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RESUMO 

 

Modificações epigenéticas, incluindo metilação do DNA e modificação de 

histona, controlam a expressão gênica e desempenham um papel crucial durante a 

tumorigênese. A família das histonas metiltransferases de EHMT - composta por EHMT1 

e EHMT2 – é desregulada em vários tipos de câncer. Neste estudo investigamos os efeitos 

da inibição de EHMT1/EHMT2 em linhagens celulares de câncer, MeWo e A549. Para 

isso, o inibidor seletivo de EHMT1/EHMT2, UNC0646, foi usado e os seguintes 

processos foram investigados: proliferação celular, viabilidade, morte, função 

mitocondrial, geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), migração e expressão 

gênica. Além disso, realizamos análise in silico explorando bancos públicos que contém 

dados clínicos e laboratoriais de amostras de câncer de pulmão e pele. Através desses 

bancos identificamos genes diferencialmente expressos (GDEs), de acordo com a 

expressão de EHMT1/EHMT2, processos biológicos modulados por essas enzimas e o 

impacto delas na sobrevida de pacientes com câncer de pulmão e de pele. Inicialmente, 

células MeWo e A549 foram tratados com UNC0646 e pelo ensaio MTT investigamos o 

impacto da inibição de EHMT1/EHMT2 na proliferação/viabilidade celular. Então, 

considerando o EC50 e EC75 determinados após o ensaio MTT, investigamos a 

ocorrência de apoptose celular por Citometria de Fluxo (Anexina-V/iodeto de propídio-

IP), a produção de lactato desidrogenase (LDH) por ensaio de colorimetria e a atividade 

da caspase 3/7 por luminescência. Avaliamos a integridade do potencial de membrana 

mitocondrial usando sonda rodamina 123, geração de EROs, capacidade migratória, 

progressão do ciclo celular e a proliferação das linhagens celulares, após inibição de 

EHMT1/EHMT2. Por fim, o perfil transcricional de genes relacionados à proliferação, 

morte celular e migração foram avaliados. A inibição das enzimas EHMT1/EHMT2 
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provocou uma diminuição significativa na viabilidade das células MeWo e A549, de 

forma dose-dependente. Em seguida, identificamos pelo ensaio de anexina/IP morte 

celular associada a apoptose celular. Além disso, a inibição de EHMT1/EHMT2 também 

promoveu aumento do LDH, despolarização do potencial de membrana mitocondrial, 

produção EROs, além da ativação de caspases 3/7. Observamos que a inibição de 

EHMT1/EHMT2 afetou também a capacidade migratória da linhagem A549 e o perfil 

proliferativo após 48 horas de tratamento. Curiosamente, a modificação de 

EHMT1/EHMT2 modulou a expressão gênica BCL2, NLRP1, KI67, CDK1, CDK2 em 

A549 e BAX, BAK, BCL2, CDK1 na MeWo. Finalmente, nossa análise in silico reforça a 

importância de EHMT1/EHMT2 nos modelos de câncer investigados, ponderando que 

alguns processos biológicos importantes são afetados, como apoptose. Nossos resultados 

indicam que a inibição de EHMT1/EHMT2 promove a morte celular em câncer de pele e 

pulmão. Esses achados são importantes e sugerem que essas histonas metiltransferases 

podem ser alvo epigenético para o tratamento de adenocarcinoma pulmonar e melanoma 

maligno. 

 

Palavras-Chave: Metiltransferase, Morte celular, Câncer de Pulmão, Melanoma, 

EHMT1/EHMT2. 



 

15 

 

ABSTRACT  

 

Epigenetic modifications, including DNA methylation and histone modification, 

control gene expression and play a crucial role in tumorigenesis. The EHMT family of 

histone methyltransferases-consisting of EHMT1 and EHMT2-is dysregulated in various 

cancers. In this study, we investigated the effects of EHMT1/EHMT2 on cancer cell lines, 

MeWo and A549. For this purpose, we used the selective inhibitor of EHMT1/EHMT2, 

UNC0646, and examined the following processes: Cell proliferation, viability, death, 

mitochondrial function, generation of reactive oxygen species (ROS), migration and gene 

expression. In addition, we performed in silico analyses and searched public databases of 

clinical and laboratory data from lung and skin cancer samples. Through these databases, 

we identified genes that are differentially expressed (GDE) according to the expression 

of EHMT1/EHMT2, biological processes modulated by these enzymes, and their impact 

on the survival of patients with lung and skin cancer. Then, considering the right IC50 

and IC75 after MTT assay, we examined the occurrence of cellular apoptosis by flow 

cytometry (Annexin V/propidium iodide -PI), the production of lactate dehydrogenase 

(LDH) by colorimetric assay, and the activity of caspase 3/7 by luminescence. We 

examined the integrity of mitochondrial membrane potential using the rhodamine 123 

probe, generation of ROS, migratory ability, cell cycle progression, and proliferation of 

cell lines after inhibition of EHMT1/EHMT2. Finally, the transcriptional profile of genes 

related to proliferation, cell death and migration were examined. Inhibition of 

EHMT1/EHMT2 enzymes caused a significant decrease in the viability of MeWo and 

A549 cells in a dose-dependent manner. Subsequently, we identified cell death associated 

with cell apoptosis by the annexin-V/PI assay. In addition, we observed that inhibition of 

EHMT1/EHMT2 also promoted an increase in LDH, depolarization of mitochondrial 
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membrane potential, production of ROS, and activation of caspases 3/7. Furthermore, the 

influence of EHMT1/EHMT2 affected A549 migratory ability and proliferation profile 

after 48 hours of treatment. Interestingly, EHMT1/EHMT2 modification modulated 

BCL2, NLRP1, KI67, CDK1 gene expression in A549 and BAX, BAK, BCL2, CDK1 in 

MeWo. Finally, our in silico analysis highlights the importance of EHMT1/EHMT2 in 

the cancer models studied, considering that some important biological processes are 

affected, including apoptosis and necrosis. Our results show that inhibition of 

EHMT1/EHMT2 promotes cell death in skin and lung cancer. These results are important 

and suggest that these histone methyltransferases may be epigenetic targets for the 

treatment of lung adenocarcinoma and malignant melanoma. 

 

Keywords: Methyltransferase, Cell death, Lung cancer, Melanoma, EHMT1/EHMT2. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer: definição 

O câncer é uma das principais causas de morte em todo o mundo, tendo sido 

responsável por quase 10 milhões de óbitos em 2020. Segundo a Organização Mundial 

da Saúde (OMS), os canceres mais letais em 2021 foram câncer de pulmão, de cólon e 

reto, de fígado, de estômago e de mama (WHO, 2021). Estima-se que o número de casos 

e mortes por câncer aumente rapidamente à medida que a população cresce, envelhece e 

adota comportamentos de estilo de vida que aumentam o risco para a doença (TORRE et 

al., 2016). 

 O termo “câncer” abrange mais de 100 diferentes tipos de doenças malignas que 

têm em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos ou 

órgãos. Esses diversos tipos de câncer se desenvolvem dos vários tipos de células do 

corpo, como exemplo, quando iniciam em tecidos epiteliais, pele ou mucosas, são 

denominados carcinomas. Outra característica que diferenciam os diversos tipos de 

câncer entre si são a velocidade de multiplicação das células e a capacidade metastática, 

em que as células invadem tecidos e órgãos vizinhos ou distantes (Figura 1) (INCA, 

2020).  

 

 

 

 

Figura 1. Processo de Metástase. Esse processo envolve a disseminação de células cancerosas de uma 

lesão primária para órgãos vizinhos ou distais. Fonte: INCA, 2020. 
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A metástase é a principal causa da letalidade do câncer, envolvendo uma 

variedade de mecanismos celulares, que incluem invasão do estroma, fuga da vigilância 

imunológica, modulação do microambiente do tecido e resistência à terapêutica 

(FISCHER et al., 2015; SUHAIL et al., 2019).  

As células cancerosas são células transformadas, caracterizadas pela aquisição de 

uma série de mudanças que lhes permitem formar tumores. Além disso, essas células 

podem se comportar de maneiras diferentes, de acordo com as mudanças genéticas que 

estão por trás desta transformação (CREE, 2011). Por definição, o câncer é uma doença 

de mutações somáticas que selecionam um fenótipo invasivo e proliferativo. Ao longo da 

trajetória evolutiva de um câncer, diferentes populações geneticamente heterogêneas de 

células cancerosas tendem a evoluir e interagir dinamicamente umas com as outras. Esta 

heterogeneidade genética intratumoral contribui para a resistência às terapias 

direcionadas (YATES; CAMPBELL, 2012: BASLAN; HICKS, 2017). 

 

1.1.1 Melanoma 

Incidência 

O melanoma maligno é um tumor altamente agressivo e de mau prognóstico 

(HUANG, 2018), devido à sua alta possibilidade de provocar metástase.  No entanto, o 

prognóstico desse tipo de câncer pode ser considerado bom se detectado em fase inicial 

(INCA, 2021a). A maioria dos casos afeta principalmente indivíduos idosos, com 

incidência e taxas de mortalidade mais altas entre os homens brancos. Porém, o melanoma 

é o terceiro tipo de câncer mais comum em adolescentes e adultos jovens com idades 

entre 15 e 39 anos (O'NEILL; SCOGGINS, 2019.). No Brasil, embora o câncer de pele 

seja o mais frequente e corresponda a cerca de 30% de todos os tumores malignos 
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registrados no país, o melanoma representa apenas 3% das neoplasias malignas do órgão 

(INCA, 2021a). 

Fatores de risco 

Devido à diversa etiologia e à heterogeneidade da doença, o melanoma é 

considerado uma doença multifatorial, com fatores de risco genéticos, fenotípicos e 

ambientais que contribuem para a predisposição desse câncer (READ; WADT; 

HAYWARD, 2016; RASTRELLI et al., 2014). O fator de risco ambiental mais 

importante e potencialmente modificável para o desenvolvimento do melanoma maligno 

é a exposição aos raios ultravioleta, devido ao seu efeito genotóxico (RASTRELLI et al., 

2014). A maioria das alterações genéticas da doença ocorre como mutações adquiridas 

aleatoriamente nos melanócitos, e o acúmulo de alterações genômicas contribui para o 

desenvolvimento, progressão e evolução do melanoma (READ; WADT; HAYWARD, 

2016). 

Os melanomas estão associados a várias alterações genéticas somáticas, as mais 

frequentes alterações são detectadas em melanomas cutâneos expostos ao sol 

cronicamente ou intermitentes, que afetam genes que controlam processos celulares 

central como proliferação (BRAF, NRAS e NF1), crescimento e metabolismo (PTEN e 

KIT), resistência à apoptose (TP53), controle do ciclo celular (CDKN2A) e tempo de vida 

replicativo (TERT) (READ; WADT; HAYWARD, 2016; LEONARDI et al., 2018). Essas 

alterações genômicas normalmente levam à ativação aberrante de duas principais vias de 

sinalização no melanoma: A cascata de sinalização RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK) e a 

PI3K/AKT. A via MAPK está envolvida na transdução de sinais extracelulares, como 

fatores de crescimento e hormônios, para o núcleo, levando à expressão de genes que são 

centrais na proliferação, diferenciação e sobrevivência celular. A via PI3K está 

normalmente envolvida na homeostase celular. As anormalidades genéticas mais 
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frequentes são as mutações BRAF (37 a 50%), a maior frequência em melanomas 

cutâneos derivados de danos por exposição solar intermitente (LEONARDI et al., 2018). 

Origem 

O melanoma se inicia nos melanócitos, localizado na camada epidérmica basal 

(Figura 2). O melanócito se origina de células da crista neural (MORAN et al., 2018) que 

podem ser encontradas principalmente na epiderme basal e nos folículos pilosos, ao longo 

das superfícies mucosas, meninges e na camada coroide do olho. Em resposta ao dano ao 

DNA induzido por UV, os queratinócitos da pele produzem o hormônio estimulante de 

melanócitos (MSH) que se liga ao receptor de melanocortina 1 (MC1R) nos melanócitos 

que então produzem e liberam melanina (LEONARDI et al., 2018). A melanina 

desempenha um papel crucial na dispersão da radiação ultravioleta (UV) e na absorção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) que são liberadas no citoplasma como resultado, 

evitando assim outras alterações no DNA (MORAN et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/melanocyte
https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/neural-crest
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Figura 2. Epiderme saudável e a origem celular de alguns tipos de câncer de pele. O câncer de pele 

começa nas células que compõem a camada externa da pele, a epiderme. O melanoma surge dos 

melanócitos que são células pigmentares. Adaptado: Mayo Foundation for Medical Education and 

Research, 2023. 

