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RESUMO

A curcumina surgiu como uma grande promessa para tratamento do cancer e
de quimioprofilaxia com a curcumina, porém sua baixa solubilidade em agua e
sua biodisponibilidade sistémica é minima. Tentativas foram feitas para
melhorar a sua solubilidade em solu¢cbes aquosas através da incorporacao de
curcumina em lipossomas ou micelas, mas esses sistemas tém estabilidade
baixa. Além disso, as nanoparticulas magnéticas tém sido usados como
promissores sistemas de entrega de drogas, pois podem ser funcionalizadas
para se tornarem sollveis em agua e biocompativeis. Estudos com curcumina
incorporada & nanoparticulas magnéticas ainda séo escassos. Esse estudo tem
por objetivo avaliar o efeito anti-proliferativo de curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com bicamada de acido laurico em
células de melanoma humano da linhagem SKMEL 37. Células de melanoma
humano foram tratadas em diferentes concentracbes e a citotoxicidade foi
avaliada por ensaio de MTT. A morfologia das células foi avaliada através de
microscopia Optica e de fluorescéncia. Nossos estudos mostraram que a
curcumina incorporada em nanoparticulas possui efeito citotdxico em
concentracfes acima de 40,8 pug/ml ou 111 pM. J& a curcumina livre provocou
morte significativa em concentragdes acima de 11,5 pM. Observamos também
alteracdes morfoldgicas tipicas do processo de apoptose, como condensacgao
de cromatina, fragmentacao nuclear e formacéo de Blebs. Estes achados nos
mostram que, tanto sua atividade citotoxica, como ambas as propriedades
magnéticas e sua solubilidade em &gua fazem desta nova formulacdo com

curcumina um composto interessante para uso terapéutico.

Palavras-Chave : Nanoparticulas magnéticas, Melanoma, Cancer, Curcumina



ABSTRACT

Curcumin has emerged as a great promise for cancer treatment and
chemoprophylaxis with curcumin, but its low solubility in water is minimal
systemic bioavailability. Attempts were made to improve its solubility in agueous
solutions by incorporating curcumin in liposomes or micelles, but these systems
have low stability. In addition, magnetic nanoparticles have been used as
promising drug delivery systems because they can be functionalized to become
water soluble and biocompatible. Studies with curcumin incorporated into the
magnetic nanoparticles are still scarce. This study aims to evaluate the
antiproliferative effect of curcumin combined with magnetic nanoparticles
functionalized bilayer of lauric acid in human melanoma cell line SKMEL 37.
Human melanoma cells were treated at different concentrations and cytotoxicity
was evaluated by MTT assay. The cell morphology was evaluated by light
microscopy and fluorescence. Our studies have shown that curcumin has
incorporated into nanoparticles cytotoxic effect at concentrations above 40,8
pug/ml or 111 pM. Since free curcumin caused significant death at
concentrations above 11.5 pM. We also observed morphological changes
typical of apoptosis such as chromatin condensation, nuclear fragmentation and
bleb formation. These findings show us that both their cytotoxic activity, as both
the magnetic properties and its solubility in water make this new formulation

with a curcumin compound interest for therapeutic use.

Keywords: Magnetic nanoparticles, Melanoma, Cancer, Curcumin



1. INTRODUCAO

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer no Rio de Janeiro
(2010), o numero de casos novos de cancer de pele ndo melanoma estimado
para o Brasil no ano de 2011 sera de 53.410 entre homens e de 60.440 nas
mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 56 casos novos
a cada 100 mil homens e 61 para cada 100 mil mulheres. O cancer de pele nédo
melanoma é o mais incidente em homens na maioria das regides do Brasil,
com um risco estimado de 85/100.000 na Regido Sul, 55/100.000 na Regiéo
Nordeste, 53/100.000 na Regido Sudeste e 25/100.000 na Regidao Norte;
enquanto que na Regido Centro-Oeste (44/100.000) é o segundo mais
frequente. Nas mulheres € o mais frequente nas regides Sul (87/100.000),
Centro-Oeste (66/100.000), Nordeste (61/100.000) e Norte (28/100.000);
enquanto que na Regido Sudeste (56/100.000) o mesmo € o segundo mais
frequente. Quanto ao melanoma, a incidéncia é baixa (2.960 casos novos em
homens e 2.970 em mulheres), porém sua letalidade € alta. As maiores taxas
estimadas encontram-se na regido Sul do pais. Fatores como cor da pele,
histérico de queimaduras solares, fendtipo propenso a desenvolver nevus
(CAINI et al., 2009), exposicdo ao sol, pessoas fumantes e histérico de
neoplasia prévia (NAGORE, et al.,2009) sdo alguns dos principais fatores de
risco associados ao melanoma cutaneo.

Um dos maiores problemas na oncologia sdo 0s mecanismos de
resisténcia intrinseca a quimioterapia, que envolve o efluxo das drogas (COLIN
et al., 1996). O cancer é uma doenca hiperproliferativa que normalmente é
tratada por radiacdo e agentes quimioterdpicos que sao téxicos, ndo apenas
para células tumorais, mas também para as células normais. Além de serem
toxicos, esses agentes muitas vezes ndo sdo muito eficazes no aumento da
sobrevida global de pacientes com cancer e podem ser muito caros e, portanto,
nao sdo acessiveis para a maioria. Além disso, esses agentes ndo podem ser
usados para prevencao do cancer. A medicina tradicional € geralmente livre de
efeitos colaterais deletérios e na maioria das vezes € de baixo custo (YADAYV,
et. al., 2010).



Curcumina é o ingrediente ativo de uma planta medicinal (Curcuma Longa
Linn) conhecida popularmente como acafrao. Além se seus conhecidos efeitos
como anti-inflamatdrio e anti-oxidante (ITOKAWA et al., 2008; HATCHER et al.,
2008), outras atividades da curcumina incluem a diminuicdo do nivel do
colesterol no sangue, supressao de trombose e infarto do miocardio, supresséao
dos sintomas associados a diabetes tipo Il, artrite reumatoide, reforco na
cicatrizacdo de feridas, protecdo contra lesdes hepaticas, cataratas, previne a
toxicidade pulmonar e fibrose, bem como atividade anti-tumoral (ODOT et al.,
2004).

As propriedades anticancerigenas da curcumina foram atribuidas a
modulacdo de diversas vias moleculares. A curcumina diminui a expresséo do
fator de transcricdo NF-kB (AGGARWALL et al., 2006) envolvido na via de
sobrevivéncia da célula (GOEL et al., 2008).

Apesar da grande promessa de que a curcumina seja um componente
seguro e eficaz na terapia do céancer e na quimioprevencdo, o principal
problema encontrado pelos pesquisadores € a reduzida biodisponibilidade da
curcumina quando esta € administrada por via oral (SHARMA et al., 2004). Os
estudos realizados nas trés décadas passadas relacionados com a absorcao,
biodistribuicdo, metabolismo e excregdo da curcumina revelaram baixa
absorcdo e alto metabolismo hepatico da curcumina, 0 que restringe a sua
biodisponibilidade (ANAND et al.,2007). Portanto, o desenvolvimento de um
sistema de entrega que permita a administracao eficiente da curcumina em um
meio aquoso € de suma importancia para que se possa aproveitar o potencial
deste promissor agente contra o cancer (BISHT et al., 2007).

Os sistemas nanoparticulados vém apresentando grande potencial no
carreamento de drogas, por isso, sdo cada vez mais investigados a fim de
aproveitar seu potencial (MISHRA et al., 2009).

