos ideséae ferro, tais como magnetita
(F&0,). Elas podem ter aplicacdes na area biomédicagéambricacdo de nanocompositos
magnéticos, magnetolipossomas e na forma de fluidagnéticos para carreamento de
drogas, sendo que as nanoparticulas magnéticamdmtvavessar a barreira endotelial e se
acumular nas células-alvos, sem causar danos @élasx#izinhas (PAVON e OKAMOTO,
2007).

As nanoparticulas magnéticas contidas em fluidgneétzaco podem ser manipuladas e
direcionadas a um alvo especifico sob influéncia whe campo magnético externo
(SHUBAYEV et. al.,, 2009), podendo assim tornar-se carreadores deasirapm
especificidade de sitio para liberacdo controlagladichga, sem sobrecarregar 0 organismo
com doses massivas. Sua aplicacdo nao se limitarderao carreamento de drogas, pois,
dados cientificos relatam que os sistemas magsébiedem ser utilizados como agentes de
contraste em imagens de ressonancia magnéticanutéeseparacdo magnética de células ou
moléculas biolégicas variadas, em marcadores példaealvo e na magnetohipertermia
(LAVACA e MORAIS, 2004). O uso das nanoparticulasno carreadores de drogas tem
sido uma estratégia para superar mecanismos &téresa celular e ndo celular e aumentar a
seletividade da droga para células cancerigenamnuindo os efeitos colaterais (THIERRY
et. al.,1992).

Para melhorar a absorcéo e especificidade cepdasibilitando biocompatibilidade e
melhores resultados no tratamento contra o caasemanoparticulas magnéticas podem ser
funcionalizadas/cobertas com camadas de ions éspscinucleotideos, peptideos entre
outros, pois sem o revestimento as nanoparticutaméticas tém superficies hidrofébicas e
propensao a se aglomerar. AgoRincionalizacdo com surfactantes organicos (diaena)
as nanoparticulas de oOxido de ferro melhoram suabiBdade, homogeneidade em
ferrofluidos (SHUBAYEVet. al, 2009), altera a interacdo das nanoparticulasangélulas
em termos da eficiéncia de sua adesdo e interpabzaambém aumenta o tempo de
circulacdo das nanoparticulas no organismo (ZHA&Gal, 2002). Assim, conhecer o
comportamento das nanoparticulas funcionalizadaadpinteragem com as células, é uma

etapa importante para avaliacdo da sua eficiérmi@caplicacdo biomédica (FREITAS.



al., 2008). Sendo que a terapia utilizando nanopardcutegnéticas oferece grandes
perspectivas para o diagnostico e tratamento decdseproliferativas, tais como melanoma

cutaneo.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Verificar a acao biolégican vitro de nanoparticulas de magnetita revestidas com

bicamada de laurato/dodecilamina em células dermogla humano (SK-MEL-37).

2.2 Especificos

* Analisar por microscopia de contraste de fase eraswopia eletronica de
varredura (M.E.V) as mudancas morfolégicas das laluratadas com

nanoparticulas magnéticas;

* Analisar degradacéo nuclear por Microscopia derekagncia.

3. METODOLOGIA

3.1 Preparacédo das nanoparticulas de magnetita

O fluido magnético das nanoparticulas de magnigtitsintetizado a partir da mistura
de solucdes aquosas de cloreto ferroso e férrguidse da adicdo de amobnia concentrada sob
agitacao vigorosa (KHALAFALLA e REIMERS, 1980), oegipitado foi retirado e levado
para o processo de funcionalizacdo das nanopadicolm monocamadas de laurato, seguida
da funcionalizacdo com monocamada de dodecilanimmando assim, nanoparticulas de
magnetita com bicamadas laurato/dodecilamina (MAREND). A suspensédo coloidal
aquosa de nanoparticulas foi dialisada para elmdopdecilamina em excesso. O diametro
médio estimado das particulas € ~10nm (SANTEOEIMA, 2008). Estas preparacdes e
caracterizagOes foram realizadas pela equipe d# Broilia Celma de Oliveira Lima do
Instituto de Quimica da Universidade Federal dea&oi

Estudos anteriores foram realizados por Moura dl&gG@010, para determinar a

concentracéo a ser utilizado neste estudo.