 

A grande maioria dos melanomas cutâneos surgem de melanócitos na epiderme e 

a maioria evolui por 2 principais estágios de progressão. No primeiro deles, as lesões 

iniciais podem ser reconhecidas como uma mancha ou placa pigmentada, que se expande 

aproximadamente ao longo dos raios de um círculo imperfeito no eixo horizontal dentro 

da pele, denominada fase de crescimento radial (FCR). No outro estágio de progressão, 

um tumor formado pode infiltrar a derme ou elevar a epiderme para formar um nódulo, 

cuja direção de crescimento inclui o eixo vertical (abaixo e/ou acima do nível da pele), 

denominado fase de crescimento vertical (FCV). Os melanomas "apenas FCR" têm um 

prognóstico excelente, enquanto as lesões FCV têm potencial para metástase (ELDER et 

al., 2020).  

O processo de metástase de células de melanoma de um tumor primário para um 

órgão secundário geralmente envolve as seguintes etapas: descolamento do tumor 

primário, invasão nos vasos sanguíneos ou linfáticos (intravasamento), sobrevivência na 

circulação, adesão ao sangue ou parede do vaso linfático, evasão dos vasos 

(extravasamento), parada e colonização em órgão secundário (HUANG; ROFSTAD, 

2018). 

Classificação 

O melanoma pode ser classificado amplamente em cutâneo e extracutâneo. Os 

melanomas extracutâneos incluem ocular, mucosa e leptomeníngeo. Os melanomas 

cutâneos são o tipo mais comum de melanomas malignos (CHOPRA; SHARMA; RAO, 

2020). Em relação às características clínicas e histológicas, o melanoma pode ser dividido 
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em 4 subtipos principais: extensivo superficial, nodular, lentigo maligno e acral-

lentiginoso (CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020; RASTRELLI et al., 2014).  

Melanoma extensivo superficial é o tipo mais comum de melanoma, 

correspondendo a aproximadamente 70% dos casos. Está relacionado com a exposição 

intermitente ao sol e associado a um bom prognóstico. O Melanoma nodular é responsável 

por 5% dos melanomas, está relacionado com a exposição intermitente ao sol, é mais 

comum em homens com idade entre 50 e 60 anos. Os melanomas nodulares costumam 

ser ulcerados, apenas com uma fase de crescimento vertical correlacionada com maior 

taxa de metástase (RASTRELLI et al., 2014). Sendo relatado como mais agressivo em 

comparação com outros tipos de melanomas (CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020).  

O Melanoma lentigo maligno é responsável por 4% a 15% dos melanomas 

cutâneos, correlaciona-se com a exposição solar a longo prazo. Esse câncer pode evoluir 

por décadas antes de invadir a derme papilar. Já o melanoma acral lentiginoso 

corresponde a 5% dos melanomas em pessoas brancas, mas é o tipo mais comum de 

melanoma entre pacientes asiáticos, hispânicos e africanos (RASTRELLI et al., 2014). A 

lesão normalmente é pigmentada ou amelanótica, o local mais comum é a superfície 

plantar (CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020). 

Diagnóstico 

O padrão ouro para o diagnóstico de melanoma continua sendo a histopatologia, 

em conjunto com as características clínicas, no entanto há contribuições da imuno-

histoquímica e dos avanços recentes na análise genômica de tumores (ELDER et al., 

2020). As características clínicas do melanoma incluem superfície elevada irregular, 

forma assimétrica, perímetro irregular, cor variada, mudança de aparência, ulcerações 

superficiais, sangramento, inflamação, coceira e dor (KOZOVSKA; GABRISOVA; 
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KUCEROVA, 2016). A regra ABCDE (RIGEL et al., 2005) pode ser usada para 

distinguir entre lesões benignas e malignas, sendo que define-se para A: assimetria, B: 

borda irregular, C: cor não homogênea, D: diâmetro > 6 mm, E: evolução recente 

(modificação no tamanho, forma, cor) (Figura 3). Para confirmar o diagnóstico da doença, 

é realizado um exame histológico. O sistema tumor, nódulo, metastase (TNM) do 

American Join Committee of Cancer (AJCC) atualizado em 2018 (GERSHENWALD et 

al., 2017) é usado para o estadiamento do melanoma. O sistema combina os atributos 

histológicos do tumor primário (T), a presença e extensão da doença do linfonodo 

próximos (N) e a presença e extensão da metástase à distância (M), os médicos são 

capazes de atribuir aos pacientes um agrupamento de estágios fortemente relacionado à 

sobrevivência e ao prognóstico (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 3. Critério ABCDE. Pigmentações malignas e benignas baseadas no método ABCDE onde “A” 

significa assimetria, “B” significa irregularidade da borda, “C” significa cor, “D” significa diâmetro e “E” 

significa evolução. Adaptado do: HC Marbella International Hospital, 2020. 
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A remoção cirúrgica do tumor e do tecido saudável circundante é o tratamento 

primário para melanoma localizado, seguido da biópsia do linfonodo sentinela para 

tumores com mais de 0,8mm de espessura ou ulcerados. Em pacientes com doença 

metastática, o tratamento cirúrgico não é curativo e outra linha de tratamento deve ser 

adotada, como as terapias medicamentosas. Até pouco tempo, a única opção de 

tratamento para pacientes com melanoma metastático era a quimioterapia, (LEE et al., 

2013; DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019), no entanto, terapias direcionadas foram 

desenvolvidas para combater os defeitos moleculares presentes no melanoma. As 

abordagens mais promissoras incluem os inibidores de BRAF (proto-oncogene B-Raf), 

vemurafenibe e dabrafenibe, que foram aprovados para o tratamento de melanomas com 

mutação BRAF metastático. Embora sejam altamente eficazes em uma parte dos pacientes 

com mutação em BRAF, a maioria desenvolve resistência secundária em um curto período 

(REBECCA; SONDAK; SMALLEY, 2012; DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).  

Tratamento 

Nos últimos anos houve grandes avanços em tratamentos de imunoterapia para 

melanoma metastático. Os tratamentos mais eficazes são os inibidores e anticorpos que 

atuam em moléculas checkpoints, principalmente contra PD1, PD-L1/2 e CTLA-4 

(DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).  Na superfície das células T a proteína PD-1, 

quando sinalizada por seu ligante (PD-L1/2), leva à inibição do sistema imunológico, 

promovendo tolerância e prevenção da autoimunidade (PASSARELLI et al., 2017; 

DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). A proteína 4 associada a linfócitos T citotóxicos 

(CTLA-4) é expressa constitutivamente em células T-reg e reconhece o receptor B7-1/2 

em células apresentadoras de antígenos. CTLA-4 compete com CD28 nas células T pela 

ligação a B7-1/2, sendo que quando o CTLA-4 se liga a B7-1/2 há repressão da resposta 
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imune, ao contrário do que ocorre quando há ligação de CD28 (PRIETO et al. 2012; 

DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). O tratamento com anticorpos para PD-1, PD-L1/2 

e CTLA-4 bloqueia efetivamente a ligação aos respectivos ligantes e o sinal 

correspondente que causa tolerância, permitindo a estimulação da resposta imune.  

Existem três drogas inibidoras de moléculas checkpoints que foram aprovadas para uso 

no tratamento do melanoma: o anticorpo anti-CTLA-4 ipilimumabe e dois anticorpos 

anti-PD-1 nivolumabe e pembrolizumabe (TOPALIAN; DRAKE; PARDOLL, 2015; 

DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).  Embora os inibidores de checkpoint tenham 

permitido avanços importantes, a inibição promove a tolerância das células próprias 

gerando efeitos colaterais que podem ser graves. Além disso, uma parte dos pacientes não 

responde a essas drogas e os pacientes que respondem desenvolvem com frequência 

resistência secundária.  Como os tratamentos são caros e os efeitos colaterais podem ser 

graves, há grande interesse da comunidade científica em encontrar outros alvos 

terapêuticos (GEORGE; ARMENIO; KATZ, 2017; DAVIS; SHALIN; TACKETT, 

2019). 

 

1.1.2 Câncer de Pulmão 

Incidência 

O câncer de pulmão é o segundo câncer mais comum em homens e mulheres no 

Brasil. Desde 1985, esse é um dos principais canceres em termos de incidência e 

mortalidade em todo mundo. Cerca de 13% de todos os casos novos de câncer são de 

pulmão (INCA, 2021b). A estimativa mundial de 2020 apontou incidência de 2,2 milhões 

de novos casos de câncer e 1,8 milhão de mortes, o câncer de pulmão foi a principal causa 
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de morte por câncer em 2020, representando aproximadamente um em cada 5 (18,0%) 

óbitos por câncer (SUNG et al., 2021).  

Fatores de Risco 

O tabagismo e a exposição passiva ao tabaco são importantes fatores de risco 

(Tabela 1) para o desenvolvimento de câncer de pulmão. Em cerca de 85% dos casos 

diagnosticados, o câncer de pulmão está associado ao consumo de derivados de tabaco. 

Entretanto, a exposição à poluição do ar, infecções pulmonares de repetição, doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), fatores genéticos e história familiar de câncer de 

pulmão favorecem ao desenvolvimento desse tipo de câncer (INCA, 2021b). 

 

Tabela 1. Principais fatores de risco para o câncer de pulmão. 

Fator de risco Magnitude da associação * 

Tabagismo Risco de 20 vezes maior 

Fumante passivo 5% a 28% de aumento do risco 

Cigarros eletrônicos Desconhecido 

Charutos, cachimbos e narguilés Risco aumentado de 1,9 a 4,6 vezes 

Maconha Nenhum risco conhecido 

Radônio 14% a 29% de aumento do risco 

Amianto 12% a 24% de aumento do risco 

História de DPOC, enfisema ou bronquite crônica Risco 2 a 3 vezes maior 

História de asma 28% a 44% de aumento do risco 

História de pneumonia 30% a 57% de aumento do risco 

História de Chlamydia pneumoniae Risco aumentado de 1,2 a 2,4 vezes 

História da tuberculose 48% a 76% de aumento do risco 

HIV Risco 2 vezes maior 

* comparação em relação a quem nunca fumou. Fonte: SCHABATH; COTE, 2019 
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O câncer de pulmão é um câncer altamente invasivo, com metástase rápida e 

prevalente. As células do câncer de pulmão têm defeitos nas sinalizações que regulam a 

proliferação celular normal e a homeostase. Acredita-se que a transformação de um 

fenótipo normal para maligno ocorre em várias etapas, por alterações genéticas e 

epigenéticas, evoluindo para um câncer invasivo por expansão clonal, por último, 

metástase e resistência à terapia. Várias alterações genéticas direcionáveis foram 

identificadas no câncer de pulmão incluindo: mutações de vários proto-oncogenes, como 

KRAS, EGFR, BRAF, PI3K, MEK e HER2; reorganizações estruturais em ALK, ROS1 

e possivelmente RET; amplificação de proto-oncogenes como MET em 

adenocarcinomas, FGFR1 e DDR2 em carcinomas de células escamosas de pulmão; hiper 

expressão de genes oncogênicos por microRNAs (miRNAs); inativação de genes 

supressores de tumor, como TP53, RB1, CDKN2A, FHIT, RASSF1A e PTEN; aumento 

da atividade da telomerase, que contribui para a imortalidade celular (LEMJABBAR-

ALAOUI et al., 2015). 

Classificação 

O câncer de pulmão constitui um grupo de tumores heterogêneos, com diversos 

tipos de diferenciação, reconhecidos pela classificação da OMS de tumores de pulmão. A 

heterogeneidade tumoral tem sido descrita em vários tumores e tem sido tratada de várias 

maneiras: histológica, celular e molecular/genética. A heterogeneidade do tumor tem um 

impacto importante não apenas na classificação do tumor, mas também na definição do 

prognóstico e na decisão terapêutica (DE SOUSA; CARVALHO, 2018). 

