DETERMINACAO DOS EFEITOS INIBITORIOS NA MIGRACAO CELULAR
INDUZIDO POR PEPTIDEOS DERIVADOS DE BRN-2 EM CELULAS DE
MELANOMA MURINO E DO EFEITO PROTETOR IN VIVO INDUZIDO

PELOS PEPTIDEOS NO MODELO METASTATICO

Victoria Santos Souza'; Thaysa Paschoalin?;, Heron Fernandes Vieira Torquato®; Edgar
Julian Paredes-Gamero®*; Luiz Rodolpho Travassos’; Denise Costa Arruda®.

Estudante do Curso de Farmécia; e-mail: victoriasouzabr@gmail.com !

Professor da Universidade Federal de Sdo Paulo; e-mail: tpaschoalin@unifesp.br
Doutorando em Ciéncias Bioldgicas; e-mail heron.pvt@gmail.com *

Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; e-mail: edgarparedes@umc.br *
Professor da Universidade Federal de Sdo Paulo; e-mail: travassos@unifesp.br
Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; e-mail: denisearr@gmail.com ¢

Area do Conhecimento: Biologia Celular, Biologia Molecular.
Palavras-chave: Peptideos; Brn-2; Melanoma.

INTRODUCAO

O melanoma ¢ um tipo de cancer de pele proveniente de transforma¢do maligna dos
melanocitos. O aumento na expressao do fator de transcricdo Brn-2 estd envolvido com
o desenvolvimento tumoral dessas células. Brn-2 ¢ regulado por trés vias de sinalizagao
importantes para o desenvolvimento do melanoma, as vias MAPK, PI3K/AKT e Wnt/f-
Catenina (BONVIN, 2012; GOODALL et al., 2004; GOODALL et al., 2004). Quando
superexpresso, Brn-2 também ¢é capaz de regular a expressao de varias proteinas, dentre
elas PDESA e MITF, que estdo diretamente relacionadas com os processos migragao,
invasdo ¢ metastase (AROZARENA et al., 2011; GOODALL & CARREIRA, et al.,
2008). Peptideos sintéticos derivados do dominio POU (dominio de ligacdo ao DNA) do
fator de transcri¢ao Brn-2, poderiam competir com os sitios de ligacdo da proteina no
DNA e, desta forma, inibir a ligagdo da proteina e consequentemente bloqueando os
efeitos regulatérios na expressdo de MITF e PDESA, inibindo a migracdo, invasdo e
consequentemente o desenvolvimento de metastase.

OBJETIVOS

Determinar a atividade antimetastatica e os efeitos inibitérios na migra¢do celular
induzidos por peptideos derivados do dominio POU (dominio de ligagdo ao DNA) do
fator de transcri¢do Brn-2 em células de melanoma murino, bem como determinar a
interferéncia destes peptideos nos niveis intracelulares de calcio.

METODOLOGIA

Ensaio de migragdo: Para determinar o efeito inibitorio dos peptideos na migragdo
celular, células B16F10-Nex2 (3x10°) foram semeadas em placas de 12 pogos e apos 24h
foram feitas “feridas” verticais na monocamada de células tratadas e ndo tratadas, com o
auxilio de uma ponteira de micropipeta e as células das margens tenderam a migrar para
os espacos vazios. As células foram tratadas com 0,125 mM do peptideo E12F e 0,5 mM
dos peptideos C9K e L13S. Os experimentos foram realizados em triplicata em trés
experimentos independentes. A distancia percorrida foi medida nos tempos 0, 2, 4 ¢ 24 h
e a média das distancias foi determinada. A migra¢do celular foi determinada pela



