14 a |6 de EVENTO ON-LINE

outubro

UNIVERSIDADE
FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL

AGAO DO ACIDO ROSMARINICO SOBRE A ATIVIDADE E EXPRESSAO DA
CD73 EM CELULAS SK-MEL-28

CAROLINA BRUNA LOPES OLIVATTO?, VITORIA CAPELLI DE MELO?,
LETICIA DE SOUZA MATIAS3, KAYLA ILANA DE OLIVEIRA% MARIA LUIZA
BERGAMINI®, ANA CAROLINA SCHEID DEMORI‘, MAISA MARCOLIN’,
DATANE MANICAS?, GILNEI BRUNO DA SILVA®’, MARGARETE DULCE
BAGATINI"

Introducéo

O Melanoma Cutaneo (MC) é classificado como a neoplasia maligna de pele mais
agressiva. Este tipo, advém de celulas melanociticas que sofrem diversas mutag@es, sendo a
causa principal a exposicdo a radiacdo UVA e UVB (radiacdes ultravioletas) da luz solar.
(LONG, 2023) Além da exposicdo a luz solar, este cancer pode ser herdado e possuir trago
autossémico dominante, no entanto, a incidéncia € muito menor. Desse modo, 0 que se sabe é
que, independente da origem ser familiar ou por fatores ambientais, como raios solares e
bronzeamento artificial, as mutagdes que geram o melanoma sdo originadas, principalmente,
nos genes que regulam a progressdo do ciclo celular e a telomerase.(ROBBINS, 2014)

O sistema purinérgico esta emergindo como uma promissora ferramenta terapéutica no
combate ao cancer, devido ao seu papel fundamental na regulacdo do microambiente tumoral e
da resposta imunoldgica. Dentro desse sistema, 0 CD73 desempenha um papel Unico, regulando
a producdo de adenosina imunossupressora. Esta enzima é crucial na via de sinalizagdo
purinérgica, catalisando a conversao de AMP em adenosina, uma molécula com varias fungbes
imunossupressoras (Allard, 2019)

Mesmo com novas possibilidades terapéuticas, hd uma discrepancia entre o
aprimoramento das terapias anticancer e o manejo adequado dos efeitos colaterais e da
toxicidade associados ao tratamento. Por isso, destaca-se a imprescindibilidade do
desenvolvimento de terapias adjuvantes, o que tem sido facilitado pelo constante avanco da

ciéncia e do aprimoramento tecnoldgico. Nesse contexto, compostos fendlicos, como o acido
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rosmarinico (AR), possuem efeitos sinérgicos promissores quando combinados de forma
adjuvante a medicamentos antineoplasicos de primeira linha, superando a resisténcia em células
cancerigenas por meio da interagdo com vias de sinalizacdo criticas (Villegas, 2024). Esse acido
fenolico é facilmente encontrado em plantas das familias Boraginaceae e Lamiaceae, como 0
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (Nunes, 2017). O efeito anticancerigeno do AR ja foi
demonstrado em algumas pesquisas em carcinoma de colon (Karthikkumar, 2015), cancer de
mama (Messeha, 2020) e cancer de prostata (Jangi, 2018). Embora os trabalhos demonstrem os
efeitos do AR no ambito do cancer e do MC, os efeitos do AR em humanos ainda sdo pouco

compreendidos.

Objetivos
O objetivo geral deste manuscrito foi a anélise da acdo do AR sobre a atividade e
expressdo da enzima CD73 em células de MC (SK-Mel-28), por meio dos pardmetros

oxidativos e da sinalizagdo purinérgica.

Metodologia

Para compreender a acdo do AR sobre a atividade e expressdo da enzima CD79
adquiriu-se a linhagem celular de melanoma metastatico humano SK-MEL-28 do Banco de
Células do Rio de Janeiro (CBRJ), Brasil. As células foram cultivadas em frascos com meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com glicose (4.500mg/L), L—glutamina, contendo
antibidticos/antifingicos (1% penicilina/estreptomicina) e suplementado com 10% de soro
bovino fetal. Ademais, as células permaneceram em um ambiente com umidificagdo,
temperatura e oxigenagdo adequadas. Os experimentos foram realizados em concentragdes de
50 uM, 100 puM, 200 uM, 400uM e 800 uM com AR dissolvido no meio de cultura durante
24h. Passado o tempo, o sobrenadante foi coletado bem como as células tumorais para a
avaliacdo da viabilidade celular e potencial citotdxico. Por fim, verificou-se a expressdo génica
e proteica e a atividade enzimatica da enzima CD73. As avaliacOes estatisticas foram
realizadas por analise de variancia seguida pelo teste post hoc apropriado usando o software
GraphPad Prism 9.0. As diferencas entre as células ndo tratadas (CT) e tratadas foram avaliadas
pelo teste t de Student ndo pareado ou pela anélise de varidncia ANOVA unidirecional seguida
pelo teste post hoc de Tukey. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. As

diferencas na probabilidade de rejei¢ao da hipdtese nulaem < 5% (P < 0,05) foram consideradas
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estatisticamente significativas. A significancia estatistica foi definida para valores de p de *P <
0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 e ****P < 0,0001.

Resultados e Discussao

Nesta pesquisa, descobriu-se que 0 AR diminuiu significativamente a expressao génica
da ectoenzima CD73 em uma concentracdo de 800 uM (P = 0,0003). Altas taxas de expresséo
da CD73 foram relatadas em pacientes em grau avangado de melanoma (Monteiro, 2018).
Dessa forma, os resultados relacionados a expressdo da ectonucleotidase, CD73, encontrados
neste estudo sugerem uma possivel aplicacdo terapéutica do AR na modula¢do purinérgica no
MC.

Além disso, foi verificada a expressdo protéica dessas ectoenzimas nas células tratadas
com AR. Da mesma forma, na concentragdo de 800 M, houve uma reducéo significativa na
expressdo de CD73 (P < 0,0001). E sabido que a enzima CD73 é responsavel pela conversio
do AMP em adenosina (Ado), exercendo um importante controle na resposta imune contra
tumores (Beavis , 2012). Em modelos animais, a inibicdo da CD73 foi associada a um efeito
positivo na imunidade antitumoral e a reducdo do tamanho do tumor (Forte, 2012). Portanto, a
reducdo na expressao génica e proteica da CD73 induzida pelo AR destaca seu potencial
terapéutico no controle da resposta imune em MC. Alteracdes na atividade enzimética das
ectonucleotidases foram destacadas em estudos prévios envolvendo pacientes com outros tipos
de neoplasias (Zanini, 2012).

Concluséo

Portanto, a partir dos resultados da pesquisa, conclui-se que o AR € citotdxico para
células tumorais, mas ndo afeta células ndo tumorais. Além de ser um bom inibidor da migragao
celular envolvida na metastase e um potente antioxidante. Ademais, 0 componente quimico
participa da sinalizacdo purinérgica ao modular a expressdo e atividade de ectonucleotidases
como CD73.
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