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INTRODUCAO

O melanoma é considerado o cincer de pele mais agressivo devido ao seu potencial
metastatico. Este tipo de cancer de pele, ocorre pela transformacio maligna dos melanécitos
que, devido a mutacoes, leva estas células desenvolverem diferentes capacidades funcionais,
alterando o funcionamento dos mecanismos de proliferacdo, motilidade e sobrevivéncia
(GRAY-SCHOPFER et al., 2007; OMS, 2020). A proteina BRN2 encontra-se expressa em
melandcitos e superexpressa no melanoma, favorecendo a formacdo tumoral e
proporcionando o desenvolvimento de metastase (GOODALL et al., 2004). Desta forma,
compostos que consigam regular os niveis de BRN2, e consequentemente, outras proteinas
reguladas por este fator de transcricdo, seriam uma alternativa para o tratamento do
melanoma (HARTMAN & CZYZ, 2015). O peptideo E12F, derivado do fator de transcricdo
BRN2, apesar de ndo diminuir a viabilidade de células B16F10-Nex2, apresentou efeito
inibitério da migracdo e invasdo de células tratadas. Além disso, apresentou efeito protetor in
vivo no modelo metastatico sem toxicidade para os animais (dados nio publicados). Com isso,
este trabalho tem como objetivo, investigar o efeito antitumoral em células de melanoma
humano SK-MEL-25 e A375, uma vez que, é visado o desenvolvimento de novas terapias para

seres humanos.

OBJETIVO

Determinar o efeito antitumoral do peptideo E12F, bem como, avaliar seu efeito nos

mecanismos de migracio e invasdo celular em células de melanoma humano.

METODOLOGIA

A viabilidade celular foi estabelecida através do método de exclusido de Trypan blue, as
células SK-MEL-25 e A375 foram tratadas com peptideo E12F (1 mM) por 24 e 48 h. Em seguida,
foi realizado o ensaio de migracao celular por Wound Healing, as imagens foram capturadas
nos tempos de 0, 24, 36 e 48 h em microscépio 6ptico. Para o ensaio de invasao celular, insertos
transwell foram preparados com Matrigel. Células SK-MEL-25 foram adicionadas na cAmara
superior com E12F (0,75 mM), por fim, as células foram fixadas, permeabilizadas, coradas e as

imagens foram capturadas e a contagem das células realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Como os resultados anteriores, em células de melanoma murino B16F10-Nex2 e ensaio
in vivo foram promissores, neste trabalho, foi avaliado o efeito antitumoral do peptideo E12F
em células de melanoma humano SK-MEL-25 e A375, bem como, sua interferéncia nos
processos de migracio e invasdo celular. Primeiramente, o peptideo E12F foi testado em
células de melanoma humano SK-MEL-25 por 24 e 48h em uma concentracao de 1 mM. Neste
ensaio, ndo houve diminuicdo da viabilidade celular em células tratadas com o peptideo,

quando comparadas as células nio tratadas (Figura 1 A e B).

FIGURA 1 - Determinacao do efeito do peptideo E12F na viabilidade de células SK-MEL-25. Células SK-MEL-25
foram plaqueadas (5 x 103 e 2,5 x 103) e tratadas com peptideo E12F 1 mM por (A) 24 e (B) 48 h. A viabilidade celular

foi estabelecida pelo teste de exclusdo de Trypan Blue.
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Como o peptideo nado apresentou diminuicio da viabilidade celular em SK-MEL-25,em
seguida, foi avaliado se ele poderia ter efeito nos mecanismos migracao celular. Neste ensaio
foi possivel observar que, como demonstrado no grafico abaixo (Figura 2B), o peptideo E12F
inibiu a migracao celular, apos 24, 36 e 48h de incubacao. Foi observada uma diminuicio da
migracao celular de 52%, 54% e 60%, respectivamente.

Como o peptideo E12F apresentou efeito inibitério na migracao celular, o préoximo
passo para a nossa pesquisa foi verificar se o peptideo E12F também apresentaria efeito nos
mecanismos de invasdo celular. Apdés a contagem das células invasivas (Figura 3A), foi
possivel observar que as células tratadas com o peptideo E12F foram 60% menos invasivas,

quando comparadas a células ndo tratadas (Figura 3B).
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FIGURA 2 - Determinacao do efeito do peptideo E12F na migracao celular de células SK-MEL-25
Células SK-MEL-25 (1,5 x 105) foram plaqueadas e apds 24 h, em seguida, as células foram tratadas (0,75 mM). (A)
Imagens foram capturadas nos tempos de 0, 24, 36, 48 h, através de microscépio dptico invertido em um aumento

de 200x. (B) Distancia percorrida (mm? durante a migracio celular. **p < 0,001; **p < 0,0001.
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Figueiredo e colaboradores (2016) elucidaram que, o peptideo C36L1, derivado de
regides determinantes de complementaridade de uma imunoglobulina anti-vacciniaa, inibe a
migracdo e invasdo celular através da despolimerizacido de microtibulos em células de
melanoma murino. Os mecanismos de migracdo e invasao celular sdo processos complexos
que envolvem uma série de eventos coordenados e regulados por proteinas especificas. No
melanoma, a proteina MITF (microphthalmia-associated transcription fator - fator de
transcricao relacionado a microftalmia) esta relacionada com esses mecanismos, pois regula
negativamente genes relacionados a adesio celular e a matriz extracelular. Além disso, na
literatura ja foi elucidado que esta proteina, pode ser inversamente regulada pela expressao
de BRN2, ou seja, niveis altos de BRN2 levariam a uma baixa expressao de MITF, acarretando
no aumento de proteinas relacionadas a migracao e invasao celular (GOODALL et al., 2008;

