“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicao Especial PIBIC, outubro 2018 ¢ ISSN 2525-5250

DETERMINACAO DA INTERNALIZACAO E LOCALIZACAO
CELULAR DO PEPTIDEO R18H DERIVADO DO FATOR DE
TRANSCRICAO BRN-2 EM CELULAS DE MELANOMA MURINO

Raquel Tamires Soares Santos?; Fernanda Fernandes Miranda da Cunha?; Renato Arruda
Mortara3; Luiz Rodolpho Travassos?; Denise Costa Arruda®

1. Estudante do curso de Farmécia; e-mail: raquel.tamires.soares.santos@gmail.com
2. Doutoranda em Biotecnologia; e-mail cunha.ffernandes@gmail.com

3. Professor da Universidade Federal de S&o Paulo; ramortara@unifesp.br

4. Professor da Universidade Federal de Sdo Paulo; e-mail: travassos@unifesp.br

5. Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; e-mail: denisearr@gmail.com

Area de conhecimento: Biologia Celular
Palavras-chaves: Melanoma; internalizagdo; endocitose; inibidores e peptideo.
INTRODUCAO

O melanoma é formado a partir de transforma¢des malignas de melandcitos, células
presentes na camada basal da epiderme, responsaveis pela producdo de melanina. A
formag&do do melanoma envolve as vias de sinalizacdo MAPK, PI3K-Akt, Wnt/ catenina, que
estdo diretamente relacionadas a formacdo e ao desenvolvimento tumoral em células
melanociticas (GOODALL et al., 2008; WELLBROCK et al., 2008; COOK et al., 2008). Além
disso, essas vias podem ativar o fator de transcricdo Brn-2 que, apresenta-se expresso em
melandécitos e superexpresso em células de melanoma. Peptideos derivados de Brn-2
poderiam competir com o sitio de ligag&o original da proteina no DNA e desta forma induzir a
morte celular (WELLBROCK et al., 2008). Estudos realizados em nosso laboratério mostraram
gue o peptideo R18H possui atividade antitumoral em células de melanoma murino B16F10-
Nex2 e o mecanismo de morte celular induzido por esse peptideo é apoptose (Dissertacdo de
mestrado Cunha, 2017). O objetivo desse trabalho foi investigar os mecanismos de
internalizacao, bem como, a localizagéo intracelular do peptideo R18H. Os mecanismos de
internalizacdo celular podem ser classificados em dois grupos, fagociticos e pinociticos
(MORROW et al., 2002). O grupo pinocitico pode ser subdividido em macropinocitose,
endocitose, mediada por clatrina, endocitose mediada por cavéolas e endocitose
independente de clatrina e cavéolas (FERREIRA et al., 2014). Esses mecanismos podem ser
identificados com inibidores dessas vias de internalizagdo, como amilorida (RADAIC et
al.,2016), nocodazol, (BAYER et al.,1998; FERREIRA et al., 2014), metil-B-ciclodextrina
(RADAIC et al.,2016) e tampdo de deplecdo de potassio (RADAIC et al.,2016). A
internalizacdo celular pode ocorrer de diferentes maneiras, sendo por muitas vezes o
mecanismo de internaliza¢éo nédo elucidado completamente, devido a sua complexidade e por
existirem mecanismos de endocitose independentes das vias classicas.

OBJETIVO

Determinacao da internalizacéo e localizacéo celular do peptideo R18H, derivado do
fator de transcrigdo Brn-2.
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METODOS

Para determinagdo do mecanismo de internalizacdo celular, células B16F10-Nex2,
foram pré-incubadas, por 1 h com os inibidores de cavéolas (metil B-ciclodextrina),
polimerizacdo dos microtubulos (nocodazol), macropinocitose por bomba de prétons
(amilorida), clatrina (tampéo de deplecdo de potéssio) e tratadas por 3 h com 1 mM do
peptideo. ApdGs o periodo de tratamento a viabilidade celular foi determinada por ensaio com
o corante de exclusao Trypan Blue. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student.
Para o ensaio de microscopia eletronica, as células foram cultivadas em garrafa e tratadas
com 0,5 mM do peptideo overnight, posteriormente fixadas com glutaraldeido, incluidas em
resina Epon e foram confeccionas telas para leitura em microscoépio eletrdnico de transmissao.
Para a determinacao da internalizacdo celular as células foram tratadas com o peptideo
biotinilado nas concentracdes de 0,12 e 0,25 mM por 24 e 48h e posteriormente foram
incubadas com tampao de imunofluorescéncia e coradas com Estreptavidina-AlexaFluor 488,
Faloidina-rodamina e DAPI. As células foram analisadas em microscépio confocal e as
imagens foram processadas utilizando o ImageJ.