subtracao da distancia entre as células no tempo 0 causada pela retirada das células e a
distancia percorrida por elas nos tempos de 2, 4 e 24 h. Ensaio in vivo — Modelo
metastatico: Para a determinagdo da atividade antitumoral do peptideo EI12F,
camundongos C57BL/6 (6 camundongos por grupo) receberam células B16F10-Nex2
(2x10°) por via endovenosa e apds a inoculacdo, foi realizado o primeiro tratamento
utilizando 300 mg/camundongo/dia do peptideo E12F diluido em PBS e 5% de DMSO
durante oito dias. Os camundongos ndo tratados receberam apenas PBS e 5% de DMSO.
Ap6s o fim do tratamento, os camundongos foram sacrificados e os pulmdes retirados
para contagem dos nodulos com o auxilio de uma lupa. - Modelo Subcuténeo: Foi
inoculado 1 x 10° de célula B16F10-Nex2 com PBS na regido subcutidnea de
camundongos machos C57BL/6 (5 camundongos por grupo). Cinco dias apds a
inoculacdo foi realizado o primeiro tratamento com 300 mg/camundongo/dia dos
peptideos E12F, C9K e L13S, diluidos em PBS e 5% de DMSO durante 6 dias. Os
camundongos ndo tratados receberam apenas de PBS e 5% de DMSO. Os nédulos foram
medidos em centimetros na horizontal e vertical, com o auxilio de um paquimetro, cinco
dias apds o Ultimo de tratamento. Determinacdo das alteracdes nos niveis de Ca?*
intracelular induzida pelos peptideos: Fluo4-NW (n&o-raciométrico): As células
B16F10-Nex2 foram cultivadas em placas pretas de 96 pocos e incubadas com Fluo 4-
NW e Probenecid (I mM) em solugdo HBSS por 1 h a 37 °C. Apds esse tempo de
incorporacdo as células foram estimuladas com os peptideos E12F (0,25 mM), L13S (0,5
mM) e E24G (1 mM) durante aproximadamente 20 min. A variagdo méaxima de calcio foi
determinada por ionomicina e para o negativo o veiculo (HBSS). A variagcdo de
intensidade de fluorescéncia foi lida pelo leitor de microplacas FlexStation 3 (Molecular
Devices) com o SoftMax Pro Software de forma temporal, sendo a Ex 490 nm ¢ Em. 510
nm. Fura-2 (raciométrico): As células foram lavadas com HBSS ¢ incubadas com 2 uM
de Fura-2 AM, 1 mM de Pluronic e 1 mM de Probenecid. A variacao do basal de calcio
foi quantificada em diferentes tempos (3, 6, 12 e 24 h) ap6s os estimulos com os peptideos
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 DISCUSSAO

Os peptideos CIK e L13S, diluidos na concentragdo de 0,5 mM, mostraram resultados
significativos de inibi¢do da migracdo celular. Entretanto, esses efeitos ndo foram
observados na concentracao de 0,25 mM (dados ndo mostrados). As células tratadas com
o peptideo C9K migraram 0,06 mm e as células ndo tratadas migraram 0,5 mm, em 24h
apos a lesdo inicial (Figural A). As células tratadas com 0,5 mM do L13S migraram 0,07
mm e as células ndo tratadas migraram 0,5 mm ap6s 24h do inicio do tratamento (Figura
1B). O peptideo E12F na concentracdo de 0,125 mM também apresentou resultados
significativos na inibicdo da migracdo celular. As células tratadas migraram 0,2 mm,
enquanto as células ndo tratadas migraram 0,8 mm (Figura 1C).
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Figura 1: Determinacao do efeito inibitdrio da migracéo celular induzida pelos peptideos C9K, L13S



e E12F derivados de Brn-2. Células B16F10-Nex2 foram semeadas e apos 24h foram feitas “feridas”

verticais na monocamada. As células foram tratadas com os peptideos C9K (0,50 mM), L13S (0,5 mM) e
E12F (0,125 mM), diluidos em meio RPMI e 1% de DMSO. As células ndo tratadas receberam apenas
meio RPMI e 1% de DMSO. Os pocos foram fotografados nos tempos 0, 2, 4 € 24hs. A distancia percorrida
foi medida nos tempos 0, 2, 4 ¢ 24 h ¢ a média das distancias foi determinada. A migracao celular foi
determinada pela subtracdo da distancia entre as células no tempo 0 e a distincia percorrida por elas nos
tempos de 2, 4 e 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes.
Teste t. *p < 0,005; **p < 0,001; ***p <0,05.

