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RESUMO

O Resveratrol (Resv), um fitonutriente polifenélico natural, atua como modulador negativo de
vias moleculares relacionadas com a progressao tumoral, incluindo o controle do ciclo celular
e a morte celular programada de celulas cancerosas. O Resv é um fitonutriente de baixa
toxicidade em ceélulas normais, usado de forma adjuvante durante tratamento antineoplasico
parece promover uma diminuicdo da resisténcia de células cancerosas a drogas utilizadas em
estudo experimental. O Melanoma cutaneo (MC) € um céncer que se origina a partir de
melandcitos da pele. Esse tipo de cancer representa um importante problema de saude publica
em muitas populacGes humanas ao redor do mundo. Estudos clinicos demonstram que o MC ¢
bastante resistente ao tratamento antineoplasico convencional devido a sua rapida progressao,
notadamente a capacidade de originar metastases em estagios iniciais de desenvolvimento da
lesdo, e a resisténcia aos tratamentos quimioterapicos atuais. Nesse contexto, esse estudo teve
como objetivo investigar os efeitos in vitro do Resv sobre a viabilidade celular, proliferacéo e
morte celular programada em células de MC murino B16F10. Para isso, as células foram
cultivadas e tratadas com diferentes concentrac6es de Resv, a fim de se investigar a viabilidade
via ensaio de MTT. O efeito do Resv (25, 50, e 100 pug/mL) na apoptose de células B16F10 foi
investigado com a realizacdo do método de incorporacdo de iodeto de propidio/alaranjado de
acridina, quantificacdo da expressdo génica de Bax e Caspase-3 via reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) e fragmentacdo de DNA pela citometria de
fluxo. O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo usando a marcacdo do DNA com
iodeto de propidio. Os resultados demostraram que o0 Resv reduziu a viabilidade celular de
maneira dependente da concentracdo e confirmaram o potencial indutor de apoptose desse
composto em células de MC murino-B16F10. Além disso, os resultados da parada do ciclo
celular mostraram que as células expostas ao Resv nas concentragdes mais baixas avaliadas
(25 e 50 pg/mL) exibiram um aumento na populagdo de células na fase G2/M, enquanto a
concentragdo de 100 pg/mL mostrou uma proporcao de células em cada fase compativel com o
grupo controle, no entanto, nos ensaios de morte celular foi a concentragdo que demonstrou
maior atividade apoptética. Dessa forma, conclui-se que o Resv exibe efeitos antineoplasicos
em células de MC murino B16F10 via inducdo da inibicdo da proliferacdo celular, promocéo
de morte celular por apoptose e bloqueio do ciclo celular nessas células.

Palavras-chave: resveratrol, 3,5,4'-trihidroxiestilbeno. melanoma cutéaneo. B16F10. ciclo

celular. proliferacéo celular. morte celular programada. ensaios in vitro.



ABSTRACT

Resveratrol (Resv), a natural polyphenolic nutrient, acts as a negative modulator of molecular
pathways related to tumor progress, including control of the cell cycle and programmed cell
death of cancer cells. Rev is a low toxicity adjustment in normal cells, used adjuvantly during
antineoplastic treatment and it seems to promote a reduction in the resistance of cancer cells to
drugs used in experimental studies. Cutaneous melanoma (CM) is a cancer that originates from
skin melanocytes. This type of cancer represents a major public health problem in many human
populations around the world. Cynical studies demonstrate that this cancer is quite resistant to
conventional antineoplastic treatment due to its progression, notably the ability to originate
metastases in the early stages of lesion development, and resistance to current chemotherapy
treatments. In this context, this study focused on investigate the in vitro effects of Resv on cell
viability, proliferation and programmed cell death in B16F10 murine CM cells. For this, the
cells were cultured and treated with different concentrations of Resv, in order to investigate the
viability via MTT of the assay. The effect of Resv (25, 50, and 100 pug/mL) on the apoptosis of
B16F10 cells was investigated by carrying out the method of incorporating propidium iodide /
acridine orange, quantifying Bax and Caspase-3 gene expression via real-time reaction
quantitative polymerase chain (RT g-PCR) and DNA fragmentation by flow cytometry. The
cell cycle was evaluated by flow cytometry using DNA staining with propidium iodide. The
results demonstrated that Resv reduced cell viability in a concentration-dependent manner and
confirmed the potential for apoptosis inducing this compound in murine CM-B16F10 cells. In
addition, the results of the cell cycle arrest showed that cells exposed to Resv in the lowest
evaluated lows (25 and 50 pug/mL) exhibited an increase in the cell population in the G2 / M
phase, while the concentration of 100 pg/mL showed a proportion of cells in each phase
compatible with the control group, however, in cell death tests, it was a concentration that
demonstrated greater apoptotic activity. Thus, it is concluded that Resv exhibits antineoplastic
effects in murine MC B16F10 cells via induction of cell proliferation inhibition, promotion of

cell death by apoptosis and cell cycle block in these cells.

Keywords: resveratrol, 3,5,4'-trihydroxystylbene. cutaneous melanoma. B16F10. cell cycle.

cell proliferation. programmed cell death. in vitro tests.
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1 INTRODUCAO

Resveratrol (Resv) é uma fitoalexina polifendlica encontrada em uva, bagas, amendoins e
vinhos. Sua estrutura quimica é composta por dois aneis aromaticos aliados por uma ponte de
metileno e apresenta-se nas formas isoméricas trans e cis (1). A forma trans- Resveratrol é a

mais estavel e apresenta maior atividade biologica (2-4).

O Resv possui diferentes atividades biologicas demonstradas em literatura, dentre elas destaca-
se a atividade anticancer (5-8). Estudos relatam sua agdo em diversas vias de sinalizagao celular,
incluindo angiogénese e inibicdo de invasao, adesdo e metastase, apreensdo do ciclo celular,
supressdo da proliferacdo celular tumoral, inducdo de apoptose e diferenciacdo (9). Inibicdo da
proliferacdo e apoptose sdo observadas em Varios tipos de canceres, como mama, prostata,
tumores gastricos, colon e cancer de pele melanoma (6, 10, 11). Ainda, foi verificado que o
Resv possui um efeito inibitdrio sobre a resisténcia das células cancerigenas aos medicamentos
qguimioterapicos, caracteristica que pode ser essencial para aumentar a sobrevivéncia do

individuo com a doenca (12, 13).

O Melanoma cutaneo (MC) € um tipo de cancer que se desenvolve nos melandcitos, de natureza
multifatorial, decorrente de uma interacdo entre suscetibilidade genética e exposi¢do ambiental
(14). O MC é caracterizado por sua capacidade precoce e altamente metastatica, que promove
altas taxas de mortalidade e a sua incidéncia estd aumentando significativamente ao longo dos
anos (15)

Os tratamentos antineoplasicos convencionais para o0 MC sdo cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e imunoterapia (16). No entanto, esses tratamentos frequentemente promovem
danos em tecidos normais, com promocdo e uma série de efeitos colaterais e ocorréncia de
resisténcia as multiplas drogas quimioterapicas(17). O Resv € um composto que possui baixa
toxicidade para células normais e acredita-se que ele exerca efeitos que podem atenuar os
efeitos colaterais promovidos pelo tratamento antineoplasico padrdo e reverter a resisténcia a

drogas quimioterapicas (8, 18).

Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos in vitro do Resveratrol na

viabilidade celular, atividade proliferativa e na morte celular por apoptose em células de



melanoma cutaneo (MC) murino B16F10.

13
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Resveratrol

O Resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno, Resv) é um fitoalexina natural (19) produzida por
muitas plantas em resposta a lesdo, infeccao fungica ou bacteriana e radiacéo ultravioleta. Esse
composto polifendlico pode ser encontrado em alguns alimentos naturais, incluindo mirtilo,
framboesa, amora e uva, sendo gque sua concentracdo exata em cada fonte varia muito. O Resv
mostra um perfil de seguranca muito favoravel ao consumo, sem toxicidade ou toxicidade
minima para células normais (8). Sua estrutura quimica é composta por dois anéis aromaticos
aliados por uma ponte de metileno e apresenta-se nas formas isoméricas trans e cis, no entanto,
a maioria das vantagens médicas registradas é atribuida a isofroma trans- Resveratrol (Figura
1) (1, 3). A exposicdo a radiagdo e ao calor pode converter a isoforma trans em cis, cuja sua
estrutura se assemelha ao do estrogeno sintético dietilestibestrol e por isso 0 Resveratrol

também foi classificado como um fitestrogénio (8).

Figura 1 - Estrutura quimica dos isdbmeros trans-Resveratrol e cis-Resveratrol

| OH
) h Q Q
HO

OH OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

(LIAZID, et al., 2007)

O Resv € usado como um agente anti-inflamatorio, no entanto, esta molécula possui varias
propriedades bioldgicas, como neuroprotetora, cardioprotetora, antioxidante, antibacteriana,
antifingica, antiviral, e antienvelhecimento (5-8). Uma das atividades biol6gicas mais
marcantes do Resveratrol intensamente investigada nos ultimos anos tem sido suas
propriedades preventivas ou anticancer (20) que foram descobertas em 1997 por Jung e colegas,

qguando demonstraram as atividades anti-iniciacdo, anti-promocéo e anti-progressdo (21). A
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atividade antitumoral desse composto se da por meio de sua acdo em diversas vias de
sinalizacdo celular, incluindo angiogénese e inibicdo de invasao, adesdo e metastase, apreensdo

do ciclo celular, supressao da proliferacao celular tumoral, inducéo de apoptose e diferenciacéo

9).

O principal obstaculo no processo de tratamento do cancer é a resisténcia aos medicamentos
das células tumorais. A grande parte das mortes relacionadas ao cancer € devido a resisténcia a
quimioterapicos. Dessa forma, encontrar remédios que possam resultar no aumento a

quimissensiblidades das células tumorais é a chave para superar a resisténcia (12).

Neste contexto, a investigacdo de compostos naturais como coadjuvantes tem ganhado grande
notoriedade no tratamento do cancer. Os mecanismos dos compostos naturais que atuam como
adjuvantes quimioterapéuticos podem ser resumidos em trés abordagens: potencializando os
efeitos da radioterapia e quimioterapia, melhorando diretamente o efeito tumoricida, revertendo
a quimiorresisténcia e aliviando a toxicidade induzida por drogas quimioterapéuticas (22).
Acredita-se que o0 Resv exerca efeitos que revertem a resisténcia a drogas em uma variedade de
células tumorais (8, 18). Além disso, estudos demonstraram que o Resv induz a antiproliferagédo
e apoptose em varios tipos de cancer, como mama, prostata, estbmago e célon (6, 10, 11, 23,
24).

Em células de melanoma humano, A375 e SK-MEL-31, foi observado que o Resv inibiu a
viabilidade, interrompeu o ciclo celular (fase G1), aumentou as taxas de apoptose e a expressao
das proteinas Bax e Caspase-3 foi dependente da dose (9, 25, 26). Em células de cancer de
pulmédo, A549, o Resveratrol também inibibiu a viabilidade celular , promoveu a apoptose e a
parada do ciclo celular (GO / G1). Nas células cancer orais, esse composto também foi capaz de

inibir a proliferacdo, induzir a apoptose e interromper o ciclo celular (G2 / M) (27).

O tratamento combinado de Resv e Gefitinibe em cancer de pulmao de células ndo pequenas
induziu significativamente a apoptose celular, autofagia, interrupcéo do ciclo celular (G2/M),
acompanhada de aumento da expressdo da Caspase-3 clivada, LC3B-II, p53 e p21 (28). A
combinagdo do Resv +ABT-737 tambem diminuiu acentuadamente a viabilidade celular,
aumentou o dano ao DNA e a apoptose, promoveu 0 acumulo de células na fase GO / G1 do
ciclo celular e a regulacdo positiva da razdo BAX / BCL-2 (29). No entanto, outro estudo

sugeriu que concentracbes mais baixas de RResv causam acumulo de células na fase S,
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enquanto concentragdes mais altas causam acimulo de células na fase GO/ G1 ou G2/ M (30).

O Resv pode ser usado como: (1) agente quimioterapico neoadjuvante: devido sua capacidade
de inibir a proliferacdo de células cancerosas e induzir a apoptose nessas células, esse composto
pode ser usado antes da cirurgia para diminuir o volume do tumor; (2) Agente quimioterapico
adjuvante: usado para inibir a invasao tecidual local e a ocorréncia de metastases apds a cirurgia;
(3) agente de sensibilizacdo a radioterapia e/ou quimioterapia em combinacdo com agentes
quimioterapicos, como docetaxel, capsaicina, docetaxel, doxorrubicina, temozolomida e
gemcitabina, uma vez que o Resv pode melhorar os efeitos anticAncer promovidos por esses
farmacos; (4) agente preventivo do do cancer: usado em pessoas sob alto risco de cancer; (5)
agente radioprotetor: usado para diminuir os efeitos adversos do tratamento induzidas por
radioterapia (5, 31).

Foi relatado que a combinacdo Resv + docetaxel em células de céncer de prostata humano
modula vérias proteinas apoptoticas (PARP, Caspases clivadas), pré-apoptoticas (BAX, BID,
BNIP3, BAK) e anti-apoptoticas (MCL-1, BCL-XL, BCL-2), estimula a maior expressao de
inibidores do ciclo celular p21, p27 e menor expressao de cinases dependentes de ciclina CDK1,
CDK4, ciclina E1 e ciclina B1 o que interrompe a transicao das células de fasesG1/Se G2/
M (6, 31).

O Resv também demonstrou reverter a resisténcia a adriamicina em células cancerosass da
bexiga (32) e Leucemia mieldide aguda (33), além de ser capaz de sensibilizar células de

carcinoma de celulas renais para morte induzidas pelo fator de necrose tumoral (34).

