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INTRODUÇÃO 
O melanoma é um tipo de câncer de pele proveniente de transformação maligna dos 
melanócitos. O aumento na expressão do fator de transcrição Brn-2 está envolvido com 
o desenvolvimento tumoral dessas células. Brn-2 é regulado por três vias de sinalização 
importantes para o desenvolvimento do melanoma, as vias MAPK, PI3K/AKT e Wnt/β-
Catenina (BONVIN, 2012; GOODALL et al., 2004; GOODALL et al., 2004). Quando 
superexpresso, Brn-2 também é capaz de regular a expressão de várias proteínas, dentre 
elas PDE5A e MITF, que estão diretamente relacionadas com os processos migração, 
invasão e metástase (AROZARENA et al., 2011; GOODALL & CARREIRA, et al., 
2008). Peptídeos sintéticos derivados do domínio POU (domínio de ligação ao DNA) do 
fator de transcrição Brn-2, poderiam competir com os sítios de ligação da proteína no 
DNA e, desta forma, inibir a ligação da proteína e consequentemente bloqueando os 
efeitos regulatórios na expressão de MITF e PDE5A, inibindo a migração, invasão e 
consequentemente o desenvolvimento de metástase.   
 
OBJETIVOS  
Determinar a atividade antimetastática e os efeitos inibitórios na migração celular 
induzidos por peptídeos derivados do domínio POU (domínio de ligação ao DNA) do 
fator de transcrição Brn-2 em células de melanoma murino, bem como determinar a 
interferência destes peptídeos nos níveis intracelulares de cálcio.  
 
METODOLOGIA  
Ensaio de migração: Para determinar o efeito inibitório dos peptídeos na migração 
celular, células B16F10-Nex2 (3x105) foram semeadas em placas de 12 poços e após 24h 
foram feitas “feridas” verticais na monocamada de células tratadas e não tratadas, com o 
auxílio de uma ponteira de micropipeta e as células das margens tenderam a migrar para 
os espaços vazios. As células foram tratadas com 0,125 mM do peptídeo E12F e 0,5 mM 
dos peptídeos C9K e L13S. Os experimentos foram realizados em triplicata em três 
experimentos independentes. A distância percorrida foi medida nos tempos 0, 2, 4 e 24 h 
e a média das distâncias foi determinada. A migração celular foi determinada pela 



 

subtração da distância entre as células no tempo 0 causada pela retirada das células e a 
distância percorrida por elas nos tempos de 2, 4 e 24 h. Ensaio in vivo – Modelo 
metastático: Para a determinação da atividade antitumoral do peptídeo E12F, 
camundongos C57BL/6 (6 camundongos por grupo) receberam células B16F10-Nex2 
(2x105) por via endovenosa e após a inoculação, foi realizado o primeiro tratamento 
utilizando 300 mg/camundongo/dia do peptídeo E12F diluído em PBS e 5% de DMSO 
durante oito dias. Os camundongos não tratados receberam apenas PBS e 5% de DMSO. 
Após o fim do tratamento, os camundongos foram sacrificados e os pulmões retirados 
para contagem dos nódulos com o auxílio de uma lupa. - Modelo Subcutâneo: Foi 
inoculado 1 x 105 de célula B16F10-Nex2 com PBS na região subcutânea de 
camundongos machos C57BL/6 (5 camundongos por grupo). Cinco dias após a 
inoculação foi realizado o primeiro tratamento com 300 mg/camundongo/dia dos 
peptídeos E12F, C9K e L13S, diluídos em PBS e 5% de DMSO durante 6 dias. Os 
camundongos não tratados receberam apenas de PBS e 5% de DMSO. Os nódulos foram 
medidos em centímetros na horizontal e vertical, com o auxílio de um paquímetro, cinco 
dias após o último de tratamento. Determinação das alterações nos níveis de Ca2+ 

intracelular induzida pelos peptídeos: Fluo4-NW (não-raciométrico): As células 
B16F10-Nex2 foram cultivadas em placas pretas de 96 poços e incubadas com Fluo 4-
NW e Probenecid (1 mM) em solução HBSS por 1 h a 37 °C. Após esse tempo de 
incorporação as células foram estimuladas com os peptídeos E12F (0,25 mM), L13S (0,5 
mM) e E24G (1 mM) durante aproximadamente 20 min. A variação máxima de cálcio foi 
determinada por ionomicina e para o negativo o veículo (HBSS). A variação de 
intensidade de fluorescência foi lida pelo leitor de microplacas FlexStation 3 (Molecular 
Devices) com o SoftMax Pro Software de forma temporal, sendo a Ex 490 nm e Em. 510 
nm. Fura-2 (raciométrico): As células foram lavadas com HBSS e incubadas com 2 µM 
de Fura-2 AM, 1 mM de Pluronic e 1 mM de Probenecid. A variação do basal de cálcio 
foi quantificada em diferentes tempos (3, 6, 12 e 24 h) após os estímulos com os peptídeos 
E12F (0,25 mM), L13S (0,5 mM) e E24G (1 mM). A leitura foi realizada pelo leitor de 
microplacas FlexStation 3 (Molecular Devices) em dois comprimentos de onda (Ex. 340 
– Em 510 nm; Ex. 380 – Em 510 nm) programados pelo SoftMax Pro Software. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os peptídeos C9K e L13S, diluídos na concentração de 0,5 mM, mostraram resultados 
significativos de inibição da migração celular. Entretanto, esses efeitos não foram 
observados na concentração de 0,25 mM (dados não mostrados). As células tratadas com 
o peptídeo C9K migraram 0,06 mm e as células não tratadas migraram 0,5 mm, em 24h 
após a lesão inicial (Figura1A). As células tratadas com 0,5 mM do L13S migraram 0,07 
mm e as células não tratadas migraram 0,5 mm após 24h do início do tratamento (Figura 
1B). O peptídeo E12F na concentração de 0,125 mM também apresentou resultados 
significativos na inibição da migração celular. As células tratadas migraram 0,2 mm, 
enquanto as células não tratadas migraram 0,8 mm (Figura 1C).  