RESULTADOS/DISCUSSAO

Em experimentos anteriores realizados no laboratério o peptideo R18H mostrou
atividade citotéxica in vitro em células B16F10-Nex2 apds o tratamento por 2 e 4 hs, sendo
gue a EC50 calculada foi de 0,663 e 0,589 mM, respectivamente. Além disso, camundongos
tratados com o peptideo, demonstraram uma redugdo do numero de nodulos pulmonares em
relagdo a camundongos ndo tratados, demonstrando atividade antitumoral in vivo. No entanto,
ainda nao se sabia se o peptideo era internalizado e o seu mecanismo de endocitose. Para
verificacdo do mecanismo de internalizacdo, as células foram incubadas com o peptideo na
presenca de inibidores de internalizacdo. As células foram incubadas com peptideo na
presenca dos inibidores de cavéolas (metil-B-ciclodextrina) clatrina (tampéo de deplecéo de
potassio), macropinocitose por bomba de prétons (amilorida) e polimerizacdo dos
microtUbulos (nocodazol) (Fig. 1). Pudemos observar que o peptideo apresentou atividade
antitumoral na presenca dos inibidores utilizados. O mecanismo de internalizacdo n&o foi
elucidado e possivelmente o peptideo esteja sendo endocitado por um mecanismo
independente das vias classicas de internalizagdo.
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Figura 1: Estudo da internalizacéo celular do peptideo R18H na presenca de inibidores de endocitose. As células
B16F10Nex-2 foram plaqueadas (5x103) e pré-incubadas com os inibidores (A) metil-B-ciclodextrina, (B)
Nocodazol, (C) amilorida e (D) tampao de deplecao de potassio por uma 1 hora, posteriormente tratadas com 1
mM do peptideo por 3 horas e células ndo tratadas (c). *** p<0,001 * p<0,05. A viabilidade foi determinada pelo
método de contagem com o corante excluséo Trypan Blue.
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Além disso, também foram realizados experimentos de microscopia eletrénica de
transmissédo (MET), onde foi possivel observar a formagao de vesiculas de endocitose e
exocitose em células tratadas com o peptideo em relagéo a células néo tratadas, sugerindo
sua internalizacdo celular (Fig. 2).
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Figura 2: Microscopia eletrdnica de transmisséo. Células B16F10Nex-2 foram cultivadas em garrafas e tratadas
com 0,5 mM do peptideo R18H, overnight e posteriormente fixadas com glutaraldeido e incluidas em resina epon
e foram realizados cortes ultrafinos e observadas em MET. (a, b, c) células nao tratadas e (d, e, f) células tratadas,
(mp) membrana plasmética e (N) ntcleo. Setas pretas mostram vesiculas de internalizacéo (d, e) e exocitose (f).

Além disso, ainda foram realizados experimentos apds 48 h de tratamento e a actina
das células foi observada por microscopia confocal, e os resultados demonstram que o
peptideo interfere na morfologia da actina, indicando um possivel mecanismo de acdo do
peptideo (Fig 3A). Para a determinagdo da internalizagéo também foram feitos experimentos
de microscopia confocal com o peptideo biotinilado e os resultados indicam que o peptideo
esta sendo internalizado, uma vez que apresentou pontos de colocaliza¢cdo com o nucleo e a
actina, em diferentes planos focais das células. Esses resultados indicam que o peptideo
localiza-se no nucleo e na actina (Fig. 3B).
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Figura 3: Microscopia Confocal. As células B16F10-Nex2 foram plaqueadas em laminulas e tratadas com (A) 0,12
mM do peptideo biotinilado por 48h e (B) 0,25 mM do peptideo biotinilado por 24h. (A) As células nao tratadas (a)
e células tratadas (b) foram coradas com Faloidina-rodamina e observadas no microscépio confocal. (B) As células
foram coradas com Faloidina-rodamina (a), DAPI (b) e Estreptavidina Alexa Fluor 488 (c) e foram analisadas por
microscopia confocal. Em (d) Pontos de colocalizagdo do peptideo com o nucleo; (e) pontos de colocaliza¢éo do
peptideo e actina; e (g) e (h) aumento de 6 X das regides indicadas em quadrados brancos (f) Merge; Barra de 20
uM.

CONCLUSAO

Os experimentos de MET demonstram a formacéao de vesiculas de endocitose e
exocitose. Os experimentos de microscopia confocal indicam que o peptideo é internalizado
e se liga no ndcleo e na actina. O mecanismo de internalizag&o ainda € desconhecido, uma
vez que o peptideo apresentou atividade antitumoral na presenca dos inibidores de
internalizacao, indicando outro mecanismo de endocitose. Devido a ligagcdo no nucleo e
actina acredita-se que o peptideo internalize por um mecanismo de endocitose
independente das vias classicas e que este interage com citoesqueleto de actina, podendo
estar dessa forma envolvida com o mecanismo de acédo do peptideo.
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