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1. INTRODUCAO

O céancer de pele tipo melanoma atinge os melandcitos, células localizadas
no estrato basal da epiderme e responsaveis pela producdo do pigmento
melanina. De modo geral, estas neoplasias atingem majoritariamente a epiderme,
no entanto, estdo propensas a afetar regides como olhos e mucosas. Apesar de
representar apenas 3% dos casos totais de cancer no Brasil (INCA, 2019), o
cancer de pele tipo melanoma merece atencdo devido ao fato de demonstrar ser
um dos tipos tumorais com maior propensdo a rapida metastase e resisténcia a
tratamentos (COUTO, 2019). A deteccdo da doenca em estagio inicial é
fundamental para revelar o estadiamento das neoplasias e o prognostico do
paciente, além de uma melhor definicdo de abordagem terapéutica.

A quimioterapia para estagios mais avangados tem sido o tratamento mais
utilizado, sendo que farmacos como a dacarbazina, temozolomida, analogos de
platina, alcaloides da vinca e taxanos antineoplasicos sdo amplamente indicados,
no entanto a baixa eficacia e as altas taxas de resisténcia tém se mostrado como
problemas no tratamento (GARBE, 2011). Neste sentido, a busca por compostos
mais eficientes terapeuticamente tem se tornado interessante. Dentro deste
contexto, a molécula de azidotimidina (AZT) surgiu, inicialmente, em testes de
avaliacao antitumoral, porém devido seu potencial ndo tdo promissor acabou por
ser destinado a outros testes, tornando-se posteriormente o farmaco padréo para
tratamento contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (FISCHL, 1987).
Assim sendo, como forma de potencializar sua possivel ac¢do antitumoral,
organocalcogénios tém sido inseridos na molécula de AZT e testados em ensaios
in vitro (DE SOUZA, 2012).

Os compostos organocalgogénios, aqueles que contém em sua estrutura
elementos como tellrio, selénio e enxofre, tém despertado a atencdo da
comunidade cientifica por demonstrarem atividades antioxidantes e antitumorais
frente linhagem celulares de bexiga e pulmao(SOUZA, 2015; ROSA, 2017). Além
disso, a capacidade de compostos organocalgogénicos contendo telUrio como
substituinte de induzirem apoptose e imunomodulacdo em células leucémicas
também foram demonstradas (SREDNI, 2012; ABONDANZA, 2008).

A morte celular programada, ou apoptose, € um mecanismo celular
responsavel pela morte controlada das células com a finalidade de manter a
homeostase entre renovacdo e morte celular. A desregulacdo no processo de
apoptose pode gerar distirbios na célula e esta relacionada com diversas
patologias, dentre elas o cancer (ELMORE. 2007). Sendo assim, a habilidade de
modular este processo celular apresenta grande potencial no desenvolvimento de
novas terapias oncologicas


mailto:nandinha_sousa4@hotmail.com
mailto:victoriamborba@gmail.com
mailto:clleos@hotmail.com
mailto:seixas.fk@gmail.com

4 .
N 52 SEMANA C ,3 c I XXVIII CONGRESSO DE
X LSRADA o INICIACAQ CIENTIFICA

4

Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de genes
relacionados com a apoptose em células de melanoma metastatico humano apoés
tratamento com a molécula 5’-Te-(fenil) -3-(amino)-timidina.

2. METODOLOGIA
2.1. Sintese da molécula
A molécula 5’-Te-(fenil) -3-(amino)-timidina (3j) foi sintetizada de acordo
com Rosa, 2017 pelo grupo de pesquisa LabSelen NanoBio pertencente a
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O composto 3j foi diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentracdo de 25ug para a realizagdo das
analises.

2.2. Cultivo Celular e Tratamento das células

A linhagem celular de melanoma metastético (WM1366) foi cultivada em
meio Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). As células foram mantidas em condicbes de cultivo
controladas a 37°C em estufa umidificada contendo 5% de CO2. Os experimentos
foram realizados em triplicata com as células em fase logaritmica de crescimento.
Quando atingida a confluéncia, as células foram semeadas em placas de 6 pocos,
a uma densidade de 2 x 10° células por poco e mantidas em estufa por 24h para
gue crescessem em monocamada. Posteriormente, foi feito o tratamento da
linhagem com o composto 3j na concentracao de 25ug e incubacéo por 48h.