Em estudo in vivo, a combinacdo de Resv, quercetina e catequina potencializou o efeito do
gefitinibe no cancer de mama resistente e causou uma reducdo dramatica e significativa nas
metastases pulmonares (35). Esse composto tambem é um agente protetor eficaz nas celulas

normais contra toxicidade induzida pela terapia com radio iodo (36).

O Resv é intimamente ligado as bases de DNA, particularmente a guanina (5), e como se sabe
que os ions cobre sdo encontrados no nucleo, ligado as bases de guanina na cromatina, a
mobilizacdo desse cobre enddgeno pelo Resv resulta na clivagem do DNA pro-oxidante no
local. Como descrito anteriormente, o Resv é um antioxidante, mas na presenca de ions exibe

propriedades pro-oxidantes, e seu efeito pode levar a quebra oxidativa do DNA celular, o que



17

resulta na apoptose Além disso, € relatado que a concentracdo de cobre aumenta em Vvérias
doencgas malignas (37).

Existem varios mecanismos de acdo para explicar a atividade antiproliferativa do Resv,
incluindo, a ativacdo da via apoptdtica intrinseca, a liberagcdo mitocondrial do citocromo ¢ e 0
envolvimento de BAX, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), modulacdo da via
p53 e a ativacdo da via extrinseca do receptor da morte. O Resv interfere com a cadeia
respiratoria mitocondrial e leva ao aumento da producdo de ERO. O estado redox das células
desempenha um papel em muitos tipos de apoptose e as EROs produzidas no nivel das
mitocondrias podem estar envolvidas na morte celular. Sabe-se que o Resv pode funcionar
como um agente pro-oxidante e anti-oxidante, isso vai depender da concentracdo administrada
as celulas e do tipo de célula. Além disso, 0 Resv pode induzir apoptose em varios tipos de
células tumorais através da modulagdo das proteinas pertencentes a familia BCL-2. O Resv
neutraliza as proteinas anti-apoptoticas enquanto induz a expressdo proteica, alteracoes
conformacionais e redistribuicdo celular das proteinas pro-apoptoticas da familia BCL-2 (38),

sendo assim, o Resveratrol demonstrou ser uma arma natural na guerra contra o cancer (39).

2.2 Tumorigénese

O cancer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgaos
sendo considerado um grande problema de satde publica em todo o0 mundo (40). Entende-se o
desenvolvimento do céncer como um processo de varias etapas: iniciacdo, promocao,
progressdo e metastase. A iniciacdo envolve mutacdo ou alteracdo de genes que surgem de
forma esponténea ou induzida pela exposi¢do a um agente cancerigeno. Alteragdes genéticas
podem resultar em desregulacdo das vias de sinalizacdo bioquimica associadas a proliferacéo,
sobrevivéncia e diferenciacgdo celular, que podem ser influenciadas por alguns fatores, incluindo
a taxa e o tipo de metabolismo carcinogénico e a resposta da fungdo de reparo do DNA. O
estagio de promocao € considerado demorado e reversivel, onde as células pré-neopléasicas em
proliferacdo ativa se acumulam. A progressdao ¢ a fase entre uma lesdo pré-maligna e o
desenvolvimento de cancer invasivo, é o estagio final da transformagéo neoplésica, onde
ocorrem alteragdes fenotipicas, genéticas e proliferacao celular, envolvendo um aumento rapido
no tamanho do tumor, onde as células podem passar por mais mutagdes com potencial invasivo

e metastatico. A metastase envolve a disseminacdo de células cancerigenas do local primario
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para outras partes do corpo atraves da corrente sanguinea e do sistema linfatico (41) (Figura 2).

Figura 2 - Fases de tumorigénesetumorigénese: iniciacdo, promocao, progressao e metastase
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(SIDDIQUI et al., 2015)

2.3 Melanoma cutaneo

O céncer de pele é a neoplasia maligna mais comum na maioria dos paises, e sdo classificados
como cancer de pele ndo-melanoma (Carcinoma basocelular e Carcinoma espinocelular) e
Melanoma de pele (42). Entre os canceres de pele, 0 Melanoma cutaneo (MC) € o tipo mais
agressivo, (43) e sua taxa tem aumentado nos Gltimos 30 anos (44). E um tumor de alta
prevaléncia, classificado como o 19° cancer mais comum em todo o mundo (45). O nimero
estimado de novos casos no Brasil para o0 ano de 2020 sera de 8.450, sendo 4.200 homens e
4.250 mulheres (46). Representa 4% dos tumores de pele , no entanto, menos que 15 % dos
pacientes sobrevivem 5 anos apds o diagnostico de melanoma metastatico (47). Apesar dos
recentes avanc¢os no diagndéstico e na terapia de diferentes tipos de cancer, o cancer de pele
do melanoma ainda apresenta alta taxa de mortalidade relacionada & resisténcia a
qguimioterapia, comportamento agressivo e propensdo a metastizar rapidamente (44, 48).
Portanto o diagndstico preciso e o tratamento adequado estdo associados a altas taxas de cura
(48).

O MC tem etiologia multifatorial. Esse cancer é decorrente de uma interacdo entre
suscetibilidade genética / epigenética dos individuos e a exposicdo de fatores ambientais. A
exposicdo a radiagdo ultravioleta (UV) devido ao seu efeito genotdxico, € o fator de risco
ambiental mais importante e potencialmente modificavel para o desenvolvimento de melanoma
maligno. As queimaduras solares, bronzeamento artificial, fitoquimiterapia com radiacéo
também estdo associadas a um risco aumentado de MC. Os fatores de risco mais importantes

do hospedeiro sdo o numero de nevos melandcitos, historia familiar e suscetibilidade genética.
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Certas caracteristicas fenotipicas aumentam o risco de desenvolver melanoma em
aproximadamente 50%, como pele clara, numerosas sardas, cabelos ruivos, sensibilidade ao sol

e uma incapacidade de se bronzear (49).

Os melandcitos sdo originados de ceélulas da crista neural (CN). No decorrer do
desenvolvimento embrionario, as células-tronco pluripotentes diferenciam-se em células CN
multipotentes, podendo entéo se diferenciar ainda mais em melanoblastos e por fim, amadurece
em melandcitos (50). Os melandcitos sdo encontrados na epiderme, foliculos capilares, iris,
coroide e estria vascular da céclea da ouvido interno (51). Essas células sdo conhecidas por
serem produtores de melanina, um pigmento que colore os olhos, pele e cabelos (52). O
pigmento tem uma funcéo fundamental para o organismo, ele fornece a protecdo contra o efeito
da radiacdo ultravioleta (RUV), conseguindo absorver e dispersa-la, reduzindo assim, os danos
ao DNA celular e a instabilidade genémica. Este processo € ainda mais importante para fins de
bronzeamento e responde a danos causados por RUV produzindo mais pigmentos (51).