Os cânceres de pulmão são tradicionalmente divididos em carcinoma de -células 

não pequenas (CPCNP) e carcinoma de células pequenas (CPCP), sendo o primeiro 

responsável por aproximadamente 80% dos casos e o último por 20%. Devido à grande 

diversidade do CPCNP há uma subclassificação (LEMJABBAR-ALAOUI et al., 2015; 
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ZHENG, 2016; SCHABATH; COTE, 2019) de acordo com a Classificação de Tumores 

Pulmonares da Organização Mundial da Saúde (OMS) de 2015 (TRAVIS et al., 2015), 

além do CPCP, agora existem outros 3 tipos principais de câncer de pulmão, incluindo 

carcinoma de células escamosas (CPCE), adenocarcinoma e carcinoma de células grandes 

(CPCG). Esses tipos principais podem ser ainda subclassificados em subtipos mais 

específicos (TRAVIS, 2020).  

Os carcinomas de células pequenas ou CPCP tem uma forte relação com o 

tabagismo, já que está presente em praticamente todos os casos (LEWIS et al., 2014). O 

CPCP é uma doença maligna altamente agressiva, em que os pacientes geralmente 

apresentam metástase no início da doença (PLANCHARD; LE PÉCHOUX, 2011; 

ZHENG, 2016). O Carcinoma pulmonar de células escamosas (CPCE) representa cerca 

de 20% dos cânceres de pulmão (LEWIS et al., 2014) e sua incidência diminuiu nas 

últimas décadas, geralmente ocorre na porção central do pulmão, ao longo das principais 

vias aéreas (BRAMBILLA et al., 2014; ZHENG, 2016).  

O adenocarcinoma pulmonar (ACP) é o tipo mais comum de câncer de pulmão, 

respondendo por mais de 40% dos cânceres de pulmão e 60% do CPCNP (LEWIS et al., 

2014). O ACP comumente forma uma massa localizada perifericamente com fibrose 

central e enrugamento pleural. Por definição, o ACP é uma neoplasia epitelial maligna 

com diferenciação glandular ou produção de mucina (TACHA, et al., 2012; ZHENG, 

2016).  O carcinoma pulmonar de células grandes (CPCG) representa uma minoria de 

casos de CPNPC, menos de 3% dos cânceres de pulmão, são desprovidos de diferenciação 

específica de linhagem (LEWIS et al., 2014 e ZHENG, 2016).   

Diagnóstico 
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O diagnóstico e a classificação do câncer de pulmão fornecem informações 

essenciais para o prognóstico e orientam a seleção de regimes terapêuticos (ZHENG, 

2016). O estudo inicial deve ser uma radiografia de tórax, seguido por uma tomografia 

computadorizada com contraste, em caso de dúvidas (LATIMER, 2018). A maioria dos 

cânceres de pulmão se apresenta em estágio avançado, exigindo biópsia de tecido ou 

diagnóstico de citologia. O objetivo da biópsia de tecido inclui o estabelecimento do 

diagnóstico de malignidade com base em achados histomorfológicos, classificação do 

tipo e grau do tumor auxiliado por coloração imunohistoquímica e obtenção de material 

celular para teste molecular direcionado por terapia. A detecção de alterações genéticas 

específicas tem se mostrado eficaz em predizer a resposta ao tratamento e estratificar o 

prognóstico e é potencialmente aplicável na detecção precoce do câncer de pulmão 

(ZHENG, 2016). 

Tratamento 

As opções de tratamento para câncer de pulmão incluem cirurgia, radioterapia, 

quimioterapia e terapia direcionada. As recomendações das modalidades terapêuticas 

dependem de vários fatores, incluindo o tipo e o estágio do câncer (LEMJABBAR-

ALAOUI et al., 2015). Quando viável, o procedimento cirúrgico continua sendo o 

tratamento de escolha para tumores localizados em estágio inicial e pode ser 

curativa. Após a cirurgia, a quimioterapia adjuvante é prescrita para diminuir o risco de 

recorrência em pacientes com envolvimento de linfonodos. No entanto, a maioria dos 

cânceres de pulmão são descobertos em estágio avançado. Nesse caso, em pacientes 

devidamente selecionados, a quimioterapia e radioterapia adjuvante podem ser usadas 

para reduzir a massa tumoral para posterior procedimento cirúrgico.  Em geral, mais de 

80% dos pacientes recém-diagnosticados com câncer de pulmão recebem quimioterapia, 

sozinha ou em combinação com radioterapia (VISCONTI et al., 2017). 
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Nos últimos anos, novos medicamentos-alvo foram aprovados pela Food and 

Drug Administration (FDA) para o tratamento de CPCNP, que compreendem 

principalmente adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas, responsáveis por 

mais de 85% de todos os cânceres de pulmão. Drogas direcionadas a ALK, ROS e as vias 

EGF e VEGF têm sido particularmente benéficas para pacientes com CPCNP não 

escamosos. A aprovação muito recente de drogas direcionadas à via PD-L1 / PD-1 foi um 

avanço inovador, especialmente para o tratamento de CPCE (VISCONTI et al., 2017). Os 

medicamentos que bloqueiam a ligação de PD-L1 ao seu receptor, como nivolumabe e 

pembrolizumabe, aumentam a imunidade contra uma ampla variedade de cânceres, 

incluindo CPCNP (CATAKOVIC et al., 2017). No entanto, os efeitos de longo prazo das 

terapias de câncer alvo são limitados principalmente pela resistência adquirida. Portanto, 

a busca por novas opções terapêuticas sempre requer esforços, pois o câncer de pulmão 

ainda é a principal causa de mortalidade relacionada ao câncer (VISCONTI et al., 2017).  

 

1.2 Epigenética  

Diversas anormalidades epigenéticas estão associadas ao desenvolvimento e 

progressão do câncer. A regulação epigenética envolve mecanismos responsáveis por 

controlar a acessibilidade física da região promotora à maquinaria de transcrição através 

da metilação do DNA, expressão de RNA não codificante, inativação da cromatina e 

modificação covalente de histonas (CAO, H et al., 2019). 

Nas células eucarióticas, o DNA é compactado como cromatina (Figura 4), cujas 

unidades funcionais são os nucleossomos. Cada nucleossomo é composto por um 

octâmero de quatro histonas centrais (H3, H4, H2A e H2B), ao redor do qual estão 

envolvidos 147 pares de bases de DNA (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; 
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DAWSON; KOUZARIDES, 2012; AUDIA; CAMPBELL, 2016; 

ZHAO; SHILATIFARD, 2019). A cromatina pode ser subdividida em duas regiões 

principais: heterocromatina, que é altamente condensada, tem uma replicação tardia e 

contém principalmente genes inativos; e eucromatina, que é relativamente aberta e 

contém a maioria dos genes ativos (DAWSON; KOUZARIDES, 2012).  

 

 

 

 

Figura 4. Estrutura da cromatina. As modificações epigenéticas podem ocorrem diretamente no DNA 

como nas caudas das histonas. Adaptado: GEN, 2023. 

 

As proteínas histonas são globulares e cada uma possui uma cadeia lateral 

característica, ou cauda, que é densamente povoada com resíduos básicos de lisina e 

arginina. As caudas das histonas estão sujeitas a extensas modificações pós-traducionais 

covalentes (MPTs) que cooperam para o estado da cromatina. Algumas MPTs podem 

alterar a densidade de carga entre as histonas e o DNA, afetando a organização da 

cromatina e os processos transcricionais subjacentes, mas também podem servir como 

módulos de reconhecimento para proteínas de ligação específicas 

(AUDIA; CAMPBELL, 2016; ZHAO; SHILATIFARD, 2019). 

As MPTs de histonas medeiam uma variedade de processos biológicos críticos, 

geralmente por meio de modificação da cromatina que conduz à expressão ou repressão 

de genes alvo. A maior parte da literatura concentra-se na acetilação, metilação e 
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fosforilação.  No entanto, as histonas também podem ser modificadas de outras maneiras, 

como citrulinação, ubiquitinação, ADP-ribosilação, desaminação, 

formilação, O- GlcNAcilação, propionilação, butirilação, crotonilação e isomerização de 

prolina. Alterações nos padrões de MPTs de histonas têm sido amplamente associadas ao 

câncer, tanto em nível global em todo o genoma e em loci de genes específicos 

(AUDIA; CAMPBELL, 2016). Um equilíbrio entre modificações e modificadores 

específicos é mantido no estado estacionário da célula para manter a estrutura da 

cromatina, executar o programa de expressão gênica adequado e controlar o resultado 

biológico. Uma vez que o equilíbrio é interrompido, os fenótipos celulares podem ser 

alterados e preparados para o início e progressão da doença (ZHAO; SHILATIFARD, 

2019). 

 

1.2.1  Histona lisina metiltransferases  

 A metilação das histonas é um processo dinâmico com papéis chave no 

desenvolvimento e diferenciação. Os níveis aberrantes de metilação das histonas 

provavelmente desempenham um papel na tumorigênese. A metilação da histona está 

intimamente associada à regulação da transcrição, influenciando a arquitetura da 

cromatina, recrutando fatores de transcrição, interagindo com fatores de iniciação e 

alongamento e afetando o processamento do RNA (ZHAO; SHILATIFARD, 2019). 

As histonas são metiladas por várias histonas metiltransferases e a metilação é 

ativamente removida por histonas desmetilases (CASCIELLO et al., 2015). A metilação 

da histona ocorre nos átomos de nitrogênio da cadeia lateral de ambos os resíduos de 

lisina e arginina, sendo mais na histona H3 seguida por H4 (ZHAO; SHILATIFARD, 

2019). Cada lisina pode estar presente na forma de não metilado (me0), mono-metilado 
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(me1), di-metilado (me2) ou trimetilado (me3). A metilação da lisina pode ocorrer em 

posições distintas com atividade transcricional significativamente divergente. A 

metilação de H3K4 aumenta a transcrição do gene, enquanto a metilação de H3K9 e 

H3K27 causam o silenciamento do gene (JAMBHEKAR; HALL; SHI., 2019; 

RAHMAN, et al, 2021). 

Histona lisina metiltransferases (KMTs) são as enzimas envolvidas na transferência 

do grupo metil da S-adenosil-metionina para as caudas N-terminais dos resíduos de lisina 

presentes na histona (RAHMAN, et al, 2021). A família KMT1 contém pelo menos 

quatro membros em mamíferos, incluindo SUV39H1/2, G9a, GLP e SETDB1, com 

H3K9 como substrato para metilação, levando a marca de metilação associada à repressão 

transcricional (ZHAO; SHILATIFARD, 2019). EHMT2 (G9a) e sua proteína semelhante 

a EHMT2 análogo (GLP ou EHMT1) são proteínas de domínio SET conhecidas como 

KMTs que formam um complexo heterodimérico ativo que adicionam grupos mono-, di- 

e trimetil na histona H3K9 (H3K9me1, H3K9m2 e H3K9me3), H3K27 e H1. O domínio 

SET é o componente estrutural do G9a, composto por repetições de anquirina, que se 

envolvem nas interações proteína-proteína e nos sinais de localização nuclear da região 

N-terminal (RAHMAN et al., 2021). 

EHMT2 tem um papel fundamental no desenvolvimento de embriões, crescimento 

celular, autofagia, adipogênese e outros processos biológicos (SRINIVASAN et al., 

2019). Além disso, foi relatado que a expressão elevada de EHMT2 causa proliferação 

celular e metástase em vários cânceres humanos, como mama, ovário, cabeça e pescoço, 

gástrico, cólon, pulmão, bexiga, fígado, cervical, próstata, tumores neuroendócrinos e 

malignidades hematológicas (RAHMAN, et al, 2021). A di-metilação de H3K9 mediada 

por EHMT2 silencia os genes do antioncogene, resultando em um aumento potencial na 

proliferação de células cancerígenas Níveis elevados de EHMT2 foram comumente 
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correlacionados com níveis mais elevados de metilação, levando à supressão de 

importantes genes supressores de tumor. Níveis mais elevados de expressão de EHMT2 

também foram observados como associados a mau prognóstico em alguns tipos de câncer 

(CASCIELLO et al., 2015). 

Nos últimos anos, vários inibidores do EHMT2 foram descobertos e relatados. Esses 

compostos são baseados em diferentes modificações químicas. Os atuais inibidores de 

EHMT2 podem ser amplamente divididos em três grupos com base em seus tipos de 

ligação: 1) inibidores competitivos de substrato (peptídeo); 2) os inibidores competitivos 

do cofator SAM (S-adenosil-metionina); 3) inibidores cujo mecanismo inibitório 

permanece obscuro. Em geral, os inibidores competitivos de substrato tendem a ter 

melhor seletividade do que os inibidores de SAM contra EHMT2, pois se ligam 

especificamente ao local do substrato em EHMT2, em vez de competir com o SAM. (LIU 

et al., 2011; CAO, H et al., 2019). 