Extensas investigagbes demonstraram o0 enorme potencial das
nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (SPION) em uma ampla
variedade de aplicacbes médicas e biolégicas (GUPTA et al., 2007) tais como
carreamento de drogas, ressonancia magnética, técnicas de hipertermia e
separacdo de células, e ainda no reparo tecidual (ARRUEBO et al.,2007). As
nanoparticulas podem ainda serem funcionalizadas com bicamada de

surfactantes como o dextran (BISHT & MAITRA, 2009) e o agente terapéutico



de interesse pode ser incorporado na bicamada desse surfactante (JAIN,
2005). FREITAS et al. (2008) demonstraram em um recente estudo que
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro revestidas com DMSA, &cido
citrico e acido laurico ndo sdo toxicas, e que entre as trés nanoparticulas
testadas, apenas as revestidas por acido laurico induziram uma significativa
morte celular via apoptose quando utilizadas em elevadas concentragoes,
acima de 254 pg/ml . Isso sugere que nanoparticulas magnéticas revestidas
com &cido laurico, DMSA e acido citrico podem ser utilizados como
carreadoras de drogas no tratamento contra 0 melanoma humano.

Diante dessa possibilidade, n6s verificamos que estudos com curcumina
incorporada a nanoparticulas magnéticas sdo ainda inexistentes. Portanto, a
finalidade do presente estudo é avaliar o efeito da curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com bicamada de acido laurico em

culturas de células do melanoma humano SKMEL 37.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MELANOMA

O melanoma maligno é um tumor maligno que surge a partir de células
melanociticas e envolve principalmente a pele. Os melanomas também podem
surgir nos olhos (conjuntiva Uvea e corpo ciliar), meninges e em diversas
superficies de mucosas. Embora os melanomas sejam geralmente muito
pigmentados, eles também podem ser amelandticos. Mesmo pequenos
tumores tém uma tendéncia a metastases e, portanto, tém progndstico
relativamente desfavoravel. Os melanomas representam 90% das mortes
associadas com tumores cutaneos (GARBE, et al., 2010).

A transformacé@o de melandcitos normais em células malignas envolve
uma série de eventos, incluindo a desregulamentacdo de fatores que
restringem o crescimento celular (supressores tumorais) e aumento na funcéo
de fatores que promovem o crescimento celular (promotores de tumor). Em
melanécitos normais e até mesmo em células de melanoma malignas
superficiais, os mecanismos de proliferacdo celular limitam-se em resposta &
estimulos externos. Em contraste, nos melanomas invasivos, as células
malignas apresentam um sistema autbnomo de multiplicacdo externa
independente de estimulos, resultando em rapido crescimento (SANCHEZ, et
al., 2009).

Existem basicamente cinco formas ou tipos histolégicos de melanoma:
melanoma extensivo superficial, melanoma nodular, melanoma maligno lentigo,
melanoma acral lentiginoso e melanoma mucoso lentiginoso (CALIFANO &
NANCE, 2009).

Os melanomas malignos podem apresentar um ou dois componentes de
acordo com seu padrao de crescimento e estagio de desenvolvimento. Estes
componentes sao descritos como fase de crescimento radial e fase de
crescimento vertical. O melanoma maligno in situ e no inicio do melanoma
invasivo apresenta apenas a fase de crescimento radial. O melanoma nodular,
por outro lado, mostra apenas uma fase de crescimento vertical. Esta €&

caracterizada por um elemento expansivo invasivo sem uma notavel fase de



crescimento radial. A fase de crescimento radial representa o estagio inicial do
melanoma em desenvolvimento e é caracterizada por um prolongado
crescimento intraepidermal ou microinvasor. Uma vez que a lesdo tenha
adquirido uma forma invasora mais agressiva, € considerada como tendo
entrado na fase vertical de crescimento. Por isso a fase de crescimento vertical
representa um estagio mais avancado no desenvolvimento do melanoma, com
o surgimento de células que tém a capacidade de crescimento expansivo, com
o predominante componente invasivo, com ou sem atividade mitotica e com
distorcdo na arquitetura da derme capilar. LesbGes apenas com fase de
crescimento radial, normalmente tém um excelente progndstico e séo
virtualmente curaveis pela excisdo. Depois que a lesdo adquire crescimento
vertical, considera-se um potencial metastatico e pobre progndstico (PIRIS, &
MIHM, 2009)

Fatores de risco para melanoma incluem: histérico pessoal de melanoma-
um paciente com um histérico de melanoma tem claramente um risco maior de
desenvolver melanoma subseqiiente. E comumente citado que 1-8% dos
pacientes com historia prévia de melanoma ira desenvolver multiplos melanomas
primérios; histérico pessoal de céancer de pele nao-melanoma- incluindo
carcinoma de células basais e carcinoma espinocelular, estdo fortemente
relacionados a exposicdo de UV, e, portanto, o risco de melanoma nesses
pacientes € aumentado; Idade e sexo- melanoma tende a ocorrer numa idade
mediana de 62 anos em homens e 54 anos em mulheres. O risco aumenta com
0 avanco da idade, especialmente nos homens. Em comparagdo com a mesma
idade nas mulheres, os melanomas nos homens mais velhos sdo mais
susceptiveis ao rapido crescimento e espessura, e sdo predominantemente
nodulares; exposi¢cdo solar- a exposicao solar UV é o mais importante fator de
risco ambiental para o melanoma e é o Unico que é potencialmente modificavel.
Pessoas que moram em baixas latitudes e em areas ensolaradas sé&o
geralmente as mais expostas e as com pele clara sdo as mais susceptiveis.
Porém, curiosamente, o papel da luz solar no desenvolvimento do melanoma

nao segue uma relacao linear dose-resposta (PSATY, et al., 2010).



2.2. CURCUMINA

Muitos dos agentes conhecidos atualmente na quimioprevencdo sao
extratos de plantas que estdo subdivididos em duas classes: (i) agentes
bloqueadores, que inibem a etapa de iniciagdo, impedindo a ativacdo
cancerigena e (ii) os agentes supressores, que inibem a proliferacdo de células
malignas durante as etapas de promocao e progressao da carcinogénese (Fig.
1). Uma classe distinta de agentes quimiopreventivos, incluindo a curcumina,
pertencem a ambas as categorias e apresentam multiplos mecanismos de
acao (DUVOIX, et al., 2005)

Agente Agentes
blogueador supressores
L Iniciagéo Promocgéo Progressio
Ativagio (12 dias) { > 10 anos) {>1ano)
metahdlica
Célula Célula inicial Célula

Profcarcmlgenese Carcmogenese normal

v
K

Detoxificagio e
secregéo

pré-neoplasica Célula neoplasica

Fig.1: Representacdo esquematica das varias etapas da carcinogénese.
(SURH, Y, 1999) Com modificagdes.

Curcumina é um corante natural amarelo derivado do rizoma da
Curcuma longa Linn (Fig. 2), uma planta originaria da India, popularmente
conhecida como acafrdo. O uso medicinal dessa planta tem sido bem relatado
na medicina Ayurveda por mais de 6000 anos. A curcumina é insoluvel em
agua e éter, mas é soluvel em etanol, dimetilsulfoxido e outros solventes

organicos. A curcumina comercial contém trés componentes principais:



curcumina (77%), demetoxicurcumina (17%) e bisdemetoxicurcumina (3%), que
juntos séo referidos como curcuminoides (Fig. 3)(AGGARWAL, et al., 2003).