Figura 1: Determinação do efeito inibitório da migração celular induzida pelos peptídeos C9K, L13S 
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e E12F derivados de Brn-2. Células B16F10-Nex2 foram semeadas e após 24h foram feitas “feridas” 
verticais na monocamada. As células foram tratadas com os peptídeos C9K (0,50 mM), L13S (0,5 mM) e 
E12F (0,125 mM), diluídos em meio RPMI e 1% de DMSO. As células não tratadas receberam apenas 
meio RPMI e 1% de DMSO. Os poços foram fotografados nos tempos 0, 2, 4 e 24hs. A distância percorrida 
foi medida nos tempos 0, 2, 4 e 24 h e a média das distâncias foi determinada. A migração celular foi 
determinada pela subtração da distância entre as células no tempo 0 e a distância percorrida por elas nos 
tempos de 2, 4 e 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata em três experimentos independentes. 
Teste t. *p < 0,005; **p ≤ 0,001; ***p < 0,05. 
  
O experimento in vivo foi realizado somente com peptídeo E12F, e os resultados 
mostraram que o peptídeo apresentou efeito protetor em camundongos C57Bl/6, pois o 
peptídeo foi capaz de diminuir desenvolvimento de nódulos pulmonares. Camundongos 
tratados possuíam 37 ± 76 nódulos e camundongos não tratados possuíam de 353 ± 57 
nódulos pulmonares (Figura 2). Entretanto, esse mesmo efeito não foi observado no 
modelo subcutâneo após o tratamento, onde o tamanho dos tumores presentes nos 
camundongos não tratados era similar aos nódulos dos camundongos tratados com os 
peptídeos (dados não mostrados). 
 
 
 
 
  
 

 

Figura 2: Determinação do efeito protetor in vivo no modelo metastático. Foi inoculado 2 x 105 de 
célula B16F10-Nex2 por via endovenosa. Após a inoculação, foi feito o tratamento com o peptídeo E12F 
diluído em PBS e 5% de DMSO na concentração 300 mg/camundongo/dia durante oito dias. Os 
camundongos não tratados receberam apenas PBS e 5% de DMSO. Foram feitos dois experimentos 
independentes com 6 animais por grupo. *p < 0,001..  

Para determinar alterações dos níveis de Ca2+ intracelular, foi usado um método 
raciométrico e um não-raciométrico. Os resultados obtidos no ensaio não-raciométrico 
(Figura 3A) demonstraram que após o estímulo realizado com os peptídeos, houve 
aumento nos níveis de cálcio intracelular imediatamente após o estímulo com os 
peptídeos, analisados por 20 minutos. Os resultados do ensaio raciométrico demonstraram 
que houve diminuição dos níveis de Ca2+ intracelular após 24h de incubação, 
principalmente com os peptídeos E12F e E24G, em relação às células não tratadas. Esses 
ensaios foram realizados em triplicata e serão repetidos para confirmação dos resultados. 

 

Figura 3: Determinação das alterações nos níveis de cálcio intracelular após o tratamento com os 
peptídeos. (A) células B16F10-Nex2 foram incubadas com Fluo 4-NW e Probenecid (1 mM) em solução 
HBSS por 1 h a 37 °C. Após esse tempo de incorporação as células foram estimuladas com os peptídeos 
E12F (0,25 mM), L13S (0,5 mM) e E24G (1 mM) durante aproximadamente 20 min. A variação máxima 
de cálcio foi determinada por ionomicina e para o negativo o veículo (HBSS). (B) Células foram lavadas 



 

com HBSS e incubadas com 2 µM de Fura-2 AM, 1 mM de Pluronic e 1 mM de Probenecid. A variação 
do basal de cálcio foi quantificada em diferentes tempos (3, 6, 12 e 24 h) após os estímulos com os peptídeos 
E12F (0,25 mM), L13S (0,5 mM) e E24G (1 mM). A leitura de ambos experimentos foi realizada pelo 
leitor de microplacas FlexStation 3 (Molecular Devices). O experimento foi realizado em triplicata. 
 

CONCLUSÕES 
Com os dados obtidos conclui-se que os peptídeos E12F, L13S e C9K apresentaram efeito 
inibitório na migração em baixas concentrações, sendo elas 0,125 mM, 0,50 mM e 0,50 
mM, respectivamente. O peptídeo E12F apresentou efeito protetor in vivo no modelo 
metastático, uma vez os camundongos tratados com o mesmo apresentaram número de 
nódulos significativamente menores quando comparados aos camundongos não tratados. 
Os peptídeos também demonstraram resultados promissores no ensaio de alterações nos 
níveis de cálcio intracelular, uma vez que as células tratadas com esses peptídeos 
apresentaram nos primeiros vinte minutos um aumento nos níveis de cálcio. Entretanto, 
após 24h houve diminuição nos níveis basais de cálcio intracelular em células tratadas 
com os peptídeos, quando comparados com células não tratadas.  
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