3.2 Cultura e manutencéo da linhagem celular

A linhagem celular utilizada para os experimentos $K-MEL-37 (células de
melanoma humano), obtidas através de doacdo dadyd J. Old do Instituto de Cancer
Memorial Sloan-Kettering, New York, USA. As célulsdo estocadas em nitrogénio liquido
para posterior descongelamento. As células forastamhgeladas em um banho a 37°C,
adicionando-se em seguida meio MEM contendo 10%ade Fetal Bovino (SFB). Seguiu-se
uma centrifugagdo a 80 x g por 2 a 3 minutos deapap-se a seguir 0 sobrenadante.
Ressuspendeu-se gentilmente em meio MEM conten%o de) SFB. Elas foram cultivadas
em frascos de cultura (25 cm?) (Nunc Brand ProdudSA) contendo Meio Mimino
Essencial (MEM-Vitrocell, Brasil), suplementado cdifi% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina-estreptizina (Gibco BRL, Argentina),
0,25mg/mL de Fungizona (Gibco BRL, Argentina) e titas na incubadora Umida com
condicbes de 5% de G@ temperatura de 37°C. A cada dois dias 0 meiguttera foi
removido e substituido por meio fresco.

As células foram semeadas em uma densidade denpelos 3x1bcélulas/ml, para os
experimentos assumindo-se um tempo de duplicacd@0dénoras, quando atingiam a
confluéncia, de forma que durante o tratamento amanoparticulas magnéticas, as células
se mantinham na fase exponencial de crescimené@teazado pela duplicacdo do namero
de células (SOARES, 2008).

3.3 Andlise atraveés da Microscopia de Fluorescéncia

A condensacdo da cromatina e a fragmentacdo deceom(mbdem ser estudados
morfologicamente através da coloracdo com DAPI @'~ diamidino, 2’ phenylindole —
Invintrogen) que é um marcador fluorescente especffara o nucleo (fluorocromo), esse
corante cora acidos nucléicos, formando um compkstavel com a dupla fita de DNA
emitindo forte fluorescéncia permitindo com issweisualizacdo dos nucleos e possibilita
analisarmos o tipo de morte celular (necrose ouptage), utilizando microscopia de
fluorescéncia.

O marcador especifico DAPI na concentracao |ael,foi utilizado para marcar o
nacleo das células SK-MEL-37. As células de melam@K-MEL-37 foram semeadas em

placas de 3,5cm? de area (Nunc Brand Products, USska atingirem confluéncia em 48



horas. Vinte quatro horas depois da semeaduraoadicio marcador especifico DAPI, apés
45 horas da semeadura as células de melanoma foatexlas com a concentragdo de
12,8ug/mL da nanoparticula magnetita funcionalizadam laurato/dodecilamina
(MAGN/FBLD) e com a concentracdo de 1lug/mL da doba laurato/dodecilamina
(composta por: 10mg/mL de Fe; 2,36mg/mL de lauratbt8Bmg/mL de dodecilamina. Apos 2
horas e 30 minutos as células tratadas e as céldiole foram analisadas em microscopio
optico invertido de fluorescéncia (Eclipse TE 20088KON), com filtro apropriado, para

obtencéo dos resultados.

3.4 Andlise de Microscopia Eletrdnica de VarrediM&V)

As células de melanoma SK-MEL-37 foram plaqueadagkcas de 3,5cm? de area
(Nunc Brand Products, USA) contendo laminulas getadas (gelatina 0,1%) para 72 horas
de crescimento, apds a confluéncia, as célulasnforatadas com 7ug/mdla nanoparticula
magnetita funcionalizada com laurato/dodecilamifdAGN/FBLD), apos 2 horas de
incubacao foi realizada uma primeira fixacéo. Alsileé foram lavadas com DPBS com'Ca
e Mg e colocadas em solucédo de Karnovsky's na gelageir@2 horas, apos esse periodo
de incubacao, as células foram lavadas com tameamcbdilato de sédio (0,1M pH 7,2),
durante 5 minutos (2 vezes). As células entdo,nfodesidratadas em uma série de
concentracdes crescentes de etanol, incluindo Baihin80% a 90% por 10 minutos cada e a
concentracdo 100%, por trés vezes durante por a0tos cada. Retirou-se o etanol 100% e
colocou-se 1mL de HMDS (Hexametildissilazana) p@r Binutos a uma temperatura
ambiente, retirou-se o excesso de HMDS, levou-seéagas a um dessecador overnigth,
procedeu-se a deposicdo de filmes de ouro no Dafdonum e consequente analise em um
Microscopio Eletronico de Varredura (Jeol, JSM -A@6equipado com EDS e Thermo
scientific NSS Spectral Imaging), operado a 4 Kgtaladdo no Laboratorio Multiusuario de
Microscopia de Alta Resolu¢do (LAMMAR) no Institute Fisica/lUFG.