O complexo curcumindide € também conhecido como agafrdo da india,
gengibre amarelo, raiz amarela, Kacha haldi, Ukon ou amarelo natural.
Curcuminddes estdo presentes de 3-5% no acafrdo. Embora principalmente
cultivadas na India, sudeste asiatico, China , outros paises asiaticos e em
regibes tropicais, o acafrdo-da-india também é comum em outras partes do
mundo onde é reconhecida por diferentes nomes. A curcumina possui ponto de
fusdo de 183 T, sua férmula molecular é C,1H;006, € peso molecular de
368,37 g/mol (GOEL, et al.,2008).

A CHEMICAL STRUCTURES OF CURCUMINOIDS
CH,0 OCH;

HO H=CHCOCH,COCH=CH H

CURCUMIN Diferuloyl methane
OCH;

B
IO—@—CH:CHCOCHZCOCH:CH OH

DEMETHOXY CURCUMIN  p-Hydroxy-cinnamoyl-feruloyl-methane

C
HO—@CH=CH COCH,COCH=CH ‘QOH

BISDEMETHOXY CURCUMIN  pp™-Dihydroxy-dicinnamoyl-methane

Fig. 3: Estrutura quimica de curcumindides extraidos de Curcuma longa.
(A)Curcumina, (B) Demetoéxicurcumina e (C) Bisdemetdxicurcumina. Fonte:
Maheshwari, et al., 2006.

Estudos sobre absorcéo, biodistribuicdo, metabolismo e eliminacdo da
curcumina mostraram que a baixa absorcéo, rapido metabolismo e eliminacéo
sdo as principais razfes para a pouca biodisponibilidade deste interessante

composto. Estudos recentes demonstram que o bloqueio da metabolizag&o



hepatica da curcumina através do uso de outras substancias contribui para o
aumento da biodisponibilidade desse composto. Outra forma € através do uso
de nanocarreadores como nanoparticulas, lipossomas, micelas e complexos
fosfolipidicos que parecem possibilitam um tempo maior de circulacdo
corporea, melhor permeabilidade e maior resisténcia a processos metabdlicos
degradativos (ANAND, et al., 2007).

bingibaraeeas.

L'_}F'Hllﬂt fga L

Fig. 2: Curcuma longa L. (Botanical.com, http://www.botanical.com/botanical /mgmh/
t/turmer30. Acessado em Dezembro de 2010.




2.2.1 ATIVIDADES DA CURCUMINA

2.2.1.1. Efeito antiinflamatério

Estudos mostraram que a curcumina inibe o metabolismo do &cido
araquidénico, a atividade da ciclooxogenase, lipoxigenase, citocinas
(interleucinas e fator de necrose tumoral), fator nuclear kB (NF-kB) e a
liberacdo de esterdides. A curcumina estabiliza membranas lisossémicas e
causa desacoplamento da fosforilagdo oxidativa. Também possui forte
atividade captora de radical de oxigénio, o que confere propriedades
antiinflamatorias. Em ratos com artritre induzida, a administracdo de curcumina
reduziu significativamente o edema inflamatorio em relacdo ao controle
(KOHLLI, et al., 2005).

Os efeitos antiinflamatorios da curcumina sédo parcialmente mediados
através da inibicdo da transcricdo do fator NF-kappa B e da proteina ativadora
AP-1. Sabe-se que, AP-1 e NF-kappa B agem sinergicamente podendo
promover a progressao do tumor. O tratamento de células de glioma com 25uM
de curcumina diminui a ligacdo de AP-1 e NF-kappa B. A curcumina também
suprime a ativacdo de AP-1 e TNF-a em células endoteliais da aorta bovina. O
lancamento de citocinas proé-inflamatérias para ativacdo de células
imunolégicas exerce um papel importante na resposta imflamatéria. A
curcumina exerce efeitos inibitdrios sobre a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 e IFN-y estimulando linfocitos do baco,
monaocitos, macréfagos e células dendriticas (BISHT, et al., 2010).

A curcumina demonstrou beneficios como antiinflamatério, despertando
um interesse particular sobre sua utilizagdo em doencas do intestino. A doenca
de Crohn e a colite ulcerativa sado fontes consideraveis de morbidade, e suas
incidéncias vém aumentando no mundo todo. Muitos estudos em diversos
modelos dessas doencas fornecem provas pré-clinicas fortes para o beneficio
do uso da curcumina. Por exemplo, em camundongos com colite ulcerativa e
que possuem resisténcia a multidrogas, a adicdo de curcumina a sua dieta

reduziu significativamente a inflamacao intestinal (EPSTEIN, et al. 2010).
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2.2.1.2. Efeito antioxidante

A proteina endotelial heme oxigenase-1 (HO-1) € uma proteina induzida
pelo estresse celular. Sua principal acdo é a degradacdo da heme no
antioxidante biliverdina e na molécula de mondxido de carbono. A incubagéo in
vitro de células endoteliais da aorta bovina com curcumina (5-15 uM) resultou
num aumento de RNAm de HO-1, da expressdo da proteina e da aitividade
enzimatica da heme oxigenase dose-tempo dependente. Resultados
semelhantes foram encontrados apos a incubacdo de células tubulares
proximais renais humanas com curcumina (1-8 uM). O mecanismo postulado
para essas observacgdes envolve as vias NF-kB e mecanismos da transcrigao.
O aumento da atividade da heme oxigenase-1 também parece desempenhar
um importante papel na citoprotecdo mediada pela curcumina contra o estresse
oxidativo (STRIMPAKOS & SHARMA, 2008).

O potencial antioxidante dos complexos de curcumina foi investigado por
outra abordagem. O complexo manganés-curcumina e seu derivado diacetil
demonstraram um aumento na atividade da superoxido dismutase,
sequetradora de radicais OH- e atividade de limpeza do Oxido-nitrico. O
complexo de cobre-curcumina também exibiu atividade antioxidante e
eliminacao de superéxido (ANAND, et al., 2008).
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2.2.2. CURCUMINA E CANCER

A curcumina inibe o desenvolvimento e a progresséo do cancer, atuando
em varias etapas da via de malignidade. A curcumina possui ambas atividades
como agente bloqueador, inibindo a iniciagcdo do cancer, quanto como agente
supressor, impedindo a proliferacao de celulas malignas durante a promocéao e
progresssao da carcinogénese. Uma atividade interessante da curcumina € a
capacidade de exercer efeito radioprotetor em células normais e efeito
radiosensivel em celulas de cancer. Embora o mecanismo pelo qual a
curcumina exerce estes efeitos opostos ainda nao tenha sido elucidado, tem-se
sugerido que a curcumina possui a habilidade de reduzir o estresse oxidativo e
de inibir a transcricdo de genes relacionados & respostas ao estresse oxidativo
e as respostas inflamatorias, que podem proteger a célula contra os efeitos da
radiacdo, enquanto que a atividade radiosuscetivel pode ser devido a hiper-
sensibilizacdo de genes responsaveis pela morte celular (HATCHER, et al.,
2008).