Uma das primeiras moléculas produzidas como inibidor de G9a foi BIX-01294 que 

competiu com SAM e antagonizou a atividade de G9a (CHANG et al., 2009). BIX-01294 

promoveu a morte celular dependente de autofagia e inibiu a proliferação de células 

cancerígenas em diferentes tipos de linhagens celulares de câncer através da inibição de 

G9a. Estudos de estrutura-atividade foram conduzidos em BIX-01294 para descobrir 

novos inibidores com potência e seletividade em relação a G9a e reduzir a toxicidade em 

células saudáveis, o que resultou nos compostos UNC0638, E72, DCG066 e A‐366 

(RAHMAN et al., 2021). As moléculas apresentaram farmacocinética melhorada com 

alta seletividade e baixa toxicidade para as células normais (LIU et al., 2013). UNC0638 

mostrou maior potência e alta especificidade para G9a e inibiu a proliferação celular nas 

linhas celulares de câncer de mama, câncer cervical e câncer de fígado (RAHMAN et al., 

2021).   
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O inibidor UNC0646 (Figura 5) foi inspirado pela alta potência celular de 

UNC0638. UNC0646 foi descoberto pela introdução de um grupo lipofílico nas posições 

4 e 7 de UNC0638, que melhorou a permeabilidade e, consequentemente, excelente 

relação entre potência e citotoxicidade. UNC0646 é altamente seletivo para 

EHMT2/EHMT1 (G9a/GLP) quando comparado a outras histonas metiltransferases 

como PKMTs (proteína lisina metiltransferases) e PRMTs (proteína arginina 

metiltransferases), incluindo SETD7, SUV39H2, SETD8 e PRMT (LIU et al., 2011; 

CAO, H et al., 2019).  

 

 

 

 

Figura 5. Estrutura dos inibidores competitivos de substrato, UNC0638 e UNC0646. Adaptado: CAO, 

H et al., 2019. 

 

1.2.2 Avanços terapêuticos contra o câncer com uso de drogas epigenéticas 

As modulações epigenéticas no câncer conferem à célula tumoral um fenótipo que 

pode desencadear o processo de carcinogênese, seguido de alterações genéticas, que 

propagam a tumorigênese. Essas alterações refletem no prognóstico e no tratamento. A 

variação epigenética de cada tipo de câncer ou mesmo de cada paciente pode ser essencial 

para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas (MIRANDA FURTADO et al., 

2019). Sendo assim, as alterações epigenéticas são atraentes para novos alvos terapêuticos 

por vários motivos, entre eles, as mutações recorrentes de moduladores epigenéticos e a 
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desregulação de características epigenéticas que são amplamente observadas em tumores. 

Além disso, as alterações epigenéticas em contraste com as alterações genéticas são 

possivelmente reversíveis (CAO; YAN, 2020).  

No decorrer dos anos, várias terapias epigenéticas para tratamento do câncer 

foram aprovadas pela FDA. No entanto, novos compostos de drogas epigenéticas 

(epidrogas) estão sendo constantemente avaliados quanto à citotoxicidade, parâmetros 

farmacológicos e para melhor compreender seu mecanismo de ação em estudos pré-

clínicos, bem como em ensaios clínicos para o desenvolvimento e liberação de novas 

terapias. A maioria dos compostos aprovados pelo FDA, incluindo a primeira epidroga 

aprovada para tratamento de câncer, Vorinostat® (2006), são inibidores de HDAC 

(HDACi), que apresentam resultados promissores em relação ao índice de seletividade e 

toxicidade (MIRANDA FURTADO et al., 2019). 

Atualmente, diversos agentes de direcionamento epigenético estão sob 

investigação clínica para o tratamento de tumores hematológicos e sólidos. Por exemplo, 

os inibidores que têm como alvo KMT6A (EZH2), KMT4 (DOT1L) e PRMT5, KDM1A 

(LSD1) e proteínas BET, entraram-se em testes clínicos (CAO; YAN, 2020). Ademais, 

surgiram novas, incluindo o uso de microRNA, combinações de múltiplas drogas e 

imunoterapia, ajudando a melhorar o tratamento do câncer e reduzir a resistência aos 

medicamentos (MIRANDA FURTADO et al., 2019).  

É importante destacar que embora tenham ocorrido avanços recentes quanto ao 

melhor entendimento da participação de EHMT1 e EHMT2 no desenvolvimento, 

progressão de alguns tipos de câncer e com relação a tumorigênese, as informações 

relativas ao envolvimento dessas enzimas metiltransferases no câncer de pulmão e 
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principalmente para melanoma são extremamente escassas, denotando que ambos são 

cânceres com mau prognóstico que evoluem para metástase. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A epigenética desempenha um papel vital em vários processos biológicos, como 

no desenvolvimento embrionário, na fisiopatologia de doenças e na apoptose celular. Nos 

últimos anos, tem se buscado desenvolver compostos que possam induzir a remodelação 

epigenética de modo a combater o câncer, considerando que o desequilíbrio epigenético 

é uma característica conhecida na origem, no desenvolvimento e na gravidade dos 

tumores. Entre os cânceres agressivos, que não possuem tratamento eficaz e que evoluem 

rapidamente para câncer metastático estão o melanoma e o câncer de pulmão. 

Considerando a relevância dos processos epigenéticos no câncer e a dificuldade em 

encontrar tratamento adequado, prognóstico ruim e gravidade do câncer de pulmão e 

melanoma, avaliamos neste trabalho a ação do inibidor UNC0646, seletivo para as 

metiltransferases EHMT1 e EHMT2, em mecanismos de morte celular de linhagens 

humanas de melanoma e adenocarcinoma de pulmão. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito anticâncer do inibidor de EHMT1/EHMT2 UNC0646 em 

linhagens humanas de melanoma e adenocarcinoma de pulmão. 

 

3.2 Objetivos específicos 

-Investigar o efeito do inibidor de EHMT1/EHMT2 UNC0646 sobre a viabilidade/ 

citotoxicidade celular em linhagens de melanoma e adenocarcionoma de pulmão. 

-Utilizar as linhagens A549 e MeWo para investigar o efeito de UNC0646 se afeta 

mecanismos essenciais na carcinogênese como morte celular, capacidade migratória, 

proliferação celular, geração de EROs, permeabilidade de membrana mitocondrial, 

expressão de genes relacionados aos processos. 

- Avaliação in silico da expressão de EHMT1 e EHMT2 em banco de dados de mRNA 

de pacientes com melanoma e adenocarcinoma de pulmão com relação à sobrevida e 

expressão de genes e processos enriquecidos. 
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4. METODOLOGIA  

4.1 Cultivo Celular  

 Neste trabalho utilizamos células humanas de adenocarcinoma pulmonar (A549 e 

Calu-3), melanoma (MeWo, WM164, SK-MEL-28) e fibroblasto humano (hFib). As 

informações e principais características das linhagens foram obtidas no site da American 

Type Culture Collection (ATCC) (www.atcc.org) para A549, Calu-3, MeWo e SK-MEL-

28, para a linhagem WM164 no site Rockland (www.rockland.com). Dentre as células de 

adenocarcinoma pulmonar, as células A549 são células epiteliais alveolares basais 

humana e foram derivadas do tecido de adenocarcinoma de um homem caucasiano de 58 

anos em meados de 1972. As células epiteliais Calu-3 foram isoladas de tecido pulmonar 

derivado de um paciente de 25 anos com adenocarcinoma pulmonar. Em relação às 

células de melanoma maligno, a linhagem MeWo apresenta uma morfologia 

fibroblastóide e foram derivadas do nódulo linfático, um sítio metastático, de um homem 

caucasiano de 78 anos, em 1974. As células de melanoma WM164 foram isoladas de uma 

região em metástase no braço de um homem de 22 anos com melanoma de disseminação 

superficial em estágio IV. Esta linhagem celular apresenta a mutação específica no gene 

BRAF e morfologicamente as células são arredondadas e levemente aderentes. As células 

SK-MEL-28 são melanócitos que apresentam uma morfologia poligonal e foram isolados 

do tecido cutâneo de um paciente masculino de 51 anos com melanoma maligno. A célula 

hFib foi derivada de abdômen humano saudável e nos foi cedida pela Profa. Dra. Juliana 

Lott de Carvalho, da Faculdade de Medicina-UnB. 

As linhagens MeWo, SK-MEL-28, WM164 e A549 foram cultivadas em meio 

RPMI1640 suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB), 100 µg/mL 

http://www.atcc.org/
http://www.rockland.com/
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penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutamina. A linhagem Calu-3 e as células 

primarias hFib foram mantidas em meio DMEM (high glucose) com 10% de SFB e 100 

µg/mL de penicilina/estreptomicina. As células, em sua totalidade, foram mantidas em 

estufa incubadora úmida com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.  

 

4.2 Viabilidade celular  

O efeito de inibição das metiltransferases da família EHMT sobre a 

viabilidade/citotoxicidade das células hFib, MeWo, SK-MEL-28, WM164, Calu-3 e 

A549 foi investigado pelo ensaio de MTT (3- [4, 5- dimethylthiazol-2-yl] -2, 5-

diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich). Em uma placa de 96 poços foram 

semeadas separadamente 7 x 103 células em meio RPMI1640 suplementado com 10% de 

SFB. As células foram tratadas com concentrações crescentes do inibidor UNC0646 

(Sigma-Aldrich) – 1 µM, 2 µM, 4 µM, 8 µM, 16 µM e 32 µM. Após adição do inibidor, 

as células permaneceram por 24 horas em incubadora a 37°C, com atmosfera úmida e 5% 

de CO2. Em seguida, foi adicionado 10 µL de MTT (5 mg/mL) aos poços e a placa foi 

submetida à incubação por 4 horas. Após esse período, o sobrenadante foi removido e foi 

adicionado 100 µL de Dimetilsulfóxido (DMSO) em cada poço. A placa foi mantida em 

bandeja agitadora por 15 min para dissolver os cristais de formazan. Em seguida, foi 

realizada a leitura da absorbância na leitora de placas DTX 800 Multimode Detector 

(Beckman Coulter) no comprimento de onda de 570 nm. Com base nos resultados obtidos 

no ensaio de MTT, estabelecemos por regressão linear, as concentrações do inibidor que 

reduziram a viabilidade celular em 25% (EC25), 50% (EC50) e 75% (EC75) das células, 

utilizando o software prisma 7. Para os demais ensaios, utilizamos as linhagens A549 e 

MeWo como modelos de câncer de pulmão e pele. 
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4.3 Ensaio de apoptose por Anexina-V e Iodeto de Propídeo 

Com as doses EC50 e EC75 do inibidor, avaliamos o efeito de UNC0646 sobre a 

apoptose celular. Para isso, cultivamos separadamente em placa de 12 poços, 7 x 104 

células A549 e MeWo por poço, em meio RPMI1640 suplementado com 10% de SFB. 

Essas células foram tratadas com o EC50 e o EC75 de UNC0646 por 24 horas, 

paralelamente ao grupo controle (não tratado). Após esse período, as células foram 

dissociadas com Accutase (Gilbco), recolhidas e lavadas com PBS gelado em 

centrifugação à 1100 rpm por 5 min. As células foram ressuspendidas no tampão de 

ligação (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4, 140 mM de NaCl, 4 mM de KCl e 0,75 mM 

de MgCl2) (TRAHTEMBERG et al., 2007) e no momento da marcação com Anexina-V 

FITC (BD Bioscience), foi adicionado em cada amostra 1,06 mM de CaCl2. Após a 

incubação, foi adicionado 200 μL de PBS nas amostras e, antes da aquisição, as células 

foram marcadas com Iodeto de Propídio (Thermo Fisher) ao abrigo de luz. Logo em 

seguida, 10.000 eventos de cada condição foram adquiridos no citômetro de fluxo 

(FACSCalibur, BD Bioscience). 

 

4.4 Liberação de Lactato Desidrogenase - LDH 

A liberação de LDH foi determinada por uso do kit CytoTox 96 Non-Radioactive 

Cytotoxicity Assay (Promega), seguindo as instruções do fabricante. A liberação de LDH 

é determinada com base na conversão de um sal de tetrazólio em um produto formazan. 

