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Resumo

O presente estudo investigou o potencial antiproliferativo in vitro de Silibinina sobre células de melanoma
humano com mutagéo no gene BRAF. A viabilidade celular in vitro foi avaliada por meio da incubagédo com
diferentes concentragées: 41, 104, 207 e 518 uM por 48 horas, por meio do ensaio que envolve a redugao
do sal de tetrazdlio MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium)] (3-(4,5)-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). O valor encontrado para a concentracéo inibitéria
(ICs0) foi de 240 [IM. A observacéo por microscopia de campo claro indicou a perda de aderéncia das
células ao substrato, aspecto caracteristico de morte celular por apoptose, nas diferentes doses tratadas.
Os resultados reforcam a necessidade da continuidade desses estudos visando a elucidagdo do mecanismo

de acdo e comprovagao de sua eficacia clinica.

Palavras-chave: Viabilidade celular. MTT. Silibinina. Linhagens celulares. Melanoma humano.

Abstract

This study investigated the in vitro antiproliferative potential of Silibinin on human melanoma cells with a
BRAF gene mutation. Cell viability was assessed through incubation with different concentrations (41, 104,
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207, and 518 uM) for 48 hours, using the MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), which involves the reduction of the tetrazolium salt. The inhibitory concentration (ICso) was
determined to be 240 pyM. Bright-field microscopy revealed loss of cell adhesion to the substrate, a
characteristic feature of cell death by apoptosis, across the tested doses. These results highlight the need

for further studies to elucidate the mechanism of action and confirm its clinical efficacy.

Keywords: Cell viability. MTT. Silibinin. Cell lines. Human melanoma.

Introdugao

Atualmente o reposicionamento de drogas aprovadas € um tema que vem ganhando destaque na literatura,
principalmente porque seria uma forma mais barata e rapida de estar disponivel aos pacientes!!], uma vez
que essas moléculas ja passaram por todos os testes regulamentares de biosseguranga, eficacia,

biodistribuicao, toxicidade, dentre outros, quando da liberagéo para o uso clinico original.

Entretanto, o caminho ndo é tdo simples assim, pois no que se refere ao tratamento do cancer, apenas o
trioxido de arsénio e o acido all-trans-retindico, usados desde 1962 para tratar afec¢des cuténeas, foram
reposicionados especificamente para tratamento de leucemia promielocitica aguda desde 200011,

Por outro lado, verifica-se que fitoterapicos vem ocupando espago como medicamentos coadjuvantes no
tratamento do cancer, embora estudos que se destinam ao seu reposicionamento para comprovar uma
possivel atividade antitumoral ainda sejam esparsos. Um deles que tém atraido nosso interesse, a erva
floral medicinal Cardo mariano (Silybum marianum (L.) Gaertn.), cujo extrato seco do fruto é indicado como
fitoterapico regulamentado pela ANVISA, nas preparagdes sob forma farmacéutica sélida ou liquida para

uso oral28 em medicamentos como Legalon®, Steaton®, Silimalon® e Forfig®.

Os estudos mais recentes sobre essa planta, vem apontando outras atividades bioldgicas para além da sua
conhecida e aprovada atividade hepatoprotetora. Dentre essas, destaca-se a atividade antiproliferativa,
verificada em diversos estudos in vitro e pré-clinicos de canceres de pele, hepatico, mama, ovario, prostata,

pulm&o e outros*7,

O principio ativo encontrado nas folhas, sementes e frutos é a Silimarina, nome genérico dado ao extrato
seco que contém uma mistura de flavolignanos, flavonoides e compostos polifendlicos, onde a Silibinina é

principal componente bioativol®l,

Especificamente, em relagao ao melanoma, verificou-se que ha poucos estudos até a presente data, sendo
que nao se encontrou nenhum estudo clinico registrado na plataforma ClinicalTrials.gov, da National Library
of Medicine (NLM) nos Estados Unidos. Estudos empregando linhagens celulares de melanoma murino ou
humano (SK-MEL-5, SK-MEL-28, A375), in vitro ou em camundongos imunocompetentes, demonstraram
efeitos inibitorios da Silibinina no crescimento celular®, Uma formulagdo em hidrogel termossensivel,

apresenta potencial para aplicagéo topical'd, o que seria importante para melanoma cutéaneo.