A transcricdo de proteinas ativadoras de fatores (AP)-1, fator nuclear
Kappa B (NF-kB), sinais transdutores e ativadores da transcrigcdo (STAT)-3, B-
catenina, fator indutor de hipéxia (HIF)-1 e Notch-1 séo upregulados na maioria
dos canceres. Estes estdo envolvidos na proliferacéo celular, invasao celular,
mestastases, angiogénes e resisténcia a quimioterapia e radioterapia. O fator
de transcricdo NF-kB € constitutivamente expresso em quase todos os tipos de
canceres e suprime a apoptose em uma grande variedade de tumores. A
constitutiva expressdo de NF-kB tem sido relatada em linhas de células
cancerosas humanas em cultura, em tumores mamarios induzidos em ratos e
nas biopsias de pacientes com céancer. Varios estudos demonstraram que a
curcumina inibe a ativagdo de NF-kB por indutores, tais como o TNF, o
peréxido de hidrogénio, o éster forbol, a fumaca de cigarro condensada, a
interleucina-1, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato e drogas anti-cancer
(KUNNUMAKKARA, et al., 2008).

Embora a indugdo de morte celular pela curcumina seja pricipalmente
por apoptose, outros tipos de mecanismos responsaveis pela morte celular
induzida pela curcumina tém sido descritos. Estudos mostraram que a

curcumina reduz a proliferacdo de células cancerosas do célon humano, sem
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apoptose. Outros estudos descrevem ainda que a curcumina induz uma nova
via de apoptose, independente de mitocondria e das caspases, em
linfoblastdide humano. Autofagia, designada como morte celular programada |l
€ caracterizada pela formacdo de vacuolos autofagicos no citoplasma e foi a
responsavel pela morte de células de glioama maligno (REUTER, et al., 2008).

A progressdo do cancer, invasdo local e metastases exigem a
participacdo de moléculas produzidas pelo tumor ou através de sua interacédo
com a matriz circundante. Essas moléculas influenciam a interacéo celular e a
aderéncia. Similar a inibicdo de fatores angiogénicos, a curcumina tem se
mostrado reguladora de proteinas relacionadas a adesao celular, tais como [3-
catenina, E-caderina, e proteinas inibidoras da produgdo de citocinas
relevantes para o crescimento do tumor, como TNF-a e interleucina-1. Além
disso, a curcumina demonstrou reduzir a expressédo de moléculas da superficie
membranar, como a molécula-1 de adeséo intracelular, molécula-1 de adeséo
vascular, e E-selectina, que desempenha papel na adesao celular (DAS, et
al.,2010).

As drogas quimioterapicas sdo mais eficazes quando administradas
combinadas (quimioterapia combinada). A justificativa para o0 uso de
quimioterapia combinada é usar drogas que trabalnem com diferentes
mecanismos de acdo, diminuindo assim a probabilidade de resisténcia do
cancer. Estudos descobriram que a curcumina combinada com o cha verde tem
seu efeito inibitério aumentado contra a carcinogénese oral em hamsters na
fase pos-iniciacdo e esta inibicdo pode estar relacionada a supressdo da
proliferacédo celular, a inducéo da apoptose e a inibicdo da angiogénese. Outro
produto natural isolado de plantas, o Taxol, € um agente anticancerigeno bom,
mas sua desvantagem € o limite da dose, devido sua toxicidade. Portanto, uma
combinagcdo de Taxol com curcumina poderia ser potencial para aplicacdes
clinicas. Estudos demonstraram que a combinacdo de curcumina aumenta os
efeitos anticancerigenos do Taxol em células HeLa (REUTER, ET AL.,2008).

A curcumina mostrou ter efeito diferencial em células normais como
células endoteliais, linfocitos, hepatdcitos, fibroblastos, timécitos e células
epiteliais mamarias. O porque da curcumina matar células tumorais e nao
matar células normais ainda né&o foi totalmente compreendido, mas diversas

razdes tém sido sugeridas. Primeiro, a absor¢cdo e métodos espectroscopicos
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de fluorescéncia mostraram que a absorcédo de curcumina € maior em células
tumorais. Segundo, os niveis de glutationa em células tumorais tendem a ser
inferiores do que em células normais, aumentando assim a sensibilidade das
células tumorais a curcumina. E terceiro, a maioria das células tumorais, mas
nao as ceélulas normais, expressam constitutivamente NF-kB ativo que media
sua sobrevivéncia. A curcumina pode suprimir a sobrevivéncia e proliferagéo
das células tumorais através da supressdo de produtos génicos NF-kB
(RAVINDRAN, et al., 2009).
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2.3. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

A nanotecnologia tém aberto uma nova era da tecnologia que afeta
todos os setores da vida humana. Eletrbnica e computadores, moveis,
telefones, alimentos e agricultura, industria de cosmeéticos, tintas e, claro,
satde. Um nanémetro (nm) equivale a 1x 10™° metros e, para comparacdo, um
anico fio de cabelo humano tem cerca de 80.000 nm de didmetro e uma célula
vermelha do sangue tem um diametro de 7.000 nm. Por definicdo, nanoescala
varia de 100 nm até o tamanho dos atomos (cerca de 0,2 nm). Nesta escala, as
propriedades dos materiais sdo muito diferentes de seus equivalentes em
massa. Assim, 0s nanomateriais possuem uma superficie relativamente maior
quando comparado ao material a de tamanho normal e por essa razao, séo
mais reativos quimicamente. De fato, alguns materiais sao inertes e tornam-se
reativos somente em sua forma nanométrica (RAFFA, et al., 2010).

Nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de ferro (SPION)
pentencem a classe de nanoparticulas com base em um nucleo de éxido de
ferro que podem ser revestidas por material inorganico (silica, ouro), ou
materiais organicos sintético/naturais  (fosfolipideos, acidos graxos,
polissacarideos, polimeros naturais como dextran ou quitosana, polimeros
biodegradaveis como polietilglicol (PEG), polimeros ndo biodegradaveis como
poli-alcéol-vinilico (PVA), peptideos e outros tensioativos. Estes SPIONs muitas
vezes sdo classificados pela sua dimensao, o que inclui o nucleo de éxido de
ferro e o revestimento/funcionalizacdo, chamado de diametro hidrodinamico. A
maior parte dessa classe pode ser usada por via oral e é composta por
nanoparticulas de tamanhos entre 300nm e 3,5 nm. As SPIONs mais usados
estdo entre 60-150 nm e sdo usados como agentes de ressonancia magnética
ou como sistemas de entrega de drogas (HOFMANN-AMTENBRINK, et al.,
2010).

Para que as nanoparticulas superparamgnéticas tenham aplicacbes
biologicas, elas devem primeiramente serem estabilizadas contra a absorcéo
ndo-especifica pelo sistema reticuloendotelial. Devido & sua grande &rea de
superficie, quando exposta a uma resposta fisioldgica, as nanoparticulas
tendem a interagir com proteinas plasmaticas, causando aumento no tamanho,

0 que muitas vezes resulta em aglomeracdo grave. Elas também podem ser
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consideradas como intrusas pelo sistema imunolégico inato e serem
prontamente reconhecidas e endocitadas pelos macréfagos. Em ambos os
casos, as particulas serdo removidas da circulacdo, perdendo sua funcéo,
levando a uma drastica reducdo da eficiéncia terapéutica e de diagndsticos
baseados em nanoparticulas. Para diminuir a aglomeracédo de plasma e para
fugir do sistema reticuloendodetial por mais tempo, as nanoparticulas podem
ser revestidas com um surfactante (XU & SUN, 2009).