Em suma, as células MeWo e A549 foram plaqueadas a uma densidade de 7 x 104 células 

por poço e, depois das células aderirem ao fundo do poço, o inibidor UNC0646 (EC50 E 

EC75) foi adicionado nas amostras. Após 24 h, 100 µl do sobrenadante foi transferido 

para uma placa de 96 poços e adicionado de de 50 μl do reagente CytoTox-96. As células 
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foram, então, incubadas no escuro por 30 min à temperatura ambiente. Após a incubação, 

foi adicionado 50 μl da solução de parada. A absorbância foi determinada com um leitor 

de placas DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter) a 492 nm. 

 

4.5 Avaliação da atividade de CASPASE 3/7  

O kit Caspase-Glo® 3/7 Assay System (Promega) é um ensaio luminescente que 

mensura as atividades das caspases-3 e -7. As células MeWo e A549 foram plaqueadas a 

uma densidade de 20 × 103 células por poço, cultivadas em uma placa branca de 96 poços 

e expostas ao UNC0646 (EC50 e EC75) por 24 h. O kit Caspase-Glo 3/7 foi utilizado de 

acordo com as orientações do fabricante. Após o período de incubação, 100 μL do 

reagente Caspase-Glo 3/7 foi adicionado em cada amostra. Após agitação da placa entre 

300-500 rpm durante 30 s, as amostras foram incubadas por 60 min, em temperatura 

ambiente no escuro. A luminescência foi medida no equipamento Multimode Plate 

Reader (PerkinElmer). 

 

4.6 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

A sonda Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich) é um corante específico para 

a marcação mitocondrial em células vivas. Esta sonda foi utilizada para avaliação do 

potencial de membrana mitocondrial nas células. Em suma, 7 x 104 células foram tratadas 

por 24h com UNC0646 (EC50 e EC75) em placas de 12 poços. Após esse período, as 

células foram dissociadas com Accutase (Gilbco), recolhidas e lavadas com PBS. Após 

esta etapa, o pellet de células foi marcado com Rodamina 123 (5 µg/ mL diluído em 

RPMI-1640 sem soro), por 20 min em temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, foi 

feita a aquisição de 10.000 eventos por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD 
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Bioscience). Os resultados são apresentados em Mediana de Intensidade de fluorescência 

(MFI), obtidos após análise no software FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC). 

 

4.7 Geração de espécies reativas de oxigênio 

Avaliamos a geração de EROs pelas células expostas ao inibidor UNC0646 

utilizando o reagente 2'7'- diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA). O DCFH-DA é 

absorvido pelas células onde a esterase celular cliva a molécula resultando em DCFH. A 

oxidação por EROs converte DCFH em DCF, que emite sinal fluorescente (KIM; XUE, 

2020). Primeiramente, 7x104 células de A549 ou MeWo foram tratadas com UNC0646 

(EC50) por 24h em placa de 12 poços. Após o tempo de incubação, as células foram 

lavadas delicadamente com PBS. Para a avaliação da produção de EROs, 5µM DCFH-

DA em meio sem SFB foi adicionado nos poços e as células foram incubadas por 30 

minutos, protegidas da luz em estufa úmida. Em seguida, as células foram obtidas por uso 

de Accutase (Gilbco) e as suspensões celulares transferidas para tubos de citômetria. Os 

tubos foram centrifugados à 1100 rpm por 5 min e o sobrenadante descartado. Em 

seguida, as células foram ressuspendidas em PBS e 10.000 eventos de cada condição 

foram adquiridos no citômetro de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience). 

 

4.8 Ensaio de migração - técnica de “wound scratch assay” 

O protocolo de LIANG et al., (2007) foi seguido para avaliar o potencial de 

migração. As células foram plaqueadas em placas de 6 poços, contendo 1745 μL de meio 

RPMI1640 suplementado com 10% de SFB. Após as células atingirem aproximadamente 

80% de confluência, foram feitas “arranhaduras” no fundo do poço com auxílio de 
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ponteira p200. Em seguida, foi retirado o meio dos poços e as células foram lavadas por 

2 vezes com PBS. As doses EC25 e EC50 de UNC0646 foram realizadas e as culturas 

foram mantidas sem SFB. A migração celular foi acompanhada nos tempos 0, 24 h e 48 

h em uma região determinada da “arranhadura”, com auxílio de uma de máquina 

fotográfica. Por uso do ImageJ (National Institutes of Heath) analisamos a área de 

migração, nos diferentes tempos do experimento.  

 

4.9 Proliferação celular - CFSE 

O impacto do UNC0646 sobre a proliferação celular foi investigado por uso de 

Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE, Sigma-Aldrich), seguindo instruções do 

fabricante. O CFSE é um composto fluorescente que entra passivamente em células 

viáveis. Neste processo, a cada divisão celular uma célula divide seu conteúdo 

fluorescente para as células-filhas, de forma que cada geração fica com metade da 

fluorescência da geração anterior. Neste ensaio, as células previamente marcadas com 10 

µM de CFSE foram colocadas em cultura na concentração de 7 x 104 células por poço em 

placas de 12 poços. Após a adesão, as células receberam o tratamento com UNC0646 

(EC25 e EC50). Após 24h e 48h de tratamento, as células foram dissociadas, coletadas e 

10.000 eventos foram adquiridos no citômetro FACSCalibur (BD Bioscience). A análise 

dos dados foi feita por uso do software FlowJo 10.0.7 (FlowJo LLC). 

 

4.10 Análise de ciclo celular  

Para análise do ciclo celular foram cultivadas 1,75 x 105 células em uma placa de 

6 poços, contendo meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFB. As células foram 

tratadas com as doses de EC25 e EC50 de UNC0646 por 48 horas e cultivadas 
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paralelamente ao grupo controle. Após esse período, as células foram recolhidas dos 

respectivos poços, transferidas a tubo cônico tipo falcon e lavadas duas vezes com PBS. 

Após centrifugação a 2000 x g por 5 min, as amostras foram ressuspendidas gota a gota 

com 5 mL de metanol gelado no vortex e fixadas em gelo por 30 min. Após a fixação, os 

tubos foram centrifugados a 2000 x g por 5 min e lavados com PBS. As células foram 

ressuspendidas com 50 μL da solução de RNase (100 μg/mL) e incubadas por 15 min. 

Posteriormente, foi adicionado 400 μL da solução de Iodeto de Propídeo (50 μg/mL) e as 

amostras foram incubadas por 15 min ao abrigo de luz e em temperatura ambiente. Por 

fim, as células foram transferidas para tubos de citometria e adicionadas de 500 μL de 

PBS. A leitura foi realizada no citômetro FACSCalibur (BD Bioscience), após aquisição 

de 100.000 eventos. 

 

4.11 Extração de RNA e transcrição reversa  

Para a extração de RNA, 1,75 x 105 células foram cultivadas em uma placa de 6 

poços contendo meio RPMI1640 suplementado com 10% SFB. As células foram tratadas 

com as doses de EC50 do UNC0646, por 24 horas. Dado o período de incubação, o RNA 

foi extraído pelo método de TRIZOL-LS (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. 

A quantidade e a qualidade do RNA obtido foram verificadas no espectrofotômetro 

NanoVue™ (GE Healthcare) e a transcrição reversa das amostras foi realizada por uso 

do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher), no termociclador 

(BioRad), seguindo as orientações do fabricante. 
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4.12 PCR em tempo real 

     Por PCR em tempo real realizamos a análise quantitativa da expressão gênica 

(Tabela 2) usando a metodologia SYBR Green (Thermo Fisher) e o equipamento 

QuantStudio 1 (Thermo Fisher). As reações de PCR em tempo real foram realizadas em 

duplicata e a análise da expressão gênica relativa ocorreu pela metodologia de ΔΔCt 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001). Para normalização da amostra, as 

diferenças dos ciclos limiares (ΔCt) foram obtidas pela diferença no valor Ct entre os 

genes alvo e o de referência interno (GAPDH). Os valores médios de Ct obtidos das 

linhagens sem tratamento foram usados como referência. 
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Tabela 2. Sequência dos primers utilizados no estudo.  

 

Gene Sequência (5’ – 3’) 

GAPDH F-TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCAGCT 

R-GGTGGTCCAGGGGTCTTAC 

GSDMD F-ATGAGGTGCCTCCACAACTTCC 

R- CCAGTTCCTTGGAGATGGTCTC 

CASP1 F- AAGACCCGAGCTTTGATTGACTC 

R – AAATCTCTGCCGACTTTTGTTTCC 

CASP8 F- GGATGGCCACTGTGAATAACTG 

R- TCGAGGACATCGCTCTCTCA 

CASP2 F- ACAAAAGTGGCAGTGTGCCT 

R- TCCTTGCTGGTCAACCTGA 

CASP3 F – CTAGCGGATGGGTGCTATTG 

R – GATACACAGCCACAGGTATGAG 

P53 F- AGAAAACCTACCAGGGCAGC 

R- ACATCTTGTTGAGGGCAGGG 

BAX F – CAGACCGTGACCATCTTTGT 

R – GCCTCAGCCCATCTTCTTC 

BAK F – GTTTTCCGCAGCTACGTTTTT 

R – GCAGAGGTAAGGTGACCATCTC 

BCL2 F – CAAAGCTGCAGGCTGTTTAAG 

R - GTCTGTCTGTGTGTGTGATGT 

KI67 F – TAACACCATCAGCAGGGAAAG 

R – CTGCACTGGAGTTCCCATAAA 

CXCR4 CATCCTCATCCTGGCTTTCTT 

CACACCCTTGCTTGATGATTTC 

CDK1 F – CTTGGCTTCAAAGCTGGCTC 

R – GGGTATGGTAGATCCCGGCT 

CDK2 F – CCAGGAGTTACTTCTATGCCTGA 

R – TTCATCCAGGGGAGGTACAAC 

EHMT1 F- AGGATTGCTGTGTGAAAACCG 

R- CTCTGCTGAGCCTTCATCGG 

EHMT2 F- AAGGAGCCACGAGGGGTGTCC 

R- AGCTGCACAGGGGCAACTCC 

NLRP1 F – AAGGGGCAGGCCACTCTCCCTC 

R – TGAGGCAGAGATTTCTCTCCAG 

NLRP3 F- TCCTCGGTACTCAGCACTAATCAG 

R- GGTCGCCCAGGTCATTGTTG 

IL-1B F- AGAAGTACCTGAGCTCGCCA 

R- TGTTTAGGGCCATCAGCTTCA 
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4.13 Análise in silico   

4.13.1 cBioPortal 

O cBioPortal (https://www.cbioportal.org) é um site que explora dados genômicos 

multidimensionais de câncer (CERAMI et al., 2012). Usamos o portal para identificarmos 

GDEs, de acordo com a mediana de expressão de EHMT1 e EHMT2 em dados de 

sequenciamento de mRNA, como de Adenocarcinoma Pulmonar com amostras 586 

pacientes (The Cancer Genome Atlas - TCGA, Firehose Legacy) e o de Melanoma 

Cutâneo com amostras de 480 pacientes (TCGA, Firehose Legacy). Estes dados 

disponíveis no cBioPortal do TCGA são fornecidos pelo Firehose do Instituto Broad 

(Broad GDAC Firehose, 2016; DENG et al., 2016). 

4.13.2 DAVID 

A lista de genes enriquecidos pelas alterações de EHMT1 e EHMT2 nos dados 

encontrados no cBioPortal foram usados para análise funcional no banco de dados 

Anotação, Visualização, e Descoberta Integrada (DAVID; david.abcc.ncifcrf.gov), que 

fornece um conjunto de ferramentas de anotação funcional para grandes listas de genes 

(HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2009). 

4.13.1 OncoLnc 

Os dados para a análise de sobrevivência dos genes EHMT1 e EHMT2 foram 

coletados do OncoLnc (http://www.oncolnc.org/).  OncoLnc é uma ferramenta interativa 

para estudar correlações de sobrevivência com lncRNA, miRNA e mRNA do banco de 

dados do Atlas do Genoma do Câncer (TCGA) (ANAYA., 2016). 

 

http://www.oncolnc.org/
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4.14 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Prism 7 (GraphPad 

Software). O teste T foi utilizado para comparações numéricas entre dois grupos. 

Comparações incluindo mais grupos foram realizadas usando ANOVA. Os resultados 

foram expressos com média ± desvio padrão e o limiar de significância adotado foi de p < 

0,05.
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5. RESULTADOS 

5.1 Expressão de EHMT1 e EHMT2 nas células MeWo, A549 e hFib 

Avaliamos os níveis de expressão dos genes EHMT1 e EHMT2 nas células A549, 

MeWo e hFib. A expressão dos dois genes de interesse não apresentou diferença entre as 

linhagens e a célula controle (Figura 6A e B).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Expressão de EHMT1 e EHMT2 nas células hFib, A549 e MeWo. Entre as células 

investigadas não encontramos diferenças de expressão de EHMT1 (A) e EHMT2 (B). As reações foram 

realizadas em duplicatas e a expressão relativa foi obtida pelo método 2−ΔΔCt. Os dados representam 

média e desvio padrão, valor de p>0,05. 

