“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicao Especial PIBIC, outubro 2019 ¢ ISSN 2525-5250

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO PEPTIDEO
C15D DERIVADO DO FATOR DE TRANSCRICAO BRN-2 EM
CELULAS DE MELANOMA MURINO B16F10-NEX2

Juliana Machado Anastacio'; Fernanda F. Miranda da Cunha?; Denise Costa Arruda®

1. Estudante do curso de Ciéncias Bioldgicas; e-mail: juliana_machado@hotmail.com
2. Doutoranda em Biotecnologia; e-mail: cunha.ffernandes@gmail.com
3. Professora da Universidade de Mogi das Cruzes; e-mail: denisearruda@umc.br

Area de conhecimento: biotecnologia; biologia celular e molecular.
Palavras-chaves: Melanoma; Brn-2; peptideo; efeito antitumoral.

INTRODUCAO

O melanoma é o cancer de pele originado a partir de acimulo de mutac¢des genéticas
em melanadcitos (LIN e FISHER, 2007). Mutacdes podem modificar a expresséo de genes que
codificam proteinas intrinsecas as vias reguladora, cuja funcao é o controle da proliferacédo
celular, dos fatores de crescimento, da adeséao celular e mecanismos de morte (SMITH et al.,
2002; SCHATTON e FRANK, 2008). Brn-2 é um fator de transcri¢do que esta relacionado com
o desenvolvimento de melandcitos, porém encontra-se superexpresso ho melanoma (BESCH
e BERKING, 2014). Estudos em nosso laboratério mostraram que peptideos derivados de
fatores de transcricdo podem ter efeitos na inibicdo da migracdo e invasao celular, interferir
no ciclo celular, bem como podem induzir morte celular.

OBJETIVOS

Determinar a atividade antitumoral in vitro do peptideo C15D, derivado do fator de
transcricdo Brn-2, em células de melanoma murino B16F10-Nex2, bem como, determinar o
mecanismo de morte celular e o efeito inibitério na migragéo das células. Tendo também como
objetivos especificos:

- Testar viabilidade celular em células tratadas com o peptideo C15D, bem como na
presenca de inibidores de morte e ROS;

- Determinar efeito do C15D na migrac&o celular, na hemdlise em eritrocitos humanos
e nos niveis de Ca?*intracelular;

- Determinar efeitos do peptideo na permeabilizacdo da membrana plasmética,
degradacgéo do DNA e do aumento dos niveis de &nion superéxido em células tratadas com o
peptideo.

METODOLOGIA

Células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram tratadas com diversas
concentracdes de C15D por 24 e 48 horas; as células foram contadas com o corante de
exclusdo Tripan Blue na camara de Neubauer. Para verificar se o peptideo C15D induz morte
celular, células foram pré-incubadas com inibidores de necroptose (necrostatina), de ROS (N-
acetil L-cisteina), de caspase (Z-VAD) e de autofagia (3-Metiladenina) e depois foram tratadas
com 1mM do peptideo por 24 horas, em camera de Neubauer. O aumento nos niveis de anion
superoéxido foi testado em células incubadas com diidroxietidio (DHE) que na presenca de
anion superoxido é convertido em etidio que marca o nucleo das células e emite fluorescéncia
vermelha. Foi realizado o ensaio de TUNEL para determinar se ha degradacdo do DNA em
células de melanoma murino tratadas com 1,0 mM do peptideo. Para a determinacdo da
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permeabilizacdo da membrana em células tratadas com 1 mM de C15D, as células vivas
foram marcadas com PI (iodeto de propidio), que é internalizado em células com a membrana
permedavel e, desta forma, cora o nicleo em vermelho. Para determinar a migragéo celular,
foram feitas lesBes verticais e as células foram incubadas com 0,5 mM do peptideo, foram
tiradas fotografias de 0, 2, 4 e 24 h para analisar a distancia percorrida pelas células. Para
determinar se 0 peptideo era capaz de induzir hemolise, eritrécitos humanos receberam
tratamento com o peptideo C15D por 30 minutos e depois foi analisada a absorbancia em um
espectrofotbmetro a 540 nm.