A adicdo do surfactante € conseguida através da adsorcdo de
moléculas anfifilicas que contém tanto um segmento hidrofébico quanto um
componente hidrofilico. O segmento hidrofébico forma uma estrutura de dupla
camada com a cadeia do hidrocarboneto original, enquanto 0s grupos
hidrofilicos sdo expostos para o exterior das nanoparticulas, em contato com a
agua. Existem varios tipos de materiais que podem ser escolhidos para o
revestimento de nanoparticulas, como polimeros de lipideos, proteinas,
gelatina, dextran, quitosana pullulan, poli (etileno-co-acetato de vinila),
polivinilpirrolidona (PVP), PLGA ou poli-alcool-vinilico (PVA). Outras moléculas
especiais tais como acido 2,3-bifuncional dimercaptosuccinico (DMSA), acido
laurico, dopamina e silanos também sdo utilizadas na funcionalizacdo das
nanoparticulas a fim de aumentar sua biocompatibilidade (HAO, et al., 2010).

O uso efetivo de nanoparticulas magnéticas em aplicacdes biomédicas,
tais como em sistemas de entrega direcionados depende de uma série de
fatores relacionados ao tamanho e ao magnetismo das nanoparticulas
biocompativeis. Parametros como as propriedades fisico-quimicas das drogas
carregadas, intensidade do campo e da geometria, profundidade do tecido alvo,
taxa de fluxo sanguineo e suprimento vascular, sao fatores que desempenham
um importante papel na determinagcdo da eficacia do método de entrega da
droga. O aumento da magnetizacdo € vantajoso pois facilita a manipulagéo dos
sistemas de distribuicdo de drogas. As nanoparticulas devem ser pequenas
para que possam ser superparamagneéticas, a fim de evitar a aglomeracao
apos a interrupcdo do campo magnético e ser capaz de permanecer na
circulacdo, ndo sendo removida por filtros naturais do corpo como o figado e o
sistema imunoldgico. Nanosistemas superparamagnéticos sado preferidos

devido a sua capacidade de se tornar magnetizado apds a exposicdo a um
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campo magnético, mas nao retém o magnetismo quando o campo € desligado
(CHOMOUCKA, et al., 2010).

A quimioterapia e a radioterapia sdo as opc¢des atuais de tratamentos
para a maioria dos canceres, porém, os efeitos colaterais sdo bastante comuns
devido ao carater sistematico desses tratamentos. Sistemas de entregas de
drogas, que tém como alvo células cancerosas, oferecem uma solucdo
promissora para maximizar a eficiéncia da quimioterapia e da radioterapia,
reduzindo seus efeitos colaterais, posologia e custo. Transportadores
magneéticos carregados com agentes anti-cancer sdo administrados por via
intravenosa ou intra-arterial e sdo aleatoriamente distribuidos pela corrente
sanguinea. Quando um campo externo de alto gradiente magnético é aplicado
na area desejada (Fig. 4), por exemplo, sitio de tumores soélidos, a
droga/complexo carreador é direcionada e acumulada no local. Posteriormente
a droga pode ser liberada através de clivagem enzimatica ou alteragbes
fisiolégicas, como pH, pressao osmdética ou temperatura. Dessa forma, drogas
citotoxicas estardo concentradas em 0Orgaos especificos. Outra vantagem do
uso de drogas em carreadores magnéticos € que a ressonancia magnética
pode ser usada para rastrear a distribuicdo e captacdo dessas particulas (LIN,
et al.; 2008).

magnético

/ externo
/

Ve -\l Campo

Suspensao de
nanovetores

injetavel Tumor alvo

Fig.4: Direcionamento de nanoparticulas através de campo
magneético externo. Fonte: Douziech-Eyrolles, et al., 2007
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3. JUSTIFICATIVA

A elevada taxa de letalidade do melanoma humano e a falta de métodos
terapéuticos tradicionais mais eficientes levam a busca por terapias alternativas
para o tratamento desta doenca. Estudos realizados apontam a curcumina
como um possivel agente eficaz na terapia do cancer e na quimioprevencao.

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas esta
associado a medicina popular em diferentes partes do mundo. Produtos
naturais de algumas plantas, fungos, bactérias e outros organismos,
continuam a serem utilizados em produtos farmacéuticos preparados quer
como compostos puros ou como extratos. Ha uma grande variedade de
compostos que pode ser extraido e caracterizado a partir de plantas dentre
eles a curcumina (IWU et al., 1994).

Curcumina é o principal composto derivado do rizoma da planta
Curcuma longa. Possui atividades anti-inflamatorias, anti-microanas, antiviral,
anti-fungica, antioxidante e ferida atividades de cura (AGGARWAL E
SHISHODIA, 2006). Curcumina foi mostrado modular a resposta do
macréfagos, células natural Killer, linfocitos T e As células dendriticas
(JAGETIA & AGGARWALL, 2007).

Apesar de seu promissor potencial terapéutico, a curcumina possui alta
insolubilidade e baixa biodisponibilidade em meio aquoso,portanto, faz-se
necesséario o desenvolvimento de sistemas de entrega, como nanoparticulas
magnéticas de Oxido de ferro, que permitam que niveis eficientes deste
fitoquimico sejam incorporados pelas células para que sua acao quimioterapica

seja eficaz.
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4. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a atividade anti-proliferativa e a citotoxicidade da curcumina
associada a nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com bicamada de
acido laurico em culturas de células do melanoma humano, da linhagem
SKMEL 37.

4.1. Objetivos especificos:

 Avaliar o efeito anti-proliferativo de curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com bicamada de &cido
laurico na proliferacdo de células da linhagem SKMEL 37 através do
ensaio de MTT.

 Evidenciar a entrada e a liberagdo da curcumina associada as
nanoparticulas magnéticas na célula através de microscopia de

fluorescéncia.

* Observar a ocorréncia de alteracdes morgologicas e a presenca de
corpos apoptoticos nas células tratadas com curcumina através de

microscoppia Optica e de fluorescéncia.
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5. MATERIAIS E METODOS

Sintese, caracterizacdo e funcionalizagdo de curcumina associada com
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com bicamada de &cido

dodecandico (laurlco)

Nanoparticulas magnéticas foram sintetizadas e caracterizadas pela
Prof2 Dra. Emilia C. D. Lima e seus colegas do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias, Goiania, GO, BRASIL.

Preparacao das nanoparticulas de magnetita

Nanoparticulas magnéticas de magnetita foram sintetizadas a partir da
coprecipitacdo em meio alcalino de ions Fe(ll) e Fe(lll) (propor¢cdo molar 1:2)
sob agitacdo vigorosa (VAN EWIJK, et al., 1999). O precipitado negro de
magnetita foi sedimentado com o auxilio de um magneto e o sobrenadante foi
retirado. As nanoparticulas foram lavadas varias vezes com agua destilada.
Funcionalizagdo das nanoparticulas de magnetita com bicamadas de
acido laurico

A funcionalizacdo das nanoparticulas com bicamadas de acido laurico foi
realizada em uma Unica etapa, a partir da adicdo de acido laurico sobre a
magnetita, previamente dispersa em agua destilada, e aguecimento a 70-75° C
em pH 8, sob agitacdo por dez minutos. A funcionalizac&o foi evidenciada pela
dispersdo espontanea das nanoparticulas em meio aquoso (BICA et al., 2007).
A suspensédo coloidal aquosa de nanoparticulas funcionalizadas foi dialisada
por 48 h para remocdo de ions laurato livres. Para remocdo de grandes
agregados, a suspenséo foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos.

Preparacao da formulacdo de curcumina
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Uma aliquota de solucdo de curcumina em dimetilsulfoxido (DMSO) foi
adicionada a uma aliguota da suspenséao coloidal. A mistura permaneceu sob
agitacdo por aproximadamente 20 h. Apds a agitacdo, as nanoparticulas foram
isoladas do sobrenadante, que continha curcumina nao associada, através de
separacdo magnética com o auxilio de uma I& metélica e de um magneto. As

nanoparticulas foram lavadas uma vez e redispersas em agua deionizada.

Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

Determinagéo de ferro. Quantidade total de ferro nas amostras foi obtida
por espectroscopia de absorgéo atdmica usando um espectrofotdmetro Perkim-
Elmer 5000. Para determinacdo de Fe(ll) foi utilizado o método da orto-
fenantrolina (CLESCERI, et al., 1995) cujas medidas de absorvancia foram
obtidas em um espectrofotdmetro Biospectro SP-220.

Difracdo de raios X (DRX). Os difratogramas de raios X foram obtidos
equipamento XRD 6000 da Shimadzu (Cu-Ka, (1 = 0,1504 nm), na faixa de 15%
80° graus 26. O didmetro médio das nanoparticulas foi estimado usando a
formula de Debye-Scherrer (CULLITY & STOCK,2001). Os dados foram
refinados pelo software XRD 6000 — Basic Process e o parametro de rede foi
calculado com o software Unit Cell.

Espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier e
reflectancia difusa (DRIFTS). Bandas referentes as absor¢cdes caracteristicas
de 6xido de ferro, acido laurico e curcumina foram observadas nos espectros
obtidos entre 4000 e 400 cm™ em um espectrofotdmetro FTIR Bomem.

Isoterma de adsorcéo de curcumina.  Aliquotas de volumes variados de

uma solucdo de curcumina em DMSO foram adicionadas em aliquotas com
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volume fixo da suspensdo coloidal de nanoparticulas funcionalizadas. As
formulagcbes, com diferentes quantidades de curcumina, permaneceram sob
agitacdo por 20 h. O sobrenadante foi retirado e analisado em um
espectrofotometro Biospectro SP-220 e a quantidade de curcumina associada
foi calculada.

Determinagdo do potencial zeta ( [1). Potencial (1 das nanoparticulas foi
medido apds a associacdo da curcumina em uma faixa de pH variando de 1 a
10. Os valores foram calculados usando medidas de mobilidade eletroforética
em um equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments).

Estabilidade coloidal em meio de cultura celular. Para avaliar o efeito da
adicdo de proteina ao meio de cultura, foram empregadas duas proteinas: soro
fetal bovino (FBS) e albumina de soro bovino (BSA). A adi¢cdo de cada uma das
proteinas variou de 5% a 20% (v/v) e medidas de diametro hidrodinamico (Dh)
foram realizadas por um periodo de 72 h. As medidas de Dh foram obtidas por
medidas de espalhamento dinamico de luz em um equipamento Zetasizer Nano

ZS90 (Malvern Instruments).

Cultura e manutencao das linhagens celulares

A linhagem celular de melanoma humano SK-MEL-37 estabelecida a
partir dos n6dulos melanoma metastatico foi generosamente doado pelo Dr. LJ
Velha (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, NY, EUA). A linhagem de

melanoma humano SKMEL-37 encontra-se estocada a baixa temperatura. As

células foram descongeladas em um banho a 37 °C, adicionando-se logo em
seguida meio MEM contendo 10% de soro. Segue-se uma centrifugacéo a 80 x
g por 4 minutos desprezando-se a seguir o sobrenadante. Ressuspende-se

gentilmente em meio MEM (Sigma, St. Louis, MO), contendo 10% de soro fetal
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bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). As células foram mantidas em frascos de
25cm? (Nunc Brand Products) a 379C em incubadora com 5% de COs. Ao

atingirem a confluéncia, as células foram removidas com solu¢do de
tripsina/EDTA e semeadas em novos frascos até atingirem novamente a

confluéncia e numero suficiente para os experimentos.

Tratamento das células

Para os experimentos, as células foram semeadas em microplacas de
24 pogos em uma concentracdo de 6.000 células / mL e incubadas por 18 h
para a aderéncia. Em seguida, aliquotas diferentes da curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas com as concentracdes crescentes seguintes: 10,2
png/ml ou 28 uM (20,42 pg-ferro/ml), 20,4 pg/ml ou 56 uM (40,85 ug-ferro/ml),
40,8 pg/ml ou 111 pM (81,7 ug-ferro/ml), 61,2 pg/ml ou 167 pM (122,55 pg-
ferro/ml), 122,4 pg/ml ou 333 puM (245,1 pg/ml) e 204 pg/ml ou 554 uM (408,5
pg/ml) foram adicionados diretamente ao meio e as placas foram incubadas por
48h a 37 €. Para fins de comparacéo, as células também foram tratadas por
48h a 37 € com curcumina livre e as concentragbes utilizadas foram de 50
UM, 25 uM e 12,5 uM, 6,25 uM, 3.125 pM, 1,562 uM . Curcumina livre estava
diluida em etanol. O etanol foi testado e ndo causou nenhuma alteracéo
celular. A fim de verificar que o efeito anti-proliferativo era realmente devido a
curcumina, as células foram tratadas com nanoparticulas magnéticas sem
curcumina incorporada nas concentracdes de ferro seguintes: 48 pug/ml, 129 ug
/ml 258 pg/ml, 419 pg/ml, 677 pg/ml, 918 ug/ml. Para controle positivo, usou-se
Doxorrubicina Cloridrato diluido em agua Milli-Q (Pfizer, Italia) na concentracéo
de 100 pM. As concentracbes estoque da curcumina associada a
nanoparticulas e da curcumina livre sédo, respectivamente, 4,08 mg / ml e 10
mM. A concentracdo estoque de ferro das nanoparticulas magnéticas com
curcumina incorporada e sem curcumina séo, respectivamente, 8,17 mg/ ml e
16,1 mg/ ml.
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Teste de viabilidade celular : MTT

A viabilidade celular foi determinada pela capacidade das células vivas
de reduzir o corante amarelo 3 (4,5-dimetil-2-tiazolil) 2,5-difenil-2H-tetrazélio
brometo (MTT) a um produto purpura chamado formazan. Para o experimento,
as células foram semeadas em placas de 24 pocos e incubadas. ApGs 24h, as
células foram tratadas nas concentragfes previamente definidas e incubadas
por 48h a 37C e 5% de CO,. Ao término do periodo de incubacdo, o meio foi
retirado e substituido por meio fresco. O MTT foi adicionado na proporcao de
0,5 mg/ml e a placa foi novamente incubada a 37<C p or duas horas. O produto
formazan foi dissolvido em 300 puL de metanol e a absorbancia foi medida

usando um multiplate leitor (ELx 800, Bio-Tek Instruments , Inc.) em 570 nm.

Alterac6es morfoldgicas (microscopia optica e de fluorescéncia)

Absorcao das nanopatrticulas

As células (1 X 10°) foram semeadas em placas de poliestireno (Nunc
Brans Products, EUA) de 35 mm de diametro e mantidas sob condi¢bes de
cultivo. Apés 24 horas, as células foram tratadas com uma concentracéo de 37
pg/ml (100uM) de curcumina incorporada a nanoparticulas magnéticas e 100
UM de curcumina livre para comparagdo. 20 minutos depois, as células foram
lavadas duas vezes com DPBS + Ca, e na ultima lavagem, a solu¢do de DPBS
era mantida na placa. As células foram fotografadas em um microscopio de
fluorescéncia (Nikon E6000 Eclipse), a fim de observar a entrada de

nanoparticulas e da curcumina livre na célula.