4. RESULTADOS

4.1 Nanoparticulas magnéticas induzem alteracoe®ibgicas e estruturais em
SK-MEL-37



A visualizacdo do nucleo das células marcadas cARI Possibilitou observar que as
células de melanoma (SK-MEL-37) incubadas por 4&$1em meio de cultura com 10% de
SFB sem adicdo de nanoparticulas ou de cobertpr@sentaram nucleo com formas
arredondadas uniformes, preservando a forma dcemUel foi claramente marcado pelo

corante fluorescente, assim as células do gruptraten(Figura 1 A-B) ndo apresentaram

alterag6es morfoldgicas.

Figura 1: Aspecto morfolégico das células do grapotrole de melanoma (SK-MEL-37) em
cultura por 48 horas incubadas com DAPI e visuddgaem microscopio de fluorescéncia.
(A) Células controle ndo apresentaram alteracdedotagicas; (B) células com nucleos

preservados e arredondados. (A-B) aumento 200 vezes

Nas células SK-MEL-37 tratadas com a coberturaataldtodecilamina (Figura 2 C-
D) na concentragdo de 11ug/mL quando comparadedlias controle, pode-se observar o
desprendimento de aproximadamente 20% do totalcélatas, e alteracdes morfologicas,
como presenca de vacuolos citoplasmaticos. Os l@cabservados nas células tratadas com
a cobertura sdo caracteristicas que podem ocarr@rotesso de apoptose, mas como nao
houve desprendimento significativo, sugere-se qureliacdo da apoptose pela cobertura ndo

foi significativa.
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Figura 2: Aspecto morfolégico através da Microsaopie fluorescéncia das células de
melanoma (SK-MEL-37) tratadas por 2 horas e 30 togwna concentracdo de 11ul/mL da
cobertura da nanoparticula composta por Ferro,ataue dodecilamina. (C) Podemos
observar intensa vacuolizacdo (seta preta) e ([@Jeas com pequenas alteragbes na
morfologia celular (seta branca). (C-D) aumento 2€fes.

Ja nas células de melanoma tratadas com as ndoojgst de magnetita
funcionalizadas com laurato/dodecilamina (MAGN/FBLBigura 3 E-H), na concentragao
de 12,8ug/mL , quando comparadas as células cemgaestebe-se que elas tornaram-se mais
arrendondadas, isto poderia estar associado asngasglanorfolégicas, como perda da
integridade nuclear, deixando de ser arredondadepresentado-se mais alongados, o0s
nacleos parecem ser menores com perda da unifatmidavendo fragmentacdo do nucleo
das células.

Também foi observada a presenca de vacuolos, féondg'blebs” de membrana e
houve aproximadamente 90% de desprendimento dataxétas células tratadas com as
nanoparticulas MAGN/FBLD. Os resultados obtidosicach, provavelmente, que as
nanoparticulas de magnetita funcionalizadas conatietdodecilamina induzem morte celular
por apoptose, ja que as alteragdes como formacdolels” de membrana e fragmentacao

nuclear sao caracteristicas do processo apoptidicelula.



Figura 3: Aspecto morfologico das células de met@dumano da linhagem SK-MEL-37
tratadas com as nanoparticulas MAGN/FBLD por 2 $i&&80 minutos na concentracédo de
12,8ug/mL incubadas com DAPI e visualizadas em osagpio de fluorescéncia. (E)
Observa-se aproximadamente 90% de desprendimestcéiialas e presenca de vacuolos
(seta preta larga); (F) fragmentacéo nuclear (betaca larga); (G) arredondamento das
células (seta preta fina) e (H) formacdo“biebs” de membrana (seta branca fina). (E-H)

aumento 200 vezes.