Os quatro subtipos principais de MCo sdo, disseminacdo superficial, que é responsavel por
aproximadamente 70% de todos os Melanomas, Melanoma nodular que representa 15-30%,
Lentigo maligna e Acral lentiginoso. Grande parte dos MCaparecem como tumores superficiais
confinados a epiderme e podendo ficar por muitos anos em uma fase de crescimento horizontal
ou “radial”, em que sdo na maioria das vezes curdveis apenas pela excisdo cirurgica. Os que
infiltram na derme séo considerados de fase de crescimento “vertical” e tém potencial
metastatico. Os MC nodulares ndo tém crescimento radial identificavel ou fase in situ, e entram
na fase de crescimento vertical quase desde o inicio. Ulceracdo do tumor, taxa mitdtica,
presenca de invasao linfovascular, microssatélites, regressdo, invasdo perineural e a presenca
de linfocitos infiltrando o tumor sdo outros fatores histolégicos que afetam o potencial

metastatico (53).

Clinicamente, os MC séo classificados de acordo com a espessura total em milimetros, presencga
de ulceracdo, profundidade de penetracdo e localizacdo das metéastases existentes.
Histologicamente, podem distinguir-se cinco estadios distintos de progressdo do melanoma:
nevos benignos sem alteracdes displasicas, nevos displasicos, fase de crescimento radial , fase

de crescimento vertical e melanoma metastatico (Figura 3) (54).
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Figura 3 - Tumorigénese da lesdo neoplasica melanocitica da pele.
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A avaliacdo clinica comeca com a suspeita da lesdo melanocitica, e entre os principais critérios
de diagnéstico clinico do melanoma encontra-se a regra mneuménica do sistema ABCD (55),
que foi desenvolvido para pacientes e médicos reconhecerem caracteristicas associados a essa
malignidade. A assimetria, B borda irregular, C variacdo de cor, D didametro superior a 6 mm.
Deve ser considerada suspeita de melanoma, qualquer lesdo pigmentada que estiver dentro do
acrénimo ABCDE. As lesdes identificadas devem ser avaliadas quanto a aérea circundante para
possiveis lesdes satélites ou focos metastaticos em transito, as superficies cutaneas
remanescentes também devem ser inspecionadas quanto a presenca de qualquer lesdo adicional
suspeita. Devem ser documentadas toda lesdo de aspecto benigno e todas as bacias linfonodais
devem ser palpadas para linfadenopatia. Apés a lesdo ser avaliada e documentada, a bidpsia e
a revisdo histoldgica devem ser consideradas. A amostragem da lesdo em questdo pode ser

realizada através de varios métodos, incluindo bidpsia excisional e biopsia parcial (56, 57).
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O MC maligno é dividido em quatro estagios, sendo o est&gio | 0 menos grave e o estagio 1V,
0 mais grave. O estagio Il inclui doenca localmente avancada (inoperavel) e o estagio IV inclui
metastase a distancia. Os tratamentos convencionais para o melanoma sdo, cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia (16). Além da cirurgia ser o tratamento primario
para 0 melanoma, é também o Unico potencialmente curativo. O diagndstico precoce e 0
tratamento cirdrgico adequado curam 80% a 90% dos pacientes, enquanto 10% a 20%
apresentam uma recaida como recidiva local / regional ou disseminacéo a distancia, no entanto
pacientes com melanoma maligno metastatico tém prognostico ruim (58). A quimioterapia ndo
funciona tdo bem no melanoma quanto em outros tipos de cancer, mas, ainda assim, pode
melhorar a qualidade de vida e prolongar a vida do paciente. Da mesma forma que a
quimioterapia, a radioterapia pode ser usada para aliviar dores (especialmente nos casos de
metastases 0sseas) e evitar a volta (recidiva) do tumor. A imunoterapia € outra op¢do para
tratamento do melanoma, com uso dos interferons, substancias que o organismo produz para
combater infeccOes e que pode ser usada nos casos em que haja maior probabilidade de o cancer
voltar apos o tratamento (58). Apesar dos avancos cientificos no conhecimento da doenca, as
opcdes de tratamento quimioterapico (44, 48), sao dificultadas por efeitos colaterais toxicos e
pelo desenvolvimento frequente de resisténcia a mdltiplas drogas. Os tratamentos
radioterapicos podem causar danificacdo do tecido normal (17, 59), e 0 Resv é um composto
que mostrou ter um perfil de seguranca muito favoravel ao consumo, sem toxicidade ou
toxicidade minima para células normais (8), alem de ser um agente protetor eficaz nas células

normais contra a toxicidade induzida pela terapia com radioiodo (18).

2.4 Ciclo Celular

O ciclo celular compreende a interfase, que consiste nas fases G 1, S e G 2, e a fase mitdtica M
(Figura 4). Durante a interfase, uma célula se prepara para divisdo por meio de crescimento e
replicacdo do DNA. A fase G 1 é o intervalo entre o fim da citocinese de uma divisdo anterior
e oinicio dafase S, e é a fase em que a célula cresce em preparacdo para a replicacdo do DNA,
bem como a fase em que é decidido se uma a célula se dividira novamente ou entrara em G o,
uma fase de repouso. A remocdo de fatores de crescimento no inicio da fase G 1 ir4 enviar a
celula em G o, mas a sua remogao mais tarde, no Gz, apds o ponto de verificagdo de restricéo,
permitird que a célula continue na fase S. Entdo, na fase S, o genoma inteiro da célula é

replicado, ou seja, a replicacdo do DNA ocorre e cada cromossomo é duplicado, tornando-se


https://www.accamargo.org.br/pacientes-acompanhantes/quimioterapia
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duas crométides irmas. Na fase G 2, a célula se prepara para a diviséo e verifica o tamanho e 0s
erros de duplicacdo de DNA, a célula sintetiza os materiais necessarios para a mitose, como
RNA e proteinas, essa fase marca a lacuna entre o final da fase S e o inicio da mitose. Durante
a fase M, o envelope nuclear se decompde, a cromatina é condensada e 0 DNA 4n € segregado
em duas células filhas diploides. Nessa fase comeca a mitose, que é subdividida em cinco fases,
profase, prometéafase, metafase, anafase e telofase, e termina em citocinese. A reproducéo
através do ciclo celular resulta em células filhas geneticamente idénticas. Apds a conclusdo da
divisdo celular, as células podem retomar a proxima rodada do ciclo celular ou permanecer
quiescentes na fase G o. Para garantir que a divisdo celular ocorra sem erros, o ciclo celular é
regulado de maneira temporal e espacial. O sistema regulador do ciclo celular consiste em
pontos de checagem que param durante as transicdes de fase para avaliar se as condigdes
celulares sdo adequadas para o crescimento e a divisdo. A regulacdo do ciclo celular inclui a
fosforilacdo de proteinas por complexos de quinases dependente de ciclinas (CDKCs) e a
expressao temporizada de ciclinas (A, B, D e E) (60, 61). O cancer pode ser pensado como uma
doenca do ciclo celular: onde uma célula cancerosa ignora os sinais de “parada” e ndo espera

pelos sinais de “prosseguir” (59).