RESULTADOS/DISCUSSOES

Os resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular demonstraram diminuicdo da
viabilidade de 34% em células tratadas com 0,75 mM e 48% com 1 mM do peptideo por 24h
gquando comparadas as células ndo tratadas (Figura 1A), enquanto no tratamento em 48 h
diminuiu 31% com 0,75 mM e 42% com 1 mM (Figura 1B). N&o foi possivel determinar o
mecanismo de morte celular, pois o peptideo ndo perdeu seu efeito na presenca de nenhum
dos inibidores utilizados, ndo induziu a degradacdo do DNA e permeabilizagdo da membrana
plasmética. Comparado ao controle, as células tratadas com o peptideo apresentaram
aumento dos niveis de anion superoxido. Entretanto, na presenca de NAC, um inibidor de
espécies reativas de oxigénio (ROS), C15D manteve seu efeito. Portanto o aumento do nivel
de anion superdxido pode ser devido estresse indireto causado pelo tratamento do peptideo.
Na concentracdo de 0,5 mM o peptideo apresentou efeito inibitério significativo na migracao
celular; as células tratadas migraram em média 0,11 mm enquanto as células néo tratadas
migraram 0,22 mm (Figura 2B). As células tratadas com C15D n&o apresentaram diferencas
no nivel de Calcio intracelular (Figura 3). Além disso, 0 peptideo ndo induziu hemdlise em
hemécias humanas.
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Figura 1: Determinagdo da viabilidade celular in vitro de células incubadas com o
peptideo C15D. Células B16F10-Nex2 (5x10° /poco, placas de 96 pogos) incubadas com o
peptideo C15D nas concentragdes 0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mM por 24 horas (A) e
48 horas (B), a 37° C, 5% CO.. Células nao tratadas (controle) foram incubadas na auséncia
do peptideo com meio RPMI e 1% de DMSO. A viabilidade celular foi determinada com
corante de excluséo Trypan Blue. * p < 0.05; *** p < 0.001. Foram realizados em triplicata trés
experimentos independentes para analisar a viabilidade celular em 24 horas e 2 experimentos
independentes para o ensaio de 48 horas.
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Figura 2: Determinacdo dos efeitos inibitérios na migracdo celular induzida pelo peptideo
C15D. (A) Em uma placa de 12 pogos foram plaqueadas células B16F10-Nex2 (3x10°) e apés
24 horas, foram feitas lesdes verticais. As células foram tratadas com 0,5 mM do peptideo
C15D por 24 horas. (A) As imagens sao representativas apenas de um experimento. (B) O
grafico representa a média da distancia percorrida em milimetros pelas células de trés
experimentos independentes, em triplicata. *p < 0,05.
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Figura 3: Determinacdo dos niveis de calcio utilizando Fura-2. B16F10-Nex2 foram
tratadas com 1 mM do peptideo C15D e posteriormente incubadas com 2 mM de Fura-2 AM
+ Probenicid 1 uM + 0,01% Pluronic. O Ca?* foi medido utilizando o leitor de microplacas
FlexStation 3 (Molecular Devices) com o SoftMax Pro Software nos tempos de 1; 2; 4; 24h,
em leituras end point. Fura-2 foi estimulado em dois comprimentos de onda (340 — 510 nm;
380 — 510 nm) e a luz de emissao foi detectada a AEm = 510 nm. *p < 0,05.
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CONCLUSOES

O peptideo C15D apresenta atividade antitumoral em células de melanoma murino
B16F10-Nex2, entretanto ndo foi possivel detectar o mecanismo de morte celular induzido
pela droga. O peptideo nao interferiu nos niveis de calcio intracelular e ndo induziu hemalise
em eritrocitos humanos. Além disso, C15D apresentou efeito inibitorio significativo na
migragéo celular. Outros estudos serdo realizados para determinar o mecanismo de acgéo
deste peptideo, como analise do ciclo celular e invaséo.
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