HARTMAN & CZYZ, 2015; MULLER et al,, 2014). A vista disso, futuramente a verificacio da
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expressao das proteinas relacionadas a migracao e invasao celular, como MITF e caderinas
serdo realizadas por Western Blotting em células SK-MEL-25, para o melhor entendimento de

como este peptideo estaria inibindo os processos de migracao e invasao.

FIGURA 3 - Determinacao do efeito do peptideo E12F na invasao celular de células SK-MEL-25. Os insertos
transwell foram preparados com Matrigel. Células SK-MEL-25 (2,5 x 104) foram adicionadas na cAmara superior
com meio DMEM e E12F (0,75 mM), para o tratado e o controle apenas células em meio DMEM. Em seguida, meio
com 15% de SFB foi adicionado a cAmara inferior. (A) As células foram fixadas, permeabilizadas, coradas e as
imagens foram capturadas e a contagem das células realizada. (B) Representacdo grafica das células invasivas

contadas apds 24h de tratamento. ***p < 0,0001.
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Em seguida, para verificar o efeito do peptideo E12F considerando a variabilidade genética
entre diferentes organismos de mesma espécie, o ensaio de viabilidade celular também foi
realizado com células A375, que apresenta mutacdo BRAFV600E. Diferentemente do que
ocorre com a linhagem celular SK-MEL-25, neste ensaio, foi possivel observar que apesar do
peptideo (1 mM) nio diminuir a viabilidade de células A375 apés 24h (Figura 4A), diminuiu
em cerca de 50% no tempo de 48h (Figura 4B), quando comparadas as células nio tratadas.
Além disso, ao corar as células no poco com Trypan Blue, ndo foi possivel observar células
mortas, mas um numero menor de células tratadas, quando comparadas com células nio
tratadas (Figura 4C). Isto pode indicar que, a diminuicdo de células tratadas poderia estar
relacionada a diminuicao da proliferacao.

Além de estar relacionado aos genes regulatérios dos mecanismos de migracgao e
invasio, a proteina MITF também esta relacionada a mecanismos de proliferacao celular. Em
células com BRAF mutado, o MITF encontra-se superexpresso devido a ativacao constitutiva
de ERK1 e apresentam um maior potencial proliferativo, devido a subregulacdo de p27, gene
regulador da progressao da fase G1 para a fase S do ciclo celular. Portanto, o fator de
transcricio BRN2, ao regular a expressiao de MITF, também pode regular, indiretamente,
proteinas relacionadas ao ciclo celular (WELLBROCK et al., 2008; GOODALL et al., 2008).

RCUMC | Especial PIBIC 2022/2023 | Vol. 8,n.2| Ano 2023 | Pagina 5de7



Revista Cientifica UMC RCUMC | ISSN: 2525-5150 | http://revista.umc.br

Deste modo, futuramente a determinacio do efeito antitumoral do peptideo E12F em células
A375 sera realizada, através de ensaios de viabilidade celular na presenca de inibidores de
morte, para verificar se o peptideo realmente ndo estd induzindo morte celular. Além disso,
serd investigado a possivel regulacao no ciclo celular, bem como, a avaliacdo da expressdo de
proteinas relacionadas ao ciclo celular por Western Blot. Por fim, também sera realizado
ensaio de clonogenicidade, para avaliar se o peptideo poderia inibir a formacao de colénias,

indicando uma diminuicdo da proliferacao.

FIGURA 4 - Determinacao do efeito do peptideo E12F na viabilidade celular de células A375. Células A375 foram
plagueadas (5x 103 e 2,5 x 103) e tratadas com peptideo E12F (1 mM) por (A) 24 e (B) 48 h. Imagens foram capturadas
dos campos apods 48h de tratamento (C). A viabilidade celular foi estabelecida pelo teste de exclusio de Trypan Blue.
Este ensaio foi realizado em 3 experimentos independentes em triplicata. Andalise estatistica: teste t de Student.
****p <0,0001
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CONSIDERACOES FINAIS

Em de melanoma humano SK-MEL-25, o peptideo E12F apesar de ndo apresentar
efeito na diminuicdo da viabilidade celular, demonstrou ter atividade inibitoria dos

mecanismos de migracio e invasao, destas células. Em células de melanoma humano A375, o
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peptideo, em contrapartida, diminuiu a viabilidade celular, das células tratadas. Portanto, os
resultados obtidos demonstram que o peptideo E12F derivado do fator de transcricio BRN2 é
promissor para novos estudos visando uma estratégia terapéutica especifica contra o

melanoma.
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