Alteracgdes no nucleo

As células (1 X 10°) foram semeadas em placas de poliestireno (Nunc

Brans Products, EUA) de 35 mm de diametro e mantidas sob condi¢bes de

cultivo. Apos aderéncia, foi colocado o DAPI e aguardou-se 24 horas.
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Posteriormente as células foram tratadas com as nanoparticulas magnéticas
com curcumina incorporada na concentracdo de 37 ug / mi(100uM). Apos 24
horas as células foram lavadas duas vezes com DPBS, e na ultima lavagem, o
DPBS foi mantido na placa. As células foram fotografadas em um microscépio
de fluorescéncia (Nikon E6000 Eclipse), a fim de observar o processo de

apoptose.

Alteracdes morfologicas

A fim de verificar as alteragBes morfoldgicas, as células (1 X 105) foram
semeadas em placas de poliestireno (Nunc Brans Products, EUA) de 35 mm de
diametro e mantidas sob condicbes de cultivo. Apos 24h, as célulasforam
tratadas com uma concentragdo de 37 pg/ml (100puM) de curcumina
incorporada a nanoparticulas magnéticas. As alteracdes morfolégicas foram
observadas em cinco tempos diferentes, apos 2, 10, 18, 24 e 48 horas de
tratamento. O mesmo experimento foi feito para a curcumina livre na

concentracéo de 15 pM para comparacao.

Analise estatistica

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente por analise

de variancia (ANOVA) ndo paramétrica. Em seguida, foi feito um teste de

comparacao de TUKEY.



25

6. RESULTADOS

As células viaveis tém a capacidade de reduzir o corante amarelo (MTT)
soltvel em agua em formazan, produto de coloracdo azul e insolivel em agua.
Cristais de formazan foram dissolvidos em metanol e quantificados através da
medida de absorbancia & 570 nm, e os valores encontrados referem-se ao
namero de células vivas. O efeito da curcumina livre e associada com
nanoparticulas magnéticas na viabilidade celular foi avaliado. Os gréaficos
mostram uma reducdo dose-dependente em células tratadas com curcumina
livre e associada as nanoparticulas magnéticas, apos 48 h de tratamento. Para
a curcumina livre foi encontrada uma taxa de mortalidade significativa a partir
de 11,5 uM (p <0,001) (Grafico 1). Quanto a curcumina associada com
nanoparticulas a taxa de morte comeca a ser significativa a partir de 40,8
pg/ml ou 111 pM (p <0,001) (Grafico 2). Para confirmar que o efeito citotoxico
se deve realmente a curcumina e nao ao ferro, foi realizado um MTT com
nanoparticulas magnéticas sem a curcumina incorporada. NOs descobrimos
que as nanoparticulas sem curcumina associadas s6 se tornam toxicas em
concentracdes superiores a 419 pg / ml de ferro (p <0,05) (Grafico 3), um valor
muito superior a quantidade de ferro encontrada na concentracdo mais elevada

testada por n0s na nanoparticula associada a curcumina.
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1.5- Curcumina Livre
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Grafico 1. Diminuicdo da viabilidade celular de células do mel anoma
humano SKMEL 37 . As células foram tratadas com curcumina livre nas
concentracfes mostradas no grafico durante 48 h. Os asteriscos representam as
diferencas significativas entre as células tratadas e ndo tratadas. Os valores séo
as meédias * desvio padrdo da meédia (média = SE) de 2 experimentos

independentes. Os dados foram analisados por ANOVA e Tukey (p<0,001)
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Nanoparticulas com curcumina
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Grafico 2: Diminuicdo da viabilidade celular de células do mel anoma humano
SKMEL 37. As células foram tratadas com nanoparticulas magnéticas com
curcumina incorporada nas concentracdes mostradas no grafico durante 48 h. Os
asteriscos representam as diferencas significativas entre as células tratadas e nao
tratadas. Os valores sdo as meédias + desvio padrdao da média (média £ SE) de 2
experimentos independentes. Os dados foram analisados por ANOVA e Tukey

(p<0,001)
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Gréfico 3: Diminuicdo da viabilidade celular de células do mel  anoma humano
SKMEL 37. As células foram tratadas com nanoparticulas magnéticas sem curcumina
incorporada nas concentra¢cdes mostradas no grafico durante 48 h. Os asteriscos
representam as diferencas significativas entre as células tratadas e nado tratadas. Os

dados foram analisados por ANOVA e Tukey (p<0,05).

A fim de verificarmos se a curcumina livre e a curcumina ligada as
nanoparticulas eram internalizadas pelas células, e se a curcumina era d efato
liberada, realizamos uma microscopia de fluorescéncia, aproveitando a
capacidade de fluorescéncia que a curcumina tem, sem auxilio de nenhum
fluorocromo. NOs encontramos que tanto a curcumina livre quanto a ligada as
nanoparticulas foram internalizadas pelas células apdés 20 minutos de

tratamento, ndo causando, no entanto nenhuma toxicidade durante esse
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periodo. Como mostrado na fig. 5, a curcumina encontra-se dispersa no

citoplasma e aparentemente entra no nucleo das células de melanoma.

Fig. 5: Entrada das nanoparticulas na célula. (A-B) As células foram tratadas com
100 pM de curcumina livre para efeito de comparacdo. A- Campo claro; B-
fluorescéncia da curcumina. (C-D) As células foram tratadas com 37 pg/ml (100 uM)
de curcumina associada & nanoparticulas magnéticas. A-Campo claro, B- Observa-
se a fluorescéncia da curcumina, indicando a entrada das nanoparticulas na célula.
20X.

Neste estudo, nos tratamos as células por 24 horas com uma
concentragdo de 37 pg/ml (100uM) de curcumina associada com
nanoparticulas magnéticas. Apos 24 horas de tratamento foi observada por

microscopia de fluorescéncia e DAPI que a curcumina associada com
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nanoparticulas magnéticas induziu a condensacdo da cromatina e
fragmentacao nuclear (Fig. 6), que sd@o caracteristicas tipicas da morte celular

programada.

Fig. 6: Microscopia de fluorescéncia. Células de melanoma humano SKMEL37
foram incubadas com 37 ug/ml (100uM) de curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas e monitoradas por 24h. A- 20x. Observam-se varios
ndcleos apoptéticos (setas). B-40x. Observa-se a condensacao da cromatina e a

fragmentacao nuclear, caracteristicas da apoptose (seta).

As células foram tratadas em diferentes tempos, 2, 10, 18, 24 e 48 horas
com uma concentracdo de 37 pg/ml (100uM) de curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas e outro grupo foi tratado nos mesmo periodos com
15 pM curcumina livre, para comparacdo. A evaginagcdo da membrana
plasmatica foi visivel apés 18 h de tratamento com curcumina associada com
nanoparticulas magnéticas (fig. 7). O mesmo pode ser observado nas células
tratadas com curcumina livre a partir de 10 horas de tratamento (Fig. 8). A
analise por microscopia Optica mostrou que esse fendmeno ocorre
principalmente em células em suspensdo e/ou durante o processo de

distanciamento da superficie de crescimento.
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Fig. 7: Alteracdes morfoldégicas causadas por curcumina associada a
nanoparticulas magnéticas. As células foram tratadas em momentos diferentes
com uma concentragdo de 37 pg/ml(100uM) de curcumina associada com
nanoparticulas magnéticas. A partir de 18 horas de tratamento observou-se a
evaginacao da membrana plasmatica de algumas células. Com o tempo cada
vez maior, houve uma diminuicdo na densidade das células aderidas. O
controle permaneceu inalterado durante todo o experimento. A-2 horas; B-10
horas; C-18 horas; D-24 horas; E-48 horas; F-Controle. 20x
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Fig. 8: Alteracdes morfolégicas causadas por curcumina livre. As células foram
tratadas em momentos diferentes em uma concentracdo de 15 pM de
curcumina livre. ApGds 10 horas de tratamento observou-se a evaginacdo da
membrana plasmética de algumas células. Com o tempo cada vez maior,
houve uma diminuicdo na densidade das células aderidas. O controle
permaneceu inalterado durante todo o experimento. A-2 horas; B-10 horas; C-
18 horas; D-24 horas; E-48 horas; F-Controle. 20x.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho pretendeu-se avaliar os efeitos citotdéxicos da curcumina
associada a nanoparticula magnética. De um modo geral as nanoparticulas
induziram fendmenos de citotoxicidade de um modo dependente da
concentracéo e do tempo de exposicao.