 

5.2 Inibição de EHMT1/EHMT2 reduziu a viabilidade celular  

Com propósito de investigar o papel de EHMT1 e EHMT2 sobre a viabilidade 

celular nas células MeWo, SK-MEL-28, WM164, A549, Calu-3 e hFib (controle), 

realizamos o ensaio de MTT. Após 24 horas de incubação, as células tratadas com 

inibidor apresentaram diminuição significativa da viabilidade celular de maneira dose 

dependente. A partir desses resultados, por regressão não linear, identificamos as doses 

EC25, EC50 e EC75 do UNC0646 (Figura 7). Para os demais experimentos funcionais, 
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serão apresentados os dados com as linhagens A549 e MeWo, como modelo de câncer de 

pulmão e pele, respectivamente.  

 

 

 

      

 

 

 

 

 

Figura 7. A inibição de EHMT1 e EHMT2 reduz a viabilidade celular das células. Resultados 

encontrados por espectrofotometria para as células hFib (A), A549 (B), Calu-3 (C), MeWo (D), WM164 

(E) e SK-MEL-28 (F), tratadas por 24 horas com doses crescentes do inibidor UNC0646 (1, 2, 4, 8, 16 e 

32μM). Estes dados são apresentados em porcentagem de viabilidade, junto com os valores de EC25, EC50 

e EC75 (UNC0646). Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. ** significa 

p < 0,01; ***p< 0,001 e ****p < 0,0001. 

 

5.3 Inibição de EHMT1/EHMT2 induz apoptose nas linhagens A549 e MeWo 

Com o objetivo de verificar o efeito da inibição de EHMT1/EHMT2 sobre a 

apoptose das células MeWo e A549, tratamos as linhagens por 24 horas com as doses de 

UNC0646, EC50 e de EC75. Após esse período, avaliamos por citometria de fluxo a 

ocorrência de apoptose inicial (Anexina-V+/IP-), apoptose tardia (Anexina-V+/IP+) e de 

apoptose total (Anexina-V+). Observamos que a inibição química dessas enzimas nas 
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células A549 resultou em um aumento de apoptose inicial (p< 0,05, EC50; p <0,0001, 

EC75) e morte das células (apoptose total, p<0,001 para EC50 e p<0,0001 para EC75) 

Figura 8). Na linhagem MeWo notamos aumento de morte celular (apoptose tardia, p< 

0,01 no grupo com EC50 e p<0,0001 para EC75) e presença de células com marcação 

IP+ (p<0,001 e p<0,0001 para EC50 e EC75, respectivamente), Figura 9.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. A inibição de EHMT1 e EHMT2 aumenta a apoptose na linhagem A549. (A) Gráficos de 

nuvem de citometria de fluxo representativos da marcação com Anexina-V/IP na célula A549, nos grupos 

controle e com as concentrações de UNC0646 de EC50 (7,876μM) e EC75 (12,73μM). (B) Por Gráficos 

de barras é possível observar que as concentrações de UNC induziram apoptose inicial e morte das células, 

em comparação com controle. Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. 

* significa p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001. 
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Figura 9. A inibição de EHMT1 e EHMT2 aumenta a apoptose na MeWo. (A) Gráficos de nuvem de 

citometria de fluxo representativos da marcação com Anexina-V/IP na célula MeWo, nos grupos controle, 

IC50 e IC75. (B) Por Gráficos de barras é possível observar que o inibidor induziu morte celular, em 

comparação com o grupo controle. Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio 

padrão. * significa p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001. 

 

5.4 Liberação de LDH nas linhagens MeWo e A549 

Avaliamos a liberação de LDH pelas células utilizando o kit CytoTox-96. Após o 

tratamento com o inibidor UNC0646, nas concentrações de EC50 e EC75, observamos 

que a liberação de LDH nas linhagens MeWo (p < 0,01 e <0,0001, respectivamente EC50 

e EC75) e A549 (p < 0,001 e <0,01 respectivamente EC50 e EC75) aumentou 

9. A. 

B. 
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significativamente em comparação ao grupo controle, sendo concordante com os achados 

de viabilidade e morte celular que foram apresentados previamente (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. A inibição de EHMT1/EHMT2 induz liberação de LDH pelas linhagens Mewo e A549.  

Nos grupos tratados com o inibidor UNC0646 (EC50 e EC75) tanto na (A) MeWo e como na (B) A549 há 

aumento da liberação de LDH. Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. 

** significa p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001. 

 

 5.5 Atividade das caspases 3/7 na célula A549 

No ensaio de Anexina-V/IP, foi ressaltado que possivelmente há um mecanismo 

de morte celular distinto entre as células, sendo assim buscamos avaliar a influência de 

caspases-chaves envolvidas na apoptose celular. Na linhagem A549 observamos um 

aumento acentuado da atividade das caspase-3 e -7 no grupo tratado com EC75 (p < 0,01), 

em relação grupo controle (Figura 11). Contudo, na MeWo observamos um leve 

decréscimo na atividade dessas enzimas, ao comparar as células tratadas com EC75 e o 

controle (p< 0,05, Figura 11). Esses dados denotam que os mecanismos de morte celular 

induzida pela inibição de EHMT1/EHMT2 são distintos nas linhagens em estudo. 
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Figura 11. Atividade das caspases-3/7.  (A) Na linhagem MeWo ocorreu diminuição da atividade das 

enzimas caspase 3/7 após 24h de tratamento com UNC0646 na concentração de EC75. (B) Na linhagem 

A549 houve aumento da atividade das enzimas na presença do inibidor, nas concentrações EC50 e EC75. 

Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. * significa p < 0,05; **p < 0,01. 

 

5.6 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

A disfunção mitocondrial foi avaliada no contexto do potencial elétrico de 

membrana, que é essencial para a respiração celular. O Potencial de Membrana 

Mitocondrial (ΔΨm) foi medido usando a sonda fluorescente Rodamina-123. Como pode 

ser visto na Figura 12, as células MeWo tratadas com doses EC50 e EC75 apresentam 

diminuição do ΔΨm comparadas ao grupo controle (p<0,001 e p<0,0001, 

respectivamente). De modo similar, na linhagem A549 os grupos tratados com UNC0646 

(EC50 e EC75) também mostraram redução do ΔΨm em relação ao grupo controle 

(p<0,01 para ambas as doses).  

 

 

 

 

 

 

11. A.                                                                       B. 



 

63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Análise do potencial membrana em células MeWo e A549 por citometria de fluxo 

utilizando marcador Rho 123. Os dados são apresentados em gráfico com Mediana de Intensidade de 

Fluorescência – MFI (A) e em histograma representativo da marcação com Rho123 (B). Na presença do 

inibidor de EHMT1/EHMT2 as células apresentaram diminuição do potencial membrana.  ** significa p 

<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 

 

5.7 Produção de espécies reativas de oxigênio  

O tratamento das linhagens MeWo (P<0,001) e A549 (P<0,0001) com as doses 

EC50 de UNC0646 induziu significativamente a geração de EROs. (Figura 13).  
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Figura 13. Metabolismo oxidativo das células MeWo e A549 na presença do inibidor UNC0646. O 

inibidor UNC0646 na dose EC50 foi capaz de induzir a geração de EROs nas linhagens MeWo (A) e A549 

(B). No gráfico os valores são mostrados em porcentagem média de fluorescência.  *** significa p <0,001; 

**** p <0,0001. 

 

5.8 Análise da migração celular pela técnica de “wound scratch assay” 

Após 24h e 48h de tratamento, o inibidor UNC0646 foi capaz de reduzir a 

capacidade migratória na linhagem A549 na concentração de EC25 (p <0,05, ambos os 

tempos) quando comparada ao controle (Figura 14A e B).  
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Figura 14. Migração das células A549. A) Porcentagem de área livre após a migração da célula em 48 

horas. B) Migração da A549 no período de 0, 24 e 48 horas, respectivamente. B1, B2 e B3) Migração de 

controle (célula sem tratamento) nos tempos 0, 24 e 48 horas. B4, B5 e B6) Migração do grupo tratado com 

EC25 (UNC0646) nos tempos 0, 24 e 48 horas. * significa p < 0,05 e **p < 0,01. 

 

Ao contrário, na Mewo seguida de 24h e 48h de tratamento, o uso do inibidor não 

provocou diferença estatisticamente significativa na migração da linhagem em relação ao 

grupo controle (Figura 15). Deste modo, o resultado obtido com A549 é promissor, pois 

reforça que a inibição de EHMT1/EHMT2 inviabiliza a migração nessa linhagem, em que 

está intimamente correlacionada com processo de metástase em células tumorais.  
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Figura 15. Migração das células MeWo. A) Porcentagem de área livre após a migração da célula 48 horas. 

Análise das imagens realizada no ImageJ. B) Migração da MeWo no período de 0, 24, e 48 horas, 

respectivamente. B1, B2 e B3) Migração do grupo controle (célula sem tratamento) nos tempos 0, 24, e 48 

horas. B4, B5 e B6) Migração do grupo tratado com EC25 (UNC0646) nos tempos 0, 24, e 48 horas.  

 

5.9 UNC0646 inibe a proliferação das células MeWo e A549 

Por citometria de fluxo foi avaliado o impacto do inibidor de EHMT sobre 

proliferação nas linhagens com marcador CFSE. Na Figura 16 é possível notar o efeito 

na proliferação celular nas células cancerígenas pela ação do UNC0646 por 48h, nas 

doses EC25 e EC50, com redução da proliferação nas linhagens MeWo (EC25, p< 0,001; 

e EC50, p<0,0001) e A549 (EC25 e EC50; p<.0,0001).  
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Figura 16. Inibição da proliferação celular nas células MeWo e A549. Ambas as células foram 

cultivadas por 24h (A) e 48h (B) com UNC0646 (EC25 e EC50), posteriormente, foi determinada a 

porcentagem de CFSE (proliferação). Os dados representam média e desvio padrão. * indica p < 0.05, *** 

p < 0.001; **** p < 0,0001. 

 

5.10 Efeito de UNC0646 no ciclo celular nas linhagens MeWo e A549 

 

Buscando entender se o inibidor de EHMT1/EHMT2 altera a progressão do ciclo 

celular na MeWo e A549, as células foram expostas ao marcador Iodeto de Propídeo. Na 

Figura 17, podemos observar que após 48h as doses do inibidor UNC0646 não alteraram 

significativamente nenhuma fase do ciclo celular nas duas linhagens. Entretanto, na 

MeWo há indicativo de aumento da fase G1 (p=0,052) e redução de G2 (p = 0,055). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efeito do inibidor UNC0646 sobre o ciclo celular nas células MeWo e A549. Análise das 

diferentes fases do ciclo celular pela variação da quantidade de DNA nas linhagens por citometria de fluxo. 

Os dados representam média e desvio padrão, valor de p>0,05. 

 

 

5.11 Expressão de genes relacionados à morte celular, migração e proliferação 

Após observarmos morte celular, redução do potencial migratório e proliferativo 

nas células MeWo e A549, buscamos investigar a expressão de genes envolvidos nestes 

mecanismos (Figura 18 e 19). Para isso, tratamos as células com a concentração de EC50 

de UNC0646, por 24 horas. Na célula A549 observamos que o nível de transcrição de 

17. 
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BCL2, NLRP1, KI67, CDK1 e CDK2 diminuíram significativamente no grupo tratado 

quando comparado com o grupo controle (p= 0,04, p=0,01, p= 0,02, p=0,04 e p=0,03, 

respectivamente) (Figura 18). A linhagem MeWo exposta a dose de EC50 apresentou um 

aumento significativo na expressão do gene BAX (p=0,02) e diminuição significativa de 

BAK, BCL2 e CDK1 (p=0,04, p=0,03, p=0,03 respectivamente) (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Inibição de EHMT1 e EHMT2 modifica a expressão de alguns genes na célula A549. A 

inibição dessas metiltransferases provocou diminuição significativa na expressão BCL2 (D), NLRP1(K), 

KI67(M), CDK1(N) e CDK2(O). As reações foram realizadas em duplicatas e o valor relativo Fold Change 

18. 
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foi obtido pelo método 2−ΔΔCt. Os valores médios de Ct das amostras de A549 sem tratamento foram 

usados como referência. Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. * 

significa p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expressão de genes envolvidos com apoptose e proliferação na linhagem MeWo. A inibição 

de EHMT1 e EHMT2 provocou aumento na expressão de BAX (J) e diminuição na transcrição de BAK©, 

BCL2(D) e CDK1(M). As reações foram realizadas em duplicatas e o valor relativo Fold Change foi obtido 

pelo método 2−ΔΔCt. Os valores médios de Ct das amostras de MeWo sem tratamento foram usados como 

referência. Todos os resultados foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. * significa p < 0,05. 
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5.12 Análise in sílico dos GDEs e processos biológicos enriquecidos em relação a 

expressão de EHMT1 e EHMT2 em amostras de câncer de pulmão e pele. 