Sabe-se que, cerca de 60% dos casos de melanoma maligno diagnosticados, apresentam mutagdes no

protooncogene BRAFU314l As linhagens celulares comerciais de melanoma humano, foram estabelecidas
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de amostras de pacientes e expressam o gene wild-type ou mutante BRAF, conforme se pode verificar no
catalogo disponibilizado pelo Memorial Sloan Kettering Cancer Institute'®. Tais estudos tém indicado que

a presenca ou ndo do gene mutante pode influenciar na resposta ao tratamento com a Silibininal'!l.

Visando ampliar a compreenséo do efeito de Silibinina no melanoma, utilizou-se a linhagem SK-MEL-37,
uma vez que nado ha estudos sobre a atividade antiproliferativa de Silibinina empregando tal linhagem
celular. Tal linhagem, além de apresentar o gene mutante BRAF, é amelandética, o que a diferencia das

linhagens ja avaliadas na literatura.

Material e Métodos

Cultura de células e manutencao da linhagem celular

As células de melanoma humano metastatico amelandtico da linhagem SK-MEL-37 empregadas neste
estudo foram obtidas por doagado de Dr. Loyd J. Old do Instituto de Cancer Memorial Sloan-Kettering, New
York, USA. As células foram semeadas em frascos de 75 cm? em meio de cultura MEM (Cultilab, Campinas,
Brasil), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil), 100 U/mL de
penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco BRL, Argentina) e 0,25 ug/mL de Fungizona (Gibco BRL,
Argentina) e mantidas em incubadora umida com condicdes de 5% de CO2 e 37°C. Para os experimentos,
as células foram semeadas em placas de 24 pogos, € as concentragdes celulares foram calculadas
assumindo-se um tempo de duplicagao de 30 horas, de forma a garantir o crescimento exponencial durante
todo o tempo de tratamento com a Silibinina.

Preparagao da solugao de silibinina

O extrato de Silibinina [2,3-Dihydro-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(hydroxymethyl)-6-(3,5,7-trihydroxy-
4-oxobenzopyran-2-yl)benzodioxin, Silybin)] com = 98% de pureza (HPLC) foi obtida da Sigma Aldrich. O
composto foi armazenado em temperatura de -20°C. As solugdes de Silibinina usadas nos experimentos

foram preparadas por dissolugdo de massa adequada em DMSO.
Medida da atividade antiproliferativa de Silibinina

Inicialmente realizou-se um acompanhamento visual, verificando-se em microscopio invertido, o grau de
desprendimento das células do fundo da placa de cultivo, fato indicativo da citotoxicidade do tratamento.
Neste procedimento, as células de melanoma (SK MEL-37) foram semeadas em placas de com 24 pogos
(Nunc Brand Products, USA) e tratadas apos 24 horas (tempo suficiente para adesao das células ao fundo
da placa) com diferentes concentragdes de Silibinina. Apds 48 horas de incubagdo, as placas foram
diretamente observadas em microscoépio optico (Eclipse TE 2000S, NIKON) e fotografadas. A seguir,
procedeu-se a avaliagdo da viabilidade celular por meio do ensaio de MTT, com algumas variagdes em
relacdo ao protocolo original. Este ensaio se baseia na medida da atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial, a qual é capaz de metabolizar o reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoélio (conhecido como MTT) em um composto colorido denominado formazan (cor roxa), que
pode ser solubilizado e quantificado por espectrofotometria (570 nm). Dessa forma, os eventos metabdlicos
de apoptose ou necrose que levam a uma diminuicdo na viabilidade da cultura celular, podem ser

quantificados. O formazan produzido pelas células esta diretamente correlacionado com o numero de
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células viaveis'® Em nossas maos, o melhor solvente para a solubilizagdo do formazan e estabilidade

dessa solugao foi o metanol.

O numero de células semeadas foi calculado de tal forma que as células atingissem a confluéncia ao término
de 72 horas. Apds 24 horas da semeadura, as células foram tratadas com diferentes concentragdes da
solugéo de Silibinina em quadruplicata e incubadas por um periodo de 48 horas. Ao término do periodo de
incubacdo, acrescentou-se 50 pL de solugdo de MTT (5 mg/mL, Calbiochem, USA), incubando-se
novamente por duas horas para metabolizagdo do MTT. A seguir, o meio foi totalmente descartado,
acrescentando-se 300 pyL de metanol gelado (Vetec) para a solubilizagdo do formazan formado. Aliquotas
de 100 pL foram transferidas para uma placa de 96 pogos para leitura da absorbancia a 570 nm em leitor
de microplacas (ELX-800, Bio-Teck Instrument, INC). Para a construgdo do grafico de Porcentagem de
viabilidade celular x concentragéo e o calculo do ICso (Concentragéo Inibitéria para 50% das células),
utilizou-se o Programa GraphPad Prism, versao 4.00 para Windows, da GraphPad Software, San Diego,

USA, www.graphpad.com. Os valores de absorvancia obtidos no tratamento com as diferentes

concentragdes de Silibilina, foram normalizados para os valores obtidos com o solvente DMSO (B) para
obtengédo da porcentagem de viabilidade celular (C) através da equagdo: C = A/B x 100 para todas as

concentragdes estudadas. Os resultados foram obtidos de trés experimentos independentes.

