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Resveratrol e SirtinolDiminuem a Viabilidade em Linhagem de Células de
Melanoma Maligno Cutaneo sem Modificar a Expressdo do mRNA de SIRT1

Introducéo

No Brasil, o cancer mais frequente é o de pele, correspondendo a 25% de todos os tumores diagnosticados. Dentre
todos os tumores de pele, a incidéncia de melanoma maligno cutaneo é de apenas 4%, no entanto, é um tipo de
neoplasia altamente agressiva e com altas taxas de mortalidade(ZHANG et al., 2012).Melanoma cuténeo forma-se a
partir dos melandcitos que, por sua vez, migraram da crista neural para toda a epiderme durante a
embriogénese(ERICKSON; REEDY, 1998). Estudos epidemioldgicos apontam a presenca de historico familiar,
exposicao a radiacdo solar, presenca de nevos congénitos e displasicos na pele como principais fatores de risco para a
ocorréncia de melanoma (GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

A SIRT1 é uma histona desacetilase de classe Illencontrada predominantemente no nucleo e esta relacionada com
estabilidade do genoma, longevidade, proliferacdo celular, respostas ao estresse, envelhecimento e metabolismo do
cancer (OTA et al., 2006) . Varias substancias tém sido estudadas com efeito de modular a expressdo da SIRT1, como
por exemplo, o resveratrol que ¢ um polifenol muito estudado por apresentar propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias. O resveratrol pertencente ao grupo dos flavonoides e pode ser encontrado nas uvas principalmente nas
cascas, amendoins(RAJENDRAN et al., 2011). O sirtinol ¢é um inibidor da atividade das histonas desacetilases
dependentes de NAD*, queinibe o crescimento de células cancerigenas e suprime a sinalizagdo de particulas
inflamatdrias em células endoteliais(BAUR et al., 2006). O presente estudo avaliou o efeito do resveratrol e sirtinol,
ativador e inibidor de sirtuinas, respectivamente, sobre a viabilidade celular e a expressdo do transcrito primario da
SIRT1 em linhagens de melanoma cutaneo metastatico murino (B16F10).

Materiais e Métodos

A. Aspectos éticos

Este estudo obteve parecer favoravel para a realizagdo de suas atividades através dos comités de ética local (Comité de
ética em pesquisa - Unimontes: ndmero de protocolo: 691.408/2014, e também no Comité de Etica em Pesquisa -
Faculdades Integradas Pitdgoras: nimero de protocolo: 714.865/2014).

B. Estudos in vitro

As Linhagens celulares murinas de melanoma cutaneo metastatico (B16F10) e de melandcito normal (Melan-A)
foram tratadas com concentragdes crescentes das drogas resveratrol (1,56-200 uM dissolvidas em DMSO) e sirtinol (60-
200 uM dissolvidas em DMSO) durante 48 horas. Para a avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio com
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio). A leitura do ensaio de MTT foi realizada em
espectofotdmetro utilizando comprimento de onda de 570nm. Para o ensaio de fragmentacdo de DNA com iodeto de
propidio, as células B16F10 e Melan-A foram tratadas com as concentragdes de 5, 25 € 50 uM de resveratrol e sirtinol
(\Valores abaixo do IC50 obtidos no ensaio de MTT). As analises foram realizadas em citdmetro de fluxo e os resultados
analisados através do software FlowJo 7.6.5.

C. Expressao do transcrito primario da SIRT1

As células B16F10 e Melan-A foram tratadas com resveratrol e sirtinol nas concentragdes de 5, 25 e 50 uM por 48
horas. Apos o tratamento, foi realizada a extracdo do RNA através do reagente trizol seguida da sintese de cDNA. A
expressdo do RNA mensageiro (MRNA) da SIRT1 e do enddgeno B-actina foi determinada pela PCR em tempo real
(qRT-PCR) através do método Sybergreen.

D. Andlise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e submetidos a testes estatisticos especificos com nivel de
significancia de o = 5% (p <0,05). Os resultados dos ensaios de MTT, fragmentagdo de DNA por iodeto de propideo e
andlise da expressdo do mRNA da SIRT1 foram comparados entre os grupos através de analise de variancia (ANOVA)
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e teste de Bonferroni. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico SPSS ® (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA), versdo 18.0 para Windows ® e software Graph Pad Prism®5.0.

Resultados e Discussao

As sirtuinas apresentam diversos papeis importantes em muitos processos bioldgicos relacionados a sobrevivéncia
celular. Moléculas com potencial de inibir ou estimular a expressdo da SIRT1 podem ser utilizadas com potencial
terapéutico devido a participagdo dessa enzima nos processos relacionados a regulacdo da longevidade celular e
metabolismo (LU et al., 2014). Em nosos trabalho, as linhagens celulares, B16F10 (melanoma maligno cutaneo
metastatico) e Melan-A (melandcito murino normal) foram tratados com resveratrol e sirtinol para avaliacdo da
viabilidade celular (Fig. 1), fragmentagdo de DNA (Fig. 2) e expressdo de SIRT1 (Fig.3). O tratamento das células com
resveratrol e sirtinol significativamente afetou a viabilidade celular (p < 0.05) e promoveu a fragmentagdo do DNA nas
células B16F10 e Melan-A (p < 0.05). Resveratrol diminui a viabilidade celular através da indugdo da parada do ciclo
celular e inibigcdo da proliferacdo celular. A inibicdo da expressdo de SIRT1 pelo sirtinol pode resultar na acetilacdo da
proteina p53, levando em parada do ciclo celular e diminuicéo da viabilidade das células tumorais(WU et al., 2015). No
entanto, o tratamento com resveratrol e sirtinol nas concentracBes estudadas ndo alterou a expressdo do transcrito
primario da SIRTL.

Concluséao

Os resultados do presente estudo revelam que o uso dessas drogas pode representar uma promissora estratégia
guimioterapica no combate ao melanoma, mesmo néo ocorrendo alteragdes no transcrito primério da SIRT1.
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Figura 1.Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT. As células B16F10foram tratadas com resveratrol (Fig. 1A) e Sirtinol (Fig. 1B) com
vérias concentragdesdiferentes durante 48 h. As célulasMelan-A foram tratadas com resveratrol(Fig. 1C) e Sirtinol (Fig. 1D) em vérias concentragdes
diferentes durante 48 h. As células vidveis foram detectadas por ensaio de MTT e a viabilidade foi determinada como a razdo entre células tratadas e
controles néo tratados. Os dados séo representados como médias a partir de trés experimentos independentes.
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Figura 2. Efeito do resveratrol e do sirtinol sobre a fragmentacdo do DNA das células. As células B16F10 foram tratadas com concentragdes
crescentes de resveratrol (A) e sirtinol (B) durante 48 h. As células Melan-A foram tratadas com concentragdes crescentes de resveratrol (C) e sirtinol
(D) durante 48 h, respectivamente. As células foram fixadas, coradas e analisadas quanto ao teor de DNA. Os dados sdo apresentados como as médias
+ Desvio Padrdo. * P <0,005 e *** P <0,001 entre células do grupo controle e grupo tratado.
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Figure 3. Analise da expressdo do RNA mensageiro da SIRT1 nas células B16F10 e Melan-Aatravés da técnica do gPCR.
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