4.2 Nanoparticulas magnéticas induzem alteracGestwesis na superficie da membrana
plasmatica em SK-MEL-37

A andlise das células em microscopia eletrénicgadeedura (M. E. V) nos permitiu
visualizar as mudancas na superficie das céluldszidas pelas nanoparticulas de magnetita
funcionalizadas com laurato/dodecilamina (MAGN/FBLIBomplementando, dessa forma,
os resultados, obtidos anteriormente, através @lgsarem microscopia de fluorescéncia.

Células que néo receberam tratamento com nanagagtipossuem muitas projecoes

citoplasmaticas (Figura 4 A-B). Todavia, célulastadas com 7ug/mL nanoparticulas



MAGN/FBLD, por um periodo de 2 horas, apresentareainicdo destas projecdes e formacao
de ‘blebs” na superficie da membrana plasmatica (Figura 4,@&dacteristica decorrente do
processo apoptotico. Dessa forma, nossos resultaolosdos através da andlise de
microscopia de fluorescéncia e M.E.V., indicam g nanoparticulas MAGN/FBLD,

possivelmente, induzem morte celular por apoptose.
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Figura 4: Micrografia eletrénica de varredura delle§ da linhagem SK-MEL-37 em cultura.
As células foram incubadas por 2 horas na presencauséncia das nanoparticulas
MAGN/FBLD. (A e B) SK-MEL-37 na auséncia das nantijgalas (controle) com projecdes
citoplasmaticas; (C e D) na presenca de 7ug/mL misoparticulas MAGN/FBLD,
aparecimento de blebs” na superficie da membrana plasmatica (seta) e npada

morfologicas na célula. (A-C) barra= 5um; (B-D)raar 10pum.

5. DISCUSSAO

hY

Devido a quimiorresisténcia adquirida pelos tumomgsmves efeitos colaterais e
limitada eficiéncia das terapias tradicionais (gjfa, quimioterapia), como no tratamento do



melanoma cutaneo, tem sido estudados tratamerteErmaivos através da nanociéncia e
nanotecnologia. A nanotecnologia vem contribuindomcavangos na nanotecnologia
biomédica, que explora nanoestruturas para apksatgrapéuticas, como as nanoparticulas
magnéticas. Elas podem ter aplicacdo na area bioangd forma de fluidos magnéticos para
carreamento de drogas (PAVON e OKAMOTO, 2007). @oaas nanoparticulas magnéticas
sdo cobertas por camadas de ions especificos,otideles e peptideos podem possibilitar
numerosas aplicacdes e melhores resultados nongata de cancer (SHUBAYE¥t. al,
2009).

Os primeiros métodos utilizados para avaliacaocodepostos sdo os testesvitro que
empregam material vivo, geralmente cultura de aslde origem humana. A simplicidade
desses testes facilita a interpretacdo e a dedimfianecanismos de acdo a nivel celular e
molecular, o que se torna muito complexo no organisGRUBER e HARTURNG, 2004).
Para selecionar compostos com acgdo anti-neoplasigacritérios sdo a inibicdo da
proliferagéo celulain vitro e indugédo da morte celular por apoptose em resEsSSes
compostos, sem adquirir resisténcia (ZHE®&Gal.,2004).

Sendo a apoptose um tipo de morte programada tldascé o principal processo pelo
gual as células danificadas e prejudiciais saoimtidas, que é caracterizada por uma série de
mudancas morfologicas e estruturais nas célulagredelas, podemos citar alteracées no
citoesqueleto celular, contracdo do volume citopkgo, alteragcbes mitocondriais,
condensacao da cromatina, formacdo de vesiculasbraeosas denominadas de corpos
apoptoticos, surgimento délébbing da membrana, perda da adesao celular e fragnéntac
nuclear, seguida de fragmentagéo do DNA (HUERTAal, 2007).