O experimento in vivo foi realizado somente com peptideo E12F, e os resultados
mostraram que o peptideo apresentou efeito protetor em camundongos C57B1/6, pois o
peptideo foi capaz de diminuir desenvolvimento de ndédulos pulmonares. Camundongos
tratados possuiam 37 + 76 ndédulos e camundongos nao tratados possuiam de 353 + 57
nddulos pulmonares (Figura 2). Entretanto, esse mesmo efeito ndo foi observado no
modelo subcutdneo apos o tratamento, onde o tamanho dos tumores presentes nos
camundongos ndo tratados era similar aos ndédulos dos camundongos tratados com os
peptideos (dados nao mostrados).
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Figura 2: Determinagdo do efeito protetor in vivo no modelo metastatico. Foi inoculado 2 x 10° de
célula B16F10-Nex2 por via endovenosa. Apos a inoculagdo, foi feito o tratamento com o peptideo E12F
diluido em PBS e 5% de DMSO na concentragdo 300 mg/camundongo/dia durante oito dias. Os
camundongos ndo tratados receberam apenas PBS e 5% de DMSO. Foram feitos dois experimentos
independentes com 6 animais por grupo. *p < 0,001..
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Para determinar alteracdes dos niveis de Ca' intracelular, foi usado um método
raciométrico e um nao-raciométrico. Os resultados obtidos no ensaio ndo-raciométrico
(Figura 3A) demonstraram que apos o estimulo realizado com os peptideos, houve
aumento nos niveis de calcio intracelular imediatamente apds o estimulo com os
peptideos, analisados por 20 minutos. Os resultados do ensaio raciométrico demonstraram
que houve diminui¢do dos niveis de Ca®" intracelular apés 24h de incubagio,
principalmente com os peptideos E12F e E24G, em relagdo as células ndo tratadas. Esses
ensaios foram realizados em triplicata e serdo repetidos para confirmagao dos resultados.
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Figura 3: Determinacdo das alteragdes nos niveis de calcio intracelular ap6s o tratamento com 0s
peptideos. (A) células B16F10-Nex2 foram incubadas com Fluo 4-NW e Probenecid (I mM) em solugio
HBSS por 1 h a 37 °C. Apos esse tempo de incorporagdo as células foram estimuladas com os peptideos
E12F (0,25 mM), L13S (0,5 mM) e E24G (1 mM) durante aproximadamente 20 min. A variagdo maxima
de calcio foi determinada por ionomicina e para o negativo o veiculo (HBSS). (B) Células foram lavadas



com HBSS e incubadas com 2 uM de Fura-2 AM, 1 mM de Pluronic ¢ 1 mM de Probenecid. A variagdo
do basal de calcio foi quantificada em diferentes tempos (3, 6, 12 e 24 h) apds os estimulos com os peptideos
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.

CONCLUSOES

Com os dados obtidos conclui-se que os peptideos E12F, L13S e C9K apresentaram efeito
inibitério na migragdo em baixas concentragdes, sendo elas 0,125 mM, 0,50 mM e 0,50
mM, respectivamente. O peptideo E12F apresentou efeito protetor in vivo no modelo
metastatico, uma vez os camundongos tratados com o mesmo apresentaram numero de
nddulos significativamente menores quando comparados aos camundongos nao tratados.
Os peptideos também demonstraram resultados promissores no ensaio de alteragdes nos
niveis de célcio intracelular, uma vez que as células tratadas com esses peptideos
apresentaram nos primeiros vinte minutos um aumento nos niveis de calcio. Entretanto,
apods 24h houve diminuicdo nos niveis basais de calcio intracelular em células tratadas
com os peptideos, quando comparados com células ndo tratadas.
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