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Introducéo

O melanoma cutaneo (MC) é um dos tipos de cancer de pele mais agressivos,
caracterizado por sua alta capacidade metastatica e uma elevada taxa de mortalidade (Paddock
et al., 2016; Schadendorf et al., 2018). A busca por novas abordagens terapéuticas é, portanto,
uma prioridade urgente no campo da oncologia. Dentre os compostos bioativos em estudo, 0
acido rosmarinico (AR), um polifenol encontrado em plantas das familias Boraginaceae e
Lamiaceae, como o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), tem atraido atencdo devido as suas
pronunciadas propriedades antineoplésicas (Luo et al., 2020; Radziejewska et al., 2021). O AR
ndo apenas exibe eficacia antitumoral, mas também influencia a sinalizacao celular e processos
inflamatdrios associados ao desenvolvimento tumoral. Este estudo concentra-se
especificamente no impacto do AR na modulacdo da sinalizacdo purinérgica avaliado através
da enzima CD39 em células de melanoma SK-MEL-28. A atividade e a expressdo de CD39 e
CD73 sdo cruciais para a regulacdo do microambiente tumoral, influenciando tanto a progressao
do tumor quanto as respostas imunologicas no melanoma. Portanto, investigar o efeito do AR
sobre esses aspectos pode fornecer conhecimentos valiosos para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que visem modular o ambiente imune e inibir a progressao do MC (Silva
et al., 2024).
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Objetivos

O presente estudo teve como objetivo principal investigar a acdo do &cido rosmarinico
(AR) na indugéo da apoptose e sobre a atividade e expressdo das enzimas CD39 e CD73 em
células de melanoma SK-MEL-28, destacando seu potencial terapéutico em modulagdes
especificas da sinalizacdo purinérgica associadas ao controle tumoral. Pretendeu-se analisar
como 0 AR modula a CD39, uma ectonucleotidase critica na modulacdo do ambiente tumoral
por meio da hidrélise de nucleotideos extracelulares que podem afetar a imunossupressdo e a
progressdo do melanoma. Esta investigacdo nao apenas evidenciou o papel do AR na regulacéo
da CD39, mas também buscou explorar suas implicac@es terapéuticas mais amplas, incluindo

efeitos sobre outros componentes chave da sinalizagao purinérgica, como a CD73.

Metodologia

Neste estudo in vitro, células de melanoma SK-MEL-28 foram cultivadas em meio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de penicilina-estreptomicina, a 37°C ¢ 5% de CO.. O AR foi aplicado nas concentragdes de 400
UM e 800 puM, seguindo protocolos pré-estabelecidos (Anwar et al., 2020). A inducdo de
apoptose foi avaliada utilizando o kit Annexin V-FITC e iodeto de propidio, com leituras por
citometria de fluxo.

A expressdo génica de CD39 e CD73 foi determinada apds extracdo de RNA total
usando TRIzol™, seguida de sintese de cDNA e amplificacdo via RT-qPCR com primers
especificos, incluindo o gene referéncia GAPDH. A expressdo proteica foi analisada por
citometria de fluxo apds incubacdo das células com anticorpos fluorocromados especificos.

A atividade de ectonucleotidases foi mensurada pela hidrélise de ATP, ADP e AMP , e
quantificacdo do fosfato inorgénico liberado. Os dados foram analisados usando ANOVA e
teste post hoc de Tukey, estabelecendo-se significancia com p-valor < 0,05.

Resultados

O AR demonstrou induzir apoptose em células de melanoma apds 24 horas de
tratamento, com efeitos significativos em concentragdes de 400 puM (P < 0,0001) e 800 uM (P
< 0,0001) em comparagao ao controle. Esses resultados mostraram que o AR exibe fortes efeitos
anti-neoplasicos em células de melanoma por meio da inducdo de apoptose. Além disso, 0 AR

modulou a expressdo das ectonucleotidases nas células de melanoma. Observou-se uma
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regulacdo negativa na expressdo génica de CD39 e CD73 na concentracdo de 800 uM, com a

expressao proteica de CD73 sendo significativamente reduzida (P < 0,0001).

Discusséo

Os resultados obtidos destacam o papel do AR na modulagdo da sinalizagdo purinérgica,
particularmente através da modulagdo da expressao e atividade da ectonucleotidase CD39 e
CD73. A CD39 tem um papel critico no microambiente tumoral, convertendo ATP e ADP em
AMP, um passo que modula a resposta imune ao reduzir a disponibilidade de adenosina. A
modulacdo da expressdo de CD39 pelo AR sugere uma estratégia para aumentar seletivamente
a citotoxicidade contra as células tumorais, interrompendo assim a progressao do melanoma.
Além disso, foi observado que o AR reduz a expressdo de CD73, complementando a modulagéo
do eixo adenosinérgico e potencializando a resposta imunoldgica. Essas acdes do AR podem
ser cruciais devido aos impactos nas citocinas, o que pode favorecer uma resposta imune contra

0 cancer, podendo-se reverter a imunossupressao no ambiente tumoral.

Concluséao

Os resultados confirmam o potencial do AR como um modulador da sinaliza¢éo
purinérgica e um agente pro-apoptotico em células de melanoma SK-MEL-28. O AR influencia
nas atividades enzimaticas, componentes importantes do sistema purinérgico e que podem
auxiliar na indugdo da morte de células malignas. Sendo assim, 0 AR mostra-se promissor no
desenvolvimento de novas terapias para o MC, fornecendo uma base forte para futuras

pesquisas e aplicacdes clinicas.
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