Resultados e Discussao

As células semeadas foram fotografadas em microscépio optico (NIKON) para a observagédo da agéo da
solugado de Silibinina, apds 72 horas de incubagao. Foi possivel observar mudangas morfolégicas nitidas
entre as células tratadas (FIGURA 1 C-F) e o controle (FIGURA 1 A-B). As células néo tratadas ou tratadas
apenas com o solvente, apresentam-se aderidas a placa de cultura, bem distribuidas e com prolongamentos
irregulares em varias dire¢des, aspectos caracteristicos do melanoma (SK MEL-37) em cultura. Ja as
células tratadas se caracterizaram pelo arredondamento celular, presenga de vacuolos e fragmentacéo
nuclear e desprendimento (perda de aderéncia ao substrato), sendo que, essas caracteristicas se tornaram

mais evidentes a medida que se aumentava a concentragéo de Silibinina.

Legenda: Aspecto morfolégico de células de melanoma SK-MEL-37 em cultura apds 48 horas de incubag@o na auséncia de
silibinina (A); na presenga de DMSO (B); e nas concentracdes de 41, 104, 207 e 518uM de Silibilina (C, D, E, F), respectivamente.
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Para analise da viabilidade celular, as células foram tratadas por 48 horas com as seguintes concentrages
de Silibinina: 41, 104, 207 e 518 pM. O valor do ICs0 encontrado foi de 240 uM, obtido por meio curva dose-

resposta demonstrada na FIGURA 2. As células nao tratadas apresentaram 100% de viabilidade.

FIGURA 2: Grafico dose-resposta da viabilidade celular.
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Legenda: As células de melanoma humano SK MEL 37 foram tratadas com diferentes concentra¢des da solugdo de
Silibinina e a viabilidade celular foi avaliada por meio do método MTT, conforme descrito em Material e Métodos.

Os resultados indicaram que a Silibinina apresentou efeito antiproliferativo em células da linhagem SK-MEL-
37, com um ICso de 240 pM. Esse valor é maior do que os relatados em estudos anteriores, que avaliaram o
efeito da Silibinina em células SK-MEL-5 e SK-MEL-28, ambas com mutagao no gene BRAF, sugerindo I1Cso
entre 40 e 80 pM, conforme observado nos histogramas de viabilidade celular apresentados. Em contraste,
na linhagem SK-MEL-2, que ndo apresenta mutagdo no gene BRAF, a Silibinina ndo demonstrou efeito
antiproliferativo significativo. Esses achados sugerem uma possivel influéncia da mutagdo no gene BRAF na
resposta a Silibinina. No entanto, como a linhagem SK-MEL-37 utilizada neste estudo também expressa BRAF

mutante, a diferenga de ICso ndo pode ser completamente explicada apenas por essa mutacéo.

Adicionalmente, estudos prévios demonstraram que a presenga ou auséncia da enzima tirosinase pode
alterar a resposta a drogas em melanomas melanéticos e amelanéticos. Em células SK-MEL-28, a auséncia
do gene da tirosinase em células transfectadas (amelandticas) modificou significativamente o efeito da
Rutinal’, indicando que a tirosinase pode atuar como moduladora da eficacia de determinadas substancias
em linhagens melanéticas. Embora esse mecanismo néo tenha sido diretamente avaliado para a Silibinina,
ele sugere que fatores relacionados a melanogénese e ao metabolismo de drogas podem desempenhar

um papel importante na variabilidade da resposta observada.

Conclusao

A Silibinina demonstrou potencial antiproliferativo em células de melanoma humano com mutagéo no gene
BRAF, utilizando uma linhagem amelanética. A observagao morfoldgica indicou alteragdes compativeis com
morte celular, reforgando seu papel como candidato promissor para futuras investigagdes no contexto do
tratamento de melanomas.
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