Nossos estudos demonstraram que as nanoparticulas magnéticas sao
endocitadas tao rapidamente quanto a curcumina livre e seu conteudo é de fato
liberado no citoplasma. A fluorescéncia da curcumina encapsulada em
nanoparticulas magnéticas parece desaparecer mais rapidamente que a da
curcumina livre com o passar do tempo, 0 que estd em concordancia com os
estudos de ANAND, et al.,, (2010). Nanocarreadores como nanoparticulas
magneéticas tém duas principais vias de interiorizacdo: a fagocitose ou a outras
vias endociticas (clatrina e a endocitose calveolae-mediada). Notavelmente,
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da droga, o caminho de
interiorizacdo, bem como o destino intracelular do nanocarreador, € uma
questdo chave para a droga ser eficiente. A liberacdo da droga no ambiente
enzimatico de lisossomos, ou diretamente no citoplasma da célula pode ter um
impacto importante sobre a atividade farmacoldgica (FERREIRA, 2009;
HILLAIREU & COUVREUR, 2009).

O efeito da curcumina livre e associada com nanoparticulas magnéticas
na viabilidade celular foi avaliado. Os graficos mostraram uma reducéao dose-
dependente das células tratadas com curcumina livre e associada a
nanoparticulas magnéticas, apos 48 h de tratamento. Para a curcumina livre
encontrou-se a taxa de mortalidade significativa a partir de 11,5 uM (p <0,001).

Estudos sobre o crescimento de células SK-MEL-37 demonstraram os efeitos



34

citotéxicos de curcumina livre na faixa de concentragdo de 5 a 20 uM
(RABELO, et al., 2002). A curcumina associada a nanoparticulas magnéticas
também causou morte celular significativa na concentracdo a partir de 40.8
png/ml ou 111 uM. A curcumina pode aparentemente suprimir de forma eficaz a
proliferacdo de uma variedade de tumores celulares (DELETTRE, et al., 2006).
No entanto, o modo de acdo da curcumina ainda nao é definitivo, apenas
indiretamente inferido. Uma série de estudos tém indicado que a curcumina
atua inibindo o fator de crescimento que promove a proliferagéo celular,e a
supressdo do ciclo celular e ativando o processo de apoptose através de
mudancas em moléculas sinalizadoras especificas, que podem ser produtos
de genes como o NF-kB, p53, JNK, ERK , p38 JAK / STAT, caspase, familia
Bcl-2 e outros (RASHMI, et al., 2004).

A apoptose € um mecanismo autbnomo de morte celular programada,
caracterizada morfologicamente por condensacdo da cromatina nuclear,
reducdo no tamanho da célula, condensagdo do citoplasma, perda de
conexdes intercelulares e destacamento das células da superficie de
crescimento, formacdo de projecdes de membrana e corpos apoptéticos
(GREGORY & POUND, 2011). Neste estudo, apds 24 horas de tratamento com
uma concentracdo de 37 pg/ml de curcumina associada com nanoparticulas
magnéticas, observou-se uma condensag¢do da cromatina e fragmentacdo
nuclear. Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados por JIA, et
al. (2009) que apresentaram caracteristicas de apoptose induzida por
curcumina.

Nossos estudos demonstraram que apOs 18 horas de tratamento com
curcumina associada a nanoparticulas magnéticas pbde-de observar a

evaginacdo da membrana plasmatica. O mesmo ocorreu com as células
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tratadas com curcumina livre a partir de 10 horas de tratamento. A formacao A
formacdo de projecdes periféricas, ou Blebs, é uma caracteristica classica da
apoptose (WYLLIE, et al.,, 1980), indicando mais uma vez que a curcumina
causa morte celular programada.

A apoptose desempenha um papel importante no controle da morte
celular quando o dano ao DNA ¢é irreparavel. Existem basicamente duas vias
principais que induzem a apoptose: a via intrinseca e a via extrinseca (JUN-JIE,
et al.,, 2011). A via extrinseca (também conhecida como via receptor de morte)
€ desencadeada pelo receptor de morte FAS (REUTER, et al., 2008)._Na via
intrinseca, ha uma outra estratégia independente do receptor de morte FAS, na
gual as mitocondrias possuem um papel central (HATCHER, et al., 2008).
Como na via extrinseca a apoptose € mediada por um receptor e
nanoparticulas ndo possem ligantes especificos, € bem provavel que a
curcumina quando liberada no interior da célula cause um estresse intracelular,
desencadeando a apoptose por meio da via intrinseca. A via intrinseca é
ativada por estresse intracelular como a deprivagcao de fatores de crescimento,
danos no DNA, hipéxia ou ativacdo de oncogenes Os sinais que Ss&o
transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a
mitocondria (GRIVICICH, et al., 2007).

O grande problema na oncologia € a resisténcia dos agentes
quimioterapicos. A curcumina inibe o desenvolvimento e a progressao do
cancer, atuando em diversas etapas do percurso de malignidade. Sua baixa
solubilidade é um fator limitante para o uso desse composto como uma
medicina herbal. Assim, o uso de um nanocarreador desenvolvido por nos
neste trabalho € realmente importante. O fato dessa nanoparticulas ser
magnética, fardA com que o complexo carreador-droga seja levado a locais
especificos, liberados e acumulados mediande aplicagdo de um campo
magnético externo. O uso deste novo agente novo agente quimioterapico
proposto neste estudo, como uma terapia alternativa fard com que o tratamento
torne-se direcionado, o que reduzird os efeitos colaterais, a posologia e

principalmente custo.
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8. CONCLUSOES

» A curcumina livre e a curcumina incorporada a nanoparticula mangnética
sdo endocitadas. A curcumina contida nas nanoparticulas foi liberada no
citoplasma da célula, mostrando que essa nova formulagéo funciona como

um sistema de entrega de drogas.

» Através do teste de viabilidade de células (MTT) foi possivel observar o
efeito citotoxico da curcumina associada a nanoparticulas magnéticas, o

gue as torna um possivel agente terapéutico.

» As nanoparticulas magnéticas sem curcumina incorporada possuem efeito
citotoxico apenas em concentracdes superiores a 419 ug de ferro/ml, valor
altamente superior & concentracdo de ferro contida nas concentracoes
utiizadas por nés durante os tratamentos, demonstrando que a

citotoxicidade deve-se a curcumina e nao ao ferro.

» Fragmentacdo nuclear, condensacao da cromatina e formacao de Blebs sdo
alguns dos eventos caracteristicos que precedem a apoptose. Esses
eventos foram observados em células tratadas sugerindo que a morte

celular ocorre por apoptose.
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