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INTRODUCAO

O melanoma é um cancer de pele que se origina dos melandcitos e é considerado pelo
INCA (Instituto Nacional do Cancer) o tipo de cancer mais agressivo, devido a seu alto
potencial metastatico e sua alta incidéncia, que vem crescendo exponencialmente ao redor do
mundo (INCA, 2023). Embora a quimioterapia e a radioterapia ainda sejam o padrao ouro para
otratamento de melanoma, seus efeitos adversos e a alta resisténcia do melanoma as terapias
existentes justificam a busca por novos tratamentos (LIN, et al., 2019). O perilaldeido (PAH) é
um monoterpeno natural encontrado em abundéancia na erva Perilla frutescens (Perila) e é o
principal constituinte de um éleo essencial acumulado nos tricomas glandulares da planta.
Sua atividade antitumoral ja foi relatada em diversas linhagens celulares, como em células
MFCs de cancer gastrico murinos, adenocarcinoma prostatico de grau IV (PC-3) e em
adenocarcinoma de pulmio humano BroTo e A549 (ELEGBEDE et al., 2003; LIN et al., 2022;
ZHANG et al., 2018). Neste trabalho, avaliamos a atividade antitumoral de PAH em células de
melanoma murino e humano, assim como estudamos os possiveis mecanismos de morte
celular causada por PAH e a capacidade de formacdo de colénias de células B16F10-Nex2

tratadas e nao tratadas com este terpeno.

OBJETIVO

Determinar a atividade antitumoral de PAH em células de melanoma murino B16F10-

Nex2 e melanoma humano SK-MEL-25.

METODOLOGIA

Para realizar ensaios de viabilidade celular, células B16F10-Nex2 ou SK-MEL-25
foram cultivadas em placas de 96 pocos e tratadas com 60, 120, 180, 240, 360, 480 e 600 uM de
PAH por 24h. Células ndo tratadas foram incubadas com meio RPMI ou DMEM com 2% de
etanol absoluto. A quantificacio de células viaveis foi realizada através de ensaio de exclusao
com Azul de Tripan e os resultados foram expressos em porcentagem comparadas ao controle.

Nos ensaios com inibidores de morte, células B16F10-Nex2 foram pré-incubadas com
os inibidores: Z-VAD-FMK (inibidor de pan-caspases); 3-Metiladenina (3-MA) (inibidor de
PI3K de classe IlI) e Necrostatina-1 (NEC-1) (inibidor de RIPK1). As células foram incubadas com

PAH (600 pM), por 24h na presenca ou auséncia dos inibidores. A quantificacdo de células
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viaveis foi realizada através de ensaio de exclusdo com azul de tripan e os resultados foram
expressos em porcentagem comparadas ao controle.

Por fim, para realizar o ensaio clonogénico, células B16F10-NEX2 foram cultivadasem
placas de 12 pocos e incubadas com 10, 20, 30, 40 e 60 uM de PAH até que se formassem
colonias de aproximadamente > 50 células. Apds esse periodo, as colonias foram lavadas com
PBS 1x, fixadas com etanol 70% e coradas com cristal violeta. A contagem das colénias e a drea

das coldnias foi quantificada através do software ImageJ - versaol.4l1a/Java 1.6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi investigada a antitumoral de PAH em células de melanoma murino
B16F10-Nex2 (Figura 1A) e melanoma humano SK-MEL-25 (Figura 1B) por 24h. Os resultados
demonstraram que PAH induziu citotoxicidade dose dependente em ambas as linhagens
tumorais e alterou significativamente a morfologia dessas células, quando comparadas com

células ndo tratadas (Figura 1C e D).