O DNA pode sofrer danos de origem exdgena (radiacdo ultravioleta, radiacdo ionizante,
quimicos genotdxicos), e enddgena (espécies reativas de oxigénio). Esses agentes causam
alteracdes como quebras simples ou duplas na fita de DNA, ligacdes entre bases, erros de
pareamento, insercdes ou delecdes, que se ndo reparadas podem causar o acimulo de mutac6es
em diversos genes, incluindo os responsaveis pelo controle ou progressao do ciclo celular.
Diante de um dano, as células sinalizam para o blogueio temporéario do ciclo celular com o
propdsito de realizar o reparo, no entanto, as proteinas do ciclo ativam o mecanismo de morte

celular programada se o dano néo for corrigido (62, 63).
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Figura 4 - Fases do ciclo celular composta em interfase (fases Gi, S, ¢ G2), seguido pela fase

A

mitotica (mitose) e fase Go.

Go

(Autoria propria)

2.5 Morte celular por Apoptose

A morte celular programada ou apoptose pode ser desencadeada em uma célula através das vias
extrinseca ou intrinseca (64). A via de sinalizacdo extrinseca é induzida pela ligacdo de
receptores de morte transmembrana e ligantes de morte, e a via de sinalizacdo intrinseca é
desencadeada por estimulos ndo mediados por receptor, como estresse oxidativo, dano ao DNA
e estresse no Er (65). A via intrinseca € regulada pela familia de proteinas do linfoma de células
B-2 (BCL-2) (66), que abrange proteinas anti-apoptoticos (Bcl-2, Bcl-w e Bcl-xi), membros
pré-apoptéticos de mdltiplos dominios (Bax e Bak) e membros pro-apoptéticos de dominio
BH3 (Bad, Bid, Bim, Bik, Noxa e PUMA). Um membro da familia Bcl-2 pro-apoptotico, Bax,
tem um papel essencial na inducéo de apoptose em resposta a estimulos de estresse. O Bax esta
localizado principalmente no citoplasma, mas a estimulagdo apoptdtica promove sua
redistribuicdo na membrana mitocondrial. Apés a translocacgdo para as mitocondrias, Bax forma
complexos proteicos homo-oligoméricos que alteram a permeabilidade da membrana
mitocondrial, liberando o citocromo ¢ (66). O citocromo ¢ juntamente com o fator de ativacao
da peptidase apoptética 1(APAF1) e a desoxATP geram um apoptossoma que ativa a caspase

9, levando ao processamento da caspase-3 (65-67) (Figura5).
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Figura 5 - Apoptose dependente de mitocondria
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A inducdo do apoptose em células alteradas de lesbes cancerizaveis pode remover células
potencialmente prejudiciais, o que resulta no blogueio do crescimento tumoral. A desregulagéo
desse processo de morte esta ligada a proliferacdo celular ndo controlada, desenvolvimento e
progressao do cancer e resisténcia ao cancer em terapias medicamentosas. Diante disso, a
desregulamentacdo na maquinaria da morte celular apopto6tica é uma marca registrada do
cancer. Estratégias terapéuticas que visam moléculas envolvidas na resisténcia apoptética,
representam uma abordagem valida a ser seguida, a fim de restaurar a sensibilidade das células

cancerigenas a apoptose e superar a ineficacia dos tratamentos (46).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos in vitro do Resveratrol (Resv) na viabilidade, atividade proliferativa e de
morte celular programada por Apoptose em células do Melanoma cutdneo (MC) murino
B16F10.

3.2 Objetivos especificos

. Averiguar o efeito do Resv sobre a viabilidade das células da linhagem de

melanoma murino-B16F10.

. Avaliar a inducdo da apoptose mediada pelo Resveratrol nas células de MC
murino B16F10..

. Avaliar o efeito do tratamento do Resv sobre a expressdo de genes relacionados

com o ciclo celular das células de MC murino B16F10.
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4 PRODUTO CIENTIFICO

4.1 Produto Cientifico: Effects of Resveratrol on the cell viability, proliferation, and apoptosis
of murine B16F10 cutaneous melanoma cells: in vitro assays, formatado segundo as normas para
publicagdo do periddico “Phytomedicine” (ISSN: 0944-7113).
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Abstract

Introduction: Resveratrol (Resv), a naturally occurring polyphenol, acts as a negative
modulator of molecular pathways related to the progress of malignancies, including the use of
the cell cycle and programmed cell death of cancer cells. Resv demonstrates a compound with
low toxicity in normal cells, being used in research as an antineoplastic treatment in an adjuvant
manner, promoting the reduction of the resistance of cancer cells to the drugs used. Cutaneous
Melanoma (CM) is a cancer that develops in melanocytes, which is multifactorial in nature.
Studies demonstrate that this cancer is resistant to conventional antineoplastic treatment due to
its fast evolution, notably the ability to cause metastases in the early stages of lesion
development and resistance to current chemotherapy treatments.

Aim: In the present study, we investigated the action of Resveratrol on parameters such as
viability, proliferation and programmed cell death in murine cutaneous melanoma cells —
B16F10.

Methods: B16F10 cells were treated with Resv (1.56-200 puM), of propidium iodide/acridine
orange assay, mRNA expression by gPCR with BAX and Caspse primers and cell
fragmentation by flow cytometry were used. The cell cycle was assessed by flow cytometry
using the marking of protid iodide. We observed that Resv functions as an inhibitor of cancer
cell proliferation, apoptosis stimulator and cell cycle blocker in B16F10 cells. These findings
provide further evidence to support Resv as a nutraceutical with adjuvant anticancer therapeutic
properties.

Results: Treatment with Resv has been shown to reduce cell viability in a concentration-
dependent manner. The assays confirm the potential for apoptosis inducing Resv in cutaneous
melanoma cells -B16F10. In addition, a change in the cell cycle was avoided in cells treated at
concentrations of 25 and 50 ug/mL, where there was a higher percentage of cells in the G2/M
phases, and in cells treated at a concentration of 100 ug/mL, a percentage of cells in each phase
compatible with the control group, however, a concentration of 100 pug/mL in the apoptosis
assays showed higher rates of cell death.

Conclusion: The results of the present study indicated that Resveratrol was able to inhibit

viability, induce apoptosis and block the cell cycle in B10F10 murine melanoma cells.

Keywords: 3,5,4'-trihidroxiestilbeno. cutaneos melanoma. cell cycle. cell proliferation.
programmed cell death.
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Introduction

Resveratrol (Resv) is a polyphenol present in several plant species, encompassing those
often consumed by humans such as blueberry, raspberry, blackberry and grape, and is also
found in wine (1, 2). The Resv shows a safety profile very favorable to consumption, with no
toxicity or minimal toxicity for normal cells (3). It is typically used as an anti-inflammatory
agent, however, this molecule has several biological properties, namely, neuroprotective,
cardioprotective, antioxidant, antibacterial, antifungal, antiviral and anticancer. Its chemical
structure is composed of two phenol rings combined with an ethylene bridge, and presents trans
and cis isomeric forms (4). The trans isoform is the main isoform and represents the most widely
studied chemical form (3).