Utilizando os dados do cBioPortal, dicotomizamos as amostras dos bancos de 

Adenocarcinoma Pulmonar (AP) e Melanoma Cutâneo (MC) de acordo com a expressão 

mediana de expressão de EHMT1 e EHMT2. Ademais, com valor de p ajustado para 

<0,05, identificamos GDEs nos pacientes com AP. No total,1618 GDEs foram 

identificados de acordo com a expressão diferencial de EHMT1 e (Figura 20A) e 3102 

GDEs de EHMT2 (Figura 20C).  Nas amostras dos pacientes com MC encontramos 2043 

GDEs entre amostras com baixa e elevada expressão de EHMT1 (Figura 20B) e 4257 

GDEs para EHMT2 (Figura 20D). Nos quadros suplementares (1-4) mostram os 20 

principais GDEs, de acordo com a expressão de EHMT1 e EHMT2 nas amostras de 

pacientes com AP e MC. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Genes diferencialmente expressos em amostras de Adenocarcinoma Pulmonar e 

Melanoma Cutâneo, de acordo com a expressão de EHMT1 e EHMT2. Gráficos de vulcão mostrando 

os GDEs em AP (A e C) e MC (B e D), de acordo com a expressão de EHMT1 e EHMT2. Genes com valor 

de “p” ajustado < 0,05 são destacados com pontos vermelhos.  
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A partir de GDEs, realizamos análise funcional de vias biológicas no banco de 

dados DAVID, Figura 21. A análise revelou que 12 vias biológicas foram enriquecidas 

em amostras de AP, de acordo com a expressão EHMT1 e 14 vias para EHMT2. Nas 

amostras de MC, 14 vias biológicas foram enriquecidas conforme a expressão EHMT1 e 

17 vias para EHMT2. Entre os processos biológicos descritos, os mais relevantes nas 

amostras de AP identificados para EHMT1 foram reparo do DNA e dano ao DNA, já para 

EHMT2 apoptose e necrose. Nesse sentido, nas amostras de MC os processos biológicos 

identificados para EHMT1 foram ciclo celular e divisão celular. Para EHMT2 

identificamos apoptose, necrose e regulação de crescimento celular. Sendo assim, esses 

processos biológicos afetados pela alteração da expressão de EHMT1 e EHMT2 

encontrados na análise in sílico nas amostras de adenocarcinoma pulmonar e melanoma 

cutâneo estão em linha, ao menos em parte, com nossos achados funcionais. 
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Figura 21. Principais processos biológicos encontrados na análise de DEGs nas amostras de 

Adenocarcinoma Pulmonar e Melanoma Cutâneo de acordo com a expressão de EHMT1 e EHMT2. 

Gráficos de barras mostrando os principais processos biológicos significativamente enriquecidos (log10 

FDR) encontrados na análise de DEGs de acordo com a expressão de EHMT1 e EHMT2 nas amostras de 

AP e MC. Gene EHMT1 (A) AP e (B)MC; gene EHMT2 (C) AP e (D) MC. 

 

 

5.13 Análise in sílico do papel de EHMT1 e EHMT2 no prognóstico e na sobrevida 

de pacientes com câncer de pulmão e pele. 

Através da ferramenta OncoLnc foi avaliado o impacto dos genes EHMT1 e 

EHMT2 na sobrevida de pacientes com Adenocarcinoma pulmonar (AP) e Melanoma 

cutâneo (MC). A análise da expressão de EHMT1 e EHMT2 nos pacientes com AP 

(n=246) e MC (n=229) não apresentou impacto significativo na sobrevida global dos 

pacientes (para EHMT1, p=0,7 para AP e p=0,1 para MC; para EHMT2, p=0,3 para AP; 

p=0,07, para MC; Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Dados do OncoLnc de sobrevida de pacientes com Adenocarcinoma Pulmonar e 

Melanoma Cutâneo em relação aos genes alvos. Os resultados mostraram que a diferença de expressão 

de EHMT1/EHMT2 não impactaram na sobrevida dos pacientes com câncer de pulmão ou melanoma. Gene 

EHMT1 (A) AP e (B) MC; gene EHMT2 (C) AP e (D) MC.  
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6. DISCUSSÃO 

Embora o câncer seja comumente considerado uma doença que surge 

principalmente do acúmulo de mutações genéticas, atualmente sabe-se que as alterações 

na modificação do DNA e das histonas contribuem para o início e a progressão do câncer. 

(CASCIELLO et al., 2015). O envolvimento do EHMT2 na biologia do câncer é 

provavelmente devido ao seu papel fundamental na proliferação, sobrevivência e 

metástase das células tumorais, principalmente pelo controle de vários processos de 

transcrição (POULARD et al., 2021). Níveis mais elevados de EHMT2 estão associados 

ao aumento da metilação que inibe a expressão de genes supressores de tumor, 

provavelmente resultando em fenótipos mais agressivos, com invasão e metástase (HUA 

et al., 2014; SOUZA et al., 2021). A expressão de EHMT1 encontra-se elevada em câncer 

gástrico e na leucemia linfocítica crônica, além de apresentar impacto prognóstico em 

pacientes com essas patologias (ALVES-SILVA et al., 2018; YANG et al., 2018). Neste 

trabalho, realizamos a inibição dessas enzimas metiltransferases em linhagem de 

melanoma cutâneo e adenocarcinoma pulmonar humano e identificamos que esse 

processo interfere na saúde mitocondrial das linhagens estudadas, culminando com morte 

celular. Além disso, a inibição de EHMT1/EHMT2 inibiu a migração na célula A549 e 

proliferação celular das linhagens MeWo e A549. 

A apoptose ou morte celular programada é uma forma natural de remover células 

envelhecidas do corpo e células malignas. No entanto, no câncer, a sinalização apoptótica 

desregulada com ativação de sistemas antiapoptóticos permite que as células cancerígenas 

escapem desse programa, levando à proliferação descontrolada, resultando na 

sobrevivência do tumor, resistência terapêutica e recorrência do câncer (MOHAMMAD 

et al., 2015).  O trabalho de YUE-PENG et al. (2019) mostrou que a inibição de 
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EHMT1/EHMT2 por RNAi foi capaz de induzir apoptose em linhagens de câncer de 

bexiga. No carcinoma hepatocelular humano foi observado que o knockdown de EHMT2 

reduziu os níveis de H3K9me2 e prejudicou o crescimento das células de carcinoma 

hepatocelular (YOKOYAMA et al., 2017). Em nosso estudo, não identificamos diferença 

no nível transcricional de EHMT1 e EHMT2 nas linhagens MeWo e A549, quando 

comparadas com hFib. Em contrapartida, utilizando o inibidor UNC0646, as doses mais 

baixas afetaram a viabilidade celular principalmente nas células cancerígenas. Todavia 

em doses maiores, as células saudáveis foram afetadas consideravelmente, sendo assim, 

posteriormente o que pode ser avaliado é a forma de entrega da droga em estudo de 

sistema farmacotécnico.  

Nas células MeWo e A549 além afetar a viabilidade notamos também aumento de 

atividade de LDH nos sobrenadantes. Similarmente ao observado, o trabalho DE SMEDT 

et al. (2021) mostrou que os inibidores de EHMT1/EHMT2, BIX01294 e UNC0638 

reduziram a viabilidade e o crescimento das células do mieloma múltiplo (MM). Além de 

promover a apoptose de linhagens de MM humanas e murinas. Um trabalho do nosso 

grupo de pesquisa também demonstrou que a inibição de EHMT1/EHMT2 por UNC0646 

diminuiu a viabilidade em células Jurkat de leucemia linfoide aguda, além de morte das 

células acompanhada pelo aumento da expressão de P53, TP73, BAX e MDM4 

(CARVALHO et al., 2020). 

Os achados já abordados mostram que a inibição de EHMT1/EHMT2 por 

UNC0646 induz a morte celular de ambas as linhagens, A549 e MeWo, e os nossos 

resultados por marcação com Anexina-V/IP validam os achados obtidos por MTT, apesar 

de EC75 do UNC0646 apresentar uma porcentagem menor na apoptose tardia, é possível 

verificar que ambas as doses levam a morte celular. Além disso, a disfunção mitocondrial 

e produção de EROs causada pelo UNC0646, corroboram estes resultados, considerando 
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que as mitocôndrias normalmente têm um papel central na morte celular apoptótica. 

Classicamente, durante apoptose há permeabilização da membrana externa mitocondrial 

(MOMP) o que leva uma célula à morte, que envolve a liberação do citocromo c da 

mitocôndria e ativação das caspases. Todavia, novas descobertas mostram ação das 

mitocôndrias em outros processos, incluindo necroptose, ferroptose e piroptose (BOCK; 

TAIT, 2020).  As EROs são produzidas como resultado do metabolismo intracelular 

normal nas mitocôndrias, retículo endoplasmático e peroxissomos na célula, bem como 

de diferentes sistemas enzimáticos citosólicos. Quando as EROs permanecem em 

concentrações ótimas e em equilíbrio homeostático, elas podem atuar como segundos 

mensageiros, contribuindo para o controle de diversas funções celulares, como 

sobrevivência, crescimento ou diferenciação celular e regulação da sinalização celular. 

Por outro lado, quando a homeostase é comprometida há danos celulares levando à morte 

celular, devido à diminuição da atividade antioxidante ou altas quantidades de EROs 

(KAJARABILLE; LATUNDE-DADA, 2019). As EROs também desempenham funções 

importantes na indução de diferentes tipos de morte celular como na apoptose, ferroptose 

e necroptose (VILLALPANDO-RODRIGUEZ; GIBSON, 2021). 

Em estudos in vitro, os estágios finais de apoptose podem causar alterações 

morfológicas características de necrose (necrose secundária), pois normalmente, não há 

a presença de células fagocíticas para fazer a remoção dessas células ou dos seus 

fragmentos. De acordo com a última publicação do Comitê de Nomenclatura em Morte 

Celular (CNMC) (2018), foi salientado que o mecanismo de apoptose induzido por 

fármacos ou compostos em análise não fisiologicamente, deve ser usado o termo “morte 

celular regulada” para morte celular que envolve diferentes tipos, entre elas apoptose 

intrínseca e extrínseca, necroptose e piroptose (GALLUZZI et al., 2018). Deste modo, 
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esses resultados de morte denotam que o processo de morte celular que envolve a inibição 

por UNC0646 é diferente na linhagem de melanoma e adenocarcinoma. 

Neste sentido, buscamos entender melhor o processo de morte celular apresentada 

pela célula A549, após ação do inibidor UNC0646. Notamos aumento na atividade de 

caspases-3/7 e diminuição de BCL2 no perfil transcricional. A proteína BCL-2 faz parte 

da via intrínseca e tem ação antiapoptótica (PISTRITTO et al., 2016). De encontro aos 

nossos resultados, um trabalho mostrou que o inibidor UNC0642 induziu a apoptose em 

linhagens de câncer de bexiga, associado com níveis de expressão de marcadores de 

apoptose, caspase-3 clivada e PARP clivada (CAO, Y et al., 2019). O trabalho CUI et al. 

(2015) demonstrou que a inibição de EHMT2 foi capaz ativar a via das caspases no câncer 

de bexiga. Sendo assim sugestivo para que o processo de morte celular regulada pela ação 

do UNC0646 na célula A549, possivelmente, seja apoptose intrínseca ou extrínseca, em 

que as vias convergem na ativação das caspase-3, 6 e 7 (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 

2008; ROGERS et al., 2017). 

O mecanismo de morte envolvido na célula MeWo pela ação do inibidor 

UNC0646, provavelmente é diferente do observado na A549. Na linhagem MeWo há 

diminuição da atividade das caspases 3/7 e aumento de marcação de Iodeto de Propídio. 