Figura 1- Curva de dose resposta de PAH em células de melanoma murino B16F10-Nex2 e melanoma humano SK-
MEL-25 e alteragoes morfologicas causadas pelo tratamento com o composto por 24h. Células B16F10-Nex2 (A) e
SK-MEL-25 (B) foram incubadas com 60, 120, 180, 240, 360, 480 e 600 uM de PAH por 24h e sua viabilidade celular
foi quantificada através do ensaio de exclusdo com azul de tripan. Células ndo tratadas foram incubadas com meio
RPMI e 2% de etanol. Para visualizacdo das mudancas morfolégicas de células B16F10-Nex2 (C) e SK-MEL-25 (D)
tratadas com PAH por 24h, imagens foram capturadas em microscépio invertido primovert da fabricante Carl

Zeiss, e aumento de 400x ** p<0.01, **** p<0.0001.

A B16F10-Nex2 B SK-MEL-25

209 M

; : ECqy 180 34 5M 1204 s ECyy 226 25 pM
L « —
2 g 1007 |
5 ]
%3 35
2 ‘§ E = 80-:' -
i3 31 o
é‘ ° S¢ 60 wewe
- -— 4
N - = 40 -
s 3
- A’ 20< LA L

0 mn
C Perfialdeido (M) D Perflaldeido (nM)

Cof 240 pM 800 uM

RCUMC | Especial PIBIC 2022/2023 | Vol. 8, n.2| Ano 2023 | Pagina 3de7



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

Assim como em nosso trabalho, He e colaboradores (1997) também observaram
citotoxicidade em uma linhagem de melanoma murino similar, B16F10, quando foram
tratadas com PAH por 48h. Dessa forma, aprofundamos as pesquisas, avaliando os possiveis
mecanismos de morte celular causada por PAH. Para isso, células B16F10-Nex2 foram
tratadas com Z-VAD-FMK (inibidor de pan-caspases), 3-MA (inibidor de PI3K de classe III) e
NEC-1 (inibidor de RIPK1) na presenca e auséncia de PAH (600 uM). Os resultados
demonstraram que os inibidores Z-VAD-FMK (Figura 2A) e 3-MA (Figura 2B) nio alteraram
o efeito citotoxico de PAH, entretanto, o inibidor NEC-1 (Figura 2C) inibiu parcialmente o

efeito de PAH nas células de melanoma murino.

Figura 2 - Ensaio com inibidores de morte celular na presenca de PAH. Para investigar os mecanismos de morte,
células B16F10-Nex2 foram tratadas com 600 uM de PAH por 24h na presenca e auséncia dos inibidores de pan-
caspase, Z-VAD-FMK (A), PI3K de classe III, 3-MA (B) e RIPK1, NEC-1 (C). Os resultados demonstram que a atividade
de PAH foi inibida somente na presenca de NEC-1, inibidor de RIPK1. Células nao tratadas foram incubadas com

meio RPMI e 2% de etanol. *** p< 0.001.
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Embora RIPK1 seja um dos moduladores centrais do processo de morte por necroptose
e nossos resultados tenham demonstrado que ao inibir RIPK1 o processo de morte foi
parcialmente inibido, estudos recentes demonstraram a auséncia total ou parcial de mRNA
de RIPK3 em diversas linhagens celulares de melanoma (GESERICK et al., 2015; ROSSI et al.,
2019). Como RIPK3 é uma proteina a jusante de RIPK1 que também desempenha um papel
critico na sinalizacdo de morte celular por necroptose, a auséncia de sua expressao pode
implicar que a inibicdo do efeito citotéxico de PAH na presenca de NEC-1 pode ndo estar
relacionada com a morte celular por necroptose, mas pode ter esta via como um modulador
central em seu processo de citotoxicidade (GONG, et al., 2019). Os processos de morte celular
programada compartilham componentes em suas vias de sinalizacdo e através dessas
conexoes as vias operam e modulam o tipo de morte celular que as células sofrerdo de acordo
com as condicoes ambientais. Sabe-se que a inducdo da via TNFq, principal via indutora de

necroptose, também pode culminar em sobrevivéncia celular através da ativacdo de NF-«kB e
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em morte celular apoptotica dependente de RIPK1, através da ativacio de caspase 8, presente
no complexo II. Neste contexto, devido a auséncia de expressio de RIPK3, mecanismos podem
modular a via de morte celular, usando como via alternativa a apoptose dependente de RIPIK1
(GONG et al., 2019).