Resv mediated anticancer activities indicate its action in several cell signaling pathways,
including angiogenesis and inhibition of invasion, adhesion and metastasis, arrest of the cell
cycle, suppression of tumor cell proliferation, induction of apoptosis and differentiation (5).
Inhibition of proliferation and apoptosis are observed in various types of cancer, such as breast,
prostate, gastric and colon tumors, and melanoma skin cancer (6-8). At the same time, Resv has
been shown to inhibit the resistance of cancer cells to chemoterapy drugs, characteristic that
can be essential for increasing the survival of the carrier of the disease (9, 10).

Despite recent advances in diagnosis and therapy of different types of cancer, the
melanoma skin cancer still has high mortality rate related to resistance to chemotherapy,
aggressive behavior and propensity to metastasize quickly (11, 12). It is a tumor that originates
in melanocytes, of a multifactorial nature, which represents only 4% of skin tumors, but less
than 15% of patients survive 5 years after diagnosis of melanoma metastatic (13).

MC is one of the most aggressive cutaneous neoplasms, with great capacity for
proliferation, stimulation of angiogenesis, impairment of successive levels of the dermis and
generation of metastases by lymphatic or hematogenic route. Therefore, it is essential to identify
new strategies or new therapeutic agent that can overcome the chemoresistance and
radioresistance of cutaneous melanoma (MC). Resveratrol's anti-tumor properties can be
promising for the treatment of melanoma. Resv has been shown to reverse adriamycin
resistance in bladder cancer cells (14) and acute myeloid leukemia (15). It was able to sensitize
renal cell carcinoma cells to death induced by tumor necrosis factor (16). In an in vivo study,
the combination of Resveratrol, quercetin and catechin potentiated the effect of gefitinib in
resistant breast cancer and caused a dramatic and significant reduction in lung metastases (17).

This compound is also an effective protective agent in normal cells against toxicity induced by
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radioiodine therapy (18).
Thus, the present study evaluated the effects of Resveratrol on viability, induction of
programmed cell death and proliferative activity of murine cutaneous melanoma cells (B16F10)

in vitro.
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Material and Methods

Reagents

Resveratrol (Resv), Ethidium Bromide, Acridine Orange Base, and Trypan Blue
Solution, RNAse and Dimethyl sulfoxide were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). The trypsin-EDTA was acquired from Life Technologies. Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 medium, trizol, DNase (Deoxyribonuclease I) were obtained of Imbion.
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) reverse transcriptase, 3,4,5-dimethylthiazol-2,5
biphenyl tetrazolium bromide, RnaseOUT (15) and propidium iodide were obtained from
Invitrogen (USA). Fetal bovine serum, NaHCO3 amphotericin B, ampicillin and streptomycin
were obtained from Gibco (USA). TagMan Universal PCR Master Mix and the primers B-actin,
BAX and CASP3 purchased from Applied Biosystems, Grand Island, NY, USA. OligodT (15)
and Random Primers were obtained from Promega. Gallios cytometer were obtained from
Beckman Coulter Life sciences. Spectrophotometer (DR-200B) and fluorescence microscopy

(Olympus FSX100) were obtained from Olympus Life Science.

Cell culture

Murine B16F10 cutaneous melanoma (CM) cell line (ATCC® CRL-6475™) was
kindly provided by Antitumor Substances Laboratory, Institute of Biological Sciences,
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazil. B16F10 cells were
cultured in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS (v:v), antibiotic ampicillin (0.27 mM),
amphotericin B (5,41 uM) and streptomycin (0,06 mM). The cells were kept in a humid
incubator at 37°C, 80% humidity and 5% CO2. After reaching around of 80% confluence, they
were trypsinized using Trypsin / EDTA. The cells number needed for each experiment was

determined by counting in a Neubauer chamber with trypan.

Cell viability assay

Cell viability analysis was performed using the MTT (3- 4,5-dimethyl-thiazol-2-yl -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay, MTT reagent is enzymatically reduced to purple formazan
by viable cells only. Initially, 2 x 10° cells/well were seeded in 96-well plates. The cells were

allowed to adhere to culture microplates for 24 h, and were then exposed to increasing
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concentrations of Resveratrol (1.56 to 200 uM) for 48 h. A group of control cells was incubated
with Phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) for the same period of time. Next, the cells were
incubated with 0.5 mg / mL of MTT at 37°C for 4 h. MTT solution was removed, and the
formazan was extracted from the cells with 200 uL of dimethyl sulfoxide (DMSO) (19). The
absorbance (570 nm) was measured using a spectrophotometer (DR-200B). Each concentration
was tested in triplicate from three independent experiments. The results were expressed as
viable cell percentage in relation to the control group. Data were expressed as mean + standard

error of mean (SEM).

Cell death assays

Differential staining with ethidium bromide/acridine orange (BE/AA) allows us to
distinguish viable cells from those that are cell dead due to apoptosis or necrosis. In six-well
plates, 3 x 10° cells/well were seeded. The cells were then treated with Resveratrol in
concentrations of 25 pg/mL, 50 pg/mL and 100 pg/mL for 48 h. Each treatment was removed,
the cells were detached from the plate, centrifuged and resuspended in 25 uL of RPMI medium.
Then, 1 pL of the BE/AA (1:1) mixture (0.5 mg/mL both BE and AA) was added to the cells.
The cells were immediately analyzed by fluorescence microscopy (Olympus FSX100) at 5x
magnification (20). Images were made from three fields per well. Only cells that emitted green
fluorescence were classified as viable cells, and dead cells were classified from red or orange
fluorescence. Subsequently, the images were submitted to the ImageJ® program to quantify the
percentage of dead cells. Each concentration was tested in triplicate from three independent
experiments, and the results were represented as mean + SEM.

Quantitative reverse transcription-gPCR-based expression gene

B16F10 cells were seeded in 25 cm? culture flasks. Different amounts of cells were
established so that the control group reached the confluence only on the last experimental day,
and so that all experimental groups had the number of cells necessary for RNA extraction. Thus,
2 x 10° cells and 3,5 x 10° were seeded for control and Resveratrol groups, respectively.
Resveratrol treatments were carried out with 25 pg/mL, 50 pg/mL and 100 pg/mL for 48 h.
After the treatments, the adhered cells were harvested and used for the extraction of nucleic
acids. Samples were treated with DNase | to remove genomic DNA residues. Then, the reverse

transcription reaction was performed using 1000 ng of total RNA, M-MLV Reverse
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transcriptase, OligodT (15), Random Primers and RNase inhibitors (RnaseOUT™). Procedures
were performed according to the manufacturer’s instructions. The cDNA obtained was stored
at -20 °C. Quantitative RT-PCR (gRT-PCR) was performed using a TagMan gene expression
assay according to the manufacturer's recommendations. 5 pL of the TagMan® Universal PCR
Master Mix assay (2x), 0.5 pL of the primer (TagMan gene expression assay 20x), 3.5 pL water
and 1 puL of cDNA were mixed for each sample. The primers specifications used were: B-actin,
BAX, and CASP3 (Table 1). The comparative CT method was applied to compare the gene
expression levels between the groups using the equation 2"2ACT (21). Data were expressed as

mean = standard error of mean (SEM).