No perfil transcricional, aumento de BAX e diminuição BAK e BCL2. No entanto, alguns 

trabalhos como com inibidor BIX-01294 na Leucemia Linfoblástica Aguda de células T 

mostrou que a inibição de EHMT2 induz a apoptose celular e regula positivamente a 

expressão de BAX e CASP3 (HUANG Y et al., 2017). Em outro estudo com o inibidor 

BIX-01294 também mostra que há regulação positiva de proteínas relacionadas à 

apoptose, BAX e CASP3 no Linfoma de Células do Manto (WANG et al., 2022). Sendo 

assim, os possíveis mecanismos de morte celular regulada pelo efeito da inibição de 

EHMT1/EHMT2 na célula MeWo diferem de outros modelos celulares, em que não 
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envolve a via intrínseca da apoptose. A morte celular apoptótica pela via intrínseca 

depende necessariamente de vários processos, como a ativação das caspases, regulação 

de proteínas antiapoptóticas como BCL-2 e pró-apoptóticas, entre elas BAK e BAX 

(HAFEZI; RAHMANI, 2021). Portanto, outros mecanismos não avaliados, como 

necroptose, piroptose ou necrose podem estar envolvidos na célula MeWo após inibição 

de EHMT1/EHMT2.  

A migração e invasão do câncer no tecido circundante, em vasos sanguíneos e 

linfáticos, são um passo importante no processo de metástase, permitindo assim que as 

células cancerígenas colonizem órgãos distantes (DUFF; LONG, 2017. As interações 

célula-célula e a adesão celular estão entre os mediadores da progressão do câncer, por 

facilitar evasão imune e disseminação metastática (LÄUBLI; BORSIG, 2019). Além da 

quimiotaxia que pode favorecer a cascata metastática (KEDRIN, et al. 2007), é o 

fenômeno pelo qual o movimento das células é direcionado em resposta a um gradiente 

químico extracelular (ROUSSOS; CONDEELIS; PATSIALOU, 2011). Sendo assim, 

observamos que na célula MeWo o potencial migratório não foi afetado pela inibição de 

EHMT1/EHMT2. No entanto, na linhagem A549 verificamos um declínio no nível 

migratório das células tratadas com inibidor, o que pode indicar um efeito contra o 

potencial metastático das células. Na análise in sílico em relação aos mecanismos 

biológicos é importante destacar que a quimiotaxia (CCL5 e RNASE2) e adesão celular 

(ADAM23, COL16A1, MYBPC) são afetados pelo enriquecimento dos GDEs no 

adenocarcinoma pulmonar pela baixa expressão de EHMT2. Sendo possível supor com 

esta análise, que a inibição de EHMT1/EHMT2 pode levar a redução da quimiotaxia e 

adesão destas linhagens, desfavorecendo o potencial metastático. Similarmente, ao que 

foi abordado ZHANG et al. (2022) mostrou que o composto cinobufagina possivelmente 

inibiu a expressão EHMT2, o que suprimiu a proliferação, migração, invasão celular e 
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promoveu apoptose em células A549. No trabalho de HUANG T et al. (2017) como já 

citado, a inibição farmacológica EHMT2 suprimiu o crescimento de células tumorais, 

formação de colônias, invasão e migração em CPCNP. O knockdown de EHMT2 mediado 

por RNAi em células de câncer de pulmão altamente invasivas mostrou a inibição da 

migração e a invasão in vitro e a metástase in vivo (CHEN et al., 2010).  

Outra característica estudada no câncer é a capacidade de sustentar a proliferação 

não programada. O processo normal de divisão celular ocorre por meio do ciclo celular, 

geralmente dividido nas fases G0/G1, S, G2 e M, regulado por diferentes ciclinas 

específicas que atuam em associação com quinases dependentes de ciclina (CDKs) 

(INGHAM; SCHWARTZ, 2017; ZHENG et al., 2019). CDK2 em complexo com ciclina 

E ou ciclina A, é necessário para iniciação e progressão através da fase S, aumenta à 

medida que as células progridem para as fases S e G2; enquanto CDK1 em complexo 

com ciclina A ou ciclina B é necessário para que ocorra a mitose (DITANO; 

SAKURIKAR; EASTMAN, 2021). Outros fatores outros envolvidos no ciclo celular, 

entre eles as separases, são proteases semelhantes às caspases evolutivamente 

conservadas, desempenhando um papel crucial na regulação do ciclo celular, pois 

executam a separação das cromátides irmãs na transição da metáfase para a anáfase 

(MOSCHOU; BOZHKOV., 2012). Além disso, uma proteína nuclear de vertebrados 

expressa em todas as células em proliferação, é o KI67, um biomarcador amplamente 

utilizado para estimar a proporção de células em divisão para classificar tumores 

(CUZICK et al., 2011).  

A inibição de EHMT1/EHMT2 na A549 no processo de proliferação celular levou 

ao decréscimo da expressão de KI67, CDK1 e CDK2 e à redução nos níveis do potencial 

proliferativo das células. Na MeWo encontramos diminuição da expressão de CDK1, com 

redução da proliferação no ensaio funcional, alteração no ciclo celular com indicativo de 
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elevação da fase G1 e diminuição da fase G2, fortalecendo os demais dados com possível 

parada do ciclo em G1. Convergindo com este achado, um trabalho com inibidor do ciclo 

celular mostrou inibição da proliferação de células de carcinoma hepático humano, 

através da indução da paragem da fase G0/G1, regulação negativa de CDK2, CDK4 e 

CDK6, seguida de morte celular apoptótica (HAN et al., 2012).  Em relação a progressão 

do ciclo celular na célula A549, não observamos alteração. No entanto, no trabalho de 

KUMADA et al. (2006), em camundongos foi destacado que a presença de cromossomos 

não segregados em células deficientes em separase não parece causar defeitos adicionais 

nos eventos de progressão do ciclo celular, como a replicação do DNA ou a duplicação 

do centrossomo. Sendo assim, na ausência de separase o ciclo celular parece não ser 

afetada, o que pode ocorrer neste caso da A549, justificando os demais dados. Ou então, 

nesta linhagem seja necessário utilizar outra técnica, como a marcação de BrdU por 

citometria fluxo que é mais sensível para estimar a progressão ciclo celular. A análise 

bivariada do conteúdo de DNA celular versus a presença de BrdU fornece informações 

sobre a cinética da progressão do ciclo celular, permitindo medir a duração do ciclo 

celular e o comprimento de fases individuais do ciclo celular (TERRY; WHITER, 2001).  

Alguns trabalhos reforçam os achados abordados de proliferação celular nas 

linhagens, exemplificando FLOTHO et al. (2009) demostrou que os inibidores de 

metiltransferases bloqueiam a proliferação celular e desencadeiam a apoptose. CHAE et 

al.  (2019) por sua vez mostrou que a inibição da metilação de FOXO1 mediada 

por EHMT2 pode regular a proliferação celular e apoptose. Ademais, outros dois 

trabalhos com câncer de mama reforçam esses achados, LIU et al. (2018) mostrou que o 

inibidor UNC0638 inibiu a proliferação celular em linhagem de células de câncer de 

mama. Já no outro foi destacado que a inibição de EHMT2 reduziu a expressão de TBX2, 

que inibiu a proliferação de células tumorais (CRAWFORD et al. 2019). 
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Por fim, na análise in silico, no que se refere aos mecanismos biológicos 

enriquecidos pelos GDEs de acordo com a alteração da expressão de EHMT1/EHMT2 

nos bancos de dados dos canceres de pele e pulmão, mostraram que alguns processos são 

afetados.  Encontramos nas amostras de AP e MC principalmente para baixa expressão 

de EHMT2, alteração nos reguladores de apoptose e necrose. Entre os genes mais 

expressos nos reguladores de apoptose estão sobretudo os marcadores proapoptóticos nas 

amostras com baixa expressão de EHMT2, como TP63, RIPK, RIPK3, NFKB, CASP1, 

CASP8, BCL10 e BAX para AP. Nas amostras de MC identificamos BCL10, BAX, FAZ, 

NFKB1, RIPK3, TP73, CASP10, CASP5, CASP7, CASP8 e CASP9.  Dentre os 

reguladores necróticos mais expressos nas amostras AP com baixa expressão de EHMT2 

estão NLRP1, CARD8, GSDME, MLKL, RIPK1 e RIPK3. Em MC identificamos NLRP1, 

CASP4, GSDMB, GSDME, MLKL e RIPK3. Estes resultados ressaltam os demais achados 

de morte nas células MeWo e A549 e nossos dados de expressão gênica, em que 

identificamos nas células MeWo e A549 inibição da transcrição de BCL2 e expressão 

elevada de BAX na linhagem MeWo. A estratificação das amostras de acordo com a 

expressão de EHMT1 levou ao enriquecimento de mecanismos relacionados ao reparo do 

DNA e dano ao DNA para as amostras de pacientes com AP, ciclo celular e divisão celular 

nas amostras de MC. Fortalecendo assim, mais uma vez, todos os nossos dados, em 

importância o processo de morte e proliferação celular.  

Na análise in silico de sobrevida dos pacientes com melanoma cutâneo e 

adenocarcinoma pulmonar, a alteração na expressão de EHTM1 e EHMT2 não afetou a 

sobrevida dos pacientes. Em contrapartida, alguns trabalhos em pacientes com câncer de 

mama, câncer de pulmão, câncer gástrico e câncer de esôfago associaram altos níveis de 

expressão de EHMT2 ao mau prognóstico e menor sobrevida dos pacientes (CHEN et al., 

2010; ZHONG et al., 2015; YIN et al., 2019; CASCIELLO et al., 2020). Embora não 
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exista relação direta da expressão diferencial dessas enzimas EHMT1 e EHMT2 na 

sobrevida dos pacientes com esses canceres, nossos dados indicam que EHMT1/EHMT2 

atuam no processo de tumorigênese.  

Deste modo, a inibição de EHMT1/EHMT2 pelo inibidor químico UNC0646 

mostrou que afeta de forma acentuada a viabilidade celular de diferentes linhagens de 

melanoma e adenocarcinoma pulmonar. Além disso, nas células A549 e MeWo o efeito 

de UNC0646 levou a disfunção mitocondrial e produção de EROs, liberação de LDH e 

alteração da capases-3/7 (A549). Identificamos também diminuição de proliferação 

celular na linhagem A549 e MeWo e inibição da migração celular nas células A549.  Em 

conjunto, esses dados mostram a relevância de EHMT1/EHMT2 no processo 

carcinogênico dos modelos em estudo. 
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7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

   O foco do estudo centrou-se em averiguar alguns processos afetados na 

carcinogênese, em que obtivemos resultados promissores para viabilidade, morte, 

proliferação e migração celular encontrados pela inibição de EHMT1 e EHMT2 por meio 

do uso do inibidor químico UNC0646, tanto nas células de melanoma como em células 

de adenocarcinoma pulmonar. Considerando os resultados obtidos, seria relevante 

investigações mais aprofundadas, de modo a fornecer um melhor entendimento dos 

mecanismos afetados nesses modelos de câncer. Entre as possíveis investigações, seria 

interessante avaliação por outras metodologias na divisão celular e ciclo celular, 

aprofundar nas investigações com outras linhagens, direcionamento para avaliação de 

marcadores de necroptose, piroptose e/ou necrose nas células MeWo. Em adição, estudos 

de sistema farmacotécnico para entrega da droga sem causar consideráveis efeitos 

adversos para as células saudáveis e avaliação do efeito da inibição de EHMT1 e EHMT2 

em modelos ex vivo e in vivo. Estes possíveis avanços podem direcionar no futuro para o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas voltadas para histonas 

metiltransferases no adenocarcinoma de pulmão, melanoma maligno e possivelmente em 

outros canceres. 
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Suplementar quadro 1. Os 20 genes mais expressos e inibidos em amostras de 

adenocarcinoma pulmonar, de acordo com a mediana de expressão de EHMT1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suplementar quadro 2. Os 20 genes mais expressos e inibidos em amostras de 

adenocarcinoma pulmonar, de acordo com a mediana de expressão de EHMT2. 
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Suplementar quadro 3. Os 20 genes mais expressos e inibidos em amostras de 

melanoma cutâneo, de acordo com a mediana de expressão de EHMT1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Suplementar quadro 4. Os 20 genes mais expressos e inibidos em amostras de 

melanoma cutâneo, de acordo com a mediana de expressão de EHMT2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