2.3. Extracédo de RNA, confeccdo de cDNA e PCR em tempo real

Para extracdo de RNA total, as células foram desaderidas dos pocos e
armazenadas em tubos, seguindo protocolo TRIzol® Reagent (Invitrogen™,
Carlsbad, USA). A guantificacdo das amostras para medicdo de valores de
concentracdo e pureza foi feita através de espectrometria com luz UV, utilizando
equipamento NanoVue, para posterior confeccdo de cDNA (DNA complementar)
com uso do kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, EUA) a partir de 2ul de RNA. A avaliacdo da expressdo dos genes
p53, Bax, Casp-3, Casp-9 e Bcl-2 foi realizada pela amplificacdo destes utilizando
os primers especificos, através da técnica de PCR em tempo real (QPCR).

2.4. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad
Prism 7.0. Os dados obtidos foram analisados através de ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey para comparacdes multiplas. Os valores de P < 0.05
foram considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os niveis de expressdo dos genes pro-apoptoéticos p53, Bax, Casp-3 e
Casp-9 e do gene anti-apoptotico Bcl-2 na linhagem celular WM1366 tratada com
0 composto 3j apresentaram diferenca estatistica em comparag¢do com as células
controle, evidenciando a expresséo proeminente do gene p53.
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Figura 1: Avaliacdo da expressao relativa de genes pro e anti-apoptéticos em
células WM1366 apds tratamento com composto 3j por 48h. (A) gene p53; (B)
gene Casp-3; (C) gene Casp-9; (D) gene Bax e (E) gene Bcl-2. As analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias, seguidas pelo teste de
Tukey. Os valores de P < 0.05 foram considerados significativos.

O gene p53 é responsavel por codificar a proteina essencial na regulacéo
da proliferacdo celular apdés danos irreparaveis no DNA, desencadeando o
processo de apoptose (BORRESEN-DALE, 2003). Além disso, regula a
expressdo de genes membros da familia anti-apoptética, como o gene Bcl-2. A
expressdo positiva desse gene se contrapfe a expressao do gene Bax, seu
antagbnico de carater pro-apoptético (YOULE, 2008; GHIBELLI, 2010). Esses
fatores evidenciam a expressao do gene p53 e a mobilizacdo dessas rotas pode
indicar que o processo de apoptose esta sendo prevenido, pela expressao de Bcl-
2, e a0 mesmo tempo induzido, pelo resultado de expressao de Bax.

O gene Casp9 é responsavel pela expressdo da proteina caspase-9, a qual
desencadeia uma cascata de reacdes de outras caspases responsaveis pela
morte celular programada. Essa proteina inicia a clivagem proteolitica no
ambiente celular e ativa outras (MCILWAIN, 2013). J4 o gene Casp-3 codifica a
proteina chamada caspase-3, uma caspase executora que, quando ativada,
segue a cascata proteolitica e promove a degradacdo de proteinas do DNA
cromossomal, ocasionando a perda da integridade da célula (ELMORE, 2007). A
presenca da expressdo destes genes pode indicar que a linhagem tratada com o
composto 3j ativou a via de caspases 3 e 9 para inducéo de apoptose.

O mecanismo de morte celular programada pode ocorrer de através de
duas vias de sinalizacdo distintas: extrinseca e intrinseca. A primeira delas,
também chamada via dos receptores de morte celular, esta relacionada ao
desencadeamento da apoptose devido a fatores externos através de sinais
extracelulares provindos de proteinas sinalizadoras e seus respectivos receptores
localizados na membrana celular. Por outro lado, avia intrinseca (ou via da
mitocondria) é ativada por fatores internos (intracelulares), como danos no DNA.
Essa via é regulada pela expressdo de genes Bcl-2 e Bax, de modo que a
expressdo destes no presente estudo demonstram que a provavel via de
sinalizacdo ativada no qual o composto apresenta seu efeito é a via intrinseca
(ELMORE, 2007).
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4. CONCLUSOES
Tendo em vista os dados obtidos neste trabalho, foi possivel elucidar e
avaliar a expressdo de genes envolvidos no processo de apoptose células
submetidas ao tratamento com a molécula 5-Te-(fenil) -3-(amino)-timidina, de
modo a indicar uma indugéo de morte celular por apoptose por este composto
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