DNA fragmentation and Cell cycle analysis

We used the flow cytometry assay with propidium iodide (PI) to assess DNA
fragmentation and the cell cycle. B16F10 cells were plated in the amount of 2x 10° cells/well
and treated at concentrations of 25 ug/mL, 50 pg/mL and 100 pug/mL for 48 h. Next, cells were
collected and fixed with 70% ethanol (v:v) for 2 years at 4°C, rinsed with PBS, incubated with
50 pg/mL RNase for 30 min at 37°C, and the genetic material was labeled with 50 pg / mL PI
for 30 min at room temperature in the dark. A total of 30,000 events per sample were counted
on the Gallios cytometer (Beckman Coulter, Life sciences). Cells percentages in the different
phases of the cell cycle were determined using the kaluza software. Only cells with DNA
content between 2n-4n were considered in the analysis of cell cycle. DNA fragmentation was
identified in the sub-G1 population (DNA content <2n) and calculated considering the totality
of events. Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM).

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed using the GraphPad Prism software
(version 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA). The data were evaluated
by one-way ANOVA, by two-way ANOVA, followed by the Bonferroni post-test. Statistical
significance was accepted with a p<0,05.
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Results

Resv administration decreases cell viability in B16F10 melanoma cells

The cell viability assay demonstrated that Resveratrol reduced the viability of B16F10
cells at all concentrations analyzed (1.56 to 200 pg/mL) (p < 0.05). The intensity of this effect
was cell concentration-dependent, with reductions between 75.35 +7.334 (1.56 pug/mL) to 21.66
+ 0.3340 (200 pg/mL) (Figure 1). Reductions of 35.72 + 1.007, 27.49 £ 0.6107 and 24.50 +
0.3897 in the viability of cells treated with 25, 50 and 100 pg/mL of Resv, respectively, were
evidenced in 48 h. Based on this result, these three concentrations of Resveratrol (Resv25,

Resv50 and Resv100) were adopted for the next tests (Figure 1).

Resveratrol-induced cell death

Cell staining with ethidium bromide and acridine orange revealed that Resveratrol
promoted cell death (red or orange stains) in varying intensities according to the treatment
concentrations (Figure 2A). Resveratrol induced death of B1F10 cells in a very discreet manner
at a concentration of 25 pg / mL (2.507 &+ 0.8994 for Resv25 vs 0.6926 + 0.2815 for control),
but promoted a significant increase in cell death at concentrations of 50 pg/mL (16.20 + 2.329
for Resv50) and 100 pg/mL (17.97 £ 2.739 for Resv50) in relation to the control group of 48

hours of treatment (Figure 2B).

Resveratrol promotes overexpression of apoptotic genes

Transcript levels of the apoptosis-related, BAX and CASP3, were significantly
increased in cells treated with Resveratrol 100 pg / mL (Revs100) compared to the control
group and at concentrations of 25 pg/mL (Resv25) and 50 pug/mL (Resv50) (Figures 3 A and
3B). Resv25 and Resv50 did not promote significant changes in the mRNA expression of the

studied genes.

DNA fragmentation of B16F10 cells treated with Resveratrol
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DNA fragmentation increased in cells treated with Resv25 (51.60 + 1.386), Resv50 and
Resv100 compared to untreated cells (19.84 + 2.236) (Figure 4).

Cell cycle arrest

It was possible to observe a change in the cell cycle of B16F10 cells treated with
Resveratrol at concentrations of 25 pg/mL and 50 ug/Ml. Both presented a significantly higher
proportion of cells arrested at the G2 / M phase compared with that obtained for control cells.
There was no statistical difference in the cell percentage present in each phase of cell cycle on
control and Resv100 groups, with the highest percentage in the GO/G1 phases (Table 2).
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Discussion

In the search for a therapeutic strategy that can aid in the treatment of cutaneous
melanoma, our findings demonstrated that Resv promoted in B16F10 melanoma cells: i.
reduction of cell viability, ii. alteration in proliferative activity, and iii. apoptosis. Natural
compounds have historically been used as tumoricidal agents or chemotherapeutic adjuvants,
reversing chemoresistance or relieving drug-induced toxicity (22). Resveratrol is a natural
flavonoid present in several plants and has become known for having chemopreventive
properties. Resv has been shown to be a compound that induces apoptosis and inhibits
proliferation. In addition, to being able to reduce drug resistance in some cell lines, associated
with its low toxicity.

At first, we evaluated cell viability in B16F10 cells treated with different concentrations
of Resveratrol. In this trial, Resveratrol showed an inhibitory effect on B16F10 cells in a dose-
dependent manner, which may be associated with its effect on reduction of proliferation or
death of melanoma cells. From these results, it was possible to define the concentrations to be
used subsequently on greater understanding of the inhibitory effect of Resv on the cells studied.

We investigated apoptotic or necrotic cell death by microscopic staining, gene
expression and DNA fragmentation analysis. Microscopic analysis revealed that Resv promoted
a significant increase on cell death at concentrations of 50 ug/mL and 100 ug/mL after 48 hours
of treatment. Subsequently, the gene expression of BAX and CASPASE 3 noticed an increase
in the levels of both the transcripts BAX (protein X associated with the BCL-2 family, pro-
apoptotic) and of one of the main executors of apoptosis, caspase 3, on 100 ug/mL concentration
compared to untreated control cells.

It has been reported that apoptosis after treatment with Resveratrol is mediated,
depending on the type of cell, through the death receptor and mitochondrial pathways. Recent
findings make the involvement of the death receptor pathway questionable. The pro-apoptotic
Bax protein is one of the main actors in the mitochondrial form of apoptosis (23). When
stimulation of apoptosis occurs, the bax is redistributed to the mitocodrial membrane, forming
severe homooligomeric proteins that alter the permeability of the mitochondrial membrane,
releasing cytochrome c that generate an apoptosome that activates caspase 9, leading to caspase-
3 processing, which will result in apoptosis (24, 25).

The DNA fragmentation assay demonstrated that there was DNA fragmentation
promoted by the drug, evidenced in the cells treated with the three study concentrations. As

observed by other studies with Resveratrol, our data indicate that the reduction in cell viability
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evidenced in the MTT assay relies on the activation of cell death pathways, whether apoptotic
or necrotic (5, 23). Although Resveratrol is known to have an antioxidant effect, recent studies
have shown that Resveratrol exhibits antioxidant and pro-oxidant properties, depending on its
concentration and the type of cell, however, it has been proposed that the pro-oxidant action
may be an important mechanism of action of the anticancer and apoptosis-inducing properties
of Resveratrol. These pro-oxidant properties lead to the oxidative breakdown of cellular DNA
in the presence of transition metal ions, such as copper (26, 27).