Lin e colaboradores (2022) demonstraram que PAH inibiu significativamente a
ativacdo da via NF-«kB em células de adenocarcinoma prostatico de grau IV (PC-3). Esses dados
levantam a hipdtese de que o efeito citotéxico de PAH poderia estar sendo causado pela
inibicdo da via de sobrevivéncia celular, NF-kB, com posterior modulacio de morte por
apoptose dependente de RIPK1. Corroborando com essa ideia, outros trabalhos também
apontam PAH como indutor de apoptose e/ou necroptose em células tumorais, como Zhang e
colaboradores (2018), que observaram que houve regulacio positiva nos niveis de caspase-3 e
p53 em células MFCs de cancer gastrico murinos, sugerindo que essas células sofreram morte
celular apoptética, e Elegbede e colaboradores (2003) que sugerem que PAH induziu necrose
em células de adenocarcinoma de pulmao humano BroTo e A549.

Além de investigarmos os mecanismos de morte celular, também estudamos a
capacidade de PAH inibir a formacdo de colénias em células B16F10-Nex2. Sabe-se que
estabelecer colénias em outros 6rgdos é um passo crucial para o desenvolvimento da
metastase, desse modo, compostos que tenham a capacidade de diminuir parcial ou
completamente a formacao de colénias sdo promissores para o tratamento de cancer. Com
isso, demonstramos que PAH diminuiu significativamente o nimero e drea das colénias nas
concentracoes de 10, 20, 30 e 40 uM (Figura 3A e B) e ndo houve formacio de colonias na
concentracio de 60 uM (Figura 3C). Dados na literatura demonstram resultados similares,
onde PAH teve a capacidade de diminuir a formacdo de colénias em células de
adenocarcinoma de pulmio humano A549, e também foi observado que células BroTo
tratadas com PAH nao formaram colbénias, porém, havia células aderidas a placa de cultura,
indicando possivel toxicidade tardia de PAH (ELEGBEDE, et al., 2003). Em um estudo mais
recente, também foi observada a diminuicao significativa no numero de colénias em células

de cancer de prostata PC-3, tratadas com PAH (Lin, et al., 2022).
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Figura 3 - Efeito de PAH na formacao de colénias em células B16F10-Nex2 Ensaios de formacao de colénias foram
realizados para investigar o efeito de PAH na formacio de colénias de células B16F10-Nex2. As células foram
tratadas com 10, 20, 30, 40 e 60 uM de PAH até que se formassem colonias de < 50 células. Células nao tratadas
foram incubadas com meio RPMI e 2% de etanol. E possivel observar a diminuicio gradativa de ntimero de colénias
(A) e da area das colénias (B). Na concentracdo de 60 uM foram vistas apenas células individuais aderidas a placa
de cultura (C) ** p<0.01, *** p>0.0001.
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CONSIDERACOES FINAIS

Perilaldeido é um composto que causa citotoxicidade em células de melanoma murino
B16F10-Nex2 e melanoma humano SK-MEL-25. Os mecanismos de morte celular ainda
precisam ser melhor avaliados através de técnicas que possam quantificar proteinas de
interesse, como RIPK1, caspases e outras que estejam relacionadas a morte celular. Além disso,
novos experimentos precisam ser realizados para avaliar se em concentracées subtéxicas, o
PAH também poderia estar interferindo no ciclo celular, bem como, nos mecanismos de
migracdo e invasao celular. Como perspectiva, pretendemos avaliar a atividade de PAH em

ensaios in vivo e fazer investigacdes da atividade antitumoral de PAH abrangendo outras

RCUMC | Especial PIBIC 2022/2023 | Vol. 8,n.2| Ano 2023 | Pagina 6de7



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

linhagens de melanoma humano, para que seu efeito seja determinado e comparado nas

diversas linhagens dessa doenca.
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