A andlise das células em microscopia eletronicaanleedura nos permitiu visualizar
as mudancas na superficie das células, induzidés mpenoparticula MAGN/FBLD,
complementando os resultados obtidos através desemdn microscopia de fluorescéncia
através do DAPI. Os resultados com microscopia lderdscéncia demonstram que a
cobertura laurato/dodecilemina das nanoparticukasnihgnetita induz aparecimento de
vacuolos citoplasmaticos, porém ndo causou moftgacesignificativa, em estudo realizado
por Moura e Guillo 2010, evidenciou-se que as coberturas laurato/laurato,
laurato/dodecilamina e laurto/pluronic das nandpalds magnéticas maghemita e magnetita
ndo apresentaram citotoxicidade. J& os resultamoscélulas tratadas com as nanoparticulas
de magnetita funcionalizadas com laurato e dodeuetainduziu alteragcdes morfolégicas e
estruturais, tais como arredondamento da célulamaoao de Blebbings da membrana,

formacao de corpos apoptoticos, perda da aderéekitar e fragmentacao nuclear.



Paralelamente, a analise das células em microscel@adnica de varredura
corroborou os resultados obtidos em microscopidiw®escéncia, visto que também se
observou a presenca delébbing$ na superficie da membrana plasmatica, arredondi@me
das células e perda da aderéncia celular, castatas essas que evidenciam que a acao das
nanoparticulas magnéticas e pelo processo de meld&ar por apoptose em SK-MEL-37,
lembrando que a inducé&o da apoptose contribui ipdvegdo da progressdo de neoplasias.
Foram evidenciadas tais alteracdes em estudogada$ por Huertat. al., 2007, para
detectar apoptose. Carneiro, 2007, obteve resudltsglmelhantes onde evidenciou alteracbes
morfolégicas e estruturais induzidas por um compt;neo acafrdoQurcuma longal.), a
curcumina, em células de melanoma humano. Martteal., 2007, também constatou as
mudancas morfolégicas nas células de carcinomeadaéia humano (linhagem Hep-2) apos
Terapia Fotodinamica utilizando o agente fotos$dlimnte ZnPc, sugerindo que as células
Hep-2 sofrem morte celular por apoptose.

De acordo com Santos e Lim2008, sugere-se que a acdo das nanoparticulas nas
células de melanoma cutaneo pode ser devido agdtereletrostatica entre as nanoparticulas
carregadas positivamente, pode-se dizer funcicaaddiz, e a superficie das células de
melanoma SK-MEL-37, que possui sitios de carga thvegaesse € um fator decisivo na
internalizacdo das nanoparticulas pelas céluldsadasin vitro.

No presente estudo, as nanoparticulas magnéticlSNWIFBLD mostrou-se interferir
na progressao das ceélulas no ciclo celular e indaoptose nas ceélulas de melanoma
cutaneo. Outros estudos sugerem que as nanopastidel maghemita revestida com acido
laurico pode induzir a morte celular através dapagse e dever ser um promissor contra o
melanoma cutaneo (FREITAS. al.,2008).

Porém, novos estudos com nanoparticulas magnétecasagnetita funcionalizadas
com laurato e dodecilamina, sdo necessarios pangreender claramente o seu efeito anti-
neoplasico e seus mecanismos moleculares nas celetplasicas, afim de que depois de
rigorosas analises pré-clinicasvitro e in vivo 0 uso das nanoparticulas de magnetita podera

torna-se possivel como uso clinico para o trataong®ineoplasias malignas e benignas.
6. CONCLUSAO
Os resultados sugerem que através da microscopiadbreta de varredura e

microscopia de fluorescéncia, as nanoparticulaqagnetita funcionalizadas com laurato e

dodecilamina induzem alter¢es morfolégicas e tstis interfirindo na progressdo das



células de melanoma (linhagem SK-MEL-37), induzindorte celular por apoptose, nas
concentragcées 12,8ug/mL e 7pg/mL , Contudo, nowperanentos rigorosos utilizando

outras linhagens celulares, animais de laborat$@io necessarios a fim de que tumores
quimioresistentes como 0 melanoma, se tornem mageptiveis a ativacdo da morte celular
programada. A busca por novos quimioterapicos oeecam ativadade antitumoral devem

ser continuamente estudadas e estimulada.
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