Deregulations that favor increased cell proliferation are considered to be marks of tumor
cells. The cell cycle consists of four phases, G1 (gap 1), S (synthesis), G2 (gap 1) and M
(mitosis) (28). In our study, B16F10 cells treated with Resveratrol at concentrations of 25 and
50 pg/mL showed a change in the cell cycle when compared to the control. In these
concentrations, there were more cells trapped in the G2/M phases and fewer cells restarting the
cell cycle (G1). We also observed that the concentration of 100 ug/mL showed a proportion of
cells in each phase compatible with the control group, where there was a higher percentage of
cells in the GO/G1 phases. Together, the current results suggest that low concentration
Resveratrol (25 pg/mL) showed a greater effect on alteration of the cell cycle and less on
apoptosis, while comparatively the concentration of 50 ug/mL showed less effect on the cycle
and greater in apoptosis. At the concentration of 100 pg/mL, we did not observe a Resv effect
on the cell cycle, which can be explained by significant induction of apoptosis at this
concentration.

The proliferation of several human malignant cell lines is slowed by Resveratrol.
Conflicting results have been reported about the induction of apoptosis by Resveratrol. Several
antioxidants, such as vitamin E, N-acetylcysteine, flavonoids and carotenoids, have been
reported to interfere with the progression of the cell cycle, inducing the expression of cdk
inhibitors, such as p2lwafl-cipl, pl6ink4a and p27kipl. In the case of Resveratrol, this
mechanism is still controversial. The effects on cell cycle progression can also be explained by
the direct inhibition of ribonucleotide reductase and DNA polymerase (29).

Results similar corroborate findings found in this investigation. A study carried out on
human melanoma cells, A375 and SK-MEL-31, showed that Resveratrol inhibited cell viability,
induced cell cycle arrest (phase G1), increased rates of apoptosis, and increased Bax and
caspase 3 proteins expression in a dose-dependent manner (5, 30, 31). Another study suggested
that lower concentrations of Resveratrol cause accumulation of cells in the S phase, while higher
concentrations cause accumulation of cells in the GO/G1 phase or G2/M phases (32). Resv

increases the sensitivity to melanoma cell radiation by inhibiting proliferation and promoting
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apoptosis (33, 34), in addition, Resveratrol and its trans -4,4'-dihydroxystilbene analogue have
been reported to exert effects on murine melanoma-B16F10 cells, being able to induce the cycle

to stop in the G1 phase and induce caspase 3 dependent apoptosis.

Therefore, Resveratrol may be a promising candidate for anti-cancer drugs
complementary for the treatment of cutaneous melanoma. However, more studies should be
carried out to better elucidate its anticancer effects, including with the model of in vivo

approaches.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1: B16F10 cell viability treated with Resveratrol (Resv). Treatment with Resveratrol in
1.56 - 200 uM concentrations for 48 h. The data were expressed as mean + standard error of the
percentage mean of the viable cancer cells. Significant differences between the control group
and the treaties are indicated by asterisks (** p < 0.01; *** p < 0.0001).

Figure 2: Influence of Resveratrol on B16F10 cell death. A) Live cells stained with ethidium
bromide (green) and dead cells stained with acridine orange (red or orange) in control group
(a), treated with Resveratrol for 48 h at concentrations of 25 pug/mL (Resv25) (b), 50 ug / mL
(Resv50) (c) and 100 pg / mL (Resv100) (d). B) Cell death rate. Bars represent the percentage
of cell death mean + standard error. Significant difference is indicated by asterisk (*** p<
0.0001).

Figure 3: Relative gene expression of (A) Caspase-3 and (B) Bax in B16F10 cells. Values
shown are mean = SEM. Significant differences are indicated by asterisks (*p < 0.05; ** p <
0.01; *** p < 0.0001.

Figure 4: DNA fragmentation of B16F10 cells treated with Resveratrol by 48 h. Data were
expressed as mean * standard error of the mean. Significant differences are indicated by
asterisks (** p < 0.01; *** p < 0.0001)
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Tables

Table 1. The oligonucleotides used in the gRT-PCR assay.
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Gene Nome Gene  ldentification Product (pb)
ACTB (control)  Beta Actina MmO00607939_s1 115
BAX BCL Associated Mm00432051 _m1 84
X Protein
CASP3 Caspase 3 Mm01195085_m1l 70

Table 2. Effect of Resveratrol treatment on the distribution of B16F10 cells in the cell cycle

phases.
B16F10 GO0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Control (placebo) 67.18 + 1.02 10.36 £ 0.67 22.45 +0.86
Resv 25 pg/mL 39.88 + 1.23* 14.31 £ 1.77 45.79 + 1.46*
Resv 50 pg/mL 52.61 + 0.89* 11.47 £0.45 35.91 + 0.65*
Resv 100 pg/mL 68.13 + 2.045 13.19+1.98 18.67 + 3.00

Data were obtained from three independent experiments and presented as the mean
+ standard error of the mean. * p < 0.05 when compared to the control group.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Finalizo essa etapa com a certeza que o0s obstaculos encontrados ao decorrer dessa caminhada
serviram como degraus para chegar ao final desse ciclo com mais forca e determinagdo. Os
contratempos ndo foram poucos, a inseguranca sempre batia a porta, mas diante disso tinha uma
motivagdo, uma forga de querer concluir essa etapa. Quando estava cursando o segundo ano de
Biomedicina em 2013 os professores da Funorte Camila Pereira Santos e Marcos Vinicius
Macedo de Oliveira fizeram um processo seletivo para alunos que tivessem interesse em fazer
parte da equipe do laboratério de pesquisa em saude e foi assim que essa jornada comegou. Em
dezembro de 2017 entrei no curso de Mestrado em Ciéncias da Saude da Unimontes e com
grande prazer fui orientada pelos professores Alfredo Mauricio Batista de Paula e Ludmilla

Regina de Souza David que me coordenaram de maneira exemplar nesse processo.

Ao longo desses seis anos que estive no laboratério aprendi a ajudar e ser ajudada, a ter
paciéncia, a conviver em grupo, a trabalhar como equipe. Tive a oportunidade de conhecer
pessoas que me ajudaram, motivaram e apoiaram. Na metade dessa trajetdria comecei a
trabalhar com cultura celular e foi incrivel, aprendi muito, e isso possibilitou o inicio dos meus
estudos sobre o composto Resveratrol nas células de Melanoma cutaneo murino-B16F10, e foi
com essa tematica que seguir até o final do mestrado. E os resultados obtidos demonstraram
gue o Resveratrol reduziu a viabilidade celular, induziu a apoptose e bloqueou o ciclo celular

nas células de melanoma murino - B16F10.

Diante de tudo vivenciado finalizo essa etapa com muito gratiddo no coracdo e certeza de que

tudo valeu a pena!
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